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ONSOZ

Karaciger kanseri kanser nedenli oliimlerde erkeklerde ikinci, kadinlarda
altinc1 sirada yer alir. Hepatoseliiler Karsinom (HCC), karacigerin primer malign
tiimdrlerinin % 70-85’ini olusturur ve diinya genelinde gozlenen kanser vakalarinda
besinci sirada olup kansere bagli 6liim sebeplerinde ligiincl sirada yer almaktadir.
HCC erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmekte olup insidans orani yaklasik olarak
3:1'dir. HCC oldukga kotii bir prognoza sahiptir ve siklikla ilerlemis sathalarda teshis
edilebilmektedir.

Dietilnitrozamin (DEN) birgok hayvan tiiriinde basta karaciger olmak iizere
mide ve akciger gibi ¢esitli organlarda tiimor olusumuna neden olan Onemli bir
karsinojendir. DEN, sigara dumaninda, c¢edar peynirinde, soya fasiilyesinde,
kiirlenmis ve kizartilmis yemeklerde, tuzlanmis ve kurutulmus baliklarda, sigara
dumaninda, alkollii iceceklerde, kozmetik {iriinlerde, tarimsal kimyasallarda
bulunmaktadir. DEN bunlara ek olarak bazi ilaglarin metabolizmasi1 sonucunda da
uretilmektedir. Ratlarda DEN ile deneysel olarak olusturulan HCC modeli, yaygin

olarak bilimsel ¢alismalarda kullanilmakta ve kabul gérmektedir.

Karaciger ve safra hastaliklarinin tedavisinde 2000 yili askin siiredir
kullanilmakta olan Silimarin, Silybum marianum bitkisinin tohumlarindan ve
meyvelerinden elde edilen bir polifenolik flavonoiddir. Onemli bir karaciger
koruyucu ve antioksidan olmasinin yan1 sira Silimarin anti-enflamatuar, antifibrotik,
anti-proliferatif, anti-metastatik, immunomodulator ve proapoptotik etki gosterir.
Cesitli kanser tiirlerinde koruyucu 6zelliklerinin oldugu yapilan calismalarla ortaya

konulmaktadir.

Karaciger kanseri en yaygin kanser tiplerinden birisidir ve giiniimiizde kanser
patogenezine yonelik c¢alismalar bu nedenle olduk¢a ©Onem arz etmektedir.
Yaptigimiz bu calismada olusturulan deneysel karaciger kanser modelinde

Silimarin’in koruyucu etkisi immunohistokimyasal ve biyokimyasal parametreler



vasitastyla arastirtlmistir.  Yapilan literatiir taramalarinda deneysel karaciger
modelinde Silimarin’in koruyucu etkisinin arastirildig1 az sayida in vivo ve in vitro
calismanin mevcut oldugu goézlenmistir. Yiiriittiigiimiiz bu calismada detayl1 olarak
kullanilan markerlar vasitasiyla hem DEN ile olusturulan karaciger kanser modelinin
patogenezi yorumlanmis hem de Silimarin’in antihepatokarsinojenik kapasitesi bu
markerlarin ekspresyon diizeyleri vasitasiyla degerlendirilmistir. Calisma sonuglari
karaciger kanserinde Silimarin’in kullanilabilirligine yonelik uygulamalara zemin
teskil edecektir ve elde edilen bulgular konuyla iligskili diger ¢aligmalarin
planlanmasima da olanak saglayacaktir. Ayrica ulagilan verilerin literatiire katki

saglayacag ve faydali olabilecegi diistiniilmektedir.

Doktora egitimim ve tez calismam siiresince kiymetli bilgilerini aktaran,
tecriibe ve goriisleriyle bana 11k tutan danisman hocam Prof. Dr. Serpil DAG’a,
Anabilim Dalimiz Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Enver BEYTUT ve Prof. Dr. Hasan
OZEN’e, Prof. Dr. Musa KARAMAN’a, arastirma siiresinde yardim ve
desteklerinden dolay1 Dog. Dr. Metin OGUN, Dog. Dr. Erol AYDIN, Uz. Dr. Ahmet
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OZET

Ratlarda Deneysel Karaciger Kanser Modelinde Silymarin’in Koruyucu

Etkisinin Histopatolojik ve Biyokimyasal Yontemlerle Arastirilmasi

Karaciger kanseri, diinyada kansere bagli oOliimlerde iiglincii sirada yer
almaktadir. HCC, karacigerin primer malign timorlerinin = %70-85’ini
olusturmaktadir. Bu ¢alismada ratlarda DEN uygulamasi yapilarak olusturulan
deneysel karaciger kanser modelinde, Silimarin’in koruyucu etkileri biyokimyasal ve
immunohistokimyasal yontemlerle arastirildi. Bu amacla 50 adet Wistar Albino Cinsi
erkek rat 10’arl1 olarak 5 gruba ayrildi. Kontrol grubundaki ratlara 20 hafta boyunca
pelet yem ve igme suyu verildi. Sham grubundaki hayvanlara % 0.9 NaCl igerisinde
¢ozdiiriilmiis propilen glikol intraperitoneal yolla haftada 3 kez olmak tizere 20 hafta
boyunca verildi. DEN grubundaki hayvanlara 50 mg/kg dozunda haftada 1 kez
olmak iizere 20 hafta boyunca DEN uygulamasi yapildi. DEN+Silimarin grubundaki
ratlara DEN uygulamasindan 1 hafta 6nce baslayacak sekilde 100 mg/kg dozunda
haftada 3 kez olmak iizere 21 hafta boyunca intraperitoneal yolla Silimarin
uygulandi. Silimarin grubundaki ratlara 100 mg/kg dozunda 20 hafta boyunca
intraperitoneal yolla haftada 3 kez olmak iizere Silimarin uygulandi. 21 hafta
sonunda hayvanlarin sistemik nekropsileri yapilarak kan ve karaciger doku ornekleri
alindi. DEN grubunda makroskobik olarak farkli biiyiikliik ve sayida nodiiler yapilar
tespit edildi. DEN ile birlikte Silimarin uygulanan grupta da benzer durum hakimdi.
Biyokimyasal parametrelere (ALT, AST, ALP ve TOS) goére DEN-+Silimarin
grubunda DEN grubuna kiyasla istatistiki olarak anlaml diislis gozlendi.
Mikroskobik incelemeler sonucunda DEN ve DEN+Silimarin gruplarinda HCC’nin
trabekiiler ve asiner paternini iceren miks tipi tespit edildi. iNOS, Nitrotirozin,
PCNA, GSTPi, MMP-9, HPIP ve TUNEL boyamalar1 sonucunda DEN ve
DEN+Silimarin gruplar1 arasinda istatistiki  karsilastirmada anlamli  sonug
bulunamadi.

Anahtar Sézciikler: Biyokimya, DEN, HCC, immunohistokimya, karaciger kanseri,
Silimarin.
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ABSTRACT

Investigation of Protective Effect of Silymarin in Experimental Liver Cancer

Model in Rats by Histopathological and Biochemical Methods

Liver cancer is the third most common cancer-related death in the World.
HCC constitutes %70-85 of liver malignant primary tumors. In this study, in
experimental liver cancer model that have formed by applying DEN to rats, the
protective effects of Silymarin were investigated by biochemical and
immunohistochemical methods. For this purpose, 50 Wistar Albino male rats were
divided into 5 groups with 10 rats. The rats in the control group were fed pellet feed
and drinking water for 20 weeks. Animals in Sham group were treated with
propylene glycol dissolved in 0,9 % NaCl intraperitoneally 3 times a week for 20
weeks. Animals in DEN group received DEN at a dose of 50 mg/kg once a week for
20 weeks. The rats in the DEN +Silymarin group were Silymarin intraperitoneally
for 21 weeks 3 times a week at a dose of 100 mg/kg, starting 1 week prior to the
administration of DEN. Silymarin was administered to rats in the group of Silymarin
3 times a week intraperitoneally for 20 weeks at a dose of 100 mg/kg. At the end of
21 weeks, systemic necropsy of the animals was performed and blood and liver
tissue samples were taken. Macroscopically different size and number of nodular
structures were detected in the DEN group. A similar situation in the group treated
with Silymarin with DEN. A statistically significant decrease was observed
compared to the DEN+Silymarin group according to biochemical parameter (ALT,
AST, ALP and TOS). As a result of microscopic examination, the type of mixture
containing HCC trabecular and acinar pattern was determined in DEN and
DEN-+Silymarin groups. Statistically significant differences weren’t found between
the DEN and DEN+Silymarin groups as a result of iNOS, Nitrotyrosine, PCNA,
GSTPi, MMP-9, HPIP and TUNEL staining.

Key Words: Biochemistry, DEN, HCC, immunohistochemistry, liver cancer,
Silymarin



1.  GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1. Karaciger
1.1.1. Karacigerin Yapisi

Viicudun en biiyiik organi olan karaciger karin boslugunun sag iist ve kismen
de sol iist boliimiinde yer alir (Ross ve Pawlina 2016). Karaciger, viicudun hemen
hemen biitiin sistemleriyle iliskili olup onemli fonksiyonlara sahip bir organdir
(Noyan 2011). Kanin filtrasyonu ve depolanmasi, karbonhidratlarin, proteinlerin,
yaglarin, hormonlarin ve yabanci kimyasal maddelerin metabolizmasi, safra sentezi,
demir ve vitaminlerin depolanmasi ile pihtilasma faktorlerinin  yapimi ve
detoksifikasyon gibi c¢esitli gorevleri yerine getirmektedir (Cavusoglu ve Yegen
2007).

Karaciger, kollagen ve elastik iplikler igeren bag dokudan bir kapsiille
cevrelenir (Tanyolag 1993). Hilumda kalinlasan ve Glisson kapsiilii (kapsula fibroza)
ad1 verilen bu yapiy1 dis taraftan peritonun viseral yaprag:i (kapsula seroza) sarar
(Aytekin 1993). Bag doku ile beraber karacigere ait damar ve kanallar organin igine
girerek loplar1 ve lopguklar olusturur (Basimoglu Koca 2012). Karaciger lopguklari
yapisal ve fonksiyonel Ozellikleri, safra ve kan akisinin yoni g6z Onilinde
bulundurularak klasik hepatik lopguk, portal lopcuk ve karaciger asinusu olarak ii¢

farkl1 bigimde degerlendirilir (Sekil 1 a-b) (Ozer 2008).



Portal Lobiil

Klasik Lobiil

Uzun Eksen

Sentral Ven

Sekil 1a. Klasik Lobiil, Portal Lobiil ve Karaciger Asinusu (Ross ve Pawlina 2016).
Sekil 1b. Karaciger Asinusu (Ross ve Pawlina 2016).

1-Klasik Hepatik Lopcuk: Karaciger parankimi hekzagonal sekilli
lopguklardan olugmustur (Basimoglu Koca 2012). Bazi hayvanlarda (deve, domuz)
bag dokunun bol olmasi nedeniyle lopguklar belirgin bir sekilde gozlenirken insan ve
diger hayvanlarda hekzagonal yap1 belirgin degildir (Aytekin 1993). Her lopcugun
merkezinde sentral ven bulunur (Maxie 2016). Karacigerin epitel hiicreleri olan
hepatositler merkezden perifere dogru yonelen kordonlar1 olustururlar (Gartner ve
Hiatt 2014). Hepatositlerin olusturduklar1 bu 1s1nsal dizilere Remark kordonlar1 denir
(Ergiin  2012). Remark kordonlar1 arasinda karaciger siniizoidleri yer alir.
Siniizoidlerin duvarinda tipik bir bazal membran yoktur ve endotel hiicreleri
aralarinda az ya da ¢ok agiklik mevcuttur. Hepatositler ve siniizoidlerin arasindaki
perisiniizoidal bosluga Disse araligi ad1 verilir (Mescher 2016). Bu aralikta retikiiler
lifler ve hepatositlerin mikrovilluslar1 yer alir. Kan sivist endotelyal duvardan kolay
bir sekilde gecer ve hepatosit yiizeyi ile temas eder. BoOylece Disse araligi
makromolekiillerin siniizoidal lumenle hepatositler arasindaki aligverisine imkan
saglar (Ozer 2008, Ross ve Pawlina 2016). Birbirine komsu olan lopguklar arasinda
Glisson iicgeni ya da Kiernan araligi adi verilen alanda karaciger {cliisii olarak
isimlendirilen Vena porta ile Arteria hepatikanin kollar1 ve Duktus biliferus yer
almaktadir (Ozer 2008).



Kan akis1t hepatik lopgugun periferinden merkezine dogru, safra akisi ise
merkezden perifere dogrudur. Karacigere kan, hepatik portal ven ile hepatik arter
yoluyla gelir (Aytekin 1993). Karacigerin fonksiyonel damari olan vena porta
sindirim sistemi, dalak ile pankreastaki kani karacigere getirir. Organin major kan
ihtiyac1 (yaklasik % 75 kadar1) hepatik portal ven ile karsilanir. Bu kanda oksijen
miktar1 diigiik, besleyici madde miktar1 ise yiiksektir. Karacigere taginan portal kan;
bagirsakta absorbe edilmis toksik materyaller ile besin maddelerini, dalaktaki kan
hiicrelerinin yikim iiriinleri ve pankreas ile gastrointestinal kanaldaki enteroendokrin
hiicrelerden salinan hormonlari igerir. Turuncus celiaca’nin bir dali olan hepatik arter
karacigere gelen kanin % 25’ini tasir ve getirdigi bu kan oksijen yoniinden zengindir
(Krause 2005, Ross ve Pawlina 2016). Portal ven ve hepatik arter yolu ile gelen kan
sinlizoidler vasitasiyla vena sentralise iletilir. Vena Sentralis’ler birbirleriyle
birleserek sublobuler venalari, Sublobuler venalar da birleserek Vena hepatikalar

meydana getirir ve bunlar da VVena kava kavdalis’e agilirlar (Tanyolag 1993).

2-Portal Lopcuk: Bu modelde karaciger tigliisiiniin bulundugu alan merkez
olarak kabul edilir (Ozer 2008). Klasik karaciger lopcugu poligonal olmasina karsin,
portal lopguk ii¢ koselidir ve birbirine komsu ti¢ klasik lopgugun vena sentralislerinin
kose olarak kabul edildigi ticgen seklindeki alan portal lopcugu olusturur (Gartner ve
Hiatt 2014). Portal lopgukta kan akis yonii merkezden perifere dogru iken, safra akis
yonii periferden merkeze dogrudur (Aytekin 1993, Krause 2005).

3-Karaciger Asinusu: Karaciger asinusu komsu iki klasik lopguk
boliimiinden olusur ve klasik bir lopgugun fiigte biri biiyiikliigiinde olup baklava
dilimi seklindedir (Maxie 2016). Bu iinitenin uzak iki ucunda vena sentralisler
bulunmakta olup asinusun merkezinde ise portal aralik yer alir (Gartner ve Hiatt
2014). Portal araligi peri portal hepatositler cevirir (1.Bolge) ve bu bolgedeki
hiicreler damarlara yakin olmasi1 sebebiyle gelen kan, oksijen, besin, toksin ve safra
kanali tikanmalarindan ilk etkilenen bélgedir (Ozer 2008, Ross ve Pawlina 2016).
Ikinci bdlge (Mid Zonal) kana ikinci derecede yanit veren bdlgedir ve bu bolgedeki
kan oksijen ve besin maddeleri bakimindan da orta derecededir (Ozer 2008, Ross ve

Pawlina 2016). Uciincii bolgedeki (Periasiner) hiicreler ise oksijen yoniinden en



yetersiz olan bolgedir ve bu bolgedeki hepatositler detoksifikasyon isleminde gorev

alirlar (Ozer 2008, Ross ve Pawlina 2016).

1.1.2. Karaciger Hiicreleri

1.1.2.1.Hepatositler

Karacigerin fonksiyonel hiicreleri olup karaciger dokusunda hiicre
popiilasyonunun ortalama % 80’ini olustururlar (Ross ve Pawlina 2016).
Hepatositlerin = siniizoidal bosluga bakan kisimlarinda c¢ok sayida diizensiz
mikrovillus bulunur. Bu sekilde temas yiizeyi artirilmis olup kanla maddeler
arasindaki gecise olanak saglanir (Ozer 2008). Hepatositlerin genis, yuvarlak sekilli
ve merkezde yer alan c¢ekirdekleri vardir. Bazen iki ¢ekirdekli hepatositlere
rastlanabilir. Her ¢ekirdekte bir ya da daha fazla sayida cekirdek¢ik bulunabilir.
Hepatositler metabolik olarak aktif hiicrelerdir. Golgi aygiti, lizozom, peroksizom,
mitokondriyon ile graniilli ve graniilsiiz endoplazmik retikulum gibi organellere
sahiptirler. Hepatositlerde ¢ok sayida 200 ile 300 arasinda peroksizom vardir.
Peroksizomlar fazla miktarda oksidaz enzimi igerirler ve oksidaz da hidrojen peroksit
olusumunu saglar. Peroksizomlarda yer alan bir diger 6nemli enzim katalazdir ve bu
enzim hidrojen peroksidi yikimlayarak oksijen ve su agiga cikarir. Bu reaksiyonlar
karacigerde meydana gelen pek cok detoksifikasyon islemlerinde yer alir. Ayrica
peroksizomlar yag asitlerinin yikimlanmasi ve piirin metabolizmasinda yer alirlar.
Hepatositler de 800 ile 1000 arasinda mitokondri vardir (Ross ve Pawlina 2016).
Hepatositlerin sitoplazmalarinda graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulumlar
olduk¢a yaygindir ve bunlarin metabolik aktitiviteleri gesitlilik gosterir. Graniilli
endoplazmik retikulum plazma proteinlerinin sentezlenmesinde gérev alir. Graniilsiiz
endoplazmik retikulum toksinler ve ilaglarin yikimlanmasi ve konjugasyonunda yer
alan enzimleri igerir. Bu enzimler; kolesterol ve safra tuzlarinin sentezi, bilirubin,
steroidler ve ilaclarin glukronid ile konjugasyonu, glikojenin glukoza par¢alanmasi,
yag asitlerinin esterlestirilerek trigliseritlere doniistiiriilmesi ve tiroid hormonlarindan
iyotun ayrilmasinda gérev alirlar (Ozer 2008, Mescher 2016). Golgi aygit1 lizozomal
enzim tilirlerinin yonlendirilmesi ve sentezlenen proteinlerin glikolizasyonunda gérev

yapar. Transmission Elektron Mikroskobu (TEM) ile yapilan incelemelerde, golgi



aygitinin li¢li besi bir arada bulunan irili ufakli 50’ye yakin kesecik oldugu
saptanmistir. Golgi aygitinin bu iinitelerinin safra kanalciklarinin yakinina lokalize
olanlarinin safranin ekzokrin salinimiyla alakali oldugu siniizoidal yiizeylere yakin
konumda olanlarin ise ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ve diger
lipoproteinleri  sentezledigi  diisiiniilmektedir. Hepatosit lizozomlar1  safra
kanalciklarinin yakinina yogunlasmis konumdadirlar. Lizozomlar olduk¢a heterojen
olup, TEM incelemelerinde normal lizozomal enzimlere ilaveten, pigment graniilleri
(lipofiiskin), kismen sindirilmis sitoplazmik organeller ve myelin figiirlerini igerirler.
Lizozomlarin sayilar basit safra kanali tikanmalarindan, viral hepatitisler ve anemiye
kadar degisen ¢esitli patolojik durumlarda artabilir. Hepatosit lizozomlar1 ayni
zamanda demirin ferritin kompleksi olarak depolandigi bir alandir (Krause 2005,
Ross ve Pawlina 2016).

1.1.2.2. Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri mononiikleer fagositik sisteme dahil olan hiicreler olup
fagositoz yoniinden cok aktiftirler. Siniizoidal endotel hiicreleri arasinda yer alirlar
(Lee 2014, Mescher 2016). Fagositoz ve pinositoz yoluyla portal kandaki yabanci
unsurlar1 sitoplazmalarina alirlar, boylece kan ve karaciger parankimi arasinda
bariyer olusturan savunma sistemini sekillendirirler. Kandaki zararli maddeleri,
O0lmiis ve yipranmis eritrositleri fagosite ederler (Krause 2005). Eritrositler bu
hiicreler tarafindan fagosite edildiklerinde, bu hiicrelerin i¢inde hemolize ugrarlar ve
hemoglobin ile birlikte diger proteinler ve membran lipitleri katabolize edilirler.
Hemoglobinden uzaklastirilan demir bu hiicrelerde ferritin ve hemosiderin seklinde
depolanir daha sonra plazmaya verilir bu bdlgede apotransferrin ile birleserek
transferin seklinde tasinir. Transferrin kemik iligine ulasarak orada yeni hemoglobin
sentezlenmesi amaciyla demiri birakir (Yildiz 2008, Ross ve Pawlina 2016). Bu
hiicreler ayrica yanginin ayarlanmasi ve gesitli sitokinlerin salimmmindan (Interlokin-6

(IL-6), Timor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)) sorumludur. (Maxie 2016).



1.1.2.3.1to Hiicreleri

Ito hiicreleri perisiniizoidal alanda yer alan yag ve vitamin A depolayan
mezenkimal kokenli hiicrelerdir (Gartner ve Hiatt 2014). Patolojik durumlarda

miyofibroblastlara doniisiirler ve kollajen sentezlerler (Ross ve Pawlina 2016).

1.1.3. Karacigerin Fonksiyonlari

Karacigerin endokrin ve ekzokrin olmak iizere ¢ok sayida fonksiyonu vardir.

(Eroschenko 2008, Maxie 2016)

1-Plazma Proteinlerinin Sekresyonu: Albiimin, fibrinojen ve protrombin
gibi plazma proteinlerinin % 90’1 karacigerde tretilmektedir (Cavusoglu ve Yegen

2007, Noyan 2011). Bu karacigerin 6nemli endokrin fonksiyonudur (Y1ldiz 2008).

2-Fotal Hayatta Kan Yapim: Karaciger fotal hayatin ilk yarisinda alyuvar

yapimindan sorumludur ve hemopoizeis merkezidir (Y1ildiz 2008, Noyan 2011).

3-Safra Yapimi: Yaglarin sindiriminde onemli bir rol oynayan safra
karaciger hepatositleri tarafindan {retilmektedir (Noyan 2011). Hepatositlerde
yapilan safra intraseliller safra kanalciklar1 vasitasiyla ekstraseliiler safra
kanalciklarina aktarilir (Eroschenko 2008). Duktus sistikus ile safra kesesine
ulagtirilan safra burada yogunlastirllir ve duktus koledokus ile duodenumun

baslangi¢ kismina aktarilir (Ross ve Pawlina 2016).

4-Savunma Sistemine Katkilari: Hepatositlerin immun sistem igerisinde
onemli katkilar1 vardir. Intestinal lamina propriadaki plazma hiicreleri tarafindan
sentezlenen antikorlar (IgA) hepatositler tarafindan kana alinir ve safra kanalciklar
ile safraya tasinir. Boylece antikorlar intestinal lumene giris yaparlar ve burada

intestinal bakteriyel floray:1 korurlar (Krause 2005, Eroschenko 2008).



5-Vitaminlerin Depolanmasi: A, D, K vitaminleri karacigerde depolanir
(Cavusoglu ve Yegen 2007). Karacigerde en fazla depo edilen A vitaminidir (Ross
ve Pawlina 2016).

6-Karbonhidrat Metabolizmasindaki Fonksiyonlar: Karaciger glikojeni
depo eden ana organlardan birisidir (Krause 2005). Kan glukoz diizeyi
yiikseldiginde, glukozun bir kismi glikojene ¢evrilerek karacigerde depo edilir. Kan
glukoz diizeyi diistiigiinde ise karacigerdeki glikojen glukoza pargalanir
(glikojenoliz) ve kana glukoz verilir. Buna karacigerin glikoz tamponlanma islevi adi
verilir ve bu mekanizma sayesinde karaciger, kan glukoz diizeyinin kontrol altinda
tutulmasinda etkin rol oynar (Cavusoglu ve Yegen 2007, Tiirk Fizyolojik Bilmler
Dernegi 2008). Buna ilaveten karaciger, amino asitler, yaglar ya da basit
karbonhidratlarin glukoza ¢evrilmesi (glikoneogenez) olayinda rol oynar (Yildiz

2008, Mescher 2016).

7-Yag Metabolizmasindaki Fonksiyonlar: Enerji elde etmek amaciyla
notral yaglar gliserol ve yag asitlerine ayristinlir. Takibinde yag asitleri beta
oksidasyon ile iki karbonlu asetil koklerine ayrilir. Olusan tiriinler de Asetil Koenzim
A’y1 meydana getirir. Asetil Koenzim A, sitrik asit dongiistine katilarak okside olur
ve fazla miktarda enerji elde edilir. Viicuttaki biitlin hiicrelerde beta oksidasyon
yapilmasina karsin karaciger hiicrelerinde bu olay daha hizli gelismektedir.
Karaciger olusan Asetil Koenzim A’nin tamamimi kullanamaz, fakat iki molekiil
Asetil Koenzim A’nin birlesmesiyle meydana gelen asetoasetik asit ¢cok kolay eriyen
bir asittir ve karaciger hiicrelerinden hiicre dis1 sivilara gegerek tiim viicuda tasinarak
dokular tarafindan emilirler. Dokular da asetoasetik asidi yeniden Asetil Koenzim
A’ya doniistiirerek normal yoldan okside ederler. Bu sebeplerden otiirii, karaciger
yag metabolizmasinda merkezi bir gorev iistlenmektedir. Karaciger hiicreleri aym
zamanda VLDL yapar ve salgilarlar. VLDL’ler daha sonra diger tiir serum
lipoproteinlerine doniistiiriiliirler. Bu lipoproteinler kolesterol ve trigliseritlerin
baslica kaynaklaridir (Cavusoglu ve Yegen 2007, Tiirk Fizyolojik Bilimler Dernegi
2008). Bunlara ilaveten karaciger serum kolesterol seviyelerinin diizenlenmesine

onemli gorev istlenir. Viicutta karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi agirlikli



olarak karacigerde yapilir. Karacigerde sentezlenen yag, daha sonra lipoproteinler

icerisinde yag dokusuna tasinarak depolanirlar (Ross ve Pawlina 2016).

8-Protein  Metabolizmasindaki Fonksiyonlar: Plazma proteinlerinin
sentezlenmesine ek olarak karaciger bazi1 amino asitleri sentezler ve amino asitlerden
onemli kimyasal bilesikleri meydana getirir. Karacigerin, karaciger disindaki
dokulara degisik tipte ve miktarda amino asit saglanmasinda onemli bir rolii vardir.
Esansiyel olmayan amino asitlerin tamami karacigerde sentezlenmektedir. Amino
asitlerin enerji i¢in kullanilmadan ya da karbonhidrat veya yaglara dontistliriilmeden
once deaminasyonu gerekmektedir. Aminoasitlerin deaminasyonu birincil olarak
karacigerde meydana gelir. Proteinler yikimlandiklarinda aminoasitler amonyak
haline ¢evrilir (Cavusoglu ve Yegen 2007). Amonyak ¢ogu dokuda parcalanamaz ve
bu nedenle amonyak seviyeleri toksik oranlara kadar artis gosterebilir. Karaciger,
amonyagi ilireye doniistiirerek zararsiz hale getirir ve viicut sivilarindan uzaklastirir

(Tirk Fizyolojik Bilimler Dernegi 2008, Yildiz 2008).

9-Demirin Depolanmasi: Viicutta alyuvardaki hemoglobine ilave olarak,
demirin en 6nemli depolandig1 yer karacigerdir (Tirk Fizyoljik Bilimler Dernegi
2008). Karaciger demirin transferi ve metabolizmasinda yer alan hemen hemen biitiin
proteinleri (transferin, haptoglobin ve hemopeksin gibi) sentezler. Demir, ferritin
seklinde karacigerde depolanir. Karaciger hiicrelerinde fazla miktarda yer alan
apoferritin adli protein demirle az ya da ¢cok miktarda birlesebilir. Viicut sivilarinda
demir miktarimin arttigit durumlarda, apoferritinle birleserek ferritini meydana
getirirler ve gerekli gorillen durumlarda farkli bir yerde kullanilmak iizere

hepatositlerde depo edilir (Cavusoglu ve Yegen 2007, Ross ve Pawlina 2016).

10-flaclar, Hormon ve Diger Maddelerin Uzaklastirilmasi: Viicuda giren
cesitli ilaglar, kimyasal toksik maddeler metabolize edilirler ve biyolojik
degisikliklere maruz kalirlar. Fakat detoksifikasyon en ¢ok karacigerde gerceklesir.
Hepatositlerin sitoplazmasindaki diiz endoplazmik retikulumda yer alan ¢esitli enzim
ve kofaktdrler bircok kimyasal maddenin doniisiimiinden sorumludur. Ilaglar,

hormonlar ve diger maddeler ¢ogunlukla hepatositlerde meydana gelen dontigiimlerle



etkisiz hale getirililer. Pek cok ilag ve toksin suda ¢oziinebilir formda degildir
bundan dolayr bobreklerin sirkiilasyonu vasitasiyla etkili bir bicimde viicuttan
elimine edilemezler (Tirk Fizyolojik Bilimler Dernegi 2008, Noyan 2011).
Hepatositler bu tiir maddeleri daha ¢6ziinebilir formlara doniistiiriir ve yapilan bu
islemler faz 1 (oksidasyon) ve faz 2 (konjugasyon) olmak {lizere iki asamada

meydana getirilir (Ross ve Pawlina 2016).

11-Lenf Uretimi: Karaciger viicuttaki en biiyiik lenf {iretim merkezidir

(Maxie 2016).

1.2.Kanser

Yagsamin siirdiiriilmesi i¢in hiicrelerin siirekli yenilenmesi gerekmektedir. Yagsam
stiresini dolduran hiicreler viicuttan uzaklastirilirken, bunlarin yerine yeni hiicreler
getirilir. Olusturulan bu hayati denge belirli genlerin kontroliindedir. Bu genlerin
bazilar1 hiicrelerin boliinlip c¢ogalmasin1 saglarken, bazilart kontrolsiiz hiicre
cogalmasmi engeller (Aliustaoglu 2009). Kanser olgularinda ise organizmadaki
hiicrelerden herhangi biri so6zii edilen kontrol mekanizmalarinin etkisinde kalmadan
sinirsiz olarak ¢ogalma 6zelligi kazanir. Olusan yeni hiicreler komsu dokulara ve

uzak bolge organlarina yayilabilirler (Erer ve Kiran 2009).

Kanser hem diinyada hem de iilkemizde %22'lik oran ile insanlarda oliim
sebepleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir

(Tuncer ve ark. 2009).

Kanserlerin % 10-15’inin kalitimsal, % 85-90’1min ise canli hiicre DNA' sinin,
mutajenlere maruz kalmasi1 sonucunda DNA' daki ilerleyici degisiklikler ve replikatif
hatalar sonucu olustugu diisiiniilmektedir (Yokus ve Cakir 2012). Buna ek olarak
epigenetik degisiklikler de s6z konusudur. Genetik ve epigenetik degisiklikler;
hiicrelerin biiylime, hayatta kalma ve yaslanma gibi temel siireclerini diizenleyen,

genlerin saliniminda veya fonksiyonunda degisikliklere sebep olur. Meydana gelen
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bu genetik degisiklikler kalitsal olup yavru hiicrelere aktarilir. Mutasyonlarin
birikmesiyle kanser bir dizi karakteristik 6zellik kazanir. Bunlar;

1-Kanser hiicrelerinin biiylime sinyallerinden ayr1 olarak bagimsiz ve fizyolojik
kurallara uymaksizin ¢ogalmasi

2-Biiylime inhibitorii sinyallere yanit vermezler

3-Apoptozu gerektiren kosullarda dahi yasamaya devam etmeleri

4-Smirs1z gogalma kapasiteleri nedeniyle kanser hiicrelerinin 6liimsiiz olmast
5-Anjiyogenez gelistirmeleri

6-Dokulari istila etmeleri ve uzak bolgelere yayilma yetenekleri

7-Metabolik yollar1 tekrar programlamalari

8-Bagisiklik sisteminden kurtulma yetenekleridir (Kumar ve ark. 2013)

1.2.1. Hiicre Siklusu ve Kanser

Kanser olusumuna neden olan mutajenlerin biiylik bir kismi, etkilerini
hiicrenin mutasyonlara kars1 daha kirilgan olduklar: hiicre siklusu esnasinda gosterir.
Bu sebepten dolayi, kanseri ve kanser olusumunu anlayabilmek i¢in ilk olarak

normal hiicre siklusu ve regiilasyonu incelenmelidir. (Aliustaoglu 2009).

Hiicre siklusu; prolifere olmak icin etkinlestirilmis bir hiicrede meydana gelen
ve bir dizi biyokimyasal olaylar ile morfolojik degisikliklerin gzlendigi bir siiregtir.
Hiicrenin siklusu, morfolojik ve genetik yonden birbirine tipatip benzeyen iki hiicre

olusumuyla sonuglanir (Boyle ve Levin 2008).

Viicuttaki hiicrelerin biiyiik bir kismi Gap 0 (Gp) adi verilen dinlenme
safhasindadir (Aliustaoglu 2009). Bu hiicreler normal sartlar altinda boliinmezler
fakat uygun bir uyarim aldiklarinda hiicre siklusuna girerler (Vermeulen ve ark.
2003a). Hiicreler bu asamada spesifik bir fonksiyonu yerine getirmek iizere

programlanirlar (Lowitz ve Casciato 2000).

Hiicre siklusu dort asamada gergeklesir (Cassidy ve ark. 2002). Bunlar;
Sentez (S) asamasi: DNA replikasyonu, krozomom duplikasyonu, RNA ve protein



11

sentezinin gerceklestigi sathadir. Gap 2 (G2) asamast: S ile Mitoz (M) asamalari
arasinda yer alir. DNA replikasyonunun olmadigi fakat RNA ve protein sentezinin
devam ettigi asamadir. M asamasi: Mitoz ve sitokinezin ger¢eklestigi asamadir. Gap
1 (Gy) asamasi: M ile S asamalar1 arasinda yer alir. ilk boliinmede olusan es
hiicrelerin tekrar hiicre bdliinmesine girmeden once S asamasina hazirlandigi
sathadir. DNA replikasyonu ger¢eklesmez fakat RNA ve protein sentezi devam eder
(Yokus ve Cakir 2012).

Hiicre siklusunda bir agsama tamamlanmadan bir sonraki asamaya gegilirse
genetik materyal diizgiin ve eksiksiz bir sekilde kopyalanmadigi i¢in hiicrede hasar
olusabilir (Cabadak 2008). Hiicre siklusunda G;-S, G,-M ve metafaz-anafaz
gecislerinde kontrol noktalart mevcuttur ve bu kontrol noktalarinin fonksiyonlar
sayesinde siklusun devam edip etmeyecegine karar verilir. Kontrol noktalar1 hiicresel

kosullar saglanana kadar gegisleri erteleyebilir (Pazarbasi ve Kasap 2003).

Hiicre siklusunun ilerleyisi siklinler, siklin bagh kinazlar ve siklin bagl kinaz
inhibitorleri tarafindan diizenlenir (Vermeulen ve ark. 2003a). Bu proteinlerin
seviyeleri hiicre siklusunun farkli sathalarinda degiskenlik gosterir (Cabadak 2008).
Ornegin Gi'den S fazina geciste siklin D, G,'den M fazma geciste siklin B'ler
baskindir (Yetim Cataroglu 2008).

Siklin bagli kinazlar normalde inaktif halde bulunurlar fakat sikline
baglandiklarinda aktif hale gelirler ve bu sayede aktif siklin - siklin bagh kinaz
kompleksleri olusur. Siklinler regiilator, siklin baglh kinazlar ise katalitik olarak bu
kompleks icgerisinde faaliyet gosterirler (Longo 2008). Siklin bagli kinazlar
siklinlerle interaksiyon sonucu aktiflesirken, siklin bagli kinaz inhibitorleri ile
interaksiyon yapmalari durumunda inhibe olurlar (Yetim Cataroglu 2008). Siklin
bagl kinazlarin aktif formlar1 substratlar1 fosforile ederek onlar1 aktive eder. Bunun
sonucunda hiicre siklusu ya engellenir ya da bir sonraki asamaya ilerler (Ekmekei ve
ark. 2008).
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Siklin proteinleri arasinda siklin A,B,C,D ve siklin bagh kinaz proteinleri
arasinda ise Siklin Bagli Kinaz (CDK) 1,2,3,4,5,6 yer almaktadir. G; fazinin orta ve
son agsamalarinda Siklin D-CDK4 kompleksi ve Siklin D-CDK 6 ile kompleksi, son
asamalarinda ise Siklin E-CDK2 kompleksi ve S fazinda Siklin A - CDK 2
kompleksi gorev almaktadir (Yokus ve Cakir 2012). Cok sayida Siklin Bagli Kinaz
inhibitér ailesi bulunmaktadir. Bunlar; Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér 1A (p21),
Siklin Bagimli Kinaz inhibitér 1B (p27), Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér 1C (p57) adi
verilen {ii¢ proteinden olusan bir aile olup siklin bagl kinaz enzimlerinin
¢ogunlugunu inhibe ederler (Sherr ve McCormick 2002). Geri kalan inhibitor aileler
ise selektif olarak siklin CDK4 ile siklin CDK6 iizerinde etki gosterir. Bu ailenin
tiyeleri Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér 2B (p15), Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér 2A
(p16), Siklin Bagimli Kinaz Inhibitor 2C (p18) ve Siklin Bagimli Kinaz inhibitér 2D
(p19)'dur (Sekil 2) (Kumar ve ark. 2009)
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Sekil 2. Hiicre Siklus Diizenlenmesinde Siklinler, Siklin Bagimli Kinazlar ve Siklin Bagimli Kinaz

Inhibitérlerin Rollerinin Sematik Gériiniimii (Tuzlali ve ark. 2013).

Siklinler ve Siklin Baglh Kinaz enzimlerinin aktivitelerinde bozukluklara
neden olan mutasyonlar kanser gelisiminde etkili olmaktadir. Meme, 6zofagus ve

karaciger kanserlerinde, Siklin D'nin asir1 salindigi, melanom, sarkom ve
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glioblastomlarda CDK4 geninin c¢ogaldigi, pankreas, glioblastomlar, 6zofagus

kanserlerinde ise p16 geninde mutasyonlarina rastlanmigtir (Kumar ve ark. 2013).

Hiicre siklusunun her asamasi spesifik genlerin  denetimindedir.
Protoonkogenler hiicre boliinmesi, gelismesi ve farklilagmasini diizenlerken, tiimor
stipresor genler apoptozisi diizenler. Tiim bu biyolojik faaliyetler 6zgiin genlerin
koordineli bir sekilde ¢alismasiyla kontrol edilir (Vermeulen ve ark. 2003a). S6z
konusu genlerde diizensizliklere yol acabilecek mutasyonlar, bu genlerin denetimi
altindaki biyolojik faaliyetleri etkileyerek kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol acarlar

(Ogur 2005).

1.2.2. Onkogenler ve Kanser

Protoonkogenler hiicre proliferasyonunda 6nemli rol oynayan genlerdir (Cefle
2009). Protoonkogenler biiyiime faktorleri, biiyiime faktor reseptorleri, tirozin kinaz
inhibitdrleri, sinyal ileticileri ve transkripsiyon faktorleri gibi hiicresel fonksiyonlari
diizenleyen cesitli proteinleri kodlarlar (Sekil 3). Protoonkogenlerdeki mutasyon;
biiylime faktorlerinin  fazla iretimine, transkripsiyon faktorlerinin  fazla
sentezlenmesine ve hiicre boliinmesinin kontrol edilememesine neden olmaktadir

(Longo 2008). Onkogenler protoonkogenlerin mutant bigimleridir (Weinberg 1994).



14

Proto-Onko Genler ve Normal Hiicre Biiyiimesi
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Onkogenler Hiicrenin Normal Biiyiime- Kontrol Yolaginin Bilegsenlerini Kodlayan Proto-Onkogenler Ad:
Verilen Normal Genlerlerle iliskilidir. Bu Bilesenlerin Bazilan Biiyiime Faktérleri, Reseptérler, Sinyal
Enzimleri ve Transkripsiyon Faktérleridir. Biiyiime Faktorleri Hiicre Yiizeyi Uzerindeki Reseptorlere
Baglanir ve Bu Hiicrenin Igindeki Sinyal Enzimlerini Aktive Eder ve Bunun Sonucunda da Hiicre Cekirdegi
igerisinde Transkripsiyon Faktérleri Olarak Adlandinlan Ozel Proteinler Aktive Edilmis Olur

Sekil 3. Proto-Onkogenler ve Hiicre Proliferasyonu (http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch10D2.htm)

(Erisim tarihi 29.09.2017).

Onkogenler; otozomal dominant etki gdstermekte olup kanser olugumunun
pozitif regiilatorleridir (Devi 2005). Onkogenlerin malign transformasyon
yapabilmesi i¢in genin tek alelindeki mutasyon yeterli olmaktadir (Sekil 4) (Cassidy
ve ark. 2002). Aktivasyon mekanizmalarimin baslicalar;; nokta mutasyonu,

kromozomal yeniden diizenlemeler ile gen amplifikasyonudur (Cefle 2009).


http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch10D2.htm
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Sekil 4. Onkogenlerin  Malign  Transformasyondaki  Rolii (http://www.web-
books.com/MoBio/Free/Ch10D2.htm) (Erisim tarihi 29.09.2017).

Nokta mutasyonlar;; Rat Sarkoma Virus (RAS) protoonkogeni hiicre
proliferasyonunda gorev alan p21 isimli bir proteini kodlamaktadir (Cefle 2009).
RAS protoonkogeninin spesifik kodonlarinda (12, 13 veya 61) meydana gelen
mutasyonlarin etkisiyle protein siirekli olarak aktif halde kalmakta olup devaminda
hiicreyi ¢ogalma yoniinde etkileyen sinyal yolu siirekli olarak acik tutulmaktadir
(Longo 2008, Telkoparan ve Tazebay 2011). Ras genlerinde aktivasyona yol agan
mutasyonlar insanlarda kanser vakalarinin % 30'unda goriilmektedir ve bu oran
spesifik kanser tiplerinde daha da artmaktadir (Telkoparan ve Tazebay 2011).
Ornegin pankreas kanserlerinin % 85'inde kolon kanserlerinin % 50'sinde ras

mutasyonlart mevcuttur (Kumar ve ark. 2013).

Kromozomal yeniden diizenlemeler onkogen aktivasyon mekanizmalarindan
bir digeridir (Weinberg 1994). Kromozomal yeniden diizenlemeler etkilerini iki
sekilde gostermektedir. Birincisi; kromozom kirik noktalarindaki 2 gen arasinda

spesifik DNA bolgeleri fiizyonu sonucu kimerik proteinler olusturmak ikincisi ise


http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch10D2.htm
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aktif gene, Ornegin immunglobulin genlerine bitisik lokalize olan genin
aktivasyonuyla ilgili proteinin asir1 yapimina neden olurlar. Her iki sekilde de
protoonkogenler, mutasyon sonucu onkogen haline doniisiirler. Kromozomal yeniden
diizenlemeler pek ¢ok kanser vakasinda belirlenmistir (Longo 2008). Burkitt
lenfomasinda goriillen t(8;14) translokasyonunda, kromozom 8q24'te bulunan
Miyelositomatozis Onkogeni (MYC) kromozom 14g32'de bulunan immunglobulin
agir zincir mevkisinin distaline lokalize olmaktadir. MYC bu yeni bdlgede,
transkripsiyon artirict bazi dizilerin etkisi altinda kalir ve ekspresyonu artar. MYC
'nin kendisi de bir transkripsiyon faktoriidiir ve hiicre ¢ogalmasinda gorevli bazi
genlerin ekspresyonu iizerinde etkilidir. Tim bu olaylarin etkisiyle hiicrede asiri
cogalma egilimi ortaya c¢ikmaktadir. Akut ve kronik losemilerde kromozomal
translokasyonlara siklikla rastlamlmaktadir. Ornegin kronik miyeldsiter 16semide
(KML), kromozom 9 ile 22 arasinda gelisen ve Philadelphia kromozomu olusumu ile
sonuglanan t(9;22) translokasyonunda, Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog 1 (ABL) geni, kromozom 22q'da yer alan " breakpoint cluster region"
(BCR) geniyle birlesmektedir. Olusan kimerik genden tirozin kinaz aktivitesi yiiksek
bir flizyon proteini sentezlenmektedir ve KML gelisimindeki temel rolii bu artmig

protein kinaz aktivitesi listlenmektedir (Cefle 2009).

Gen amplifikasyonu; Kanser olusumunda bazen bir DNA segmenti ¢ogalir ve
o segment i¢inde yer alan bir protoonkogenin yiizlerce yeni kopyasi genoma
eklenmektedir (Cefle 2009). Basit Okaryotik canlhilarin gelisimi i¢in programl
biyolojik bir olay olan gen amplifikasyonu, memelilerde kontrol dis1 bir bozukluktur.
Replike olan DNA, mikroskop altinda iki karyotipik anormallik-¢ift nokta kromozom
(DMs= Double minutes) ve homojen boyanmis boélgeler (HSRs=Homogeneous
staining regions) olarak gdzlenir. insan tiimdrlerinde, gen amplifikasyon olgularmin
bliyiik bir ¢ogunlugu (%95) DMs, geri kalan kismi ise HSRs'dir. En fazla amplifiye
olan onkogenler Hiicresel Miyelositomatozis Onkogeni (c-myc), Hiicresel Abelson
miirin 16semi viral onkogen proteini (c-abl) , Hiicresel 6strojen reseptorii 2 (c-erB),
Hiicresel Kirsten rat sarkomu viral onkogen homologu (c-K-ras) ve Murine Double
Minutes (MDM2)'dir (Pazarbasi ve Kasap 2003). MYC, siklin D1, Epidermal
Biiylime Faktor Reseptorii (EGFR) ve RAS gibi protoonkogenlerin kiigiik hiicreli
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akciger kanseri, meme, 0zofagus, serviks ve over kanserinde amplifiye olduklar
saptanmustir. Bir epidermal biiyiime faktorii reseptdrii olan Insan Epidermal Biiyiime
Faktorii Reseptori-2 (ERBB2-HER2/neu) meme kanserlerinde ve ayrica akciger,
over ve tiikiiriik bezi adenokarsinomlarininin % 25-30'unda amplifiye oldugu tespit
edilmis olup bu durum da meme kanserlerinde kotii prognoza isaret etmektedir. Kotii
prognoza isaret eden bir diger gen amplifikasyon Ornegi ise noroblastoma
vakalarinda  goriillen  No6ronal — Miyelositomatozis  Onkogeninin  (n-myc)

amplifikasyonudur (Longo 2008, Kumar ve ark. 2013).

1.2.3. Tiimér Siipresor Genler ve Kanser

Tiimor slipresor genler, normal sartlar altinda kontrolsiiz hiicre biiylimesini
engelleyen, mutasyona ugradiklarinda ise fonksiyonlarmi kaybedip transforme
fenotipin ~ olusmasini  saglayan  genlerdir (Sekil 5). Transformasyonun
gerceklesebilmesi icin tiimdr slipresor genlerin her iki alelinin de kaybolmasi
gerekmektedir (Sekil 6). Timor slipresdr genler kendi iglerinde "yoneticiler" ve
"gardiyanlar" olarak ikiye ayrilir (Kumar ve ark. 2013). YOnetici timor slipresor
genler, mutasyona ugradiklarinda hiicre biiyiimesindeki frenleme mekanizmasin
kaybederler. Bu gruba o6rnek olarak Retinoblastom (Rb) timor siipresor geni
verilebilir (Devi 2005). Gardiyan tiimdr siipresor genler, hiicredeki genom hasarinin
tespit edilmesinden sorumludur. Genomdaki hasar1 algiladiktan sonra kompleks bir
yanit baglatirlar. Olusturulan yamit ya hiicre biiyiimesini durdurur ya da hasar
onarilamayacak kadar biiyiikse apoptozu tetiklerler. Bu gruba 6rnek olarak Timor
Protein 53 (TP53) tiimor siipresor geni verilebilir. Bu genler kanser olusumunun

negatif regiilatoriidiir (Boyle ve Levin 2008).
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Olanak Saglar. Tiim&r Stipressér Genler Bir Otomobilin Fren Pedali Gibidir.

Sekil o. Timor Stipresor Genlerin Gorevleri (http://www.web-

books.com/MoBio/Free/Ch10D2.htm) (Erisim tarihi 29.09.2017).

Protoonkogenlerden onkogenleri transforme eden mutasyonlarin aksine,
timor siipresor genler kanser olusumunda fonksiyon kayiplar ile yer alirlar. Buna
ilaveten onkogenlerin aksine mutant tiimdr siipresor genlerden kaynakli kontrolsiiz
hiicre biliylimesi resesiftir ve etkili olabilmesi i¢in her iki kromozom ¢iftinin de
hasarli geni icermesi sarttir. Kromozom ¢iftlerinden biri saglamsa hastalik ortaya
cikmaz fakat bu bireyin her hiicresinde genin defektif bir kopyasi yer alir. Timor
siipresdr genler, ilk kez ailesel kanser vakalarinda ortaya konulmustur. ik kesfedilen
tiimdr slipresor gen, Retinoblastoma genidir (Yokus ve Cakir 2012). Bu durum ¢ift
vurus hipotezi (Knudson Hipotezi) ile agiklanmaktadir. Daha 6nce de bahsettigimiz
gibi tiimor silipresor genlerin kansere yol agmasi i¢in her iki allelinin de mutasyona
ugrayip islevlerini kaybetmesi gerekmektedir. Bu hipoteze gore ilk vurus ailesel
olarak aktarilmis bir mutasyondur. ikinci vurus ise diger alleldeki sonradan
kazanilmig mutasyondur. Bu durum heterozigosite kaybina (LOH) sebebiyet verir.
Bu hipotez ilk olarak 1953’de Carl O. Nordling ve 1971°de Alfred G. Knudson
tarafindan ortaya konulmustur. Alfred Knudson’un ailesel ve sporadik

retinoblastomaya yonelik epidemiyolojik verileri dogrultusunda ortaya koydugu bir
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kavramdir (Sahin ve ark. 2013). Pek ¢ok kanser tipinde Retinoblastoma timor
stipresOr gen yolagi mutant formdadir. Rb geni hiicre siklusunda anahtar bir rol oynar
(Giacinti ve Giordano 2006). Retinoblastoma tiimor siipresor proteini (pRb) hiicre
siklusunun Gi-S gegisinde kontrol noktasi olarak gorev almaktadir. Hiicre
siklusundaki fonksiyonlarina ek olarak Rb gen ailesi DNA replikasyonu, mitoz,
kromatin yapisi, hiicre metabolizmasi, hiicresel farklilagma ve hiicre 6liimii gibi
fonksiyonlar1 da regiile etmektedirler. Rb proteinlerinin gorevlerinin ayarlanmasinda
fosforilasyon oOnemli bir role sahiptir ve SiklinD/cdk4/6, SiklinE/cdk2 ile
SiklinA/cdk?2 kinazlar i¢in spesifik fosforilasyon bolgeleri vardir (Akdeniz ve ark.
2014).

TUMOR SUPRESSOR GENLER- Tiimér siipressor genlerin yoklugu kansere yol agar

Tor siipressor genlern ortadan
kaldirilmasi veya inaktive edilmesi halin-
de

MUTASYONA VEYA INAKTIVASYONA
UGRAMIS TUMOR SUPRESSOR
GENLER

Eger bir cift timor siippressor gen hiicreden kaybolur
veya mutasyon yoluyla inaktive edilirlerse onlarin
fonkstyonel yoklugu kanser gelisimine yol acar

Sekil 6. Malign Transformasyon ve Tiimér Siipresér Genler Arasindaki iliski (http://www.web-
books.com/MoBio/Free/Ch10D2.htm) (Erisim tarihi 29.09.2017).

G; sathasinin basinda Rb aktif formu hipofosforile bigimdedir. Elongation
Factor 1l (E2F) transkripsiyon faktorleri ailesine baglanarak onlar1 inhibe eder
boylece siklin E transkripsiyonunu engeller (Giacinti ve Giordano 2006). Bu durum

bliyiime faktorleri sinyallerinin gelmesiyle degisir. Bu sinyaller siklin D
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ekspresyonuna ve siklin D-CDK4/6 komplekslerinin aktiflesmesine yol agar. Bu
kompleksler de Rb'yi fosforile ederek inaktive hale getirir (Kumar ve ark. 2009).
Rb'nin fosforilasyonu E2F transkripsiyon faktorleri ailesinin baskilanmasini ortadan
kaldirir (Vermeulen ve ark. 2003b). Bunun sonucunda hiicreler S fazina girerler
(Sekil 7) (Cabadak 2008).

BUYUME INHIBITORLERI PROLIFERASYON
(TGF-}-p53, digerleri) FAKTORLERI (EGF, PDGF)
Uyarlr\
CDK inhibitérleri | e © G g
P16 (INK4a) o N ™
S

g aye Siklin D/CDK4 ve 6
L o) Sikiin E/CDK2

Hiperfosforile ' Hiporfosforije
‘ RB ’ RB
e E2F
o - 1
l Histon Histon
: deasetilaz metiltransferaz

P ] — — -
E2F bdlgesi S fazi genleri E2F bdlgesi l S fazi genleri

Transkripsiyonel Transkripsiyon
aktivasyon bloku

Sekil 7. RB’nin G;-S Kontrol Noktasini Diizenlenmesindeki Rolii (Tuzlali ve ark. 2013).

Gs1-S gegisindeki Rb aracili kontrol noktasi pek ¢ok kanser tipinde bozukluga
ugramistir. Bu bozukluk Rbmin fosforilasyonunu saglayan siklin ve CDK'larda
goriilen onkojenik mutasyonlardan kaynaklanir (Akdeniz ve ark. 2014). Rb
fosforilasyonundaki diizensizlikler nedeniyle G;-S safhalar1 arasindaki gegislerde
meydana gelen degisiklikler hiicre cogalmasin1i olumsuz yonde etkileyebilir.
Retinoblastoma ve glioblastoma gibi baz1 kanser vakalarinda Rb gen mutasyonlari

saptanmistir (Cabadak 2008).
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Hiicre dongiisii kontroliiniin kaybinin malign transformasyonunun kilit
noktasi oldugu ve hiicre dongiisiinde 6nemli rol oynayan dort regiilatorden (Siklin
Bagimli Kinaz Inhibitsr 2A (CDKN2A), siklin D, CDK4, Rb) en az birinin bu
stirecte mutasyona ugramasi gerektigi giderek daha fazla kabul goren bir goriistiir

(Kumar ve ark. 2013).

p53 geni bir transkripsiyon faktoriidiir ve on yedinci kromozomun p kolunda
yerlesir ve 17ql13.1'de lokalize olmustur (Giono ve Manfredi 2006, Yilmaz ve
Altunok 2011). p53 geninin kodladig1 protein 393 aminoasitten olugsmakta olup 53
Kilo Dalton (kDa) agirligindadir. Hiicre i¢inde bir tetramer bigiminde yer almaktadir
(Cefle 2003). p53 geni Onceleri bir onkogen olarak yorumlanmig fakat takibinde
yapilan ¢aligsmalar ile p53 geninin primer olarak timdr siipresor gen fonksiyonu

gosterdigi anlasilmistir (Ekmekgi ve ark. 2000).

p53 proteininin pek ¢ok aktivitesi vardir. Bunlar arasinda; DNA onarimi,
hiicre siklusunun denetlenmesi, genomik kararlilifin saglanmasi, kromozom
ayrilmasi, gen ekspresyonun diizenlenmesi, hiicre yaslanmasimnin baglatilmas1 ve
programli hiicre 6liimiiniiniin tetiklenmesi sayilabilir (Kogak ve ark. 2011). p53, bu
fonksiyonlarmi ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarin
diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya dogrudan DNA ile fiziksel olarak
etkilesime girerek yerine getirmektedir (Lowitz ve Casciato 2000, Devi 2005, Kogak
ve ark. 2011).

p53 geni "Genomun Gardiyam" olarak adlandiriimaktadir (Longo 2008).
Bunun en 6nemli sebebi hiicre DNA'sinda herhangi bir hasar olustugunda veya
tiimdre neden olabilecek herhangi bir uyarimda p53 geninin {iriinii olan p53 proteini

aktif hale gelir, DNA replikasyonunu ve hiicre siklusunu durdurur (Ekmekgi 2000).

Hiicre siklusunun p53 vasitasiyla engellenmesi, DNA hasarina yonelik verilen
ilk yanmittir (Sekil 8). Bu yanit; hiicre siklusunun G; fazinin ge¢ déneminde p21
geninin p53'e dayali transkripsiyonu sonucu sekillenir (Vermeulen ve ark. 2003b).
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Bu sayede DNA hasarinin onarimi igin hiicreye dinlenme firsat1 verilmis olur. p53
ayni zamanda DNA onarimini baglatan bir protein olan The Growth Arrest and DNA
Damage-Inducible 45 (GADD45)' de aktive eder (Ekmekgi ve ark. 2000, Kumar ve
ark. 2013). Eger hasar basariyla onarilirsa p53, MDM2 proteininin transkripsiyonu
tizerinden hiicre siklusundaki engeli ortadan kaldirir (Giono ve Manfredi 2006). Eger
hasar biliylikse ve DNA onarilamazsa hiicre siklusu p53 tarafindan yonlendirilen
sessizlik durumuna ya da apoptozis siirecine yonlendirilir (Boyle ve Levin 2008).
DNA tamiri yetersiz oldugunda hasarli hiicre apoptozis yoluyla kontrollii bir sekilde
ortadan kaldirilir. Bu neoplastik transformasyon karsisindaki en son koruyucu
mekanizmadir ve Bcl-2-Associated X (BAX) ile p53 Upregulated Modulator of
Apoptosis (PUMA) gibi pro-apoptotik genler vasitasiyla gergeklesir (Cefle 2003).

IOnEzo radyasyon
Karsinojenber

/ Mutagenler \
e /ot

i 0 3 p53 mutasyonuna
Normal hicre | P onun
(P53 normal) | Q J ‘ | veya N)b.'a | |
- uiramig hixcreler \ D ‘

Hipoksi DNA hasan DNA hasan
L—' P53 aktive clarak pS3'gerektiren
DNA'ya baglanr genier aklive olmaz
' . DNA onanm
40cre sidusunda o~
- x - gergeklegmes,
Hede! Joenindek) | duraklama olmaz hocre yaslanmasi
transkripsiyon gerektiren veya slatimar
: baglatimaz
gereklirmayen otkilor
I Mutasyona
{ * ‘ urami§ hocreder
Hicre pat GADD4S Artig ve ek
yaglanmass (CDK inhibitdeQ) (ONA onanmi) BAX mutasyoniar
‘ (apoptoz gan)
G1'e durakdama T
1 X
| 9
Baganl onanm Bagansiz onanm .V
C.L“ -.1:(”‘ C = ':».,: l‘_"f a \ [/ DA
" " " » ) @ _)
) Al
t‘) ] 3 \'.’_) \" ‘\ / “\,7 >
\ A ST A 'J

Malign 10mbe

Normal hicreler

Sekil 8. Genom Biitiinliigiiniin Korunmasinda p53’iin Gérevi (Tuzlal ve ark. 2013).

p53 geninin homozigot olarak kaybi DNA'nin onarilmasini imkansiz hale
getirir ve mutasyonlar hiicrelerde birikir, bunun sonucunda malign transformasyon

gerceklesir (Yetim Cataroglu 2008). p53, kanser vakalarinda mutasyonu en sik
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goriilen proteindir ve tim kanserlerin yaklagik olarak % 50-55'inde mutant'tir
(Altunok 2011). p53 geninde siklikla rastlanan bozukluklar delesyon ve nokta
mutasyonlaridir. Karaciger, kolon, beyin, meme ve akciger karsinomu gibi pek ¢ok
tiimorde mutant pS3 genine rastlanmaktadir (Ekmekg¢i ve ark. 2000). Mutant p53, Li
Fraumeni Sendromu adi verilen kalitsal bir hastaligin karakteristik bulgusudur

(Longo 2008).

1.2.4. Apoptozis ve Kanser

Hiicre oliimii iki farkli sekilde gerceklesir. Bunlar nekroz ve apoptozistir.
Nekroz fiziksel, kimyasal, enfeksiydz gibi nedenlerden dolayr doku ve hiicrelerin
yersel olarak oliimiine denir. Apoptozis ise nekrozdan farkli olarak; yangi olmaksizin
hiicrelerin kendi kendilerini imha ettikleri, genlerle regiile edilen, RNA, protein
sentezi ve enerjiye ihtiyagc duyan, organizmadaki dengenin (homeostazis)
korunmasinda 6nemli olan programli hiicre Sliimiidiir (Tomatir 2003). Apoptozis
normal hiicre Olimiiniin yani1 sira mutant hiicre ¢ogalmasini engeller, anormal
DNA'l1 hiicreleri ortadan kaldirir ve kromozom sayisinin o tiire 6zgli sayida
tutulmasini béylece andploidinin engellenmesini saglar. Bunun sonucunda DNA'sin1
saglikli olarak replike etmis hiicrelerin mitoza girmesine miisaade edilir (Lowitz ve
Casciato 2000). “Apoptosis” terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie isimli

patologlar tarafindan kullanilmistir. Yunancada ‘apo’ =ayri, ‘ptosis’ =diisen

anlamina gelir (Oztiirk 2002).

Homeostazis, apoptozis ve proliferasyon arasindaki dengenin saglikli bir
sekilde yiiriitiilmesine gereksinim duyar (Cabadak 2008). Ornegin kemik iliginde kan
hiicreleri iiretiminin yapim ve yikiminin dengede tutulmasi, memelilerde el ve ayak
parmak taslaklarmin arasindaki ara dokunun ortadan kalkmasi, merkezi sinir
sisteminin gekillenmesi, menstruasyon sirasinda endometriyumdaki degisiklikler,
menstruel siklus sonunda korpus luteumun involusyonu, self reaktif T hiicrelerin yok
edilmesi apoptozis yoluyla gerceklestirilmektedir (Lowitz ve Casciato 2000).

Apoptozisin artmast ndrodejeneratif hastaliklara, AIDS’de goriilen lenfosit
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yetersizligine; azalmasi ise kanser olusumuna ve otoimmun hastaliklara neden

olabilir (Oztiirk 2002).

Hiicrede apoptozun regiilasyonunda sistein proteazlar (Sistein Aspartat
Spesifik Proteazlar (kaspazlar); kaspaz 8, 9 ve 3), B-hiicre lenfoma protein-2 (Bcl-2)
/ Bax gen ailesi ve p53 rol oynamaktadir (Yokus ve Cakir 2012). Bel-2 / Bax gen
ailesinin 20 iiyesi tanimlanmistir ve bunlardan bazilar1 apoptozu inhibe eder (Bcl-2,
Bcl-2 baglantili protein, uzun izoform (Bcl-xL), BCL2L2 (Bcl-w), BCL2L10 (Boo),
Myeloid Hiicre Losemisi 1 (Mcl-1)), bazilari ise apoptozu uyarir ve proapoptotik
genler olarak identifiye edilir. Proapoptotik genler; Bcl-2-Associated X (Bax) (Bax,
Bcl-2 Homologous Antagonist/Killer (Bak) ve Bcl-2 Related Ovarian Killer (Bok))
ve BCL2 Homolog 3 Alan1 (BH3) (Bcl-2 ile etkilesen katil (Bik), BH3 Interacting
Domain Death Agonist (Bid), Harakiri, BCL2 Interacting Protein (Hrk), BCL2
Interacting Protein 3 (BNIP3), BCL2 Associated Agonist of Cell Death (Bad), BH3
Etkilesen Domine Sahip Oliim Antagonisti (Bid) vs) olmak iizere iki alt aileye ayrilir
(Tomatir 2003, Aksit ve Bildik 2008). Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax
proteinleri, mitokondri zarinin 1iyon gecirgenligini azaltabilir. Zardaki bu
degisiklikler sebebiyle sitokrom c¢ ve Apoptoz Indiikleyici Faktdr (AIF) gibi
mitokondri zar1 iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AIF dogrudan
cekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom ¢ apoptozun en son asamasinda goérev
alir. Sitokrom ¢ Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor 1 (Apaf-1)’e baglanarak
prokaspaz-9’u aktiflestirir ve olusan bu kompleks ‘apoptozom’ olarak adlandirilir.
Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baglatir. Bcl-2 ise
sitokrom-c salinimini bloke ederek mitokondri membraninda permeabilite artigini
engeller. Bu sayede apoptoz inhibe edilir. Bcl-2 nin Bax ile olan etkilesiminde, Bcl-2
lehine oranin daha yiiksek olmasi hiicrenin hayatin1 devam ettirmesini saglarken, bu

oran Bax lehine artarsa hiicre 6liime siiriiklenir (Coskun ve Ozgiir 2011).

p53, hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde DNA'ya dogrudan baglanarak
hasar1 belirledikten sonra hiicre dongiisiinii G; safhasinda durdurup hiicreye DNA
onarimi i¢in zaman kazandiran transkripsiyon faktoriidiir (Tomatir 2003). Hasar

onarilamayacak kadar siddetli ise Bax, Apaf-1 ve Fas Hiicre Yiizeyi Oliim Reseptorii
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(Fas) yapimini artirarak Bcl-2 ve Bcl-xL’yi baskilar ve bu sayede apoptozun
indiiksiyonunu gergeklestirir (Coskun ve Ozgiir 2011). MDM2 proteini, p53
proteininin fonksiyonlarin1 diizenleme konusunda onemli bir rol oynar. MDM?2
proteini p53'in negatif kontroliinii saglar (Giono ve Manfredi 2006). p53'in hiicre
dongiisiinii G1-S gecisinde durdurmasini ve apoptozisi indiiklemesini engeller.
Radyasyon ve benzeri faktorlerle hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde MDM?2
ile p53 proteini arasindaki baglanma bolgesinde yapisal degisiklikler olusur. Boylece
MDM2 p53'i baglayamaz ve serbest kalan p53 yukarda bahsi gecen fonksiyonlarin
yerine getirir (Eren 2006).

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptid bagini
kirarlar. Hiicrede inaktif olarak bulunurlar, aktiviteleri proteolitik Anayol Proteaz
Dizisi (kaskad) yoluyla gergeklestirilir ve DNA onarimu ile replikasyonu i¢in ihtiyag
duyulan enzimleri inaktive ederler (Coskun ve Ozgiir 2011). Kaspazlar 3 kategoriye
ayrilir. Bunlar; Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz 2,8,9,10), Efektor kaspazlar (Kaspaz
3,6,7) ve Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14)’dir (Giiltekin ve ark.
2008, Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptoz iki yolla gerceklesir; Bunlar; Instrinsik yol (Mitokondri Yolu) ve
Ekstrinsik yolu (Oliim Reseptorii Yolu)'dur. Intrinsik yolu hiicre ici sinyaller
aktiflestirirken, ekstrinsik yolu hiicre dis1 sinyaller devreye sokmaktadir (Coskun ve
Ozgiir 2011). DNA hasari, hiicre i¢i Kalsiyum (Ca™) diizeyi artis1, pH azalis1,
metabolik ve/veya hiicre dongiisii bozukluklar1 ve hipoksi apoptozu tetikleyen hiicre
i¢i sinyallerdir. Biiyiime ve iireme faktorlerinin yetersizligi, oliim reseptorlerinin
aktivasyonu (FAS — FAS ligand aracilig1 ile apoptoz, Tiimor Nekroz Faktori (TNF)
aracih@l ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (iskemi, toksinler,
Ultraviyole (UV), kemoterapétik ilaglar, radyasyon) hiicre dis1 sinyallerdir. Her 2
sinyal yolunda da kaspazlar gérev yapmaktadir (Sekil 9) (Kumar ve ark. 2013).
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Sekil 9. Apoptoz yolaklar1 (https://www.researchgate.net/figure/271213260_fig4_Figure-3-

Schematic- Representation-of-Apoptosis-In-general-apoptosis-divides-into) (Erisim  Tarihi:
26.09.2017).

Intrinsik yol; Hiicre igi sinyallerle apoptotik uyari alinmasindan sonra
proapoptotik proteinlerden Bid; Bcl-2'nin inaktivasyonunu saglar, Bax ve Bak’i
aktive eder. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondriyon membraninda por olusturur ve zar
potansiyelini degistirir. Bu sayede mitokondriyon membranindaki porlardan
sitokrom-c, Mitokondri kokenli ikinci kaspaz aktivatorii (Smac), Endonukleaz-G
(Endo-G), Ca™ ve AIF gibi molekiiller serbest birakilmis olur (Coskun ve Ozgiir
2011). Bu siirecin sonunda kaspazlarin zincirleme aktivasyonu sonucunda cekirdek

parcalanir (Longo 2008).

Ekstrinsik yol; Hiicre yiizeyindeki 6lim reseptorlerine (Fas, Tiimdr Nekroz
Faktor Reseptorii (TNFR), Oliim Reseptorii 5 (DR5)) dliim sinyallerinin (Fas Hiicre
Yiizeyi Olim  Reseptér  Ligandi  (FasL), TNF-o, Timdr nekroz
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faktori ilgili apoptozis indiikleyici ligand (TRAIL)) baglanmasiyla reseptorler
trimerik yap1 kazanir. Bu sekilde trimerik yap1 kazanan reseptor; adaptdr molekdilleri
ve prokaspazla birleserek Oliimii Indiikleyen Sinyal Kompleksi (DISC) adi verilen
yap1y1 meydana getirir. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun
ve kisa kollar kesilerek aktif kaspaz-8’in olusumu gergeklestirilir. Aktif kaspaz-8
dogrudan ve dolayl olacak sekilde kaspaz-3’ii aktif duruma getirir. Ya dogrudan
kaspaz-8 kaspaz-3’ii aktiflestirir ya da Bid’i keserek dolayli olarak instrinsik
mekanizmada kaspaz-9’u etkinlestirdikten sonra kaspaz-3’i aktive eder. Her iki
sekilde de aktive olan kaspaz-3 yine Kaspazla Aktiflesen Deoksiriboniikleaz (CAD)

aktivasyonu ile DNA'nin fragmante olmasina neden olur (Coskun ve Ozgiir 2011).

Apoptozisi regiile eden genlerdeki mutasyonlar (apoptozisin kisitlanmasi),
onkogen aktivasyonu ve timor siipresor genlerin inaktivasyonuyla beraber kanser
olusumunda rol oynamaktadir (Yokus ve Cakir 2012). Hiicrelerin normal apoptotik
siiregten kagmalarin1 saglayan bir 0Ozellik kazanmalari neredeyse tiim kanser
hiicrelerinde saptanan bir bulgudur. Tiimor hiicreleri ya antiapoptotik proteinlerin
asir1 yapimi ya da proapoptotik proteinlerin yapimlarinin ya da etkilerinin azalmasi
nedeniyle apoptoza karsi bir direng gelistirirler. Ornegin folikiiler B hiicreli
lenfomada kromozomal translokasyon sonucu apoptozun regiilasyonunda énemli bir
fonksiyonu olan Bcl-2 proteininin yapimi artmaktadir (Solakoglu 2009).
Proapoptotik genler Bax ve Bak’in ekspresyonundaki eksiklikler kolon kanseri ve
hematolojik maligniteler gibi cesitli kanserlerde gosterilmistir. p53°lin mutasyona
ugramasi ya da delesyonu kanserde en sik rastlanan genetik anomalidir. p53 yoluyla
baslatilan apoptoz yolagindaki proteinlerin yapimlar1 ya da fonksiyonlarindaki
bozukluklarin insanlardaki kanserlerin neredeyse yarisinda etkin bir rol oynadigi

belirlenmistir (Eréz ve ark. 2012).

1.2.5. Telomer, Telomeraz ve Kanser

Kromozomlarin DNA ve protein iceren terminal bolgelerine telomer adi

verilir (Cefle 2009). Diger kromozomal DNA dizilerinden yapisal ve islevsel olarak
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farkli 6zellikler gosterir (Yilmaz Miroglu ve ark. 2011). Replikasyon sirasinda lineer
kromozomal DNA molekiiliiniin son kismmin tamamlanmasinda gorev alir.
Kromozomun son kismini1 rekombinasyon, yikim ve fiizyon gibi bozukluklara kars1
korur. Kromozomlarin biitiinliiglinii ve kararliigmi saglar (Athh ve Bozcuk 2002).

Telomer sentezini telomeraz enzimi gergeklestirir (Giineri Yildiz ve ark. 2009).

Telomer yapisi incelenen organizmalarda, bu yapmin temelde ayni1 6zellikte
oldugu fakat farkli tekrarlar icerdigi belirlenmistir. Ornegin; Omurgalilarda bu
tekrarlar Timin, Timin, Adenin, Guanin, Guanin, Guanin (TTAGGG) seklindeyken
tek hiicreli silli bir organizma olan Tetrahymena'da TTGGGG seklindedir (Sekil 10)
(Ath ve Bozcuk 2002).

Telomerler Kromozom sonlarim
sekillendiren yapilardir. Birkag kez
tekrarlayan egsiz bir DNA sekansina
sahiptirler. (Telomer; Yunanca' da -telos

R s Telomer DNA'st
\ =i Ust Uste Insa
i Telomer Edilmistir |
i DNA sskansi tirler arasinda hafif _\ RNA Sablonu
deZigkenlikler zdsterir Burada a2\
v Kromozomlar 2ostarilen Tatrahymena' va ait A /
5 olandir. s |\
/- ~ {
= ¥ TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGG o '-'
Fifcre erf I <.,-AAccccAAcccCAAcCCCAAccccAA x<’ ’
ad \ S _Ah
<08 vy
. TT =
Telomer DNA Telomeraz < Protein (I SRR T .

9 AZACcccAAc
" RNA :

ENZIM
Telomeraz kromozom sonunda faaliyet
gostermektedir. Bir protein ve bir RNA bileseninden
olugan bir enzimdir. RNA telomer DNA'sinin
sentezlenmesi icin kalio edrevi eormektedir.
Sekil 10. Tetrahymena’da Telomer ve Telomeraz (https:www.nobelprize.org/Nobel

prizes/medicine/laureates/2009/illpres.html) (Erisim Tarihi: 26.09.2017).

19601 yillarin baslarina kadar normal hiicrelerin replikasyon kapasitelerinin
siirs1z oldugu diisiiniilmekteydi. Daha sonra yapilan in vitro fibroblast hiicre kiiltiirii
caligmalarinda bu hiicrelerin 40 ila 80 arasinda sinirli bir boliinme kapasitesine sahip
oldugu anlasilmistir. Hiicre kiiltiirii kosullarinda, normal insan hiicreleri Hayflick

limiti olarak isimlendirilen smirli bir yasam siiresine sahiptir. Hayflick limiti
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maksimum hiicre boliinme sayisin1 ifade eder. Normal hiicreler bu sinira
ulastiklarinda morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler gecirirerek proliferasyon
siirecinden uzaklasirlar. Buna replikatif yaglanma denir. Burada devreye telomerler
girer. Telomer uzunlugu hiicrelerin replikatif yasama siiresini belirler ve her hiicre
boliinmesi sonrasinda telomerler belirli bir miktarda kisalir (Bolat ve ark. 2007).
Telomerler kritik bir uzunluga kadar kisaldiklarinda p53 ve Rb araciligiyla yaglanma
programi aktiflesir. Bu asamadan sonra hiicre boliinmesi sekteye ugrar (Kumar ve
ark. 2013). Hayflick limitinin belirlenmesinde telomerler dnemli bir kistastir (Giineri

Yildiz ve ark. 2009 ).

Hiicresel oliimsiizliik siirecinde, M1 ve M2 olarak tanimlanan iki asama
vardir (Giizelgiil ve Aksoy 2010). M1 yani, yaslanma asamasini asan hiicreler yasam
stireleri uzun olmakla beraber Sliimsiiz degildirler. M1 asamasinda p53 ve/veya
p16/Rb mutasyonu sonucunda hiicreler M2 asamasina girerler ve bunun sonucunda
telomeraz enziminin regiilasyonu veya reaktivasyonu sonucunda kontrolsiiz bir

sekilde cogalir (Bolat ve ark. 2007).

Telomer kisalmasi, 6nemli bir timor baskilayict mekanizmadir. Telomeraz
ad1 verilen enzim telomerlerin kisalmasini1 engellemektedir. Bu enzim katalitik bir
protein (WTERT) ve kisa bir RNA molekiilinden (hnTER) meydana gelir. hTERT,
RNA-bagimli bir ters transkriptazdir ve hTER'den DNA sentezleyerek telomerik
kisalmay1 engeller (Cefle 2009).

Embriyonik hiicreler ve eriskin kok hiicrelerinde telomeraz aktivitesi mevcut
iken normal somatik hiicrelerde yoktur (Giineri Yildiz ve ark. 2009 ). Fakat kanser
hiicrelerinde ise telomeraz aktivitesi tespit edilmis olup hiicre yaglanmasi ve kanser
olusumunda etkili olduklar1 saptanmustir (Giizelgiil ve Aksoy 2010). Insan kanser
hiicrelerinin % 85’inde yiiksek telomeraz aktivitesi saptanmistir (Dikmen ve Dogan
2003). Nakatani ve ark. (1997) beyin tiimorlerinde telomeraz aktivitesi {izerine
yaptiklar1 c¢aligmada, normal beyin dokusunda telomeraz aktivitesi saptamazken
beynin malign tiimorlerinde % 81, beynin metastatik tiimorlerinde %100 aktivite

saptamiglardir. Bunun yani sira telomeraz pozitif olan hastalarin prognozunun,
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telomeraz negatif olan hastalara gére daha kotii oldugu ve bunlarin yasam siirelerinin
ise daha kisa oldugunu tespit etmislerdir. Bunun sonucunda telomeraz aktivitesinin
beyin tliimorlerinin teshisinde ve prognoz tayininde kullanilabilecegi kanisina

varilmstir.

1.2.6. MikroRNA’lar ve Kanser

MikroRNA'lar (miRNA) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda fonksiyonel kisa
RNA molekiilleridir ve gen ekspresyonunun kontroliinde 6énemli gérevler iistlenirler
(Bagci 2014). Ayrica hiicre tipinin belirlenmesi, hiicre farklilagmasi, hiicre
proliferasyonu ve apoptoz gibi pek c¢ok biyolojik siiregte etkili anahtar molekiiller
olarak rol alirlar (Asc1 Celik ve ark. 2013). MikroRNAlar, hedefledikleri Mesajc1
RNA (mRNA)’nin molekiiler diizeydeki ozelliklerine gore onkogenik veya timor
stipresor karakter alabilirler (Saydam ve ark. 2011). Bu miRNA’larin kanser
hiicrelerinin farklilagsmasi, tiimor gelisimi ve metastazinda 6nemli fonksiyonlari
oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Karagiin ve ark. 2014). Lee ve ark. (1993)
Caenorhabditis elegans (C.elegans)’in gelisimi alaninda yaptiklari arastirmalarda lin-
4 adl ilk miRNA’y1 saptamiglardir. Giiniimiizde 1872 tane insan miRNA sekansi
belirlenmistir (Bagc1 2014).

1.2.6.1. Tiimér Siipresér MikroRNA’lar

miR 15a ve miR 16-1 genleri: Cimmino ve ark. (2005) kronik lenfositik
losemili (KLL) hastalarinda yaptigi c¢alismada, miR 15a ve miR 16-1
ekspresyonlarinin BCL-2 iiretimi ile ters orantili oldugu saptamislardir. Sozii edilen
miRNA’larin diisiikk seviyelerinin kontrolsiiz hiicre biiyliimesine neden oldugu,

yiiksek seviyelerinin ise apoptotik etki gosterdigi ortaya konulmustur.

let-7 geni: Akciger kanserli hastalarin akciger dokusu, normal akciger dokusu
ile karsilagtirlldiginda bu dokularda diisiik let-7 seviyeleri saptanmistir. Bu oran

akciger tiimorlerinde % 44°diir. Yapilan caligmalar sonucunda let-7’nin RAS genini
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negatif olarak etkiledigi ve bu etkilesim ile akciger kanserini baslattig

diisiiniilmektedir (Johnson ve ark. 2005).

MiR-29: Bu miRNA’nin KLL (Calin ve ark. 2005), akciger kanseri (Lin ve
ark. 2010), invaziv meme kanseri (lorio ve ark. 2005) ve akut myeloid 16semi
(AML)’de (Calin ve ark. 2005) timor siipresor olarak gorev aldigi yapilan

caligmalarda ortaya konulmustur.

miR-143: Meme (Slaby ve ark. 2008), serviks (Lui ve ark. 2007) , kolorektal
(Slaby ve ark. 2008), mesane (Lin ve ark. 2009) ve hipofiz tlimorlerinde (Amaral ve
ark. 2009) yapilan ¢alismalar bu miRNA’nin tiimor baskilayici olarak fonksiyon
yaptigin1 belirtmektedir. Serviks kanserinde miR-143’tin hiicre proliferasyonunu
baskiladigi, kolorektal kanser hiicrelerinde ise Kirsten rat sarkomu viral onkogen
homolog (KRAS) ile KRAS sinyal yolunu direkt olarak inhibe ettigi bulunmustur
(Slaby ve ark. 2008).

1.2.6.2.0nkogenik MikroRNA’lar

MiR-155: B-hiicreli lenfoma (Kluiver ve ark. 2005), meme (lorio ve ark.
2005), pankreas (Gironella ve ark. 2007), akciger (Lin ve ark. 2010) ve Hodgkin
lenfoma (Kluiver ve ark. 2005) gibi kanserlerde miR-155in ekspresyon seviyelerinin

yiiksek oldugu saptanmustir.

miR-21: AML, KLL, glioblastoma, akciger, meme ve karaciger gibi pek ¢ok
kanser tipinde bu miRNA’nin ekspresyonun yiiksek oldugu saptanmistir. miR-21
onkogenik fonksiyonunu bir tiimor siipresor protein olan Fosfataz ve Tensin
Homolog (PTEN)’un mRNA’sin1 hedef alarak ortaya koymaktadir (Calin ve ark.
2005, Volinia ve ark. 2006).

miR 17-92 genleri: Kiigiik hiicreli akciger kanseri, insan B hiicre lenfomasi,
meme, kolon, pankreas gibi kanser tiplerinde bu miR 17-92 genlerinin

eksresyonunun yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir (O’Donnell ve ark. 2005).
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miR17-92 genleri onkogenik etkisini PTEN ve Retinoblastoma Benzeri Protein 2
(RB2) gibi tiimor siipresor genleri inaktive ederek gergeklestirir (Hayashita ve ark.
2005). Burkitt lenfomanin gelisiminde MY C onkogeninin mir-17-92 grubuna direkt
olarak baglanip bunlarin ekspresyonunu aktiflestirdigi gosterilmistir (Zhang ve ark.

2006).

1.2.7. Epigenetik ve Kanser

Epigenetik, gen ekspresyonunda mutasyon olmaksizin olusan kalitsal ve
reversibl degisiklikleri ifade eder (Kumar ve ark. 2013). Insan genomunda yaklasik
23.000 gen bulunmaktadir. Bu genler belirli bir hiicre tarafindan belirli zaman
dilimlerinde ekspresse edilmelidir. Hiicreler gen ekspresyonunun kontroliini
saglamak amaciyla, DNA'larin1 globiiler histon protein oktamerleri etrafina sararak
olusturduklart niikleozom yapilarint kullanir. DNA ve histon proteinlerinden
meydana gelen niikleozomlar kromatin seklinde organize edilir. Kromatin yapisinda
olusan degisiklikler gen ekspresyonunun kontroliinii saglar. Kromatin yapisi sessiz
ise genler inaktif, kromatin yapisi aktif ise genler aktif hale gelir. Kromatin
yapisindaki bu dinamizm epigenetik paternler vasitasiyla gerceklestirilir (Rodenhiser

ve ark. 2006).

Epigenetik mekanizmalar ii¢ alt sinifa ayrilmaktadir; DNA metilasyonu (Sekil
11), histon modifikasyonlar1 (Sekil 11) ve RNA ile indiiklenen sessizlesmedir (Sekil
12) (Bora ve Yurter 2007).
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Sekil 11. DNA Metilasyonu ve Histon Modifikasyonlar1 (Giirel ve ark. 2016).

DNA diizeyindeki modifikasyonlarin en ¢ok bilineni DNA metilasyonudur.
DNA metilasyonu, omurgalilarda Sitozin-Fosfat-Guanin (CpG) diniikleotidlerinin
siklikla bulundugu bolgelerde sitozine bir metil grubunun baglanmasi sonucu olusur
(Giingér ve Unal 2015). Metilasyon DNA'nin inaktivasyonuna neden olarak protein
ekspresyonunu engeller (Izmirli 2013). DNA'nin paketlenmesinde gorev alan histon
proteinlerine metil ve asetil gibi yapilarin baglanmasiyla asetilasyon ve metilasyon
gibi histon modifikasyonlart olugmaktadir (Plass 2002). Bu modifikasyonlarin
neticesinde kromatin yapisi degisir ve epigenetik etkiler ortaya ¢ikar (Glingor ve
Unal 2015). Asetilasyon ve metilasyon disinda fosforilasyon, s-nitrozilasyon,
ubikitinasyon ve sumolasyon gibi histon modifikasyonlar: da vardir (Izmirli 2013).
RNA’larin, histon modifikasyonlarinin ve DNA metilasyonunun baglamasi ig¢in
tetikleyici bir gii¢ ortaya koyar. Bu sayede heterokromatin bdlgenin olusumuna etki

eder ve kalitsal olarak bu bdlgenin sessizlestirilmesini saglar (Bora ve Yurter 2007).
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Sekil 12. RNA ile Indiiklenen Sessizlesme (https://utcd.org.triwp

mRNA

content/uploads/2017/09/epigenetik _modifikasyonlar _ve erkek infertilitesi.ppt) (Erisim Tarihi:
27.09.2017).

Epigenetik mekanizmalar birlikte ¢alisarak gen ekspresyonunu belirler ve
hiicrenin kaderinin ¢izilmesinde 6nemli rol oynarlar (Murrell ve ark. 2005). Bu
mekanizmalar vasitasiyla genomik baskilanma (imprinting), gametogenezis,
yaglanma, embriyoda gen aktivasyonu veya inaktivasyonu, erigkinlerde hiicre

yenilenmesi gibi epigenetik olaylar regiile edilmektedir (Giingér ve Unal 2015).

Kanser olusumunda DNA'da yalnizca nokta mutasyonu, delesyon ve
insersiyonlar gibi degisikliklerin olmadigi, bunun yani sira DNA diizeyindeki bazi
kimyasal modifikasyonlarin da gen ekspresyonunu etkiledigi belirlenmistir (Cefle
2009). Bu siire¢ genetik ve epigenetik bozukluklarin birikimiyle ortaya ¢ikar ve ¢ok
basamaklidir (Bird 2002).

DNA metilasyonu ve kanser arasindaki baglanti ilk olarak 1983 yilinda ortaya

konulmus olup kanser hiicre genomlarinin normale gore hipometile oldugu


https://utcd.org.tr/wp%20content/uploads/2017/09/epigenetik_modifikasyonlar_ve_erkek_infertilitesi.ppt
https://utcd.org.tr/wp%20content/uploads/2017/09/epigenetik_modifikasyonlar_ve_erkek_infertilitesi.ppt
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saptanmistir. Hipometilasyon genomik instabilite ve anormal gen aktivasyonuna
neden olmaktadir (Cefle 2009). Kolon, karaciger, prostat ve serviks kanserlerinde
hipometilasyona rastlanmistir (Plass 2002). Kanser hiicrelerinde gene-spesifik
hipermetilasyonlar ~da  gozlenmektedir.  Hipermetilasyon genellikle CpG
adaciklarinda olusur ve bdylece kromatin yapisinda degisime neden olarak gen
ekspresyonunu baskilar (Rountree ve ark. 2001). Hiicre siklusu, sinyal iletimi, DNA
onarimi ve apoptoziste faaliyet gosteren tiimoOr siipresor genlerin promotor
alanlarindaki ~ hipermetilasyon  nedeniyle  bu  genlerin  ekspresyonunu
baskilanmaktadir. Bu durum kanser hiicrelerine biiyiime ve c¢ogalma avantaji
kazandirip, metastazi kolaylastirmaktadir (Bora ve Yurter 2007). Kalitsal kanserlerde
yapilan arastirmalar, Knudson'm iki vurus modeline uyumlu olarak tiimor siipresor
genlerin diger alelinin hipermetilasyon sonucu baskilandigini gostermektedir (Jones
ve Baylin 2002). Baskilanmig (imprinted) genlerdeki DNA metilasyon kayb1 ve ya
kazanimi da kanser olusumuna etki yapmaktadir. Hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda
faaliyet goOsteren baskilanmis bir genin normal sartlar altinda sessiz olan aleli,
metilasyon kaybi nedeniyle aktifleserek gen ekspresyonunu arttirabilmektedir.
Bunun aksine, hiicre biiyiimesinin durdurulmasinda goérevli baskilanmis bir genin
normal sartlar altinda aktif olan alleli, metilasyon artis1 nedeniyle inaktif hale gelerek

gen ekspresyonunu baskilayabilmektedir (Bora ve Yurter 2007).

1.3 Karacigerin Benign ve Malign Tiimorleri

Karacigerin benign ve malign tiimorleri primer ve sekonder tiimdrler adi
altinda incelenir. Karaciger kanseri, kanser nedenli oliimlerde erkeklerde ikinci,
kadinlarda altinci sirada yer alir (Kim ve ark. 2015). Hepatoseliiler Karsinoma
(HCC), karacigerin primer malign tiimérlerinin % 70-85’in1 olusturur (Shirakami ve
ark. 2012).

HCC, insanlarda rastlanilan en sik rastlanan malign tiimorlerden biridir
(Zhang ve ark. 2013). Diinya genelinde gozlenen kanser vakalarinda besinci sirada
olup kansere bagli 6liim sebeplerinde {igiincii sirada yer almaktadir (Medhat ve ark.
2017). Her yi1l HCC nedenli 500.000’den fazla 6liim meydana gelmektedir (Fan ve
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ark. 2015). HCC’nin etiyolojisinde kronik Hepatit B ve C, uzun siireli fazla alkol
tilkketimi, aflatoksin alimi, steato hepatit, nitrozaminler gibi ¢evresel karsinojenler,
kotii beslenme ve obezite gibi faktorler gosterilmistir (Bishayee ve ark. 2010, Ferrell
ve Kakar 2011). HCC prevalansi diinyanin gesitli bolgelerinde giderek artmaktadir.
Prevalans Hepatit B viriis enfeksiyonun endemik oldugu Afrika (Sahra-alt1) ve Asya
gibi (Glineydogu) bolgelerde daha yiiksek olmasina ragmen, basta alkolik karaciger
hastaligi ve hepatit C enfeksiyonunun artan oranlar1 nedeniyle Bati iilkelerinde
(Kuzey ve Giliney Avrupa, Kuzey Amerika) prevalansi giderek artmaktadir
(Rajasekaran ve ark. 2011, Luther ve ark. 2011). HCC erkeklerde kadinlardan daha
stk goriilmekte ve insidans orani yaklasik olarak 3:1'dir. HCC’nin prognozu kotiidiir
ve bes yillik hayatta kalma orani % 9’un altindadir. Bunun nedeni ise HCC’nin

cogunlukla ilerlemis sathalarda teshis edilmesidir (Rajasekaran ve ark. 2011).

HCC molekiiler agidan oldukga karmasik ve heterojen bir kanser olup genetik
ve epigenetik degisikliklerin yer aldig1 ¢cok asamali bir siire¢ sonucu meydana gelir
(Akkiz 2014). HCC gelisimindeki en Onemli olay karacigerde meydana gelen
rejenerasyondur. Etki ne olursa olsun karacigerde ilk 6nce inflamasyon daha sonra
sirasiyla nekroz, fibrozis ve rejenerasyon olusur (Tas 2010). Hiicre dist uyarim
sonucu olgun hepatositler veya kok hiicrelerde degisiklik meydana gelir ve siireg
apoptozis, hiicre c¢ogalmasi, displazi ve neoplaziye dogru evrilir. Preneoplastik
evrede mitotik sinyal yolaklarinin aktive edilmesiyle progresyon avantaji elde edilir
ve displastik klonlarin secilmesine neden olabilir. Klonlar bag dokusu ile sarilan
displastik nodiiller i¢inde organize olurlar, nokta mutasyonlari, kromozomal kazanim

gibi ilave genomik hasarlar sonucunda malign fenotipe doniisiirler (Akkiz 2014).

HCC gelisiminde yer alan gesitli genetik degisimlerin en karakteristik olani
p53 tlimor siipresdr genidir. Bu gende yer alan mutasyonlar HCC’li hastalarin %
29’unda yer almaktadir. Retinoblastoma ve tiimdr siipresor gen Axis Inhibition
Protein 1 (AXIN1) hastalarin % 50’sinde goriilmektedir (Tiiziin ve ark. 2015). DNA
hipermetilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatinin yeniden modellenmesi ve
mikro RNA’lar da HCC gelisiminde yer alan diger 6nemli faktérlerdendir (Dogan ve
Aktas 2016).
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Primer karaciger tiimorleri hepatoseliiler tiimorler, safra kanali tiimdrleri ve

mezenkimal tiimorler olmak iizere tige ayrilir (Sekil 13).

PRIMER TUMORLER

/

HEPATOSELULER TUMORLER
SIROTIK l SIROTIK
OLMAYAN KC'DEKi
KC'DEKi MALIGN BENIGN
BENIGN HEPATOSELULER LEZYONLAR
LEZYONLAR  TUMORLER - 3
1-pUsUK DERECELI

1-HEPATO 1-HEPATOBLASTOM DiSfLAZiK NODUL '
SELULER  2-HCC 2-YUKSEK DERECELI
ADENOM 3-HCC'NIN DISPLAZIK NODUL
2-FOKAL FIBROLAMELLAR
NODULER  VARYANTI
HIPERPLAZI  4-HCC-CC

KOMBINASYONU

Sekil 13. Karacigerin Primer Tiimorleri

1.3.1.1. Hepatoseliiler Tiimorler

\

SAFRA KANALI TUMORLERI

\

/N

BENIGN SAFRA
KANAL TUMORLERI

1-SAFRA KANALI
HAMARTOMU
2-SAFRA KANALI
ADENOMU
3-HEPATOBILIYER
KISTADENOMA VE
KARSINOMAS!

4-BASIT BILIYER KiST
5-DIGER NADIR BENIGN
BILIYER TUMORLER
VEYA LEZYONLAR

MALIGN SAFRA
KANALI TUMORLERI

1-KOLANGIYO
KARSINOM

1.3.1.1.1. Sirotik Olmayan Karacigerdeki Benign Lezyonlar

1.3.1.1.1.1. Hepatoseliiler Adenom

Makroskobik Ozellikler

MEZENKIMAL TUMORLER

/

BENIGN
MEZENKIMAL
TUMORLER

1-HEMANGIYOM
2-ANGIYO
MYOLIPOM
3-INFLAMATUAR
PSODOTUMOR
4-MEZENKIMAL
HAMARTOM
S-INFANTIL
HEMANGIYO
ENDOTELYOM

\

MALIGN
MEZENKIMAL
TUMORLER

1-ANGIYO
SARKOM
2-EPITELOID
HEMANGIYO
ENDOTELYOM
3-KAPOSI
SARKOMU
4-EMBRIYONAL
SARKOM

Hepatoseliiler adenomalar siklikla soliter (% 70) olmakla birlikte multifokal

da olabilirler. Coklu olduklarinda multiple hepatoseliiler adenomatozis adinm alirlar

(Odze ve Goldlum 2009, Rosai 2011). Makroskobik degerlendirmede adenomlar;

yumusak, yuvarlak, sar1 veya bronz renkli kitleler halinde goriiliir ve sik¢a nekroz,

hemorajik alanlar igerir (Hamilton ve Aaltonen 2000). Tipik olarak komsu parankim

dokunun kompresyonundan dolayi iyi sinirlandirilmis olup kapsiiler yiizeyden ¢ikinti
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yapmaya meyilli olurlar (Maxie 2016, Meuten 2017). Normalde hepatik adenomlar
kapsiil icermezler (Odze ve Goldlum 2009).

Mikroskobik Ozellikler

Hepatoseliiler adenomlar; 1 ila 3 hiicre kalinliginda remark kordonu olusturan
nispeten uniform hepatositlerden olusur (Suriawinata ve Thung 2011). Hiicre
tabakalar1 diizensizdir ve linear degildir. Hepatoseliiller adenomlarin onemli bir
ozelligi, hiicre tabakalarmin retikiilin ¢atisinin tam ya da sadece fokal olarak
azalmasidir. Tiimor hiicrelerinin boyutu normal hepatositlere benzerlik gostermekle
birlikte, fakat hafif sekilde daha kiigiik ya da biiyiik olabilirler. Cekirdek-sitoplazma
orani normaldir (Odze ve Goldlum 2009). Timoér hiicrelerinin sitoplazmasi
eozinofilik veya seffaf olabilirler ya da yag damlalari, safra, lipofiiskin pigmenti,
ender olarak da Mallory hiyalini igerebilirler (Hamilton ve Aaltonen 2000, Rosai
2011). Cok ¢ekirdekli tiimdr hiicreleri veya pleomorfik hepatositler gozlemlenebilir,
ancak bunlar genellikle fokaldir (Odze ve Goldlum 2009). Mitotik figiirler olduk¢a
nadir veya yoktur (Meuten 2017). Tiimor hiicreleri asinus olusturabilirer fakat
sayilart sinirlhidir. Asinar yapilar oldugunda safra igerebilirler. Siniizoidler dilate ya
da daralmis olabilirler, daralmis olan siniizoidler tiimoriin uniform ve solid
goriinmesine neden olurlar (Odze ve Goldlum 2009). Alternatif olarak, siniizoidal
dilatasyon ve peliozis hepatis bazi adenomlarda yer alabilir. Genis arteriyel damarlar
siklikla belirgindir. Kupffer hiicreleri normale oranla az sayidadir. Portal kanallar
normal olarak bulunmazlar, fakat telangiektatik tipte portal kanallari taklit eden
duktular yapilar gdzlenebilir. Infarksiyon ve hemoraji alanlari nispeten yaygin

bulgulardandir (Fletcher 2013).

1.3.1.1.1.2.Fokal Nodiiler Hiperplazi

Makroskobik Ozellikler

Hepatik adenomlar gibi, Fokal Nodiiler Hiperplazi de genellikle soliterdir,
fakat vakalarin % 20-30’unda multifokal olabilmektedir. (Odze ve Goldblum 2009,
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Rosai 2011). Fokal Nodiler Hiperplazi normal karaciger parankiminden iyi
siirlandirilmig nodiiler goriiniime sahip olup normal dokulardan daha agik renktedir
(Suriawinata ve Thung 2011). Karaciger kapsiilii yakinina lokalize olur ve genellikle
fibroz bir kapsiil icermez. Ender olarak da pediinkiillii olabilir (Fletcher 2013). Fokal
nodiiler  hiperplazinin = kenarlar1 normal  karacifer parankiminden 1iyi
simirlandirilmigtir, fakat fibroz bir kapsiil genellikle yer almaz. Fokal nodiiler
hiperplazi lezyonlarinin ¢ogunun merkezinde fibrovaskiiler 6zellikte skar dokusu

mevcuttur (Hamilton ve Aaltonen 2000).

Mikroskobik Ozellikler

Fokal Nodiiler Hiperplazinin klasik tipinde, tiimoriin merkezi fibroz
bolgesinden perifere dogru uzayan fibréz doku ile ayrilmis normal goriinimli
hepatositlerden olusan tam olmayan nodiiler goriinim hakimdir. Safra kanallari
degisken sayida olup normal olarak fibroz stromada ve 6zellikle nodiillerin kenarinda
yer alirlar. Hiicre yapis1 normal karaciger hiicrelerine benzer tipki rejeneratif nodiiller
de oldugu gibi daha kalin (2 ila 3 hiicre kalinliginda) hiicre tabakalar1 olustururlar
(Odze ve Goldblum 2009). Hiperplazik hepatositlerin sitoplazmalarinda glikojen
artist veya yag degisimleri gozlemlenebilir (Rosai 2011, Suriawinata ve Thung
2011). Bunun yaninda safra ve demir pigmenti, lipofiiskin, bakir ve Mallory
cisimcikleri icerebilirler (Hamilton ve Aaltonen 2000). Bazi vakalarda biiyiik
cekirdek ve hiperkromazi igeren atipik hepatosit odaklar1 goriilebilir. Diagnoz
acisindan Onemli Ozelliklerinden biri; miyointimal mikzoid veya fibromuskuler
hiperplastik degisiklikler sergileyen orta ve biiyiikk ¢apli kalin duvarli muskuler
damarlarin varhigidir (Odze ve Goldblum 2009). Fokal Nodiiler Hiperplazide
lezyonun periferi haricinde portal kanallar yoktur. Siniizoidler dilate olabilirler ve
Kupffer hiicreleri de belirginlesebilirler. Agirlikli lenfositler olmakla birlikte nétrofil
ve eozinofilleri de igeren akut veya kronik hiicre infiltrasyonu goriilebilir. Nadir
olarak gozlenen telangiektatik tip baz1 yazarlar tarafindan hepatoseliiler adenomunun

alt varyanti olarak vurgulanmistir (Fletcher 2013).
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1.3.1.1.2. Sirotik Karacigerdeki Benign Lezyonlar

1.3.1.1.2.1.Genis Rejeneratif Nodiil (Makrorejeneratif Nodiil) - Diisiik Dereceli
Displazik Nodiil

Makroskobik Ozellikler

Makro Rejeneratif Nodiiller veya Diisiik Dereceli Displazik Nodiiller genel
olarak 0.8 ila 3 cm capindadir. Nodiiler yapilar organin kesit yiizeyinden c¢ikinti
yapar, yuvarlak sekilli ve keskin smirhidir. Nodiiller soluk renkli veya safra ile

boyanmis olabilirler (Odze ve Goldblum 2009).

Mikroskobik Ozellikler

Histolojik olarak, bu nodiiller sirotik nodiillere benzerlik gosterirler (Park
2011). Normal karaciger dokusuna benzer sekilde saglam bir retikiilin ¢atisina sahip
olup 1 ila 2 hiicre kalinligina sahip hiicre tabakalarindan olusur. Genis rejeneratif
nodiillerde hepatositler tipik olarak belirgin bir sitolojiye sahip olsalar da hiicre
boyutunda farkliliklar ve biiyiik hiicre degisiklikleri gosterebilirler (Roncalli ve ark.
2011). Distik Dereceli Displazik Nodiillerde hepatositlerin uniform oldugu
gozlenebilir ancak bu spesifik ozellikleri net degildir. Mallory cisimcikleri, safra
stazi, seffaf hiicreler, demir veya bakir depolari, fokal veya diffuz yag degisiklikleri,
hiicre boyutunda kiiciilme de yer alabilir (Fletcher 2013). Portal kanallar genellikle

mevcut olup, safra kanali proliferasyonu gozlenir (Schlageter ve ark. 2014).

1.3.1.1.2.2.Yiiksek Dereceli Displazik (Simir Cizgisi) Nodiil

Makroskobik Patoloji

Yiiksek Dereceli Displazik Nodiiller temel olarak, Makro Rejeneratif

Nodiiller veya Diigiik Dereceli Displazik nodiiller ile ayn1 makroskobik o6zellige

sahiptir. Ancak Yiiksek Dereceli Displazik Nodiillerden bazilarinin az
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siirlandirilmig ya da diizensiz bir sinira sahip olmalart ile diger ikisinden ayrimi

yapilir (Odze ve Goldblum 2009).

Mikroskobik Patoloji

Nodiil normal karaciger dokusuna kiyasla mikroskobik olarak birim alanda
hepatosit sayis1 ve ¢ekirdek/sitoplazma oraninda artis ile kiiciik hiicre degisimlerini
igerir (Park 2011, Roncalli ve ark. 2011). Yiiksek Dereceli Displazik Nodiillerde
biiyiik hiicreli degisim nadir de olsa gbzlemlenebilir ve nodiil igerisinde ayr1 bir
bolge olarak fokal yerlesimlidir. Ug¢ hiicre kalinliginda hiicre tabakalari, retikiilin
catisindaki fokal azalma, siniizoidlerde hafif dilatasyon Yiiksek Dereceli Displazik
Nodiillerde sik¢a rastlanan o6zelliklerdir (Paradis 2013). Nodiillerde Mallory
Cisimcikleri, yag ve seffaf hiicre degisiklikleri, sitoplazmik bazofili goézlenir. Safra
kanallar1 igerebilir ve nadir olarak mitoz goriilebilir (Fletcher 2013). Diisiik Dereceli
Nodiillerde demir depolar1 yaygin olarak gdzlenirken Yiiksek Dereceli Displazik
Nodiillerde demir depolar1 eksikligine egilim vardir. Bu nodiillerin sinirlar1 diizensiz
olabilir ve nodiiller fokal olarak psddogland yapilar icerebilir (Schlageter ve ark.

2014).

1.3.1.1.3. Malign Hepatoseliiler Tiimorler

1.3.1.1.3.1. Hepatoseliiler Karsinom (HCC)

Makroskobik Ozellikler

Hepatoseliiler Karsinomalarin (HCC) makroskobik goriintiisii; timoriin
blytikligli ve sirozunun varligina bagli olarak degisir. Karaciger sirozuyla iliskili
olan HCC genellikle fibroz kapsiil ve tiimoral kitle i¢cinde bag doku septumlari
icermekte olup genisleyip yayilma egilimlindedir. Sirotik olmayan HCC’ler ise
kapsiillenmeme egiliminde olup masiftir. Timorlerde nadir olarak pediinkiil
gozlenebilir (Hamilton ve Aaltonen 2000). HCC’ler makroskobik olarak soliter,

multi-nodiiler, diffuz ve masif formlara ayrilir (Rosai 2011, Suriawinata ve Thung
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2011). HCC’de tiimoral odaklar boz beyaz-soluk sari renkli, safra ile boyanmis
alacali yesil renkli olabilir (Mills 2010, Suriawinata ve Thung 2011). Fibrolamellar
ve Sirotik varyantlar disinda genellikle kivami yumusaktir (Salomao ve ark. 2012,
Fletcher 2013). Vaskiiler invazyon yaygin olup portal, hepatik venler ile vena cava
da tutulabilir (Paradis 2013, Maxie 2016). Biiyiik safra kanallarinin tutulumu yaygin
olmamakla birlikte biliyer obstriiksiyon goriilebilir (Burt ve ark. 2012).

Mikroskobik Patoloji

HCC’de dort histolojik patern tanimlanmistir. Bunlar; trabekiiler,
psodoglandiiler, solid ve sirotik paternlerdir (Meuten 2017).

a- Trabekiiler Patern (Siniizoidal, Tabaka Benzeri): En yaygin olarak
goriilen patern olup sinilizoidal patern olarak da adlandirilir (Geller ve Petrovic
2009). Bu paternde hiicre tabakalar1 3 veya daha fazla hiicre kalinligindadir (Mills
2010). Hatta 5 ila 10 hiicre kalinlifindan nadir de olsa 20 hiicre kalinlifina varan
trabekiiller olusabilir (Meuten 2017). Iyi diferensiye olmus tiimérler ince trabekiiler
paterne sahipken diferensiyasyon derecesi diistiik¢e ve trabekiiller daha da kalinlagir.
Sinilizoid benzeri yapilarda degisik derecelerde dilatasyon goriiliir ve ilerlemis
HCC’lerde peliozis hepatis benzeri degisim goriilebilir (Hamilton ve Aaltonen 2000).
Normal karaciger dokusunda oldugu gibi, tiimor hiicre tabakalari endotel hiicreleri
tarafindan kaplanirlar. Retikiilin catis1 genel olarak azalmis veya hi¢ yoktur. Timor
hiicreleri kiiglik hiicre degisimi gosterir. Yiiksek dereceli tiimorler haricinde biiyiik
hiicre degisimi nadirdir (Fletcher 2013). Tipik olarak Kupffer hiicreleri HCC’lerde
yer almazlar (Rosai 2011).

b- Psodoglandiiler Patern (Asiner, Adenoid): HCC’nin asiner paterni,
psodoglandiiler veya adenoid patern olarak da isimlendirilir. Trabekiiler paterne
kiyasla daha az yaygindir. Ps6doglandiiler paternin belirleyici 6zelligi bez benzeri
yapilar veya asinidir (Odze ve Goldblum 2009). Asiner yapilar safra kanalikiillerinin
dilatasyonu ile olusur ve genellikle safra igerir (Ferrell ve Kakar 2011, Paradis 2013).

Daha az olarak, bosluklar sentral bir nekrozun sonucu olusur ve protein, hiicresel
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yikinti veya makrofaj icerir (Fletcher 2013). Orta derecede diferensiye olmus
tiimorlere kiyasla iyi diferensiye olan tiimorlerde glandiiler yapilar daha kiictiktiir.
Asiner patern siklikla trabekiiler paternle miks olarak goriilebilir (Hamilton ve
Aaltonen 2000).

c- Solid Patern: Bu paternde neoplastik hepatositler siniizoidlerden yoksun
solid bir kitle olusturur ve yogun tiimor hiicre agregatlari ile karakterizedir (Salomao
ve ark. 2012, Meuten 2017). Tipik olarak retikiilin catinin kaybi1 goriiliir (Fletcher
2013).

d- Sirotik Patern: Sirotik tip nadir olarak goriiliir (Hamilton ve Aaltonen
2000). Sinilizoidal bosluklar boyunca belirgin fibrozis mevcuttur ve tiimor
hiicrelerinin olusturdugu trabekiillerde farkli derecelerde atrofi gozlenir (Ferrell ve
Kakar 2011,Schlageter ve ark. 2014). Diger paternlerin herhangi birine eslik edebilir
(Odze ve Goldblum 2009).

Sitolojik Goriiniim ve Varyantlar

HCC’lerde tiimor hiicreleri genellikle poligonal olmakla birlikte kiiboidal
hatta kolumnar olabilirler. ince graniiler eozinofilik sitoplazmalari vardir. Iyi ve orta
derecede diferensiye olmus tiimodrlerde safra kanalikiilleri kolayca goriiliirken yiiksek
dereceli HCC’lerde gozlenmez. Cekirdek-sitoplazma oraninda artig goriiliir.
Cekirdek yuvarlak-oval olup, belirgin cekirdekcik icerir ve ¢ekirdek membram
diizensizdir. Intraniikleer sitoplazmik invaginasyonlar spesifik bir bulgu olmamakla
birlikte yaygin olarak goriiliir. Tiimor hiicrelerinde ¢esitli sitoplazmik inkliizyonlar
saptanabilir. Yag damlaciklar1 timoérlerin tigte ikisinde goriiliir. Yag veya glikojenin
diffuz birikimi sitoplazmanin seffaf goriinmesine neden olur. Bu degisiklikler
nedeniyle tiimor seffaf hiicreli karsinoma olarak isimlendirilir. Mallory hiyalini
vakalarin yaklasik olarak % 20’ sinde bulunur ve ara filamentlerin kiimelenmesini
ifade eder (Burt ve ark. 2012). Globiiler proteindz eozinofilik inkliizyonlar vakalarin
% 20’ sinde goriiliir. Vakalarin % 8’inde gozlenen ve acgik renkte boyanan

inkliizyonlar soluk cisimcikler olarak adlandirilirlar ve fibrinojen birikimini ifade
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ederler. Bakir baglayici protein veya bakir HCC’lerde % 28 oraninda belirlenmistir
ve timordeki safra varligi ile iligkilendirmistir. HCC’nin nadir olarak gdzlenen

sitolojik varyantlar1 asagida detaylandirilmistir (Mills 2010).

Pleomorfik (Dev Hiicre)

Timor hiicrelerinde belirgin pleomorfizm vardir (Mills 2010). Nadir olarak
gozlenen bu varyantta bizar (tuhaf) dev hiicreleri sik¢a goriiliir (Geller ve Petrovic
2009). Pleomorfizm sergileyen hiicreler organizasyondan yoksun olup belirli bir
trabekiiler patern gostermezler. Pleomorfik hiicreler zayif sekilde diferensiye olmus

tiimorlerde yaygindirlar (Hamilton ve Aaltonen 2000).

Seffaf Hiicre

Adindan da anlasilacagi iizere, bu varyant sitoplazmik glikojen ve/veya yag
birikiminden koken alan belirgin seffaf sitoplazmali tiimoér hiicreleriyle

karakterizedir (Mills 2010, Rosai 2011).

Sarkomatoz Degisim (Sarkomatoid, igsi Hiicre, Psodosarkomatoz)

Bu varyant; igsi hiicreler veya bizar (tuhaf) dev hiicre proliferasyonu ile
karakterizedir (Rosai 2011, Schlageter ve ark. 2014). Sarkomat6z 6zellikler baskin
oldugunda, tiimor Sarkomatoid HCC veya Sarkomatéz HCC olarak adlandirilir.
Bununla birlikte genellikle sarkomat6z degisiklikler tiimdriin sadece bir kisminda yer
alir. Trabekiiler HCC ve sarkomatéz komponentler arasindaki gecis o6zellikleri siktir

(Hamilton ve Aaltonen 2000).



45

1.3.1.1.3.2.Hepatoseliiler Karsinomanin Fibrolamellar Varyanti

Makroskobik Ozellikler

Fibrolomellar varyantta tiimor dokusu sert kivamda, bronz-beyaz veya
kahverenkli, kapsiillenmemekle birlikte iyi siirlandirilmigtir (Burt ve ark. 2012,
Paradis 2013). Biiylik olan tiimorlerde hemoraji ve nekroz alanlar1 goriiliir.
Tiimdrlerin % 60 - 70’1 solidtir. Multiple tiimor odaklarinda lezyonlar yildiz sekilli

seklindedir. Tiimoriin merkezinde fibrozis olabilir (Fletcher 2013).

Mikroskobik Ozellikler

Timor karakteristik olarak lamellar tarzda hiyalinize olmus kollagen
demetleri ile ayrilmig tabakalar veya kiigiik trabekiiller halinde gozlenir (Burt ve ark.
2012, Schlageter ve ark. 2014). Ttiimor hiicreleri biiyiik, poligonal sekilli, eozinofilik
graniiler sitoplazmaya ve belirgin bir ¢ekirdekgige sahiptir (Rosai 2011, Suriawinata
ve Thung 2011). Eozinofilik graniiler goriinlimiin nedeni mitokondri sayisinin
fazlaligindan kaynaklanmaktadir (Hamilton ve Aaltonen 2000, Suriawinata ve Thung
2011). Tiimor hiicrelerinin ¢ekirdekleri belirgin cekirdekcik igerir ve ¢ekirdeklerde
intrasitoplazmik invaginasyon ve kromatin marjinasyonu goriiliir (Paradis 2013).
Intrasitoplazmik olarak; fibrinojen ve/veya albumin igeren soluk cisimcikler gozlenir.
Nadir olarak asiner yapilar, safra ve musin sekresyonu, ¢ok cekirdekli timor

hiicreleri, epiteloid granulomlar ve peliozis hepatis goriilebilir (Fletcher 2013).

1.3.1.1.3.3. Hepatoseliiler ve Kolangiyolar Karsinom Kombinasyonu

Hepatoseliiler-Kolangiyokarsinom (HCC-CC), hem HCC (hepatik) hem de
CC (duktular veya glandular)’ye ait unsurlar1 i¢inde barindan bir tiimordiir (Odze ve
Goldblum 2009, Burt ve ark. 2012). Bu tiimdrlerin bipotansiyel hepatik progenitor
hiicrelerden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Schlageter ve ark. 2014) Bu iki timor
i¢ ice goriilebildigi gibi ayr1 odaklar halinde de goriilebilir (Meuten 2017). Diinya
Saghk Orgiiti (WHO) hepatoseliiler bileseni; trabekiiller, safra iiretimi veya
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interseliiler safra kanalikiillerin varligina dayandirarak tanimlamaktadir (Fletcher
2013). Glanduler bilesen ise musin iireten bezlerin varligiyla ortaya konulmaktadir

(Odze ve Goldblum 2009).

1.3.1.1.3.4.Hepatoblastom

Makroskobik Ozellikler

Hepatoblastom; sirotik olmayan karacigerde meydana gelen, tek oldugu gibi
multinodiiler de olabilen hemorajik ve nekrotik alanlara sahip bir timérdiir (Fletcher
2013, Maxie 2016). Miks olmayan fetal hepatoblastomlar normal karaciger
rengindedir. Miks hepatoblastomlar ise kahverenginden yesile, yesilden beyaza kadar

degisik renklerde olabilir (Hamilton ve Aaltonen 2000).

Mikroskobik Ozellikler

Hepatoblastomun iki morfolojik alt tipi mevcuttur. Birincisi sadece epitelyal
bilesenlerden (%55) olusurken, digeri epitelyal ve mezenkimal unsurlart igerir
(%45). Epitelyal tip genellikle hem embriyonal hem de fetal paternlerin
kombinasyonu seklindedir (Fletcher 2013). Nadir olarak da sadece fetal bir alt tip
meydana gelebilir. Epitelyal ve mezenkimal kokenli olan tipte igsi hiicreler ile
birlikte her iki epitelyal paternde mevcuttur. Yaygin olan diger bir bulgu ise osteoid
dokunun varhigidir (Odze ve Goldblum 2009).

Epitelyal alt tipte, embriyonal patern olgun olmayan formu temsil eder.
Tiimdr hiicreleri yuvarlak-oval g¢ekirdekli ve hafif bazofilik sitoplazmaya sahiptir.
Hiicreler tiibiiler, asiner veya rozet benzeri yapilari olusturma egilimi gosterir
(Fletcher 2013). Fetal patern, olgun formu temsil eder ve tiimor dokusu fetal
karaciger dokusuna nispeten daha fazla benzerlik gosterir. Fetal timdr hiicreleri

normal hepatositlerden daha kiigiiktiir, fakat embriyonal tiimor hiicrelerinden hafif de
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olsa daha biiytiktiir. Fetal timor hiicreleri eozinofilik veya seffaf bir sitoplazmaya
sahip olup, seffaf sitoplazma lipid veya glikojen birikimi nedeniyle meydana gelir.
Eozinofilik ve seffaf sitoplazmali hiicreler ayni timdrde gozlenir (Odze ve Goldblum
2009). Hem embriyonal hem fetal paternlerde mitotik figiirlere nadir olarak rastlanir
(Meuten 2017). Ekstramediiller hematopoiezis sik¢a goriilen bulgulardan olup fetal
komponentle daha fazla iligkilidir (Rosai 2011).

Daha az siklikla goriilen hepatoblastom alt tipleri; Kiiciik Hiicreli
Indiferensiye Tip, Makrotrabekiiler Tip ve Teratoid Tiptir (Fletcher 2013). Kiiciik
hiicreli tip, hepatoseliiler indiferensiye kii¢iik hiicre tabakalarindan meydana gelir
(Odze ve Goldblum 2009). Makrotrabekiiler tip; 10 hiicre kalinligindan daha genis
trabekiillerden olusur (Hamilton ve Aaltonen 2000, Rosai 2011). Teratoid alt tipi
hepatoblastom olgularinda tiimor dokusunda bagirsak bezleri, skuaméz epitel,
kikirdak, iskelet kasi, sinir dokusu gibi farkli dokulara ait epitelyal ve mezenkimal

bilesenler bulunur (Ferrell ve Kakar 2011, Fletcher 2013).

1.3.1.2. Safra Kanalh Tiimorleri
1.3.1.2.1. Benign Safra Kanah Tiimorleri
1.3.1.2.1.1.Safra Kanali Hamartomu

Makroskobik Ozellikler

Von Meyenburg veya Moschowitz Kompleksi olarak da bilinen Safra Kanali
Hamartomu, multiple, kiigiik-orta boylu beyaz renkli diizensiz nodiiler lezyonlar

tarzindadir (Rosai 2011).

Mikroskobik Patoloji

Mikroskobik olarak kii¢lik-orta boyutlu duktuler yapilardan olusurlar. Tipik
olarak bu yapilar normal kanallardan daha fazla dilate olmustur ve kollagen doku ile
ayrilmiglardir. Lezyonlar genellikle portal bolgede veya periferinde lokalize olur.

Duktuller yuvarlak veya oval cekirdekleri olan kiiboidal ya da yassi hiicreler ile
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kaplanmistir (Odze ve Goldblum 2009). Lumenleri eozinofilik dokiintii veya safra

icerir. Bu lezyonlarin malign potansiyeli yoktur (Hamilton ve Aaltonen 2000).

1.3.1.2.1.2.Safra Kanalh Adenomu

Makroskobik Ozellikler

Safra Kanali Adenomlar kiigiik boyutlu, siki kivamli beyaz-gri-bronz renkli,
iyi sinirlandirilmis fakat kapsiillenmemis lezyonlardir (Fletcher 2013). Vakalarin %
80’inden fazlas1 tek odak seklindedir (Odze ve Goldblum 2009). Genellikle
subkapsiiler yerlesimli olmakla birlikte parankim icinde de gelisebilir (Rosai 2011,
Maxie 2016). Ozellikle sirozun meydana geldigi alanlarda olusur (Hamilton ve
Aaltonen 2000).

Mikroskobik Ozellikler

Mikroskobik olarak; kiiciik ya da hi¢ lumeni bulunmayan tubuler yapilardan
olusmuslardir. Inflamasyon ve/veya fibrozis siklikla goriiliir (Rosai 2011). Duktuller,
yuvarlak-oval sekilli ¢ekirdekleri olan kiiboidal tarafindan kaplanmistir (Hamilton ve
Aaltonen 2000, Meuten 2017). Mitotik aktivite goriilmez (Maxie 2016). Metastatik
renal karsinomaya benzeyen ve seffaf hiicrelerden olusan bir varyanti tanimlanmastir.
Ayrica belirgin fibr6z stromaya sahip olan Biliyer Adenofibroma tipi de saptanmistir

(Rosai 2011).

1.3.1.2.1.3.Hepatobiliyer Kistadenomasi ve Kistadenokarsinomasi

Makroskobik Ozellikler

Hepatobiliyer kistadenomalar hemen hemen daima multilokiilerdir (Geller ve

Petrovic 2009). Kistler serdz, musindz, jelatindz, kan veya purulent materyal
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icerebilir (Rosai 2011). Genellikle kistadenomalar normal biliyer kanalla baglanti

kurmazlar (Odze ve Goldblum 2009).

Mikroskobik Ozellikler

Musindz ve serdz tip olmak tizere iki histolojik varyant tanimlanmuistir.
Miisindz tip daha yaygindir (Hamilton ve Aaltonen 2000). Kistler tipik olarak
musindz tipteki tek sirali epitel hiicre tabakasi ile kaplanir. Hiicreler diiz, kiiboidal
veya kolumnar olabilir. Kistlerin i¢ ylizeyine dogru kiiciik papiller uzantilar
sekillenebilir. Epitel hiicrelerinin cekirdekleri bazal lokalizasyonda olup mitotik
aktiviteleri yoktur. Kist duvarlarinda makrofaj infiltrasyonu, kalsifikasyon veya skar
dokusu goriilebilir (Fletcher 2013). Serdz tipte duktuller, glikojen iceren seffaf
sitoplazmal1 kiibik hiicreler tarafindan kaplanmistir. Kistadenomlardan koken alan
kistadenokarsinomlar genellikle tubulopapiller tarzda histolojik goriiniim sergilerler.
Niikleer pleomorfizm, mitotik figiirler, epitelin ¢ok katli olmasi gibi ozellikler
malign transformasyonu isaret eder ve in situ kistadenokarsinomlarin gostergesidir.
Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinin stromal invazyonu invaziv karsinomanin

kuvvetli bulgusudur (Odze ve Goldblum 2009).

1.3.1.2.1.4.Basit Biliyer Kist

Makroskobik Ozellikler

Tipik olarak berrak sar1 siv1 igeren basit biliyer kistler karaciger kapsiiliiniin

altina yerlesmekle birlikte parankimin derinlerinde de bulunabilir (Fletcher 2013).

Mikroskobik Ozellikler

Basit kistler, kiiboidal ya da kolumnar epitelle kaplanmis olup fibréz duvar

vardir. Epitel yapisi diiz duvart ise kalin sekillenebilir (Odze ve Goldblum 2009).
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1.3.1.2.1.5.Diger Nadir Benign Biliyer Tiimorler veya Lezyonlar

Nadir olarak gozlenen biliyer adenofibrom yeni tanimlanmistir ve benign
Ozellik tasir. Lezyon solid ve mikrokistik alanlara sahip duktuler ve stromal
elementler igerir. Kanallar1 doseyen epitel hiicreleri kiiboidal, kolumnar ya da diiz
olabilir. Bazi kistlerin lumeninde eozinofilik siv1 olabilir. Kanallar arasinda fibroz bir
septum mevcuttur. Serdz kistadenomlar da karacigerde nadir olarak gdzlenir. Bu
timorler sitoplazmalarinda glikojen iceren kiiboidal epitel hiicreleri tarafindan

kaplanan ¢ok sayida mikrokistten olusur. (Fletcher 2013).

1.3.1.2.2. Malign Safra Kanah Tiimorleri
1.3.1.2.2.1.Kolangiyokarsinom

Makroskobik Ozellikler

Kolangiyokarsinom safra kanalindan koken alan bir adenokarsinomdur (Burt
ve ark. 2012). Timoriin periferal, hilar ve ekstrahepatik varyantlarinda bulunan
yogun fibréz doku nedeniyle kivami sert rengi ise beyaz-bronzdur (Suriawinata ve
Thung 2011). Intraduktal papillomatdz varyantinda ise tiimdriin kivami yumusak

olup karnabahar goriiniimiindedir (Odze ve Goldblum 2009).

Mikroskobik Ozellikler

Iyi diferensiye olmus tiimérler tubuler, papiller ve kord benzeri paternler
gosterir ve sitolojik atipi minimal diizeydedir (Fletcher 2013). Bununla birlikte fokal
olarak atipi alanlar1 (artmis ¢ekirdek-sitoplazma orani, belirgin ¢ekirdekcik, polarite
kayb1 vb) goriilebilir (Geller ve Petrovic 2009). intrasitoplazmik lumen olusumu,
fokal kribriform yapi, niikleer tabakalagma ve intraluminal hiicresel dokiintii
karsinom tanisin1 destekleyen bulgulardir. Belirgin bir fibréz stromalar1 vardir.
Stroma bazen neoplastik bezlerin ¢evresinde dairesel olarak yer alir (Meuten 2017).
Iyi diferensiye tiimorlerde epitel hiicreleri kolumnardan kiiboidal sekle kadar

degisiklik gosterebilir. Hiicreler hafif graniiler eozinofilik sitoplazma igerebilirler
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(Maxie 2016). Cekirdekler genellikle kiigiik olup HCC’yi olusturan hiicrelerden
farkli olarak belirgin eozinofilik ¢ekirdek¢iklerden yoksundur. Timor hiicreleri
sinlizoidler boyunca biliylime gosterir ve karacigerde intravaskiiler olarak yayilir
(Burt ve ark. 2012). Musin ¢ogu vakada belirlenebilir. Desmoplastik stroma onemli
ozelliklerinden biridir. Mitoz seyrektir. Bazen tiimdr hiicreleri duktulleri veya Hering
kanallarini andiran kiigiik dar tubuler yapilar olusturabilir. Bu patern kolanjiyoseliiler
karsinom olarak isimlendirilmis fakat daha sonra kombine HCC-CC’nin kok hiicre
varyant1 olarak kabul edilmistir (Odze ve Goldblum 2009). Nadir olarak gozlenen
diger mikroskobik varyantlari ise seffaf hiicreli, adenoskuamdz, musindz, tash
yiiziikk, sarkomatéz, mukoepidermoid ve Epstein-Barr Virus (EBV) ile iliskili

lenfoepitelyoma benzeri karsinomadir (Rosai 2011).

1.3.1.3. Mezenkimal Tiimérler
1.3.1.3.1. Benign Mezenkimal Tiimérler
1.3.1.3.1.1.Hemangiyom

Makroskobik Ozellikler

Hemangiyomlar iyi simirlandirtlmis, kirmizi veya kirmizi-kahverenginde ve
genelde siingerimsi yapiya sahip timorlerdir (Hamilton ve Aaltonen 2000, Rosai
2011).
Mikroskobik Ozellikler

Bu tlimériin tipik 6zelligi kaverndz vaskiiler yapilarin varligidir (Rosai 2011).

Kavernéz yapilarin duvari endotelyal hiicrelerle kapli olup fibréz bantlarla

birbirlerinden ayrilir (Fletcher 2013).
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1.3.1.3.1.2.Angiyomyolipom

Makroskobik Ozellikler

Lezyon; adipdz doku, diiz kas ve kan damarlarindan olusan benign bir
tiimordiir (Suriawinata ve Thung 2011). Iyi simirlanmakla birlikte kapsiil yoktur. Et
kivaminda veya serttir. Kesit yiiziinde nekroz ve hemorajiye rastlanir. Renk ise sari,

sar1-bronz veya bronzdur (Hamilton ve Aaltonen 2000).

Mikroskobik Ozellikler

Tiimor epiteloid veya ig sekilli hiicrelerden olusur ve bu hiicreler kan
damarlarini ¢evreler. Epiteloid hiicreler poligonal sekilli ve eozinofilik sitoplazmaya
sahiptir. Cekirdekleri biiyiik ve belirgin bir ¢ekirdek¢ik igermekle birlikte goriiniisleri
degiskenlik sergileyebilir. Igsi hiicrelerin eozinofilik sitoplazmalar1 ve oval kiigiik
cekirdekgikleri vardir. Epiteloid hiicrelerden olusan trabekiiller bulunabilir. Epiteloid
veya igsi hiicrelerden biri tiimorde baskin olabilir. Vaskiiler bilesen tipik olarak kalin
duvarl arteriyel veya ince duvarli ven6z kanallardan olusur. Tiimor kitlesinde adipoz
doku hiicrelerine tek tek ya da kiimeler halinde rastlanabilir. Kopiik hiicrelerine de
siklikla rastlanabilir (Odze ve Goldblum 2009). Ekstramediiller hematopoizeis
karakteristiktir (Hamilton ve Aaltonen 2000).

1.3.1.3.1.3. inflamatuar Psoédotiimér
Makroskobik Ozellikler

Bu tiimorlerin boyutu degiskenlik gosterir. Siklikla soliter (% 81) olmakla
birlikte multiple de (%19) olabilir. Soliter tiimoérlerin yaklasik yarisi sag loba

yerlesir. Tiimor kitlesi 1 cm’den tiim lobu kaplayacak sekilde olabilir. Bronz, sari-

beyaz veya beyaz renkli sert tiimorlerdir (Hamilton ve Aaltonen 2000).
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Mikroskobik Ozellikler

Inflamatuar Psddotiimdr mikroskobik olarak inflamatuar hiicreler ile fibroz
dokudan olusur. Timoér dokusunda sozii edilen hiicrelerin oran1 degiskenlik
gosterebilir (Odze ve Goldblum 2009). Her iki Inflamatuar Psédotiimér tipinde de
inflamatuar hiicrelerin biiyiik bir kism1 plazma hiicrelerinden olugmaktadir. Bunun
yaninda noétrofil, eozinofil ve lenfositler (agirlikli olarak T lenfositler) de bulunabilir
(Hamilton ve Aaltonen 2000). Makrofajlar goriiliir. Sklerotik odaklar yaygindir.
Mitoza rastlanabilir (Fletcher 2013).

1.3.1.3.1.4.Mezenkimal Hamartom

Makroskobik Ozellikler

Makroskobik olarak kistik yap1 gozlenir ve bronz renktedir (Rosai 2011).
Tiimdr biiylik boyutlara ulagabilir. Kistler seffaf bir sivi veya jelatindz bir materyal
igcerebilir ve gevsek mezenkimal dokunun dejenerasyonu sonucu gelisir (Hamilton ve
Aaltonen 2000). Kistik yapilardaki sivi birikimi sebebiyle tiimor genisler (Odze ve
Goldblum 2009).

Mikroskobik Ozellikler

Mezenkimal Hamartomlar mikroskobik olarak epitelyal ve stromal unsurlari
icerir (Ferrell ve Kakar 2011). Epitelyal unsurlar nispeten normal gorinimlii
hepatositlerden ve safra kanallarindan meydana gelmekte olup bunlar da mikzoid
veya fibroz stroma ile kusatilmistir (Hamilton ve Aaltonen 2000). Stromada kiiciik
vaskiiler yapilar, igsi hiicreler ve inflamatuar hiicreler bulunur. Tipik olarak normal

goriiniimlii portal kanallar bulunmaz. Ekstramediiller hematopoiezise sik¢a rastlanir

(Odze ve Goldblum 2009).
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1.3.1.3.1.5.infantil Hemangiyoendotelyom

Makroskobik Ozellikler

Tiimorler soliter ya da multiple olabilir. Biiyiik ve soliter tiimor odaklar
kirmizi-kahverengi veya kirmizi-bronz rengindedir. Sikca hemorajik fibrotik
merkeze ve fokal kalsifikasyon alanlarina sahiptir. Kii¢lik lezyonlarin kesit yiizii

slingerimsi goriintiide olup kirmizi-kahverengindedir (Hamilton ve Aaltonen 2000).

Mikroskobik Ozellikler

Mikroskobik olarak, iki histolojik alt tipi tanimlamis olup bu tipleri
birbirinden ayirmak olduk¢a zordur. Birinci histolojik alt tipi; kiiclik vaskiiler yapilar
ve diizensiz sekilli kaverndz bosluklar gosterir. Vaskiiler yapilar endotelyal
hiicrelerle dosenmis olup dagmik kollagen ve retikiilin iplik¢ikleri iceren diizensiz
bir stroma ile birbirinden ayrilir. Tiimoriin periferinde kiigiik safra kanallar1 ve
hepatositler goriilebilir. Fokal nekroz, hemoraji, fibrozis ve kalsifikasyona sikga
rastlanir. Ikinci histolojik alt tipinde atipik endotelyal hiicreler, artmis mitotik
aktivite ve belirgin olarak niikleer hiperkromazi goriiliir. Bu tipte tlimor hiicreleri
tomurcuklanma veya dallanma seklinde gelisim gosterirler (Odze ve Goldblum

2009).

1.3.1.3.2. Malign Mezenkimal Tiimorler
1.3.1.3.2.1.Angiyosarkom

Makroskobik Ozellikler
Angiyosarkomlar siklikla belirgin sinirlara sahip olmayan biiyiik hemorajik

timdrlerdir (Fletcher 2013). Tiim karacigeri etkileyebilirler (Hamilton ve Aaltonen

2000).
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Mikroskobik Ozellikler

Timor; siniizoidal, solid, papiller ve kaverndz tipte gelisim gosteren miks
histolojik paterne sahiptir (Odze ve Goldblum 2009). Siniizoidal paternde hepatik
hiicre kordonlarinin pargalanmasi ve siniizoidal genisleme gozlenir (Hamilton ve
Aaltonen 2000). Hiicre kordonlarmi saran endotel hiicreleri normal endotel
hiicrelerinden daha biiyiik, sayica daha fazla ve hiperkromatiktir. Tiimoriin periferine
yerlesen siniizoidal patern daha sonra solid veya papiller forma doniisebilir bu
nedenle siniizoidal patern timoriin erken gelisim evresini temsil edebilir. Solid
patern fasikiiler bir goriiniime sahip olabilir ya da fibrosarkomu andirabilir. Papiller
paternde tiimor hiicreleri lumene dogru ¢ikint1 yaparlar. Kaverndz paternde ise genis,
kanla dolu kavernler sekillenir. Miks tiimor olgularinda en sik goriilen paterndir
(Odze ve Goldblum 2009). Timor hiicreleri ig seklinde veya yuvarlaktir. Sinirlart
belirgin olmamakla birlikte sitoplazmalar1 hafif eozinofilik, ¢ekirdekleri
hiperkromatik ve eozinofilik bir ¢ekirdek¢ik icerir (Hamilton ve Aaltonen 2000).
Cok c¢ekirdekli biiylik hiicreler gortilebilir bunun yanmi siwra mitotik figiirlere

rastlanabilir (Geller ve Petrovic 2009).
1.3.1.3.2.2.Epiteloid Hemangiyoendotelyom
Makroskobik Ozellikler

Timoér odaklari genelde multifokaldir (Geller ve Petrovic 2009). Her iki
hepatik lobta da goriilebilir (Rosai 2011). Sert kivamli ve bronz-beyaz renktedir.
Belirgin sinirlart yoktur (Hamilton ve Aaltonen 2000). Kalsifikasyon igerebilir
(Ferrell ve Kakar 2011).
Mikroskobik Ozellikler

Mikroskobik olarak, tiimor hiicreleri dendritik veya epiteloid olabilir (Geller

ve Petrovic 2009). Dendritik hiicreler diizensiz sekilli ya da yildiz goriiniimiinde

hiicrelerdir. Epiteloid tiimor hiicreleri dendritik hiicrelere gére daha yuvarlak ve bol
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sitoplazmaya sahiptir. Niikleer atipi ve mitoz genellikle epiteloid hiicrelerde goriiliir
(Hamilton ve Aaltonen 2000). Bu hiicrelerin sik¢a vaskiiler bosluklar kiiciik papiller
iremeler gosterdigi gozlenir (Rosai 2011). Her iki hiicre tipi de mikzoid veya fibroz
stroma ile kusatilir. Stromada kalsifikasyon gozlenebilir. Tiimdr dokusunda 6zellikle

perifer alanlarda safra kanallar1 goriilebilir (Odze ve Goldblum 2009).

1.3.1.3.2.3.Kaposi Sarkomu

Makroskobik Ozellikler

Kaposi sarkomu; diizensiz, farkli boyutlarda, multifokal, sik¢a portal triad
yerlesimli, hemorajik kirmizi-kahverengi odaklarla karakterizedir (Hamilton ve
Aaltonen 2000, Fletcher 2013).

Mikroskobik Ozellikler

Mikroskobik olarak tiimor igsi hiicrelerden olusur ve yarik benzeri bosluklar,
solid veya fibrosarkomat6z tipte gelisme paternleri goriilebilir. Pleomorfizm ve
mitoz en alt seviyededir (Fletcher 2013). Karaciger kaposi sarkomunun tipik bir
paterni; tiimor hiicrelerinin siniizoidal bosluklara dogru gelismesidir. Bu paternde
normal siniizoidlerin yerini igleri eritrositlerle dolu dilate kanallar alir bu da
karacigere peliotik bir goriinim kazandirir. Timor aym1 zamanda portal kanallar

kusatma ve istila etme egilimindedir (Odze ve Goldblum 2009).

1.3.1.3.2.4.Andiferansiye (Embriyonal) Sarkom

Makroskobik Ozellikler

Embriyonal sarkomlar genelde biiyiik ve yumusak bir yap1 sergileyen, kistik

ve solid alanlara sahip tiimorlerdir. Beyaz renkli, parlak, jelatindz ylizeye sahiptir.

Bunun yaninda nekroz ve hemoraji alanlar1 da sik¢a goriiliir (Fletcher 2013).
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Genellikle sag loba yerlesir, iyi sinirlandirilmis olup kapsiil goriilmez (Hamilton ve

Aaltonen 2000).

Mikroskobik Ozellikler

Mikroskobik olarak mikzoid stromada kompakt veya gevsek olarak yerlesmis
igsi ve yildiz sekilli hiicrelerden olusur. Tiimor hiicreleri hiperkromatik olup
anizoniikleozis goriiliir. Tiimor dokusunda ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerine rastlanir
(Ferrell ve Kakar 2011). Timdr hiicrelerinin sitoplazmasindaki eozinofilik globiiller
karakteristik bir 6zellik olup mitoz sik¢a goriiliir. Tiimoriin periferinde hepatosit ve

safra kanallarina rastlanir (Hamilton ve Aaltonen 2000).

1.3.2. Sekonder Karaciger Tiimorleri (Metastatik Tiimorler)

Karacigerde metastatik tiimorler primer tiimorlerden daha sik goriiliir ve bu
oran 1/20’dir. Lenf nodundan sonra metastazin en sik goriildiigii organdir
(Varolgiines ve ark. 1997). Karaciger metastazi, primer timor odagina ve vendz
drenaja bagh olarak degisir. Kava ve porta tipi olmak tizere iki tip metastaz vardir.
Kava tipinde (6rn: kemik, meme, prostat ve bobrek kanserleri) hepatik arter metastaz
yoludur. Direkt tiimér odagindan ya da akciger filtresine maruz kaldiktan sonra
gelebilirler (akciger ve meme kanseri gibi). Bu sebeplerden otiirii izole karaciger
metastazi daha az gozlenir. Portal tipte ise, gastrointestinal organ kanserlerinden
metastaz s0z konusudur ve yiiksek oranda goriilir. Bu tipte izole metastaz
agirliktadir. Kolon, rektum ve pankreas kanserlerinde izole tutulum siktir, fakat az da
olsa multiple metastaz da gozlenir (Goksoy ve Kapan 2002). Tiim kanser vakalarinin
yaklasik olarak ticte birinde karaciger metastazi gozlenmektedir. Mide, meme,
akciger, 6zofagus, pankreas, kolon, melanom, genital kanserler ve malign lenfomalar

karaciger tutulumu yapabilirler (Toziin 1989).
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1.4.Nitrozaminler ve Dietilnitrozamin (DEN)

Nitrit (NO); karsinojenik etki gosteren N-nitrozo bilesiklerinin prekiirsor
maddesidir. NO,’, asidik ortamda azotlu asite doniisiir ve azotlu asitler de sekonder
aminler ile reaksiyona girerek nitrozamin bilesiklerini olustururlar (Yerlikaya ve
Gokoglu 2002, Ekici ve ark. 2008). Nitrozaminler bazi kozmetiklerde, bdcek
oldiirticii ilaglarda ve kauguk tiriinlerinin ¢gogunun tiretiminde kullanilir (Kujawska ve
ark. 2011, Atakisi ve Merhan 2017). Nitrozaminler lateks tiriinlerinde, tahillarda,
cayda, bir¢cok gidada, sigarada ve sigara dumaninda bulunur (Subramaniyan ve ark.
2014, Atakisi ve Merhan 2017). Ayn1 zamanda, dogada bol miktarda bulunan Nitrat
(NOg)'1n bakteriler tarafindan NO,'e indirgenmesiyle (Sekil 14) olusur (Ozdestan ve
Uren 2010). N-nitrozaminler belirli bir oranda gidalarda katki maddesi olarak
kullanilmakla birlikte belirli bir seviyenin iistiindeki alimi ciddi saglik problemlerine
yol acar (Rezaie ve ark. 2013, Atakisi ve Merhan 2017). Nitrozaminler ¢ogunlukla et
ve siit iiriinlerinde bulunur (Ayar ve Ozdemir 2002, Turp ve Sucu 2016). Et ve siit
tirtinlerindeki bu nitrozaminlerin ilk olusumu agiz boslugunda goriiliir. Tikriik
salgilar1 bol miktarda NOj igerir ve bu NOjs nitrat rediiktaz enzimi tarafindan NO;™'e
indirgenir. Bu NO; nitrozaminlerin olusumuna neden olur. Bu bilesikler mideye
sindirim veya sigara igmek gibi ¢esitli sekillerde alinabilir veya asidik kosullardaki
NO; ve aminlerin tepkimesiyle olusturulabilir (Ata 2010). Midede ve bagirsaktaki
bazi bakteriler, NOsz'm NO;'e doniisiimiinii kolaylastirarak nitrozaminlerin
olusumunu arttirir (Oztiirk ve ark. 2015). NO; midenin asidik ortaminda nitréz aside
doniisiir ve nitroz asit, nitrozaminleri olusturmak i¢in ortamdaki aminler ile

reaksiyona girer (Palamutoglu ve Sarigoban 2012).

Nitrozaminler mutajenik, kanserojenik ve teratojenik ozelliklerinden dolay1
onemli bir ekolojik kaygi kaynagidir ve bu bilesenlerin insanlar i¢in biiyiik saglik
problemlerine neden oldugu kabul edilmektedir (EI-Shahat ve ark. 2012,
Subramaniyan ve ark. 2014).
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Nitrat Nitrit  Nitrozil iyonu Sekonder Amin Nitrozamin

Sekil 14. NO3-‘dan Nitrozamin olusumu (Atakisi ve Merhan 2017).

Nitrozaminlerin metabolizmas1 primer olarak karacierde meydana
gelmektedir. Basta DEN olmak {izere bazi nitrozaminler zararh etkilerini ilk olarak
kanda fakat Ozellikle karacigerde gerceklestirir. Bobrek gibi kan akiminin fazla
oldugu organlar daha az diizeyde etkilenir. insan ve hayvanlarda agiz yoluyla alian
nitrozaminler, sindirim kanalindan emilerek yarim saat icerisinde kana gecer. Bir
defada almman dozun % 70’1 ilk 8 saatte, geri kalan kismi ise 24 saat igerisinde
viicuttan uzaklastirilir. Metabolize olan tirtinlerin % 40-65 ‘i solunum yoluyla, % 7’si
idrar yoluyla herhangi bir degisime ugramaksizin viicuttan atilirken, geri kalan kismi

dokulara dagilir (Tekin 2013).

Nitrozaminler yapisal olarak N-Nitrozamidler ve N-Nitrozodialkilaminler
olarak ikiye ayrilir. Her iki bilesik de DNA hasart olusturabilecek alkilasyon
yetenegindedir. N-Nitrozamidlerin aksine, N-Nitrozodialkilaminler DNA hasarini
indiiklemek i¢in sitokrom p450’ye bagli monooksijenaz sistemi enzimlerinin aracilik
ettigi metabolik aktivasyona (a-hidroksilasyon) ihtiya¢ duyar (Paula Santos ve ark.
2014).

Bir N-Nitrozo alkil bileseni olan DEN (DENA, NDEA, C4H19oN20) en 6nemli
cevresel karsinojenlerden biri olup gii¢lii bir hepatotoksin ve hepatokarsinojen olarak
hayvan deneyi modellerinde kullanilmaktadir (Pradeep ve ark. 2007, Ramakrishnan
ve ark. 2009, Kumar ve Vijayalakshmi 2015).

Ratlarda DEN ile deneysel olarak olusturulan HCC  modeli,
hepatokarsinogenezi incelemek igin yaygin olarak kullanilmakta olup olduk¢a kabul
goriir (Bishayee ve Dhir 2009). Insan karacigeri rat karacigerine benzer sekilde

nitrozaminleri metabolize etmekte olup morfolojik ve genomik degisikliklerin
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yaninda gen ekspresyonu bakimindan da benzer degisikliklere neden olur (Ghosh ve
ark. 2012).

DEN, Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajans1 (IARC) tarafindan insanlarda
onemli karsinojenlerinden biri olarak kategorize edilmistir (Kujawska ve ark. 2011).
Iki asamali (inosiyasyon ve promosyon) hepatokarsinojenik ¢aligma protokollerinde
inisiye edici bir ajan olarak kullanilmakta olan DEN, rat karacigerinde kromozomal
bozuklukluklari, mikroniikleus olusumunu ve kardes kromatid degisimlerini

indiiklemektedir (Sreepriya ve Bali 2005).

DEN, DNA onarimi ve replikasyonunda yer alan niikleer enzimlerde
pertiirbasyonlara neden olur (Jayakumar ve ark. 2012). DEN bir¢ok hayvan tiiriinde;
karaciger, mide, akciger ve hematopoietik organlar gibi ¢esitli organlarda tiimor
olusumuna neden olan énemli bir karsinojendir (Aiub ve ark. 2011, Santos ve ark.

2014).

DEN, sigara dumaninda, yiiksek nitrat seviyesine sahip yeralti sularinda,
cedar peynirinde, soya fasiilyesinde, kiirlenmis ve kizartilmis yemeklerde, tuzlanmis
ve kurutulmus baliklarda, alkollii iceceklerde, kozmetik iiriinlerde, tarimsal
kimyasallarda ve endiistriyel iirtinlerde (6rn : elyaf, copolymerler ve yag iiretiminde)
bulunmaktadir (Rezaie ve ark. 2013, Patial ve ark. 2015). Buna ek olarak bazi
ilaglarin metabolizmas1 sonucunda da {iretilmektedir. Sigara dumaninda (1-28

ng/adet sigara ve biberon emziginde (10 ppb seviyesinde) bulunmaktadir (Pradeep ve
ark. 2007).

DEN’in karsinojenik etkisi; baslica sitokrom P450 2E1 (CYP2E1l) olmak
tizere faz I sitokrom p450 enzimleri (CYP) ile hidroksile edilmesi ve alkilasyon
mekanizmasi ile biyoaktif hale doniistiiriilmesiyle miimkiindiir (Bingiil ve ark. 2013).
Biyoaktiflesme sonrasi olusan ara tiriinler (06-etil deoksi guanozin ve 04- ile 06-etil
deoksi timidin) ¢esitli enzimlerin baglanma bolgelerine diisiik affinite gosterirler, bu
nedenle idrarla atilim yerine hiicrelerin 6nemli bilesikleri ile kovalent baglar

olustururlar. Sonug olarak mutasyonlara, nekroza ve kansere neden olurlar (Merhan
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ve ark. 2016). Biyoaktivasyon siireci karsinogenezisi baglatmak i¢in Onemli bir
adimdir (Bingiil ve ark. 2013). Biyoaktif hale gelen DEN, DNA ile reaksiyona girer
ve bazlarin etilasyonuna sebep olur. Etil DNA adiiktleri baz c¢iftlerini keser,
mutasyonlara, protonkogenlerin aktivasyonuna (6rn: RAS) ve tiimor siipresor
genlerin inhibisyonuna (6rn: p53) yol acar. Bu durum cogunlukla hepatoseliiler

karsinoma ile sonu¢lanmaktadir (Matsuda ve ark. 2005).

DEN’in reaktif elektrofillere metabolize (CH3CH,") olmasimin yami sira,
oksidatif stres ve hiicresel hasarla sonuclanan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna neden oldugu ileri siiriilmiistir. ROS iretimi DEN’in karsinojenik
etkilerinden sorumlu tutulmaktadir (Shaarawy ve ark. 2009). DEN metabolizmasi
sirasinda olusan ROS farkli biyomolekiillerle (niikleik asit, protein, lipid vb)
reaksiyona girer (Aparicio-Bautista ve ark. 2013). ROS varligi protein
karbonilasyonuna, lipidlerin peroksidasyonuna ve DNA hasarina yol agarak

sitotoksisite, karsinojenite ve mutajeniteye yol acar (Ali ve ark. 2014).

Oksidatif stres; asirt ROS varligi, antioksidanlarin tilkenmesi veya her ikisi
nedeniyle kritik denge bozuldugunda meydana gelir (Ghosh ve ark. 2012).
Hiicrelerdeki biyomolekiiller ve makromolekiiller oksidatif stresin baslica hedef
noktasit olup, membran ve niikleer pargalanmaya, kromozom anomalilerine ve
karsinogenezisi tetikleyen lipid peroksidasyonuna neden olur (Gupta ve ark. 2013b).
DEN tarafindan meydana getirilen hepatotoksisitede oksidatif stres merkezi bir rol

oynamaktadir (Kumar ve Vijayalakshmi 2015).

Lipid peroksidasyonu (LPO) karsinogeneziste 6nemli rol oynar. Biyolojik
acidan calisilan en Onemli serbest radikal zincir reaksiyonudur. LPO, hidroksil
radikalinin metilen grubundan bir hidrojen kopartmasiyla baslar (Ramakrishnan ve
ark. 2006). LPO, serbest radikal reaksiyonlarmin zararli bir sonucu olup
biyomolekiillerin parcalanmasina, hiicre ve dokularin islev bozukluklarina yol agar.
LPO, MDA (Malondialdehit) ile 4-hidroksinonenal gibi ¢ok sayida toksik iriiniin
olusumuna neden olabilir. Bu {iriinler, DNA dahil olmak iizere pek ¢ok hiicresel

hedeflere saldirir, mutajeniteyi ve karsinojeniteyi indiikler (Babu ve ark. 2012).
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Yapilan c¢alismalarda DEN nedenli hepatokarsinogenezis modelinin esas alindigi
arastirmalarda LPO seviyesinde artis oldugu gdsterilmistir (Ramakrishnan ve ark.
2006).

1.5.Silimarin

Silybum marianum; Asteraceae (Papatyagiller) ailesine ait yillik veya iki yillik
otsu bir bitkidir (Bosch-Barrera ve Menendez 2015, Abouzid ve ark. 2016). Deve
Dikeni, yabani enginar, Blessed Milk Thistle, Chardon de Marie, Holy Thistle,
Lady’s Thistle, Marian Thistle, Mary Thistle, Shui Fei Jei, St. Mary’s Thistle gibi
farkli isimlerle de anilmaktadir (Mastron ve ark. 2015). Silimarin, Silybum
marianum bitkisinin tohumlarindan ve meyvelerinden elde edilen bir polifenolik
flavonoiddir (Bosch-Barrera ve Menendez 2015). Karaciger ve safra hastaliklarinin
tedavisinde 2000 yili askin siiredir kullanilmaktadir (Haddadi ve ark. 2014,
Madrigal-Santillan ve ark. 2014). Silybum Marianum’un dikenli dallar1 ve oval
yapraklar1 vardir. Boyu 30 cm’e kadar ulasir. Cigekleri parlak pembedir ve gaplari 8
cm’e kadar ulasabilir. Olgunlagsmis bitki mor ¢igeklere ve bol dikenlere sahiptir.
Deve dikeni, Gliney Avrupa, Kuzey Afrika ve Orta Dogu’da dogal olarak
yetismektedir. Ek olarak Macaristan, Cin, Arjantin, Venezuella ve Ekvador gibi
Giiney Amerika iilkelerinde yetistirilmektedir (Resim 1) (Vargas-Mendoza ve ark.
2014).
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Resim 1. Silybum marianum bitkisinin dis gériiniisii (http://naturewatch.org.nz/photos/8625246)
(Erisim Tarihi: 28.09.2017).

Eresoslu Theoraptus (M.O 4. Yy), Pedanios Dioscorides (M.S 50) ve Yash
Plinius (M.S Ilk Yy) bitkinin tibbi yararlarin1 bildiren ilk kisilerdir (Bosch-Barrera ve
Menendez 2015). Eski Yunan ve Roma’da yilan isiriklarinin tedavisinde deve
dikeninden yararlanilmistir. Bitki ayrica gastrointestinal sistem bozukluklari,

menstriiel komplikasyonlar ve varis tedavisinde yiizyillar boyunca kullanilmistir

(Mastron ve ark. 2015).

1960’11 yillarda Alman bilim adamlari, deve dikeni bitkisinden Silimarin
adim1 verdikleri ham ekstraktlar1 kimyasal yontemlerle izole ettiler. 1975 yilina
gelindiginde Silimarin’in ana bilesenlerinin Silibin A, Silibin B, Izosilibin A,
Izosilibin B, Silikristin A, Silikristin B ve Silidianin oldugu ortaya konuldu.
Giintimiizde Silimarin’in kimyasal bilesenlerinin, flavonolignanlar, yani flavonoidler
ve lignin yapilarinin kombinasyonundan olustugu bilinmektedir (Madrigal-Santillan

ve ark. 2014). 1986 yilinda, Almanya’daki Komisyon E tarafindan kronik hepatit ve


http://naturewatch.org.nz/photos/8625246

64

siroz hastalarinda destekleyici ilag olarak kullanilmasi onaylanmistir (Hirayama ve

ark. 2016).

Deve dikeni tohumu iiriinleri diyet takviyelerinde kullanilmaktadir ve 2005
yilinda yaklasik 8.3 milyon dolarlik satis rakamina ulagmasi ile diyet takviye tiriinleri
siralamasinda ilk ona girmistir (Keshavarz Afshar ve ark. 2015). 2012 ve 2014
yilinda ABD’deki satis rakamlar igerisinde deve dikeni ekstraktlar1 en ¢ok satilan
bitkisel diyet takviyeleri arasinda altinci sirada yer almistir (Kawaguchi-Suzuki ve
ark. 2014, Abouzid ve ark. 2016).

Silimarin veya Silibin i¢eren iiriinler Avrupa’da Legalon, Hepatron, Thisilyn,
Siliphos ve Silipide isimleriyle kullanilmaktadir (Evren ve Yurtcu 2015, Suh ve ark.
2015). Oral iiriin (Legalon) hepatik destek diyet takviyesi olarak kullanilirken, damar
ici uriin ise oncelikli olarak Amanita phalloides (A.phalloides — Koygogiiren
Mantar1)  kaynaklt  karaciger hasarmmin  azaltilmasinda ve Onlenmeside

kullanilmaktadir (Mastron ve ark. 2015).

1.5.1. Tcerik

Deve dikeninin tohumlart yaklasik olarak % 70-80 oraninda Silimarin
icermektedir. Geri kalan yaklasik olarak % 20-30 oraninda bulunan kisim kimyasal
olarak tanimlanmamistir. Silimarin; Silibin, Izosilibin, Silidianin ve Silikristin ad
verilen dort adet flavonolignan izomerinden olusan bir karisimdir. Izomerlerin orani;
Silibin % 60-70, Silikristin % 20, Silidianin % 10 ve Izosilibin % 5°dir (Ashraf ve
ark. 2015). Buna ek olarak 2,3-Dehidrosilibin (DHSB), Kuersetin, Taksifolin ve
Kaempferol gibi flavonoidler az bir oranda bulunur (Zholobenko ve Modriansky
2014). Tohumlar1 betamin, trimetilglisin ve esansiyel yag asitleri de igermektedir
(Ashraf ve ark. 2015). Silimarin’in molekiiler formiilii ve molar kiitlesi sirasiyla
Co5H22010 ve 482.44 g mol’diir (Shakeel ve Anwer 2015).
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1.5.2. Farmakolojik Ozellikler

Farmakolojik arastirmalar, Silimarin’in yiiksek fizyolojik dozlarda bile toksik
etkiye sahip olmadigini gostermistir (Ramakrishnan ve ark. 2009). lyi tolere edilir ve
hafif yan etkilere sahiptir. insanlarda kullanilan yiiksek dozlarinin (41500 mg/giin)
giivenilir oldugu klinik aragtimalarla gosterilmistir. Bas agrisi, sigskinlik, hazimsizlik,
bulanti, diyare gibi gastrointestinal sistemle iligkili ve dermatolojik yan etkilerinin
oldugu bildirilmistir (Fan ve ark. 2014). Deney hayvanlarinda yiiriitiilen ¢alismalarda
Silimarin veya Silibinin’in herhangi bir toksik etki gostermedigi belirtilmistir (Gu ve
ark. 2015).

Silimarin dogal bir lipofilik ajan olup, zayif enterik absorpsiyona, koti
coziinlirliige ve mide sivist etkisiyle bozulmasi nedeniyle diisiik biyoyararlanima
(%23-47) sahiptir (Adhikari ve Arora 2015). Silimarin suda ¢oziinmez ve %70-80
oraninda Silimarin ekstresi i¢eren kapsiillerde tiretilir. Oral yoldan alindiginda yavas
bir emilime sahiptir. Maksimum plazma diizeyine 4-6 saatte ulasir, 10 saat igerisinde
viicuttan uzaklastirilir. Biiyiik bir kismi viicuttan safra yoluyla uzaklastirilirken az bir
kismi1 ise idrar yoluyla uzaklastirilir. Safra yolu ile uzaklastirilirken bagirsak
florasinin etkisiyle hidrolize olur ve tekrar emilir (Bektur 2012). Silimarin’in
¢ozlinlirliiglinii arttirmak amaciyla etanol, propilen glikol gibi ¢esitli ¢oziiciiler

kullanilmaktadir (Shakeel ve Anwer 2015).

1.5.3. Etki Mekanizmasi

Silimarin’in etki mekanizmalar1 heniiz tam olarak agikliga kavusmamuistir.
Bununla birlikte literatiir verileri dogrultusunda Silimarin ve Silibinin’in dort farkli
etki mekanizmasindan s6z edilmistir.
a-Antioksidan olarak; intraseliiler glutatyon iceriginin diizenleyicisi ve serbest
radikal temizleyicisi
b-Hiicre membrani stabilizatorii ve permeabilite diizenleyicisi olarak, hepatotoksik
ajanlarin hepatositlere girisini engellemek

c-Ribozomomal RNA sentezini arttirarak karaciger rejenerasyonunu stimiile etmek
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d-Stellat hepatositlerin miyofibroblastlara doniisiimiinii inhibe ederek siroza neden

olan kollajen fibrillerin depozisyon siirecini baskilamak (Ashraf ve ark. 2015).

1.5.4. Etkileri

1.5.4.1.Antioksidan Etkileri

Silimarin, siklooksijenaz ve lipoksijenaz yolaklar vasitasiyla araginodik asit
kaskadindaki ¢esitli basamaklari etkileyen serbest radikal temizleyicisidir (Hassani
ve ark. 2015). Silimarin, hidroksil, siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi serbest
radikalleri temizler, lipid peroksidasyonunu azaltir ve Siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini arttirir. Glutatyon (GSH) homeostazini muhafaza ederek hiicresel
glutatyon igerigini diizenler (Razavi-Azarkhiavi ve ark. 2014). Silimarin antioksidan
savunma mekanizmasina farkli yollarla katki sunar. Birinci olarak serbest radikal
temizligi yapabilir. ikinci olarak serbest radikal olusumundan sorumlu spesifik
enzimleri inhibe edebilir veya stres kosullarinda mitokondrinin elektron tasima
zincirinin biitiinliigiinii koruyarak serbest radikal olusumunu engeller. Ugiincii ve son
olarak da ¢ogunlukla Niikleer Faktor-Eritroid 2-iliskili Faktor-2 (Nrf2) ve Niikleer
Faktor-Kappa B (NF-xB)’yi de kapsayan transkripsiyon faktorleri vasitasiyla bir dizi
antioksidan enzim ve enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivasyonunu saglar. Bu

sayede hiicrenin optimal redoks durumunun korunmasina katkida bulunur (Surai
2015).

1.5.4.2. Membran Stabilizasyonu Uzerine Etkileri

Silimarin hiicresel membranlar1 stabilize eder ve membran gegirgenligini
diizenleyerek toksinlerin veya ksenobiyotiklerin girisini engeller (Abdel-Moneim ve
ark. 2015, Faedmaleki ve ark. 2016).
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1.5.4.3. Rejenerasyon ve Protein Sentezi Uzerine Etkileri

Silimarin niikleolar polimeraz A’nin aktivitesini arttirir ve ribozomal protein
sentezinde artisa neden olur, bu sayede karacigerin rejeneratif kapasitesi ve yeni

hepatosit olusumunu stimiile eder (Neha ve ark. 2014, Abdel-Moneim ve ark. 2015).

1.5.4.4. Anti-Enflamatuar ve immun Modiilator Etkileri

Silimarin; 10kotrien ve prostaglandin sentezinin inhibisyonu, Kupffer
hiicreleri ile noétrofil gociliniin inhibisyonu, mast hiicrelerinin immobilizasyonu
yoluyla anti-enflamatuar ve immun modiilator etki gosterir (Moayedi Esfahani ve
ark. 2015). Silimarin’in anti-enflamatuar ve immun modiilator etkisini Interlokin 1
(IL-1), IL-6, TNF-a, graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-CSF) ve
interferon gama (IFN-y) gibi cesitli genlerin ekspresyonunu diizenleyen NF-kB’yi
inhibe ederek gosterir (Neha ve ark. 2014).

1.5.4.5. Antifibrinojenik Etkileri

Silimarin, stellat hiicrelerin ¢ogalmasini ve bu hiicrelerin miyofibroblastlara
doniismesini inhibe ederek karacigerde antifibrinojenik etki gosterir (Faedmaleki ve

ark. 2016).

1.5.4.6. Sitokrom p450 Uzerine Etkileri

Sitokrom p450 enzim sistemi; ilaglar, kimyasal kanserojenler, steroidler ve
yag asitleri de dahil olmak iizere genis bir molekiil dizisinin oksidatif

metabolizmasini katalize eden faz | enzimleridir (Kawaguchi-Suzuki ve ark. 2014).
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Yapilan in vitro ¢aligmalarda Silimarin’in ve onun ana bileseni Silibinin’in sitokrom

p450 inhibitorii oldugu gosterilmistir (Wang ve ark. 2015).

1.5.4.7. Anti-Proliferatif Etkileri

Silibinin’in antiproliferatif etkisi, CDK ve bunlarla iligkili olan siklinlerin
kinaz etkinligindeki diistisle ilgili olarak G; hiicre dongiisiiniin durdurulmasindan
kaynaklanir (Nilsson ve ark. 2016). Silibinin’in meme karsinomlar1 lizerinde farkli
mekanizmalarla anti-proliferatif etkili oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir.
Silibinin’in kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmesinde NF-kB biiyiik
onem tasir. Insan prostat karsinomu ve hepatoseliiler karsinoma olgularinda
Silibinin’in NF-«B iizerindeki inhibe edici rolii ortaya konulmustur (Yousefi ve ark.
2014).

1.5.4.8. Apoptoz Uzerine Etkileri

Silimarin ve / veya Silibinin, hiicre dongiisii diizenleyicilerinin ve apoptozda
rol oynayan proteinlerin ekspresyonlarini etkileyerek hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz
arasindaki dengeyi diizenler (Noori-Daloii ve ark. 2014). Silibinin, hiicre dongiistinii
diizenleyen CDK ekspresyonunu diistirerek ve CDK’y1 inhibe ederek bu sayede G
ve G; safhasinda hiicre dongiisiinii durdurabilen p21 ve p27°nin ekspresyonunda
artisa neden olarak apoptozu indiikler (Gu ve ark. 2015). Silibinin cesitli kanser
tirlerinde apoptoz mekanizmasini harekete gecirmektedir. Silibinin’in tetikledigi

apoptoz mekanizmasi kanser tedavisinde kritik 6neme sahiptir (Kim ve ark. 2015).

Literatiir verilerine gore Silimarin hepatik kanser hiicre hattt HepG2’de,
prostat kanser hiicre hatt1 PC-3’de, serviks kanser hatti C-33 A ve Henrietta Lacks
(HeLa) Servikal kanser hiicreleri ve agiz kanserinde FaDu hiicrelerinde apoptozisi
indiikler. Buna ek olarak Silimarin uygulamasinin yumurtalik kanserinde A2780 ve

PA-1 hiicrelerinde apoptozu uyardigi gosterilmistir (Fan ve ark. 2014).
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1.5.4.9. Metastaz ve Angiyogenezis Uzerine Etkileri

Silibinin angiyogenezisi ve metastaz1 baskilar (Gu ve ark. 2015). Pre-klinik
aragtirmalar Silibinin uygulamasinin, kanser hiicrelerinin migrator ve invaziv
ozelliklerini, metastaz yapma kapasitelerini engelledigini gostermektedir. Silibinin;
bliylime inhibisyonu, angiyogenezis inhibisyonu, kemosensitizasyon, epitelyal /
mezenkimal gecisin diizenlenmesi, adezyon ve motilite invazyonunun diizenlenmesi
de dahil olmak {izere kanser hiicresinde ¢oklu sinyal yolaklarini baskilar ve bdylece
metastazi inhibe eder (Bosch-Barrera ve Menendez 2015). Silibinin’in bu etkisinde
metalloproteinazlart (MMP), iirokinaz plazminojen faktoriinii (UPA), Mitojen ile
Aktive Edilen Protein Kinaz (MAPK) yolagi proteinlerini ve Epitelyal-kaderin (E-

kaderin)’i regiile etmesi 6nem tasir (Gandara ve ark. 2014).

1.5.4.10. Kanser Uzerine Etkileri

Arastirmacilar kanserin on Onemli o6zelligini tanimlamislardir. Bunlar;
biiyiimede kontrolsiizliik, 6liime kars1 direng, replikatif 6liimsiizliik, angiyogenezisin
indiiksiyonu, invazyon, metastaz, genomik istikrarsizlik, timér enflamasyonu,
bagisiklik  sisteminden kagma ve  enerji  metabolizmasinin  yeniden
programlanmasidir.  Arastirmalar Silibinin’in insanlarda go6zlenen kanserlerde
yukarda bahsi gegen Ozelliklerin hepsini etkileyebilecek kapasitede oldugunu
gostermektedir (Bosch-Barrera ve Menendez 2015). Silimarin ve / veya Silibinin anti
kanser etkisini, hiicre dongiisii regiilasyonu, apoptoz indiiksiyonu, angiyogenezis
inhibisyonu, invazyon-metastaz ve hiicre proliferasyonu inhibisyonu ve anti
enflamasyon gibi farkli mekanizmalarla gosterir (Eo ve ark. 2015). Bu regiilasyon
Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii (VEGF), VEGF reseptorleri, Transkripsiyonun
Sinyal Ileticileri ve Aktivatdrleri (STAT), NF-xB, MAPK, Fosfoinositid-3 Kinaz
(PI3K), Protein Kinaz B (Akt), Beta-katenin (B-katenin) tizerinden ger¢eklesmektedir
(Liang ve ark. 2014).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar, Silimarin ve Silibinin’in meme, deri, kolon,
serviks, yumurtalik, prostat, akciger ve karaciger kanserlerinde anti kanser 6zellik

gosterdigini bildirmistir (Fan ve ark. 2014, Ben Rahal ve ark. 2015).

1.5.4.11. Sitoprotektif Etkileri

Silimarin; rejeneratif ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 hepatoprotektif,
kardiyoprotektif, nefroprotektif ve noroprotektif bilesen olarak etki eder (Surai

2015).

Silimarin, akut ve kronik viral hepatitte, mantar zehirlenmesinde
(A.phalloides), etanol, DEN ve karbontetrakloriir (CCls) toksikasyonlarinda,
alkolizmde ve sirozda hepatoprotektif etkilidir (Moayedi Esfahani ve ark. 2015,
Csupor ve ark. 2016, Kim ve ark. 2016). Silimarin’in hepatoprotektif ozelligi
antioksidan ve immun sistemi diizenleyici etkisinden kaynaklanmaktadir. Silimarin,
lipid peroksidasyonunu inhibe eder, GSH oksidasyonunu azaltir, hepatosit
yenilenmesini saglar, karacigeri detoksifiye eder, glukuronidasyonun arttirilmasina
yardimc1 olur, GSH tilkenmesini Onler. Antifibrotik, antienflamatuar ve membran
stabilizator etkileri de hepatoprotektif 6zelligini destekler (Moayedi Esfahani ve ark.
2015).

Silimarin giiglii antioksidan, sitoprotektif ve anti-enflamatuar etkileri
nedeniyle kardiyoprotektif ozelliklere sahiptir (Khezri ve ark. 2016). Endojen
antioksidan  enzimleri yeniler, noétrofil infiltrasyonunu  baskilar, serum
malondialdehid (miyokardial lipid peroksitlerin son iirlinii) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) diizeylerini azaltir. Bdylece kardiyotoksisite modellerine ve iskemik
reperfiizyon (I/R) hasarina kars1 koruyucu etki gosterir (Moayedi Esfahani ve ark.
2015). Silimarin ayrica kuvvetli bir hipolipidemik ajandir (Ramakrishnan ve ark.
2009). Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunda onleyici etki gosterir.

Bu 6zelligi sayesinde anti aterosklerotik 6zelliktedir (Dabak ve Kocaman 2015).
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Silimarin; DNA’ya bagli RNA polimeraz A’y1 uyararak gen ekspresyonunu,
SOD ve Glutatyon Peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
indiikler ve bu sayede hiicrede protein sentezi ile glutatyon miktar1 artar. Yiiksek
glutatyon seviyeleri, DNA sentezi i¢in gerekli olan stilfidril gruplarinin ve pankreas
hiicreleri tarafindan salinan antioksidan enzim sentezinin restorasyonunu saglar. Bu
da serbest radikal kaynakli hasarin Onlenmesine katkida bulunur (Ebrahimpour
Koujan ve ark. 2015). Ratlarda yiiriitiilen bir ¢alismada Alloksan nedenli pankreatik
hasarin diizeltilmesinde Silimarin’in etkili oldugu ortaya konulmustur (Dabak ve
Kocaman 2015). Silimarin ayrica anti hiperglisemik, anti diabetik, anti obezite
ozellikleri tasimakta olup diabetik ndropati olgularinin 6nlenmesinde etkili oldugu

diistiniilmektedir (Kazazis ve ark. 2014, Oufi ve Al-Shawi 2014).

Silimarin, Sisplatin, Adriamisin ve Gentamisin nedenli nefrotoksisiteye karsi
koruyucudur (Dabak ve Kocaman 2015). Farelerde yapilan calismalar Silimarin
uygulamasinin renal (I/R) hasari azalttigini, malondialdehit diizeylerini diisiirdiigiinii,
stiperoksit dismutaz ekspresyonunu artirdigini ve bir antioksidan olarak etki ettigini
gostermistir. Benzer sekilde serum kreatinin seviyelerini ve kan iire nitrojen (BUN)
diizeylerini dusiirerek bobrek fonksiyonlarini diizelttigi gozlenmistir (Tan ve ark.

2015).

Silimarin’in néroprotektif etkisini ortaya koyan c¢ok sayida ¢alisma vardir.
Silimarin TNF-o gibi enflamatuar mediatorlerin = {iretimini inhibe ederek
dopaminerjik noronlari hasara karsi korur. Ayrica NF-kB aktivasyonunu inhibe
ederek Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iINOS) iiretimini azaltir (Pérez-H ve ark.
2014). Silimarin, marjinal serotonerjik, dopaminerjik ve noradrenerjik etkilere
sahiptir (Khoshnoodi ve ark. 2015). Silimarin uygulamasinin farelerde Streptozotosin
nedenli hafiza kaybini1 ve dopamin toksisitesine bagli davranis bozuklugunu 6nledigi
gosterilmistir. Bagka bir ¢alismada ise 6 haftalik Silimarin uygulamasinin farelerde
D-galaktoz nedenli beyin yaslanmasini azalttig1 6ne siiriilmistiir. Bir diger ¢alismada
ise ratlarda 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) kaynakli Parkinson Hastaligi modelinde
Silimarin’in noéroprotektif etki gosterdigi bildirilmistir (Joshi ve ark. 2014).

Silimarin’in Bunama ve Alzheimer gibi hastaliklarda, Metamfetamin kaynakli
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zihinsel bozukluklarda koruyucu etkili oldugu vurgulanmistir (Baluchnejadmojarad
ve ark. 2010, Raza ve ark. 2011). Silimarin’in farelerde yiiriitiillen bunama hastalig1
modellerinde glutatyon diizeylerini ve Amiloid Beta (AB) plak birikimini azalttigi,
Alzheimer hastaliginda ise AP plak birikimi azaltarak ve Amiloid Prekiirsér Protein
(APP) mRNA diizeylerini diigiirerek noronlart korudugu ve hafiza kaybii
iyilestirdigi gosterilmistir (Lee ve ark. 2015). AP plak birikimini engelleyici 6zelligi
kadar 6nemli olan bir diger 6zelligi ise, beyin yaslanmasi ve Alzhemier hastaliginin
patofizyolojisinde 6nemli rolii olan APP’nin artmis olan ekspresyonu iizerine negatif

etkiye sahip olmasidir (Yaghmaei ve ark. 2014).

Silimarin’in kontakt dermatit, cilt hiperpigmentasyonu (melazma), UV
kaynakli cilt kanseri, fotoaging (dermatoheliozis) gibi durumlarda yararli etkileri
ortaya konulmustur (Rajnochova Svobodova ve ark. 2016). Bu nedenle Silimarin
diyet takviyelerinde, kozmetik ve dermatolojik preparatlarda kullanilir
(Pientaweeratch ve ark. 2016).

1.5.4.12. Antibakteriyel ve Antiparaziter Etkileri
Silimarin, Leishmania spp. ve Tripanosoma spp.‘lara karsi anti paraziter ve

Staphylococcus aureus’a karsi ise antibakteriyel etki gostermektedir (Moayedi
Esfahani ve ark. 2015).

1.5.4.13. Kemoterapi, Inmunoterapi ve Radyoterapi Uzerine Etkileri

Silimarin; kemoterapi, immunoterapi ve radyoterapi uygulanan hastalarda
olas1 yan etkileri azaltir (El Sherif ve ark. 2013, Géandara ve ark. 2014).
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1.6 Amag

Bu c¢alismada; DEN uygulanarak olusturulan deneysel karaciger kanser
modelinde Silimarin’in karaciger koruyucu etkisi biyokimyasal parametreler ile
(ALT, AST, ALP ve TOS) ve oksidatif-nitrozatif stres iizerine olan etkisi,
antiproliferatif, antikanserojenik, antimetastatik etkilerinin immunohistokimyasal
yontemlerle ortaya konulmasi amaglanmis olup, proapoptotik kapasitesi TUNEL
metoduyla belirlenmistir. Bu amacla; 50 adet Wistar Albino cinsi erkek rat
kullanilmis olup, ratlar 10’arli olmak tiizere 5 gruba (Kontrol, Sham, DEN,
DEN+Silimarin, Silimarin grubu) ayrilmistir. 21 haftalik deneme siiresi sonunda
sistemik nekropsileri yapilan ratlardan kan ve karaciger doku ornekleri alinmis olup,
Silimarin’in ~ karaciger = koruyucu  etkileri ~ biyokimyasal, histopatolojik,

immunohistokimyasal yontemlerle arastirilmstir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1.Deney Hayvanlarinin Temin Edilmesi ve Bakimi

Calismada, Erzurum Veteriner Kontrol Enstitiisii Deney Hayvanlari
Birimi’nden temin edilen 50 adet 2 aylik erkek Wistar ratlar1 kullanildi. Deneme
hayvanlar1 5 gruba ayrildi. Uygun sartlarda (23 + 2 °C, % 55’lik nem orani, 12’ser
saatlik gece giindiiz dongiisii) Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi Laboratuarinda barindirildi. Deneme siiresince hayvanlara

standart yem ve igme suyu ad libitum olarak verildi.

Calismanin etik kurul raporu Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu (KAU-HADYEK-2015-095) ndan alind.

2.2.Deney Gruplar

Calismamizda 5 gruba ayrilan 50 adet 2 aylik erkek Wistar ratlara ait deney

diizenegi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Olusturulan Deney Gruplari ve Ozellikleri

Gruplar Gruplardaki Ratlarin Ozellikleri
Grup 1: Kontrol Grubu Deneklere 20 hafta boyunca pelet yem ve igme suyu verildi.
Grup 2: Sham Grubu % 0.9 NaCl igerisinde ¢ozdiiriilmiis propilen glikol (75/25) haftada

iic kez 20 hafta boyunca intra peritoneal yolla uygulandi.

Grup 3: DEN ile olusturulan 50 mg/kg dozunda DEN (Sigma, N 0756) haftada bir kez olmak
Hepatokarsinogenezis Grubu iizere 20 hafta boyunca intra peritoneal olarak uygulandi.

50 mg/kg dozunda DEN haftada bir kez olmak {izere 20 hafta
boyunca intraperitoneal olarak uygulandi. DEN uygulamasindan 1
Grup 4: DEN + Silimarin hafta 6nce baglamak tizere 100 mg/kg dozunda Silimarin (Sigma-

Grubu Aldrich, N 0292) haftada ii¢ kez olmak iizere 21 hafta boyunca
intra peritoneal olarak uygulandi.

Grup 5: Silimarin Grubu 100 mg/kg dozunda Silimarin 20 hafta boyunca intra peritoneal
yolla haftada ii¢ kez uygulandi.
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2.3. Deney Hayvanlarindan Calisilacak Orneklerin Alinmasi

Calismanin sonunda ratlarin viicut agirliklart 6l¢iildii. Biyokimyasal analizler
i¢cin, pentobarbital anestezisi altindaki hayvanlarin kuyruk veninden kan ornekleri
alindi. Takibinde alinan kan O&rneklerinin 3000 devirde 10 dakika santrifiije
edilmesiyle serumlar1 elde edildi. Ardindan sistemik nekropsileri yapilan tiim
deneme grubu hayvanlarinin karacigerleri makroskobik degisiklikler yoniinden

incelendi ve tartildi.

2.4.Yapilan Analiz ve incelemeler

2.4.1. Biyokimyasal Analizler

Alanin Aminotrasferaz (ALT), Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alkalen
Fosfataz (ALP) aktiviteleri ve Total Oksidan Kapasite (TOS) diizeyi ticari kit (Erba-
Rellassay) yardimiyla belirlendi. Tiim analizler, Epoch, Biotek marka Plate

okuyucusu ile spektrofotometrik olarak yapildi.

2.4.2. Histopatolojik Incelemeler

Ratlardan alman karaciger Ornekleri % 10’luk tamponlu formaldehit
solisyonunda (Merck) tespit edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan parafin
bloklardan, Hematoksilen Eozin (H&E) boyamasi ig¢in 5 um kalinliginda,
immunohistokimyasal boyamalar igin ise Poly-L-lysin ile kaplanmig lamlara 4 um

kalinliginda olmak {izere kesitler alind1.

Histopatolojik degisikliklerin belirlenmesi amaciyla kesitler H&E ile
boyanarak 1s1k mikroskobunda (Olympus Bx53) incelendi ve Cell P programi
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, 3,4) vasitasiyla fotograflandi.
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2.4.3. Immunohistokimyasal incelemeler

Calismamizda Avidin-Biotin Peroksidaz metodu immunohistokimyasal
yontem olarak kullanildi. Immunohistokimyasal boyamalar i¢in parafin bloklardan 4
pm kalinliginda alinan kesitler rehidratasyon isleminden gecirildi. Endojen
peroksidaz aktivitesini Onlemek amaciyla kesitler % 3’lik hidrojen peroksit
solusyonu ile 15 dakika muamele edildi. Daha sonra antijenik reseptorlerin agiga
cikarilmas1 amaciyla kesitlere mikrodalga yontemi uygulandi (Citrat Buffer
Soliisyonu pH 6, 25 dk siireyle). Nonspesifik boyamalar1 engellemek amaciyla
kesitler 30 dakika siireyle non immun serum (Genemed Biotechnologies REF 54-
0003) inkiibe edildi. Takibinde Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)’nde degisik
oranlarda sulandirilmis primer antikorlar ile 1 saat siiresince oda 1sisinda inkiibe
edildi (bkz. Tablo 2). PBS soliisyonunda 5’er dakika olmak iizere 3 kez yikanan
kesitlere biyotinize sekunder antikor (Genemed Biotechnologies REF 54-0003) 30
dakika siiresince oda 1sisinda uygulandi. PBS’de yikama isleminin ardindan (3*5
dakika) tiim kesitler peroksidaz baglanmis Strep Avidin (Genemed Biotechnologies
REF 54-0003) ile 30 dakika siiresince inkiibe edildi. Renk ortaya ¢ikarici substrat
olarak 3.3-diaminobenzidin tetra hidroklorid (DAB) soliisyonu (Genemed
Biotechnologies REF 10-0048) kullanildi. Kesitler Mayer Hematoksilen ile boyandi

ve immun mount ile kapland.

Kapatma isleminin ardindan hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu (Olympus
Bx53) altinda incelendi ve Cell *P programi (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, 3,4) vasitastyla fotograflar1 ¢ekildi. Fotograflarin analizleri Image J programi

(1.5158) ile yapildi.

Immunohistokimyasal boyama sonuglarmnin analizi; Glutatyon S-transferaz Pi
(GSTPi), Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA), Matriks Metalloproteinaz-9
(MMP-9), Hematopoietic PBX-Interacting Protein (HPIP), Nitrotirozin (NT) ve
Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) immunoreaktivitesi incelenen ve boyanma
karakterini en iyi yansitan alanlardaki pozitif hiicre sayis1 baz alinarak olusturulan

derecelendirme sistemi ile yapilmistir. Dokudaki immun boyamanin kantifikasyonu
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icin analize yiiksek yogunlukta reaksiyon alanlar1 baz alinarak baglanildi. Her 6rnek
icin toplam 200’liik biiyiitmede 10 ayr1 alan incelendi. Her alanda pozitif boyanan
hiicrelerin sayilar1 kaydedildi ve bu 10 sahanin ortalamasi o hayvanin verisi olarak

alindi.

Tablo 2. Primer Antikorlar ve Diliisyon Oranlari.

Spesifite Klon - Firma Diliisyon Oranlari
GSTPi GSTPi Antibody, NCL-L-GSTPi-438, Novocastra 1:100
PCNA PCNA Antibody (PC 10) Sc-56, Santa Cruz 1:100
MMP-9 MMP-9 Antibody (E-11) sc-393859, Santa Cruz 1:100

HPIP HPIP IHC Antibody, (Rabbit Anti-HPIP IHC Antibody, 1:100
Affinity) Bethyl Lab, IHC-00327

NITROTIROZIN | NITROTYROSINE Antibody Sc-32731, Santa Cruz 1:250

iNOS NOS-2 Antibody (C-11) sc-7271, Santa Cruz 1:100

2.4.4. TUNEL Metodu

Apoptotik hiicreleri tespit etmek icin Terminal deoxynucleotidyl Transferase
Biotin-dUTP Nick End Labeling (TUNEL) yonteminden yararlanildi ve bu amagla In
Situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche 11684817910) kullanildi. Kesitler 37°
C’deki etlivde bir gece tutulduktan sonra ksilol soliisyonundan gegirildi. Daha sonra
azalan ylizdeli alkol serisi ile rehidre edildi ve distile su ile yikandi. Bunu takiben
kesitler proteinaz K ¢ozeltisi (Sigma) ile 37° C'de 25 dakika inkiibe edildi. Kesitler
daha sonra PBS ile 3’er kez 3 dakika siiresince yikandi. PBS ile yikanma isleminden
sonra endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin kesitlere 15 dakika siiresince
% 3’liik hidrojen peroksit soliisyonu uygulandi. Kesitler tekrardan PBS ile yikandi ve
37° C'de 60 dakika boyunca TUNEL ¢o6zeltisi (Roche 11684817910) ile inkiibe
edildi. Dokular daha sonra PBS ile 3’er kez 3 dakika siiresince yikandi. Ardindan,
kesitler 37° C'de 30 dakika boyunca Peroksidaz (POD) soliisyonu (Roche
11684817910) ile inkiibe edildi. Daha sonra kesitler 3’er kez 3 dakika siiresince PBS
ile tekrar yikandi. Yikama islemini takiben kesitlere DAB soliisyonu (Genemed

Biotechnologies) damlatildi ve Mayer Hematoksilen ile boyandi. Kesitler daha sonra
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artan yiizdeli alkol serisinden ve son olarak da ksilol soliisyonundan gecirildikten
sonra entallen ile kapatildi (Tayman ve ark. 2011).

Kapatma isleminin ardindan hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu (Olympus
Bx53) altinda incelendi ve Cell *P programi (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, 3,4) vasitasiyla fotograflar1 ¢ekildi. Fotograflarin analizleri Image J programi

(1.5138) 1ile yapildi.

TUNEL Boyama Sonuglarinin Analizi; boyanma karakterini en iyi yansitan
alanlardaki pozitif hiicre sayis1 baz alinarak olusturulan derecelendirme sistemi ile
yapilmistir. Dokudaki boyamanin kantifikasyonu i¢in analize yiiksek yogunlukta
reaksiyon alanlar1 baz alinarak baslanildi. Her 6rnek i¢in toplam 200°liik biiylitmede
10 ayr alan incelendi. Her alanda pozitif boyanan hiicrelerin sayilar1 kaydedildi ve

bu 10 sahanin ortalamasi o hayvanin verisi olarak alindi.

2.4.5. lstatistiksel Analizler

Gruplarin normal dagilim gosterme durumu Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren gruplarin degerlendirilmesinde T-
Testinden, normal dagilim gdstermeyen gruplarin degerlendirilmesinde ise Mann-
Whitney-U testinden yararlanilmistir. Istatistiki testlerde Statistical Package for

Social Sciences (SPSS) 20 programi kullanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1.Ratlarin Viicut ve Karaciger Agirhklar: ile Karaciger / Viicut Agirhk

Oranlari

Deneme sonunda tiim gruplara ait hayvanlarin viicut ve karaciger agirliklar
ile karaciger / viicut agirlik oran1 Tablo 3’de verildi. DEN, DEN + Silimarin, Sham
ve Silimarin grubu hayvanlar1 Kontrol grubu hayvanlar ile istatistiki olarak
karsilagtiritldi. DEN ve DEN + Silimarin uygulanan hayvanlar Kontrol grubu
hayvanlart ile karsilastinldiginda viicut agirhiginda diisiis, karaciger agirhigi ile
karaciger / viicut agirlik oraninda ise artis gozlendi (p<0.05). DEN ve DEN +
Silimarin grubu hayvanlari arasinda viicut agirhgindaki kayip ve karaciger agirligr ile
karaciger / viicut agirlik oranlari agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark

gbzlenmedi (p>0.05).

Tablo 3. Tim Gruplara ait Son Viicut ve Karaciger Agirliklari ile Karaciger / Viicut Agirhk

Oranlari
Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar Silimarin)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Viicut
Agirhg (g) | 380,69+ 1,132 | 37841 £127% | 273,54+0,56 | 274,70 0,81 ** 373,73 +
b,x 0,82 b
Karaciger
Agirhg (g) 11,40+ 0,09 ? 11,24+0,102 15,70 £ 0,25 15,40 £ 0,24 bix 11,28 =
b,x 0109 a
Karaciger /
Viicut 2,992 2,97° 5,73 b 5,6 > 3,01°
Agirhk
Oram (%)

Dipnot: Kontrol grubu ile diger gruplar sirasiyla ikili olarak karsilastirilmstir. b yazan gruplarin
kontrol grubu ile arasinda istatistiki agidan fark vardir (p<0.05). ® yazan gruplarin kontrol grubu ile
arasinda ise istatistiki agidan fark yoktur (p>0.05). *¥ DEN ve DEN+Silimarin gruplar arasinda
istatistiki agidan fark vardir (p<0.05).
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3.2.Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4 ‘de tiim gruplara ait biyokimyasal analiz sonuglar1 verilmistir. DEN

grubundaki ratlarda ALT, AST ve ALP aktiviteleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli derecede artis gozlendi (p<0.05). DEN
ve DEN + Silimarin grubu hayvanlarinin ALT, AST ve ALP aktiviteleri

karsilastirildiginda istatistiki yonden anlamli bir diisiis goriildii (p<0.05).
TOS seviyelerinin istatistiki olarak karsilastirilmasinda kontrol grubuna
kiyasla DEN grubunda anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0.05). DEN + Silimarin

grubunda ise TOS seviyesi 6nemli 6l¢iide azalmistir (p<<0.05).

Tablo 4. Tim gruplara ait AST, ALT, ALP aktiviteleri ve TOS seviyeleri

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN+Silimarin) | (Silimarin)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

AST IU/L | 32,10+£0,95 | 32,42+0,61 7553 1,69 | 5138+1,70 Y | 30,36+ 0,922
a a ,X

ALTIU/L | 8420+2,32°% | 86,89+ 1,92 130,64 + 118,85+2,31% | 89,89+0,70°

2 4,84 °*

ALP IU/L | 39,46+ 0,66 % | 39,10+ 0,80 STA0£1,89 | 43,95%0,85 by | 3737+0,32°
a , X

TOS pmol | 0,73£0,02% | 0,78+0,02° | 1,09+ 0,04 0,85 + 0,02 > 0,43+ 0,03 "
H,0, b

Equiv./L

Dipnot: Kontrol grubu ile diger gruplar sirasiyla ikili olarak karsilastirilmstir. b

yazan gruplarin

kontrol grubu ile arasinda istatistiki agidan fark vardir (p<0.05). ® yazan gruplarin kontrol grubu ile
arasinda ise istatistiki agidan fark yoktur (p>0.05). *¥ DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda
istatistiki agidan fark vardir (p<0.05).

3.3.Makroskobik Bulgular

Kontrol grubu (Resim 2) hayvanlarmin karacigerlerinin yiizeylerinin diiz,
piiriizsiiz, keskin kenarli, parlak, renginin ise kahverengi oldugu gozlendi. Sham

grubu (Resim 3) ve Silimarin grubundaki (Resim 4) ratlarin karacigerlerinin
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makroskobik goriintiisii kontrol grubuna benzer sekilde idi. DEN grubundaki (Resim
5) ratlarda ise makroskobik olarak karacigerlerin yiizeyinde multifokal, degisik
caplarda (3-4 mm), gri-sar1 renkli yumusak kivamda nodiiller gézlendi. Bunun
yaninda yer yer kanama alanlar1 da tespit edildi. DEN + Silimarin grubundaki (Resim

6) hayvanlarda DEN grubundaki hayvanlara benzer sekilde nodiiler yapilar gozlendi.

Resim 2. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu.
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Resim 3. Sham grubuna ait karaciger dokusu.
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Resim 4. Silimarin grubuna ait karaciger dokusu.
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Resim 5. DEN grubuna ait karaciger dokusu, multifokal nodiiller (oklar).
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Resim 6. DEN + Silimarin grubuna ait karaciger dokusu, multifokal nodiiller (oklar).
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3.4.Histopatolojik Bulgular

Kontrol (Resim 7), Sham (Resim 8) ve Silimarin (Resim 9) grubu
karacigerlerinin histopatolojik incelemesinde karaciger dokusunun normal lobiiler ve
siniizoidal yapisin1 korudugu, hepatosit kordonlarinin diizgiin bir dizilime sahip
oldugu gozlendi. Hepatositlerin boyut ve sekil bakimindan birbirlerine benzer oldugu
tespit edildi.

Resim 7. Kontrol grubu, karaciger dokusu, H&E, Bar= 100 pm.
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Resim 9. Silimarin grubu, karaciger dokusu, H&E, Bar= 100 pm.
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DEN grubuna ait hayvanlarda hepatoseliiler karsinoma goézlendi. Timor
hiicrelerinin morfolojik bakimdan normal hepatositlere benzerlik gosterdigi,
diferansiyasyonunun iyi oldugu gozlendi. Baz1 alanlarda ise hepatositlerin kiiboidal
hatta kolumnar sekillerde oldugu belirlendi. Timor hiicrelerinin sitoplazmasinin
eozinofilik, g¢ekirdek-sitoplazma oraninin ¢ekirdek lehine artmis ve atipik oldugu
gozlendi. Cekirdeklerin yuvarlak, oval veya irregiiler olabildigi ve yer yer
hiperkromazi gosterdigi belirlendi. Baz1 alanlarda ¢ekirdekgiklerin eozinofilik, tek ve

belirgin iken bazi alanlarda ise sayilarinin artmis oldugu gozlendi.
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Resim 10. DEN grubu, karaciger dokusu, Atipik timér hiicreleri (oklar), H&E, Bar= 100 pm.

Tiimdr dokusunda trabekiiler ve asiner paternin hakim oldugu gézlendi. Bazi
alanlarda sadece trabekiiler yapilar gozlenirken, bazi alanlarda ise sadece asiner
yapilara rastlamak miimkiin idi. Bu iki paternin miks olarak gozlendigi alanlar da
mevcut idi. Trabekiiler yapilar 3-10 hiicre kalinliginda olup endotel hiicrelerinin
dosedigi siniizoid benzeri bosluklarla ayrilmisti. Asiner paternde olusan
psddoglandiiler yapilarda lumende yer yer hafif eozinofilik boyanmis igerik mevcut

idi.
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. 100 pm
Resim 11. DEN grubu, trabekiiler (ok baslari) ve asiner (oklar) yapilar sergileyen timor dokusu,
H&E, Bar= 100 pm.

Bunlara ilaveten karaciger dokusunda i¢i kanla dolu etrafi fibroz kapsiille gevrili
genis alanlar, safra kanali hiperplazisi, irili ufakli vakuoller tarzinda yag
dejenerasyonu, hafif bag doku artisi, safra pigmenti, seffaf sitoplazmali hiicreler,
soluk cisimcikler ve hiyalin damlaciklar1 da tiimor dokusunda gozlenen
histopatolojik degisikliklerdendi. Mitoz bazi1 alanlarda fazla sayida gdzlenmekle

beraber bazi alanlarda yok denecek kadar azdi.
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Resim 12. DEN grubu, karaciger dokusu, etrafi fibroz kapsiille (F) ¢evrili kavern (K), H&E, Bar=

200 pm.

Resim 13. DEN grubu, karaciger dokusu, safra kanali hiperplazisi (oklar), H&E, Bar= 100 pm.
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Resim 14. DEN grubu, hepatositlerde irili ufakli yag vakuolleri (oklar) ve trabekiiler yapilar (ok
baglari), H&E, Bar= 100 um.

) b

Resim 15. DEN grubu, tiimér dokusu, ok sayida mitoz (oklar), asiner yapilar (yildizlar) ve hafif
bag doku artig1 (0K basi), H&E, Bar=50 um.
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Resim 16. DEN grubu, timor dokusu, hepatositlerde yag vakuolleri (oklar), hiyalin damlalar1 (ok
baslari), ¢ekirdekte pleomorfizm (yildiz), H&E, Bar= 100 pm.

100 um

Resim 17. DEN grubu, karaciger dokusu, seffaf sitoplazmali hiicreler (oklar), H&E, Bar= 100 um.
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Resim 18. DEN grubu, karaciger dokusu, soluk cisimcikler (oklar), H&E, Bar= 100 pm.
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Resim 19. DEN grubu, karaciger dokusu, mitotik figiirler (oklar), H&E, Bar= 50 pm.

DEN grubuna ait bir hayvanin akciger dokusunda etrafi ince fibroz kapsiille
cevrili ¢ok sayida metastaz odagi tespit edildi. Bu odaklarin etrafinda siddetli
kanama, hemosiderin pigmenti, yangisal hiicre infiltrasyonu ve alveoler
makrofajlarin varlig1 gézlendi. Tiimor odaklarinin igerisinde az sayida mitotik figiire
ve eozinofilik ¢ekirdekgikli tiimor hiicrelerine rastlandi. Bunlara ilaveten hiicrelerin
sekil ve biiyiikliikleri arasinda farklilik oldugu saptandi. Erzurum Bolge Egitim
Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuarinda yapilan Hepatosit Spesifik Antijen (Hep
Par-1) (Sigma-Aldrich, OCH1E5) immunohistokimyasal boyamasinda tiimor
hiicrelerinin Hep Par-1 pozitif immun reaksiyon gosterdigi gézlendi ve bu hiicrelerin

karaciger kokenli oldugu saptandi.
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Resim 20. DEN grubu, Biiyiik resim: akciger dokusu, metastatik odak, eozinofilik ¢ekirdekgikli

timor hiicreleri (oklar), H&E, Bar= 50 um, Kiigiik resim: akciger dokusu, Hep Par-1 pozitif hiicreler,
IHK, Bar=25 pm.

DEN+Silimarin uygulamasi yapilan hayvanlarda da hepatoseliiler karsinoma
tanist konuldu. DEN grubuna benzer sekilde yaygin histopatolojik patern trabekiiler
ve asiner yapilar iceren miks patern seklinde idi. Bunun yaninda farkli derecede
atipi, niikleer diizensizlik, artmis g¢ekirdek-sitoplazma orani, hiperkromazi, kan ile
dolu kavernéz alanlar, hiyalin dejenerasyonu, hepatositlerde yag vakuolleri, safra
kanali hiperplazisi, safra pigmenti, seffaf sitoplazmali hiicreler, soluk cisimcikler ve

mitotik figiirler tiimor dokusunda gozlenen bulgular arasinda idi.
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100 pum

Resim 21. DEN + Silimarin grubu, tiimor dokusunda trabekiiler (0k) ve asiner yapilar (0k basi),
H&E, Bar= 100 pm.

Resim 22. DEN + Silimarin grubu, karaciger dokusu, megakaryosit (y1ldiz) ve trabekiil yapis1 (0k),
H&E, Bar= 100 um.
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Resim 23. DEN + Silimarin grubu, karaciger dokusu, ince fibréz doku (gizgi) ile ¢evrili nodiiler

yap, asiner yapilar (0k baslari) ve hepatositlerde yag vakuolleri (oklar), H&E, Bar= 100 pm.

Resim 24. DEN + Silimarin grubu, karaciger dokusu, kanama alan1 (K), H&E, Bar= 200 pum.
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Resim 25. DEN + Silimarin grubu, karaciger dokusu, safra kanali hiperplazisi (oklar), H&E, Bar=
100 pm.

100 pm

Resim 26. DEN + Silimarin grubu, seffaf sitoplazmali hiicreler (oklar), H&E, Bar= 100 um.
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100 um

Resim 27. DEN + Silimarin grubu, karaciger dokusu, soluk cisimcikler (ok baslari), ¢ekirdeklerde
atipi (cizgiler), asiner yapi (0k), trabekiiler yapi (y1ldiz), H&E, Bar= 100 um.

Resim 28. DEN + Silimarin grubu, karaciger dokusu, tiimér hiicrelerinde pleomorfizm (yildizlar),
mitoz (oklar) ve trabekiiler yapilar (ok baglari), H&E, Bar= 50 pm



3.5.Immunohistokimyasal Bulgular

3.5.1. iINOS
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Tiim gruplara ait iNOS immun pozitif hiicre sayilarinin ortalama degeri Tablo
5’de verildi. Kontrol (Resim 29), Sham (Resim 30) ve Silimarin (Resim 31)

gruplarinda herhangi bir immun pozitif boyanma gézlenmedi. DEN (Resim 32) ve

DEN + Silimarin (Resim 33) gruplarinda hepatosit sitoplazmasinda iINOS pozitif

immun boyanma gézlendi. DEN grubunda tespit edilen iNOS pozitif hiicre sayisinin

ortalama degerinin DEN + Silimarin grubuna kiyasla daha fazla oldugu saptanmakla

birlikte aradaki farkin istatistiki agidan 6nem arz etmedigi tespit edildi (p>0.05).

Tablo 5. Tiim gruplara ait ortalama iNOS pozitif hiicre sayilari

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar n=10 n=10 n=10 Silimarin) n=10
n=10
iNOS 553+7.46° 429 +4.84°

Dipnot: ~ 0 degerini ifade etmektedir. * DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (p>0.05).
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Resim 29. Kontrol Grubu, karaciger dokusu, iNOS, IHK, Bar =100 pum.

Resim 30. Sham grubu, karaciger dokusu, iNOS, IHK, Bar=100 pum.
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Resim 31. Silimarin grubu, karaciger dokusu, iNOS, IHK, Bar=100 pm.

Resim 32. DEN grubu, karaciger dokusu, iNOS pozitif tiimor hiicreleri, IHK, Bar=100 pum.
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Resim 33. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, iNOS immunreaktivitesi, IHK, Bar=100 um.

3.5.2. Nitrotirozin

Tiim gruplara ait Nitrotirozin immun pozitif hiicre sayilarinin ortalama degeri
Tablo 6’da verildi. Kontrol (Resim 34), Sham (Resim 35) ve Silimarin (Resim 36)
gruplarinda Nitrotirozin immun reaktivitesi gozlenmedi. DEN grubunda (Resim 37)
intrasitoplazmik yerlesimli nitrotirozin immun pozitif hiicre sayisinin ortalama
degerine gore, DEN+Silimarin grubunda (Resim 38) diisiis gézlenmekle birlikte bu
diisiis istatistiki agidan anlamli bulunmad: (p>0.05).

Tablo 6. Tiim gruplara ait ortalama Nitrotirozin pozitif hiicre sayilari

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar Silimarin)
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Nitro
tirozin -—-* -—-* 52.9+8.73° 51.3+£9.26° -—-*

Dipnot: ~ 0 degerini ifade etmektedir. * DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan

fark yoktur (p>0.05).
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Resim 34. Kontrol grubu, karaciger dokusu, Nitrotirozin, IHK, Bar=100 pm.

Resim 35. Sham grubu, karaciger dokusu, Nitrotirozin, IHK, Bar=100 pm.
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Resim 36. Silimarin grubu, karaciger dokusu, Nitrotirozin, IHK, Bar=100 pm.

Resim 37. DEN grubu, karaciger dokusu, Nitrotirozin immunpozitif hiicreler, IHK, Bar=100 um.
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Resim 38. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, Nitrotirozin immunpozitif hiicreler, IHK, Bar=
100 um.

3.5.3. PCNA

Tim gruplara ait PCNA immun pozitif hiicre sayilarinin ortalama degeri
Tablo 7’de verilmistir. Kontrol (Resim 39), Sham (Resim 40) ve Silimarin (Resim
41) gruplarinda PCNA yoniinden immun pozitif reaksiyona rastlanmadi. DEN
(Resim 42) ve DEN+Silimarin (Resim 43) gruplarinda hepatosit ¢ekirdeklerinde
PCNA pozitif immun boyanma gozlendi. DEN grubunda DEN + Silimarin grubuna
kiyasla pozitif boyanan ortalama hiicre sayilart yliksek bulunmakla birlikte
aralarindaki fark pozitif hiicre ortalamasi agisindan istatistiki olarak anlamli

bulunamadi (p>0.05).



Tablo 7. Tiim gruplara ait ortalama PCNA pozitif hiicre sayilari

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar n=10 n=10 n=10 Silimarin) n=10
n=10
PCNA ---* ---* 82.9+6.17° 79.8 +£6.74 2 -

Dipnot: ~ 0 degerini ifade etmektedir. ® DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (p>0.05).

Resim 39. Kontrol grubu, karaciger dokusu, PCNA, IHK, Bar=100 pm.
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Resim 41. Silimarin grubu, karaciger dokusu, PCNA, IHK, Bar= 100 pm.
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Resim 42. DEN grubu, karaciger dokusu, hepatosit ¢ekirdeklerinde PCNA pozitif immun reaksiyon
IHK, Bar= 100 um.

Resim 43. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, hepatosit ¢ekirdeklerinde PCNA pozitif immun
reaksiyon, IHK, Bar= 100 um.



3.5.4. GSTPi
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Tim gruplara ait GSTPi immun pozitif hiicre sayilarinin ortalama degeri
Tablo 8’de verildi. Kontrol (Resim 44), Sham (Resim 45) ve Silimarin (Resim 46)

gruplarinda

GSTPi

ekspresyonuna

rastlanilmazken DEN (Resim 47) ve

DEN+Silimarin (Resim 48) gruplarinda immunoreaktiviteye rastlandi. DEN ve

DEN+Silimarin gruplarinda hem sitoplazmada hem de c¢ekirdekte kahveregi

boyanmis genis alana yayilmis immun pozitif boyanmalar gozlendi. DEN grubunda

ortalama pozitif hiicre sayis1 176,1+ 7.52 iken DEN+Silimarin grubunda bu sayinin

154.3 £ 11.54°¢ diistiigli gozlendi. Bu diislisiin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptand1 (p>0.05).

Tablo 8. Tiim gruplara ait ortalama GSTPi pozitif hiicre sayilar

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar n=10 n=10 n=10 Silimarin) n=10
n=10
GSTPi - ---* 176,1+7.522 1543 +11.54 2 ---*

Dipnot: ~ 0 degerini ifade etmektedir. * DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (p>0.05).
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100 pm

Resim 44. Kontrol grubu, karaciger dokusu, GSTPi, IHK, Bar= 100 um.

Resim 45. Sham grubu, karaciger dokusu, GSTPi, IHK, Bar= 100 pm.



110

100 pm

Resim 46. Silimarin grubu, karaciger dokusu, GSTPi, IHK, Bar= 100 um.

100 pm

Resim 47. DEN grubu, karaciger dokusu, GSTPi immun pozitif alan, IHK, Bar= 100 pum.
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Resim 48. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, GSTPi immun pozitif alan, IHK, Bar= 100 pm.

3.5.5. MMP-9

Tiim gruplara ait MMP-9 immun pozitif hiicre sayilarinin ortalama degeri
Tablo 9’da verildi. Kontrol (Resim 49), Sham (Resim 50) ve Silimarin (Resim 51)
gruplarinda  MMP-9 immun reaktivitesine rastlanilmadi. DEN (Resim 52) ve

DEN+Silimarin (Resim 53) gruplarinda MMP-9 immun pozitif boyanmasi hiicre

sitoplazmasinda belirlendi. DEN+Silimarin grubunda DEN grubuna gére MMP-9

pozitif hiicre sayisinin ortalama degerlerinde azalma olmakla birlikte bu azalma

istatistiki olarak anlaml degil idi (p>0.05).

Tablo 9. Tiim gruplara ait ortalama MMP-9 pozitif hiicre sayilar:

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar n=10 n=10 n=10 Silimarin) n=10
n=10
MMP-9 -—-* ---* 32.5+4.84° 295+321°% ---*

Dipnot : * 0 degerini ifade etmektedir. * DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (p>0.05).
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Resim 49. Kontrol grubu, karaciger dokusu, MMP-9, IHK, Bar= 100 pm.

Resim 50. Sham grubu, karaciger dokusu, MMP-9, IHK, Bar= 100 pm.
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Resim 51. Silimarin grubu, karaciger dokusu, MMP-9, IHK, Bar= 100 pm.

100 pm

Resim 52. DEN grubu, karaciger dokusu, intrasitoplazmik MMP-9 immun boyanma, IHK, Bar=
100 pm.
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Resim 53. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, intrasitoplazmik MMP-9 immun boyanma,
IHK, Bar= 100 pum.

3.5.6. HPIP

Tiim gruplara ait HPIP immun pozitif hiicre sayilarinin ortalama degeri Tablo
10°da verilmistir. Kontrol (Resim 54), Sham (Resim 55) ve Silimarin (Resim 56)
gruplarinda HPIP ekspresyonuna rastlanilmadi. DEN (Resim 57) ve DEN +
Silimarin (Resim 58) gruplarinda intrasitoplazmik yerlesimli immun pozitif boyanma
gozlendi. DEN grubunda HPIP pozitif hiicre sayilarimin ortalama degerinde artis
gozlenirken, Silimarin uygulamasinin HPIP pozitif hiicre sayisinda azalmaya neden

oldugu ama bu diisiisiin istatistiksel olarak dnem arz etmedigi saptand1 (p>0.05).

Tablo 10. Tiim gruplara ait ortalama HPIP pozitif hiicre sayilar:

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar n=10 n=10 n=10 Silimarin) n=10
n=10
HPIP -—-* -—-* 60.5 +7.46 50+5.45° ---*

Dipnot: * 0 degerini ifade etmektedir. ® DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (p>0.05).
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Resim 54. Kontrol grubu, karaciger dokusu, HPIP, IHK, Bar= 100 um.

Resim 55. Sham grubu, karaciger dokusu, HPIP, IHK, Bar= 100 pm.
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Resim 56. Silimarin grubu, karaciger dokusu, HPIP, IHK, Bar= 100 pm.

Resim 57. DEN grubu, karaciger dokusu, hepatosit sitoplazmasinda immun pozitif HPIP
boyanmasi, IHK, Bar= 100 pm.
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Resim 58. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, hepatosit sitoplazmasinda immun pozitif HPIP
boyanmasi, IHK, Bar= 100 pum.

3.6.TUNEL Bulgular

Tiim gruplara ait TUNEL pozitif hiicre sayilarinin ortalama degerleri Tablo
11’de verildi. Kontrol (Resim 59), Sham (Resim 60) ve Silimarin (Resim 61)
gruplarinda TUNEL pozitif boyanma goézlenmedi. DEN (Resim 62) ve
DEN+Silimarin (Resim 63) gruplarinda hepatosit ¢ekirdeklerinde TUNEL pozitif
boyanmalar belirlendi. Silimarin uygulamasiin TUNEL pozitif hiicre sayisinin
ortalama degerini DEN grubuna kiyasla arttirdig1 gozlenmekle birlikte gozlenen bu
artig istatistiksel acidan anlamli bulunmadi (p>0.05). Kahverengi boyanmis
cekirdekli pozitif hiicrelerin diginda hem sitoplazmik hem de g¢ekirdek boyamasi
gosteren hiicreler de DEN ve DEN + Silimarin gruplarinda gézlenmis olup bunlar

nekrotik hiicreler olarak kabul edilmis olup degerlendirmeye tabi tutulmamustir.



Tablo 11. Tiim gruplara ait ortalama TUNEL pozitif hiicre sayilari

Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
(Kontrol) (Sham) (DEN) (DEN + (Silimarin)
Gruplar n=10 n=10 n=10 Silimarin) n=10
n=10
TUNEL ---* - 51.6+527° 59.8+6.77°2 ---*

Dipnot: ~ 0 degerini ifade etmektedir. ® DEN ve DEN+Silimarin gruplari arasinda istatistiki agidan
fark yoktur (p>0.05).

Resim 59. Kontrol grubu, karaciger dokusu, TUNEL metodu, Bar= 100 pm.
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Resim 60. Sham grubu, karaciger dokusu, TUNEL metodu, Bar= 100 pm.

Resim 61. Silimarin grubu, karaciger dokusu, TUNEL metodu, Bar= 100 pum.
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Resim 62. DEN grubu, karaciger dokusu, hepatosit ¢ekirdeklerinde TUNEL pozitif boyanma, Bar=
100 um.

Resim 63. DEN+Silimarin grubu, karaciger dokusu, hepatosit cekirdeklerinde TUNEL pozitif

boyanma, Bar= 100 um.
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4. TARTISMA VE SONUC

Karaciger kanseri, kanser nedenli dliimlerde erkeklerde ikinci, kadinlarda
altinct sirada yer alir (Kim ve ark. 2015). Hepatoseliller Karsinom (HCC),
karacigerin primer malign tiimdrlerinin % 70-85’ini olusturur (Shirakami ve ark.
2012). HCC, insanlarda en sik rastlanan malign tiimorlerden biri olup, Diinyada
gbzlenen kanser vakalarinda besinci sirada, kansere bagli Oliimlerde ise ti¢ilincii
sirada yer almaktadir (Zhang ve ark. 2013, Medhat ve ark. 2017). Her yil HCC
nedeniyle 500.000°den fazla 6liim meydana geldigi bildirilmistir (Fan ve ark. 2015).
HCC erkeklerde kadinlardan daha sik goriilmekte olup insidans orani yaklasik olarak
3:1'dir. HCC oldukga kotii bir prognoza sahip olup bes yillik hayatta kalma oran1 %
9’un altindadir. Bunun temel nedeni ise HCC’nin siklikla ilerlemis safthalarda teshis

edilmesidir (Rajasekaran ve ark. 2011).

DEN bir¢cok hayvan tiirtinde; karaciger, mide, akciger ve hematopoietik
organlar gibi ¢esitli organlarda tiimor olusumuna neden olan 6nemli bir karsinojendir
(Aiub ve ark. 2011, Santos ve ark. 2014). DEN, sigara dumaninda, yiiksek nitrat
seviyesine sahip yeralt1 sularinda, ¢edar peynirinde, soya fasiilyesinde, kiirlenmis ve
kizartilmis yemeklerde, tuzlanmis ve kurutulmus baliklarda, alkollii iceceklerde,
mesleki ortamlarda, kozmetik iiriinlerde, tarimsal kimyasallarda ve sanayi endiistrisi
tirtinlerinde (6rn: elyaf, copolymerler ve yag iiretiminde) bulunmaktadir (Rezaie ve
ark. 2013, Patial ve ark. 2015). Buna ek olarak bazi ilaglarin metabolizmasi
sonucunda da iretilmektedir. Sigara dumaninda (1-28 ng/adet sigara ve biberon
emziginde (10 ppb seviyesinde) bulunmaktadir (Pradeep ve ark. 2007). Ratlarda
DEN ile deneysel olarak olusturulan HCC modeli, hepatokarsinogenezi incelemek

icin yaygin olarak kullanilir ve kabul goriir (Bishayee ve Dhir 2009).

Silimarin, Silybum marianum bitkisinin tohumlarindan ve meyvelerinden
elde edilen bir polifenolik flavonoiddir (Bosch-Barrera ve Menendez 2015).
Karaciger ve safra hastaliklarinin tedavisinde 2000 yil1 agkin stiredir kullanilmaktadir

(Haddadi ve ark. 2014, Madrigal-Santillan ve ark. 2014). Silimarin anti oksidatif,
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anti enflamatuar, antifibrotik, immunomodulatér ve proapoptotik etkiye sahip 6nemli
bir antikanserojendir (Luper 1998, Kren ve Walterova 2005). Deneysel g¢alisma
sonuglari, Silimarin’in ethanol, DEN ve CCl, gibi toksik kimyasallara kars1 koruyucu

etki gosterdigini vurgulamaktadir (Kim ve ark. 2016).

DEN uygulanarak olusturulan deneysel karaciger kanser modeli
caligmalarinda DEN uygulamasinin hayvanlarin viicut agirliklarinda diistise (Dai ve
ark. 2013, Arul ve Subramanian 2013), karaciger agirliginda artisa (Dai ve ark. 2013,
Arul ve Subramanian 2013, Shilpa ve ark. 2012) ve karacigerde farkl biiytikliiklerde
multifokal nodiiler yapilarin olusumuna (Liu ve ark. 2015, Cui ve ark. 2014, Dai ve
ark. 2013, Arul ve Subramanian 2013, Shilpa ve ark. 2012) neden oldugu tespit

edilmistir.

DEN verilerek deneysel olarak olusturulan deneysel karaciger hasari ve
kanser modellerinde koruyucu olarak uygulanan Silimarin’in, DEN uygulamasinin
neden oldugu viicut agirhigindaki diisiisii 6nledigi (Linza ve ark. 2013, Hussain ve
ark. 2012, Ramakrishnan ve ark. 2006), karacigerde tespit edilen agirlik artigini
azalttigi (Hussain ve ark. 2012, Ramakrishnan ve ark. 2006) ve olusan nodiiler
yapilarin sayisint ve boyutunu azalttig1 (Hussain ve ark. 2012, Ramakrishnan ve ark.

2006) yapilan farkli ¢aligsmalarla ortaya konulmustur.

Yiriittiiglimiiz bu ¢alismada; literatiir verilerine uygun olarak DEN grubunda
viicut agirhiklarinda diisiis, karaciger agirliklarinda ise artis tespit edildi. Viicut
agirlik kaybi hepatokarsinojenite ve hepatotoksisitenin en dnemli semptomlarindan
biridir. Viicut agirligindaki azalma tekrarlayan karsinojen maruziyeti sonrasi
meydana gelen istahsizlik ve yem tiiketimindeki diisiise atfedilmistir. DEN ve DEN
+ Silimarin grubunda gozlenen karaciger agirlik artisinin ise sekillenen hepatik
nodiiller 1ile iligkili oldugu distiniilmektedir. Yaptigimiz c¢alismada DEN
uygulamasinin literatiir verilerine paralel sekilde viicut agirligini azalttigi, karaciger
agirhgimi arttirdigr gézlenmekle birlikte konusunda beklenen etkiyi saglamasina
ragmen Silimarin’in, viicut agirligi ve karaciger-viicut agirligi oranlari konusunda

literatiir verilerinin aksine beklenen olumlu etkiyi gostermedigi saptandi. DEN ve
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DEN + Silimarin grubu son viicut, karaciger agirliklar1 ile karaciger / viicut agirlik
oranlar1 bakimimdan birbirine paralellik gostermekte idi. Calismamizda; literatiir
verilerine uyumlu olarak DEN uygulanan grupta karacigerde irili ufakli (3-4 mm) gri
sarimtrak renkte yumusak kivamli ¢ok sayida nodiil goriildii. DEN+Silimarin
grubunda da DEN grubuna benzer sekilde nodiiler lezyonlar gozlendi.
Hepatoprotektif ve anti kanser etkili Silimarin’in nodiiler yapilarin azaltilmasi

konusunda literatiir verilerinin aksine beklenen olumlu etkiyi saglamadigi tespit

edildi.

DEN uygulamasi sonucunda olusturulan karaciger kanser modelinde
meydana gelen degisikliklerin histopatolojik olarak degerlendirildigi ¢ok sayida
literatiir verisi mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda, DEN uygulamasi sonucu; HCC (Liu
ve ark. 2015, de Guadalupe Chavez-Lopez ve ark. 2015, Zaniga-Garcia ve ark. 2015,
Cui ve ark. 2014, Song ve ark. 2014, Arul ve Subramanian 2013, Hussain ve ark.
2012, ElI Mesallamy ve ark. 2011, Ramakrishnan ve ark. 2006) ve
kolangiyoadenokarsinom (Kadasa ve ark. 2015) olusturulmustur. Yapilan
caligmalarda DEN uygulamasi sonucu karaciger lopguk yapisinin bozuldugu (Arul ve
Subramanian 2013, Hussain ve ark. 2012), trabekiiler yapilarin olustugu
(Ramakrishnan ve ark. 2006), hiicrelerde atipi (Cui ve ark. 2014, Song ve ark. 2014,
Hussain ve ark. 2012, Ramakrishnan ve ark. 2006), ¢ekirdek-sitoplazma oraninda
farkliliklar (Cui ve ark. 2014, Song ve ark. 2014), hiperkromazi (Arul ve
Subramanian 2013, Hussain ve ark. 2012, El Mesallamy ve ark. 2011), megalositozis
ve koptk sitoplazmali hiicre goriiniimii (EI Mesallamy ve ark. 2011), mitotik figiirler
(Cui ve ark. 2014, Arul ve Subramanian 2013, El Mesallamy ve ark. 2011), graniiler
sitoplazmal1 tlimor hiicreleri (Arul ve Subramanian 2013, Hussain ve ark. 2012) ve
cok cekirdekli dev hiicreleri (Song ve ark. 2014), hiyalin globiilleri (Hussain ve ark.
2012), apoptoz (ElI Mesallamy ve ark. 2011), safra kanali proliferasyonu (Hussain ve
ark. 2012) ve yangisel hiicre infiltrasyonu (Hussain ve ark. 2012) kaydedilmistir.

DEN uygulanarak olusturulan deneysel karaciger kanseri ve karaciger hasari
modellerine karsin  Silimarin’in  koruyucu etkilerinin histopatolojik olarak

degerlendirildigi ¢aligmalar da mevcuttur. DEN uygulamas: sonucu karaciger
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dokusunda meydana gelen bozukluklarin Silimarin uygulamasiyla diizeltildigi ve
Silimarin’in karaciger koruyucu etki gosterdigi yapilan bazi calismalarla ortaya
konulmustur (Linza ve ark. 2013, Hussain ve ark. 2012, ElI Mesallamy ve ark. 2011,
Shaarawy ve ark. 2009, Ramakrishnan ve ark. 2006).

Yaptigimiz calismada DEN uygulanan grupta; karaciger dokusunda 3-10
hiicre kalinliginda, endotel hiicrelerinin dosedigi sinlizoid benzeri bosluklarla ayrilan
trabekiiler yapilar ve lumende hiicresel yikim f{iriinleri ile safra benzeri igeriklere
sahip asiner yapilar ile kendini gosteren HCC’nin miks paterni hakimdi. Timor
hiicrelerinde atipi, ¢ekirdek / sitoplazma oraninda farkliliklar, hiperkromazi, mitoz,
yagli degisim ve bununla birlikte hiyalin damlaciklari, soluk cisimcikler, etraflari
fibroz kapsiille cevrili genis kanama alanlari, safra kanali hiperplazisi ve seffaf
sitoplazmal1 hiicrelere rastlandi. Daha ¢ok kanser asamalarinin degerlendirildigi
benzer caligmalarda ise atipi, ¢ekirdek-sitoplazma oraninda gozlenen degisimler,
hiperkromazi, mitotik figiirler, timér dev hiicreleri, safra kanali proliferasyonu,
hiyalin globiilleri ve trabekiiler yapilarin olustugu tespit edilmistir (Liu ve ark. 2015,
de Guadalupe Chavez-Lopez ve ark. 2015, Zaniga-Garcia ve ark. 2015, Kadasa ve
ark. 2015, Cui ve ark. 2014, Song ve ark. 2014, Arul ve Subramanian 2013, Hussain
ve ark. 2012, El Mesallamy ve ark. 2011, Ramakrishnan ve ark. 2006). Bizim
calismamizda da bu degisikliklerin biiyiik bir kismi1 gozlenirken, bu caligsmalardan
farkli olarak DEN uygulanan grupta HCC’nin miks paterni agir basmakta idi. Bu
bulgular 1518inda DEN’in deneysel karaciger kanser modeli olusturmada oldukc¢a
kullanilabilir oldugu kanaatine varilmistir. DEN+Silimarin grubunda da DEN
grubuna benzer sekilde trabekiiler ve asiner yapilar ile HCC’nin miks paterni
gozlendi. Histopatolojik yoklamalarda tiimor alaninda hiicrelerde atipi, hiperkromazi,
mitoz, yagl degisimler gormek miimkiin idi. Bunun yaninda hiyalin damlaciklari,
soluk cisimcikler, etraflar1 fibroz kapsiille ¢evrili genis kanama alanlari, safra kanali
hiperplazisi ve seffaf sitoplazmali hiicreler de tiimor alaninda saptanan diger
bulgulardandi. Bu bulgular 15181inda ¢aligmamizda Silimarin’in literatiir verilerinin
aksine (Linza ve ark. 2013, Hussain ve ark. 2012, EI Mesallamy ve ark. 2011,
Shaarawy ve ark. 2009, Ramakrishnan ve ark. 2006) Silimarin’in anti kanserojenik

etki gdstermedigi tespit edildi.
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Aminotransferazlar amino asitteki amino grubunun bir a-ketoasite transferini
katalizleyen ve prostetik grubu pridoksal 5-fosfat olan hiicre enzimleridir. Bu grubun
en Onemli lyeleri aspartat aminotranferaz (AST) ve alanin amino transferazdir
(ALT). Hiicre i¢i organellerde sentezlenen aminotransferazlarin, hiicre membran
permeabilitesindeki degisiklik veya hiicre hasart gibi durumlarda serum aktiviteleri
artmaktadir. Bu durum; doku ve organlardaki patolojik degisiklikleri isaret
etmektedir. Hafif hiicre hasarlarinda sitoplazma enzimleri kana gecerken, siddetli
olan hiicre hasarlarinda mitokondri enzimlerinin serum aktiviteleri artmaktadir
(Bulum ve Mengi 2000, Hasanein ve ark. 2017). ALT ve AST hepatoseliiler hasarin
gostergesi olan aminotransferaz grubu enzimlerdir (Feng ve ark. 2014). ALT sadece
sitozolde yer alirken AST hem sitozolde hem de mitokondride yer almaktadir
(Uygun ve Polat 2009). Bu nedenle ALT, AST’ye kiyasla hepatoseliiler hasarin
teshis edilmesinde daha spesifiktir (Tekin ve ark. 2014, Ambade ve ark. 2016).
Alkalen fosfataz (ALP), organizmada yiiksek aktivite gdsteren bir enzimdir (Bulum
ve Mengi 2000). ALP baslica osteoblastlar, hepatositlerin kanalikiiler yiizii, biliyer
epitelin limene bakan ylizii, ince barsaklarin fircams1 kenar1 ve bobrek proksimal
tubuluslardan sentezlenmektedir. ALP aktivitesindeki artis kolestatik karaciger
hastalig1, hepatoseliiler karaciger hastaligi, viral hepatit ve tlimdrlerinin bir géstergesi

olarak kabul edilmektedir (Uygun ve Polat 2009, Parveen ve ark. 2011).

DEN uygulanarak olusturulan hepatotoksisite ve kanser modelinde meydana
gelen karaciger hasarinin ortaya konulmast amaciyla ALT, AST ve ALP
aktivitelerinin degerlendirildigi ¢ok sayida calisma mevcuttur. DEN uygulanan
gruplarda ALT, AST ve ALP seviyelerinin kontrol grubuna gdre dnemli derecede
artis gosterdigi ve koruyucu madde uygulanan gruplarin ise bu seviyeleri diigtirdiigi
(Kadasa ve ark. 2015, Krajka-Kuzniak ve ark. 2015, Atakisi ve ark. 2013)

biyokimyasal yontemlerle belirlenmistir.

Silimarin’in karaciger koruyucu etkisinin ALT, AST ve ALP aktiviteleri
tizerinden degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. DEN ve CCly gibi
hepatotoksik maddelerin uygulandig1 gruplarda ALT (Abdel-Moneim ve ark. 2015,
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Linza ve ark. 2013, Saleem ve ark. 2013, Pradeep ve ark. 2010, Shaarawy ve ark.
2009, Ramakrishnan ve ark. 2007, Pradeep ve ark. 2007), AST (Abdel-Moneim ve
ark. 2015, Linza ve ark. 2013, Saleem ve ark. 2013, Pradeep ve ark. 2010, Shaarawy
ve ark. 2009, Ramakrishnan ve ark. 2007, Pradeep ve ark. 2007) ve ALP (Abdel-
Moneim ve ark. 2015, Saleem ve ark. 2013, Pradeep ve ark. 2010, Shaarawy ve ark.
2009, Ramakrishnan ve ark. 2007) seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigi,

Silimarin uygulanan koruyucu gruplarda ise bu seviyelerin diistiigii tespit edilmistir.

Karaciger hasarmin tespitinde ALT, AST ve ALP aktiviteleri siklikla
kullanilan biyokimyasal belirteglerdir (Shaarawy ve ark. 2009). Bu nedenle
calismamizda karaciger hasarinin olusup olusmadiginin tespiti amaciyla ALT, AST
ve ALP aktiviteleri belirlenmistir. Literatiir verilerine uyumlu olarak DEN grubunda,
ALT, AST ve ALP aktivitelerinde kontrol grubuna gore onemli derecede artis
belirlenmis ve bu artis karaciger hasarinin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.
DEN uygulamasit sonucu olusan karaciger hasarinin serbest radikal diizeyini
arttirdigl, dolayisiyla hiicresel hasarin plazma membran biitlinliiglinii  bozarak
sitoplazmada veya mitokondride yer alan bu enzimlerin kan dolasimina geg¢mesi
sonucu serum aktivitelerinin arttig1 ongoriilmektedir. DEN grubunda bahsi gecen
enzimlerin artan aktivitelerinin DEN+Silimarin grubunda ise dikkate deger derecede
azaldig1 tespit edilmistir. Silimarin’in karaciger koruyucu etkisi; serbest
radikallerinin olusumunu azaltmasina, membran biitiinliginii korumasina ve
sitoplazmik lokasyonlu bu enzimlerin dolasima sizmasinit engellemesine

baglanmistir.

Viicut sivilarinda bulunan biitiin oksidanlarin toplam etkisini total oksidan
kapasite — total oxidant statue (TOK-TOS) ifade eder (Kolkesen Sahin ve ark. 2015).
Serum ya da plazmadaki oksidanlarin konstrasyonlarmmi tespit edebilmek
miimkiindiir. Ancak bu oksidanlarin etkileri birbiri iizerine etkiyebilir bu nedenle
oksidanlarin ayr1 ayr1 Olglilmesi pratik bir yontem degildir. TOS Ol¢iimii tiim
oksidanlarin seviyesini ortaya koyabilecek bir yontem olarak belirlenmistir (Yagci ve

ark. 2007). TOS i¢in total peroksid (TP), serum oksidan aktivite (SOA) veya reaktif
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oksijen metabolitleri (ROM) gibi isimler verilmektedir. Erel ve ark, TOS 6lgiimii igin

oldukga hassas, kolay ve ekonomik bir yontem gelistirmistir (Cobanoglu 2011).

Viicutta serbest radikal iiretimi ile serbest oksijen radikallerindeki artisi
baskilayan antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge s6z konusudur ve bu

denge ortadan kalktiginda oksidatif hasar ortaya ¢ikmaktadir (Yagci ve ark. 2007).

DEN uygulanarak olusturulan karaciger kanser modeli caligmalarinda
meydana gelen oksidatif hasarin TOS diizeyleri iizerinden degerlendirildigi herhangi
bir literatiir verisi bulunmamaktadir. Ote yandan Silimarin’in antioksidan etkisini
ortaya koymak amaciyla TOS diizeylerinin degerlendirildigi az sayida toksisite (Aziz
ve ark. 2017, ljaz ve ark. 2016, Verma ve ark. 2016, Javed ve ark. 2015) ve iskemik
reperfiizyon hasar (Kogarslan ve ark. 2016, Turgut ve ark. 2008) calismalari
mevcuttur. Deneysel olarak karaciger, bobrek ve iskemik reseperfiizyon hasari
olusturulan gruplarda artan TOS seviyesi, Silimarin uygulanan koruyucu gruplarda

onemli Olgiide azaltilmistr.

Calismamizda oksidan bir madde olan DEN ve antioksidan bir madde olan
Silimarin’in kandaki oksidatif hasar iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla TOS
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Calismamizda DEN uygulamasi yapilan ratlarda TOS
seviyeleri kontrol grubundaki saglikli ratlara gore kayda deger olgiide artmistir.
Artan TOS seviyeleri DEN metabolizmasi sonucunda olusan reaktif oksijen tiirlerine
(ROS), dolayistyla ROS artis1 sebebiyle meydana gelen oksidatif strese atfedilmistir.
ROS protein karbonilasyonu, lipid peroksidasyonu ve DNA hasarmna yol
acabilmektedir. DEN kaynakli olugsan hepatoksisite ve karsinojenitenin temelinde
ROS yer almaktadir (Ali ve ark. 2014). Bununla birlikte literatiir verilerine uyumlu
olarak Silimarin uygulamasimin DEN grubuna nazaran TOS seviyesini 6nemli l¢iide
azaltigr saptanmistir. TOS seviyelerindeki bu diislis Silimarin’in antioksidan
ozelliklerine atfedilmistir. Silimarin’in bu koruyucu etkisi serbest radikal temizleme

kapasitesine ve lipid peroksidasyonunu azaltmasina baglanmaistir.
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Nitrik oksit (NO), L-argininden sitriilin olusumu sirasinda, L-arginin
guanidino nitrojen grubunun 5 elektron kaybi ile meydana gelir. Bu reaksiyonun
katalizatorii nitrik oksit sentaz (NOS) enzimidir (Sayilan Ozgiin ve ark. 2014). NOS
enzimleri, yapisal NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak iizere iki alt
smifa ayrilir. ¢NOS enzimi, sentez ve etki yerlerine gore noéronal (nNOS) ve
endotelyal (eNOS) olmak iizere iki grupta incelenir (Coban ve Durupmar 2001).
eNOS ve nNOS ‘un aktivitesi diisiiktiir ve kisa siireli NO sentezlerler. iNOS enzimi
ise yiiksek aktiviteye sahiptir ve indiiklendiginde NO iiretimi kisa siireli olmayip
saatlerce hatta giinlerce devam eder (Sayilan Ozgiin ve ark. 2014). NO’un siiper oksit
radikaliyle reaksiyona girerek peroksinitrit olusturabilmesi i¢in iNOS araciligiyla

mikromolar konsantrasyonlarda tiretilmesi gerekir (Cinel ve Oral 2000).

Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), inflamatuvar sitokinler (IL-1B, TNF-q,
IFN y)’in yam sira hipoksi ve oksidatif stres de iNOS ekspresyonunda artisa neden
olur ve takibinde de NO sentezini saglarlar (Kog 2011). Immunolojik uyarilar
sonucunda makrofaj, nétrofil, hepatosit, endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri,
astrositler ve mikroglia hiicreleri immunolojik uyarim ile iNOS salgilarlar. iNOS
ekspresyonu ile meydana gelen nitrik oksit, tiimér hiicreleri, mantarlar, helmintler,
bakteriler, protozoonlar, kismen de viicut hiicreleri iizerine sitostatik ve sitotoksik

etkilidir. NO ayrica gii¢lii bir immunsupresandir (Coban ve Durupiar 2001).

DEN ile olusturulan karaciger kanser modelinde iNOS ekspresyonunun
lokalizasyonunun immunohistokimyasal yontemlerle ortaya konuldugu calismalar
mevcuttur. Ahn ve ark. (1999) yaptiklart ¢alismada; DEN uygulanan ratlarda
karaciger  dokularinda  iNOS  ve  3-Nitrotirozinin ~ ekspresyonu  ve
immunohistokimyasal lokalizasyonunu arastirmislardir. Tiimor dokusunda iNOS
immun boyamasi safra kanali epitel hiicrelerinde, duktul benzeri yapilar1 olusturan
hiicrelerde ve safra kanalindan kdken alan benign karakterde epitel hiicrelerde
goriilmiistiir. Trabekiiler HCC'de ve / veya psddoglandiiler HCC'de immuno
reaktivite disiikliigiiniin aksine, glandiiler HCC olgularinda epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda yaygin boyanma saptanmistir. iNOS’ un hepatoseliiler transizyonel

veya kolangiyoseliiler fenotipli hiicrelerde yogun sekilde ekspresse edildigi tespit
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edilmistir. HCC olgularinda ayn1 zamanda yeni olusmus kapillar endotel hiicreleri ve
duktul benzeri yapilari olusturan oval sekilli hiicrelerin sitoplazmasinda yiiksek
oranda boyanma gorilmistir. Yirittigimiiz c¢alismada, iNOS immunpozitif
boyanmalara, trabekiiler ve asiner yapilar olusturan tiimor hiicrelerinin
sitoplazmasinda rastlanilmistir. iINOS pozitif boyanma yogunlugu agisindan iki

paternde herhangi bir fark gézlenmemistir.

Yapilan diger ¢caligmalarda DEN uygulamasinin iNOS ekspresyonunda artiga
neden oldugu yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarla gosterilmistir (Bishayee ve
ark. 2013, Bishayee ve ark. 2010, Zao ve ark. 2008). Bishayee ve ark. (2013)
yaptiklar1 ¢alisgmada DEN ile olusturduklar1t HCC modelinde, DEN uygulamasinin
ratlarin karaciger dokusunda iNOS immun pozitif hiicre sayisinda énemli 6lgiide
artisa neden oldugunu ortaya koymuslardir. Bishayee ve ark. (2010) yaptiklar diger
bir ¢calismada ise DEN ile HCC modeli olusturarak, Resveratrol’iin oksidatif stres ve
enflamatuar cevaba etkilerine bakmuslardir. Immunohistokimyasal ydntemlerle
yiiriittiikleri bu calismada, DEN uygulamasimin iNOS ekspresyonunda artisa neden
oldugunu, degisik dozlarda uygulanan (50, 100, 300 mg/kg) Resveratol’iin ise iNOS
ekspresyonunda DEN grubuna kiyasla diisiise neden oldugunu ortaya koymuslardir.
Yapilan diger bir ¢alismada ise Berberin’in DEN ve Fenobarbital uygulanmis
ratlarda hepatosit proliferasyonu, iNOS ekspresyonu, sitokrom p450 2E1 ve 1A2
aktiviteleri lizerine etkileri arastirilmis ve DEN ve DEN ile Fenobarbital uygulanan
ratlarda, kontrol grubuna kiyasla iNOS immunreaktivitesinin yliksek diizeyde oldugu

ortaya konmustur (Zao ve ark. 2008).

Deneysel toksikasyon ve kanser modeli ¢alismalarinda Silimarin ve ana
bilesenlerinin oksidatif stres {izerine etkilerinin immunohistokimyasal yontemlerle
incelendigi ¢ok sayida ¢calisma mevcuttur (Atawia ve ark. 2014, Prabu ve Muthumani
2012, Ramasamy ve ark. 2011, Domitrovi¢ ve ark. 2011, Kaur ve ark. 2010, Tunca
ve ark. 2009).

Atawia ve ark. (2014), deneysel benign prostat hiperplazisinde, Prabu ve

Muthumani (2012), arsenik ile olusturduklari nefrotoksisitede, Ramasamy ve ark.
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(2011), Uretan kaynakli deneysel akciger tiimdriinde, Domitrovié¢ ve ark. (2011),
CCly ile olusturduklart karaciger hasarinda, Kaur ve ark. (2010), deneysel olarak
olusturduklar1 nefrotoksisite modelinde, Tunca ve ark. (2009), Piridin vererek
olusturduklar1 hepatotoksisitede Silimarin veya Silibinin’in antioksidatif etkilerini
immunohistokimyasal yontemlerle arastirmiglardir. Silimarin veya Silibinin
uygulamasinin  iNOS ekspresyonunu azalttigi yapilan bu ¢aligmalarla ortaya

konulmustur.

Immunohistokimyasal yontemlerle yaptigimiz ¢aligmamizda kontrol, sham ve
Silimarin gruplarinda iNOS immunboyanmasi gozlenmedi. DEN grubunda (55.3 +
7.46) iNOS pozitif hiicre sayisinda onemli oranda artig gozlenirken DEN ile birlikte
Silimarin uygulanan grupta (42.9 + 4.84) ise iNOS pozitif hiicre sayisinda DEN
grubuna gore diisiis tespit edildi. Bu diisiisiin istatistiki a¢idan anlamli olmadigi
saptanmigtir (p>0.05). iNOS tarafindan tiretilen NO enflamasyon siirecini tetikleyen
onemli bir serbest radikaldir (Bishayee ve ark. 2010). HCC gelisiminde kronik
enflamasyon ve oksidatif stresin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Bishayee ve ark.
2013). Dolayisiyla iNOS oksidatif stresin onemli bir gostergesidir ve iNOS
ekspresyonunun baskilanmast HCC gelisiminin geriletilmesinde etkili olabilir.
INOS’un immunohistokimyasal yontem ile degerlendirilmesiyle karaciger
dokusundaki NO iiretiminin ortaya konulmasi amaglanmistir. Literatiir verilerine
uyumlu olarak DEN uygulamasinin iNOS ekspresyonunda artisa neden oldugu tespit
edilmistir. Bu artis DEN uygulanarak olusturulan HCC gelisiminde rol oynayan
kronik enflamasyon ve oksidatif streste artisa yorumlanmustir. Literatiir verilerine
uyumlu olarak o©nemli bir antioksidan ve antienflamatuar olan Silimarin
uygulamasinin iNOS ekspresyonunu DEN grubuna goére azalttifi saptanmakla
birlikte, bu azalma istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. Bu bilgiler 1518inda
uyguladigimiz Silimarin dozunun, oksidatif stresi Onlemede yeterli kanaatine

varilmistir.

Nitrik oksit oldukga reaktif bir serbest radikal olup yar1 6mrii sadece birkag
saniyedir. Nitrik oksit, siiperoksit gibi serbest radikallerle hizli bir sekilde birlesir.

Biyolojik sistemlerde hizla nitrit ve nitrata pargalanir. Nitrik oksidin siiperoksid



131

radikali ile in vivo reaksiyonu sonucunda peroksinitrit olusur. Peroksinitrit ise
proteinlerdeki tirozin kalintilarini nitratlayarak nitrotirozin yapisin1t meydana getirir
(Sayilan Ozgiin 2013). Siiper oksit ve nitrik oksit radikalleri peroksinitrite gore daha
direngli olmalarina karsin, peroksinitrit bu radikallere gore daha reaktiftir (Kayali ve
Cakatay 2004). Peroksinitrit yiiksek derisimlerde sitotoksik olup protein, yag ve
DNAda oksidatif hasara neden olur (Ozkan ve Yiiksekol 2003, Ozen ve ark. 2014).

Nitrotirozin, peroksinitrit oksidasyonunun kararli son iirlinii olmas1 nedeniyle
Nitrotirozinin tespiti Nitrik oksit bagimli in vivo ve oksidatif protein hasarinin
saptanmasinda giincel olarak kullanilan baglica marker’lardan biridir (Kaya ve ark.

2012, Mis ve Cilingir Yeltekin 2014).

DEN uygulamasi yapilarak olusturulan karaciger kanseri ve alkolik olmayan
hepatit modellemelerinde meydana gelen oksidatif ve nitrozatif hasarin saptanmasi
ve dokulardaki peroksinitrit birikiminin tespiti amaciyla Nitrotirozin ekspresyonunun
immunohistokimyasal yontemlerle belirlendigi sinirli sayida c¢aligma mevcuttur
(Mazo ve ark. 2013, Bishayee ve ark. 2013, Thuy ve ark. 2011, Bishayee ve ark.
2010).

Thuy ve ark. (2011) fareler lizerinde yaptiklar1 galismada 25 ve 36 haftalik
DEN uygulamasi ile olusturduklart HCC modelinde Nitrotirozin’in timdr
hiicrelerinin sitoplazmasinda  ve cekirdeginde ekspresse edildigini
immunohistokimyasal yontemlerle tespit etmislerdir. Biz de yaptigimiz ¢alismada,
bu calismaya benzer sekilde tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda Nitrotirozin immun

pozitif reaksiyon gozledik.

Bishayee ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada DEN ile olusturduklar: karaciger
kanser modelinde DEN uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla 3-Nitrotirozin (3-NT)
pozitif hiicre sayisinin arttirdigr immunohistokimyasal yontemler ile tespit etmisler.
Yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise Bishayee ve ark. (2010) DEN ile olusturduklari
HCC modelinde farkli dozlarda (50, 100, 300 mg/kg) verilen Resveratrol’iin

koruyucu etkilerini arastirmiglar. Yapilan 3-NT immun boyama sonuglarina gore,
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sadece DEN uygulamasi yapilan deneme grubunda, kontrol grubu ve farkli dozda
Resveratrol uygulanan koruyucu gruplarma (50, 100, 300 mg/kg) kiyasla immun
pozitif hiicre sayisinin yiiksek diizeyde oldugunu saptamiglar. DEN ile beraber
Resveratrol uygulanan deneme gruplarinda ise Resveratrol’iin dozuyla dogru orantili
olarak pozitif hiicre sayilarinda diisiis tespit etmisler. Mazo ve ark. (2013), DEN ve
DEN uygulamasiyla birlikte kolinden yoksun yiiksek yagli diyet ile olusturulan
alkolik olmayan steatohepatit modeli (NASH) ve bu modelin S-nitrozo asetilsistein
ile desteklenmis versiyonunu (SNAC) olusturduklar1 gruplarda Nitrotirozin sentezini
immunohistokimyasal yontemlerle degerlendirmigler. Normal grup hayvanlarinda
karacigerde herhangi bir reaksiyon gézlenmezken, NASH grubunda SNAC grubuna
nazaran daha zayif bir reaksiyon belirlenmistir. Immunreaksiyon o6zellikle

hepatositlerin sitoplazmasinda saptanmustir.

Silimarin’in nitrozatif ve oksidatif stres tizerindeki koruyucu etkisinin
Nitrotirozin ekspresyonu iizerinden immunohistokimyasal yontemler kullanilarak
degerlendirildigi az sayida ¢alisma mevcuttur (Marcolino Assis-Junior ve ark. 2017,

Impellizzeri ve ark. 2015, Rajamanickam ve ark. 2009, Kaviarasan ve ark. 2008).

Marcolino Assis-Junior ve ark. (2017) Irinotekan uygulanarak farelerde
olusturduklart alkolik olmayan steatohepatit modelinde, Impellizzeri ve ark. (2015)
farelerde bobrek iskemi ve reperfiizyon hasarinda (I/R), Rajamanickam ve ark.
(2009) APC min/+ (Genetik olarak ailesel adenomatdz polipozise yatkin) fare
modelli tiimor calismasinda, Kaviarasan ve ark. (2008) ratlarda alkol kaynakl
olusturduklart karaciger hasarina karsin Silimarin ve Silibinin’in koruyucu etkilerini
arastirmiglar. Arastirmacilar Silimarin ve Silibinin uygulamasimin Nitrotirozin
ekspresyonunu azalttigin1 immunohistokimyasal yontemlerle tespit etmisler. Sadece,
Impellizzeri ve ark.  (2015)  Silimarin  uygulamasmin  Nitrotirozin

immunoreaktivitesinde dikkate deger oranda diislise neden olmadigini belirtmistir.

Calismamizda kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda Nitrotirozin immun
boyamasinda herhangi bir pozitif reaksiyona rastlanmamistir. DEN grubunda

Nitrotirozin pozitif hiicre sayisinda artis (52.9 + 8.73), Silimarin uygulamasinin ise
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DEN grubuna kiyasla Nitrotirozin pozitif hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu
saptanmistir (51.3 £ 9.26). Fakat saptanan bu diislislin istatistiki olarak anlamli
olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Nitrotirozin énemli bir oksidatif ve nitrozatif stres
parametresidir. Nitrotirozinin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesiyle
karaciger dokusundaki peroksinitrit varliginin ortaya koyulmasi amaglanmistir.
Literatiir verilerine paralel sekilde DEN grubunda meydana gelen karaciger hasarina
bagli olarak nitrotirozin immun pozitif hiicre sayisinda dikkate deger oranda artis
saptandi. Bu artis DEN uygulamasia bagli olusan oksidatif ve nitrozatif stres ile
protein hasarina yorumlanmistir. Silimarin kuvvetli bir antioksidandir. Literatiir
verilerine uyumlu olarak Silimarin uygulamasinin, DEN grubuna kiyasla Nitrotirozin
ekspresyonunda diisiise neden oldugu ve nispeten karaciger koruyucu etki gosterdigi
fakat bu etkinin Impellizzeri ve ark. (2015) sonuglarina benzer sekilde dikkate deger
Olciide diisiise neden olmadigi ve olusan bu diisiis oraninin istatistiki olarak anlam
ifade etmedigini tespit ettik. Silimarin’in bu koruyucu etkisi, NO ve siiperoksit
radikali liretimini azaltmasina dolayisiyla dokularda meydana gelen peroksinitrit

olusumunu engellemesi sonucu meydana gelmektedir.

Hiicre boliinme hizinin saptanmasi 6zellikle kanser gibi hastaliklarda 6nem
arz etmektedir (Srigopalram ve ark. 2014). Kanser olusum silirecine neden olan
mutasyonlarin bir kismi hiicre proliferasyonunu kontrol eden sinyal yolaklarin1 hedef
almaktadir (Terzioglu ve ark. 2013). Proliferatif aktivitenin Ol¢limii tlimor
derecelendirmesi, rekiirrens hizi ve malignitenin saptanmasi konusunda onemlidir

(Sen ve ark. 2002).

Prolifere hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA-Proliferating cell nuclear antigen),
genomik DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onariminda énemli rol {istlenen 36
kDa agirliginda niikleer bir proteindir (Taha ve ark. 2010). PCNA, hiicre dongiisiiniin
G; fazinda sentezlenmeye baslar ve S fazinda pik seviyeye ulasir, DNA polimeraz
d‘ya yardimci olur (Karahan ve ark. 2008, Abdulaziz Bardi ve ark. 2013). PCNA,
DNA sentezi ve hiicre proliferasyon orani ile korelasyon gosterir (Cetinkaya ve ark.

1998, Abdel Salam ve ark. 2007).
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PCNA’nin immunohistokimyasal yontemlerle ortaya konulmas: hem aktif
DNA replikasyonunu hem de karsinogenez ile sonuclanan DNA hasarini igaret eder.
PCNA hematolojik, gastrointestinal, meme, cilt, akciger ve iiriner sistem
malignitelerinde Onemli bir proliferasyon marker1 olarak kullanilir (Abike ve

Zengeroglu 2010).

DEN uygulamasi sonucu olusturulan HCC ve hepatoksisite modeli
calismalarinda kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin degerlendirilmesi amaciyla énemli bir
proliferasyon marker1 olan PCNA’nin ekspresyonunun immunohistokimyasal
yontemlerle degerlendirildigi ¢ok sayida calisma mevcuttur. Zhao ve ark. (2014)
DEN ile olusturduklar1 hepatoseliiler karsinom modelinde Hidrazinokurkumin’in
koruyucu etkisini arastirmiglar. Bu amacgla Sprague Dawley cinsi erkek ratlara
haftada 2 kez olacak sekilde 12 hafta boyunca DEN uygulamasi yapmislar. DEN
uygulamas1 ile birlikte ¢esitli  hepatoprotektif —maddelerin  (Kurkumin,
Hidrazinokurkumin) koruyucu etkisine bakilmis olup, yapilan immunohistokimyasal
boyamalar sonucunda PCNA’nin hepatik hiicrelerin ¢ekirdeginde ekspresse edildigi
ve PCNA pozitif hiicre sayisinin ise sadece DEN uygulanan grupta en yiiksek
degerde olup, kontrol grubunda herhangi bir reaksiyon goézlenmedigini ortaya
koymuslardir. Koruyucu uygulanan deneme gruplarinda ise pozitif hiicre sayisinin
DEN grubuna nazaran diisiik oldugu saptanmustir. Yirittiiglimiiz calismada PCNA
immunpozitif boyanmalara bu ¢aligmaya benzer sekilde hepatositlerin
cekirdeklerinde rastlanilmistir. Yaptigimiz ¢aligmada DEN ile birlikte uyguladigimiz

Silimarin’in PCNA ekspresyonu {izerine olumlu etkisini tespit etmedik.

Yapilan diger ¢aligmalarda DEN uygulamasinin PCNA ekspresyonunda artiga
neden oldugu yapilan immunohistokimyasal calismalarla ortaya konulmustur (Jo ve
ark. 2016, Srigopalram ve ark. 2014, Song ve ark. 2013, Bingiil ve ark. 2013,
Raghunandhakumar ve ark. 2013, Khan ve ark. 2011, Shimuzu ve ark. 2011,
Nagahara ve ark. 2010). DEN uygulanarak olusturulan karaciger kanseri (Jo ve ark.
2016, Srigopalram ve ark. 2014, Song ve ark. 2013, Raghunandhakumar ve ark.
2013), karaciger preneoplazisi (Khan ve ark. 2011, Shimuzu ve ark. 2011, Nagahara
ve ark. 2010) ve karaciger hasar modellemelerinde (Bingiil ve ark. 2013) PCNA
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ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla onemli derecede artis gosterdigi ve
koruyucu madde uygulanan gruplarin ise PCNA ekspresyonunu DEN gruplarina gore

diistirdligii cesitli aragtirmacilar tarafindan tespit edilmistir.

Cesitli arastirmacilar karaciger hasari, sirozu, HCC ve prostat hiperplazisi
modeli ¢alismalarinda Silimarin’in anti proliferatif etkisinin immunohistokimyasal
yontemlerle belirlenmesi amaciyla PCNA ekspresyonunu degerlendirmislerdir (El-
Lakkany ve ark. 2017, Kadir ve ark. 2014, Sozmen ve ark. 2014, Salama ve ark.
2013, Gopalakrishnan ve ark. 2013, Atawia ve ark. 2013). El-Lakkany ve ark. (2017)
ile Salama ve ark. (2013), Tiyoasetamid (TAA) uygulayarak ratlarda olusturduklari
karaciger hasarinda, S6zmen ve ark. (2014) farelerde Fumonisin B; (FB;) ile
olusturduklar1 karaciger hasarinda, Kadir ve ark. (2014) TAA uygulayarak ratlarda
olusturduklart fibrozis modelinde Gopalakrishnan ve ark. (2013) DEN vererek
olusturduklari HCC modelinde, Atawia ve ark. (2013) ratlarda testesteron
uygulamasi sonucunda deneysel olarak olusturduklar1 prostat hiperplazilerinde toksik
madde ile birlikte uygulanan Silimarin’in PCNA ekspresyonunu diisiirdiigilinii ortaya

koymuslardir.

Calismamizda kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda PCNA immun
boyamasinda herhangi bir pozitif reaksiyona rastlanmamistir. DEN uygulamasinin
PCNA pozitif hiicre sayisinda artiga (82.9 £ 6.17), Silimarin uygulamasinin ise DEN
grubuna kiyasla PCNA pozitif hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(79.8 £ 6.74). Fakat saptanan bu azalmanin istatistiki olarak anlamli olmadig tespit
edilmistir (p>0.05). PCNA malignitenin tespitinde kullanilan o6nemli bir
proliferasyon markeridir. Kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi kanserin ayirici 6zelliklerinden
biri olup kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi kanser tedavisinde etkili bir
stratejidir. PCNA’nin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesiyle karaciger
dokusundaki hiicre boliinme hizinin belirlenmesi dolayisiyla malign transformasyonu
ortaya koymak amaclanmistir. Literatlir verilerine uyumlu olarak DEN grubunda
meydana gelen malignite sonucunda PCNA pozitif hiicre sayisi artmis olup bu artis
DEN’in mutasyon yapma giiciine ve DNA hasar1 olusturma kapasitesine yorumlandi.

Silimarin giiclii bir anti proliferatif ajandir. Silimarin uygulamasinin PCNA pozitif
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hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu gortilmekle birlikte, DEN ve DEN+Silimarin
gruplart birbirleri ile karsilagtinldiginda istatistiksel acgidan anlamli bir fark
bulunamadi. Silimarin uygulamasinin kismi olarak koruyucu etkisi antiproliferatif

Ozelligine yorumlanmustir.

Glutatyon S-transferazlar (GST), endojen ve ekzojen kaynakli elektrofilik ve
hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak daha kolay atilabilen
ve daha az toksik olan metabolitlerine transformasyonunu katalize eden Faz-Il
detoksifikasyon enzim ailesidir (Tozkoparan ve Aytag 2007, David ve Kartheek
2016). GST’ler karsinojen veya mutajen 6zellikteki maddelerin detoksifikasyonunda
gorev alirlar. GST’ler a (alfa) bazik, (m) asidik, (u) notral olmak iizere ii¢ ana gruba
ayrilir. GSTPi hepatomalarda, mide karsinomlarinda ve kolonik karsinomlarda tespit
edilmistir ve GSTPi potansiyel tiimor marker: olarak degerlendirilmektedir. Buna
ilaveten primer hepatoseliiler karsinomlu hastalarda GST seviyelerinin yliksek
oldugu tespit edilmis ve GST Ol¢limlerinin hepatoseliiler karsinom teshisinde

kullanilabilir bir marker oldugu bildirilmektedir (Ak6z ve ark. 2010).

DEN verilerek olusturulan karaciger kanser modeli ¢alismalarinda hiicresel
transformasyon alanlarinin degerlendirilebilmesi amaciyla GSTPi
immunboyamasiin yapildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Abdo ve ark. 2015,
Vera ve ark. 2015, Stirkel ve ark. 2015, Thumvijit ve ark. 2014, Silva ve ark. 2012,
Fujise ve ark. 2012, Khan ve ark. 2011, Shizuma ve ark. 2011, Khan ve ark. 2011,
Ichikawa ve ark. 2010). Arastirmacilar DEN uygulamasi sonucunda GSTPi immun
pozitif alanlarin kontrol grubuna kiyasla hem say1 hem de alan dlgiimleri agisindan
dikkate deger oranda artig gosterdigini immunohistokimyasal yontemlerle ortaya
koymuslardir. Bahsi gecen bu arastirmalarda DEN uygulamasina karsin cesitli
koruyucu maddeler denenmis olup, koruyucu madde uygulanan gruplarin DEN
grubuna kiyasla GSTPi immun pozitif alanlar1 hem say1 hem de boyut bakimindan
belirgin derecede azalttigini tespit etmislerdir. Biz de bu calismamizda, literatiir
verilerine uyumlu olarak GSTPi immunpozitif alanlarin kontrol grubuna kiyasla

DEN uygulanan grupta hem say1 hem de boyut bakimindan daha fazla oldugunu
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tespit etmekle birlikte GSTPi ekspresyonlarina 6zellikle degisime ugramis nodiiler

yapilart olusturan hepatosit odaklarinda daha yogun sekilde rastladik.

Silimarin uygulamasinin karaciger kanser modeli {izerine olan koruyucu
etkisinin GSTPi ekspresyonu iizerinden immunohistokimyasal yontemlerle
degerlendirildigi tek bir literatiir verisine ulasilmis olup bu calismaya ait veriler

asagidaki sekilde 6zetlenmistir:

Imamoto ve ark. (2013) ratlarda 12 ve 18 haftalilk DEN uygulamasi
sonucunda olusturduklart karaciger kanser modelinde Silimarin’in koruyucu
etkilerini incelenmisler. Immunohistokimyasal boyama sonuglarma gére DEN
uygulanan gruplarin karaciger dokularinda GSTPi pozitif alanlar daha yogun sekilde
gozlenirken, Silimarin uygulanan koruyucu gruplarda ise GSTPi’nin ekspresyon
seviyelerinin DEN grubuna gore azaldig1 fakat meydana gelen bu azalmanin kayda

deger olmadigini belirtmisler.

Calismamizda kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda GSTP1 immun pozitif
reaksiyon gozlenmedi. DEN uygulamasimmin GSTPi pozitif hiicre sayisinda artisa
(176,1 £ 7.52), DEN ile birlikte uygulanan Silimarin’in GSTPi pozitif hiicre
sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (154.3 + 11.54). Fakat iki grup
arasinda yapilan istatistiksel analiz sonucunda saptanan bu azalma anlamh
bulunmamistir (p>0.05). Calismamizda literatiir verilerine uyumlu olarak DEN
grubunda GSTPi pozitif hiicre sayis1 kayda deger oranda artmistir. GSTPi ratlarda
hepatokarsinogenezis modelinde spesifik olarak ekspresse edilen giivenilir ve etkili
bir tiimdér markeridir. GSTPi’nin immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesiyle
karacigerdeki preneoplastik ve displastik odaklarin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu
sayede hiicresel transformasyon alanlar1 da belirlenmistir. Literatiir verilerine uyumlu
olarak DEN grubunda GSTPi pozitif hiicre sayisi dikkate deger oranda artmis olup
bu artis DEN’in karsinojenik etki gosterdigi ve DEN uygulamasinin karaciger
dokusunda karsinogenezis siirecini kuvvetli bir sekilde baslattigini géstermektedir.
Silimarin etkili bir antikarsinojenik ajandir. Literatiir verilerine uyumlu olarak

(Imamoto ve ark. 2013) Silimarin uygulamasinin GSTPi pozitif hiicre sayisinda
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azalmaya neden oldugu fakat bu azalmanin istatistiki olarak anlamli olmadigi

saptandi.

Timor invazyon ve metastazinda rol oynayan kilit molekiillerden biri de
ekstraselliiler matriks (ESM) elemanlaridir. ESM, protein ve proteoglikanlar: igeren,
organizmaya yapisal destek saglamayan, ayni zamanda hiicre ¢ogalmasi,
diferansiyasyonu, migrasyonu, adezyonu ile doku morfogenezisi gibi ¢esitli biyolojik
siireclerde etkisi olan kompleks ve aktif bir olusumdur. ESM, tiimér dokusunun
gelisimi ve yayilimini engelleyen dogal bir bariyer olarak gdrev yapar. Kanser
hiicreleri bu bariyeri ortadan kaldirmak i¢in matriks metalloproteinazlari1 kullanir

(Oncel 2012).

Matriks metalloproteinazlar (MMP) kollajen ve elastin gibi ekstraseliiler
matriks komponentlerini, jelatini ve bazal membrani parcalama yetenegine sahip
olan, 20’den fazla enzim iceren proteaz ailesidir. MMP’ler jelanitazlar (MMP2,
MMP9), kollajenazlar (MMP1, MMP8, MMP13), stromelizinler (MMP3, MMP10,
MMPI11, MMP7) olmak tizere farkli alt gruplara ayrilir. MMP’ler 16kosit,
keratinosit, fibroblast, makrofaj gibi degisik hiicreler tarafindan sentezlenir (Sen ve
ark. 2014). MMP’ler normal gelisimsel siiregte ve dokularin yeniden yapilanmasi ve
yara iyilesmesinde rol oynadiklari gibi tiimér hiicrelerinin invazyonu, tlimor
dokusunun anjiyogenezisi ve metastazi gibi patolojik durumlarda da etki rol oynarlar

(Gériiroglu Oztiirk 2013, Mansour ve ark. 2014).

MMP-2 ve MMP-9 malign dokularda en fazla tespit edilen matriks
metalloproteinazlardir (Ramakrishnan ve ark. 2009). Bunlar, bazal membran ve
ekstraseliiler matriksin lokal olarak parcalanmasini saglayarak metastatik siirecte
kritik rol oynarlar (Sen ve ark. 2014). Bu olay1 bazal membranin ana bileseni olan tip
IV kollajeni pargalayarak gerceklestirirler (Sivaramakrishnan ve Devaraj 2009, Wu
ve ark. 2014). Nitekim yiriittigiimiiz bu ¢alismada, DEN uygulanan gruptaki bir
hayvanin akciger dokusunda karaciger dokusundan kdken alan ¢ok sayida metastatik
odak tespit edildi. MMP-2 ve MMP-9’un meme, kolorektal, pankreas, mesane, over,

prostat, beyin ve akciger kanser vakalarinda ekspresyonu saptanmustir (Oncel 2012).
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MMP’ler sentezlerini takiben ekstraseliiler alanda bulunmalart nedeniyle

immunohistokimyasal yontemlerle dokularda tespit edilebilir (Karayel ve ark. 2009).

DEN uygulanarak olusturulan akciger ve karaciger kanseri gibi ¢esitli kanser
modellerinde MMP-9 immunoreaktivitesinin degerlendirildigi az sayida c¢alisma
mevcuttur (Man ve ark. 2015, Subramaniyan ve ark. 2014). Man ve ark. (2015)
ratlarda DEN uygulamasi ile olusturduklar1 pulmoner adenom ve hepatom modelinde
Rhizoma paridis saponins’in (RPS) koruyucu etkisini arastirmislar. DEN uygulanan
grupta MMP-9 ekspresyonuna tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda rastlamiglar ve
RPS uygulamasinin MMP-9 ekspresyonunu DEN grubuna kiyasla diistirdiiglinii
ortaya koymuslardir. Yapilan diger bir caligmada ise DEN ile olusturulan karaciger
kanser modelinde Karvakrol’iin koruyucu etkisi arastirilmis olup DEN grubu
ratlarinda kontrol grubu ratlarina oranla MMP-9 ekspresyonunun daha yiiksek
oldugu immunohistokimyasal yontemlerle saptanmistir. (Subramaniyan ve ark.
2014). Biz de calismamizda bu calismalara benzer sekilde DEN uygulanan grupta
kontrol grubuna kiyasla MMP-9 immunoreaktivitesinin daha yiiksek oldugunu
gozledik. Buna ek olarak MMP-9 ekspresyonuna Ozellikle hepatositlerin

sitoplazmasinda rastladik.

Silimarin ve Silibinin’in antimetastatik etkisinin ortaya konulmasi ag¢isindan
MMP-9 ekspresyonunun immunohistokimyasal yontemlerle degerlendirildigi az
sayida kanser modeli ¢alismasi olup bu g¢alismalara ait sonuglar asagidaki sekilde

Ozetlenmistir.

Beydogan ve Bolkent (2016); farelerde deneysel olarak olusturduklar1 Ehrlich
asites karsinom modelinde Silibinin’in koruyucu etkisini incelemislerdir. Yaptiklar
immunohistokimyasal degerlendirmeler neticesinde Ehrlich asites karsinom
grubunda, MMP-9 pozitif hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla arttigini ortaya
koymuslardir. Silibinin uygulamasinin Ehrlich asites karsisom olusturulan gruba
kiyasla MMP-9 immun pozitif hiicre sayisin1 6nemli derecede diisiirdiigiinti tespit
etmigler. Yapilan diger bir ¢calismada ratlarda DEN uygulamasini takiben olusturulan

HCC modelinde Silimarin’in koruyucu etkileri arastirilmigtir. DEN grubunda
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gozlenen yiiksek MMP-9 seviyelerinin Silimarin uygulanan koruyucu deneme

grubunda asagi ¢ekildigi immunohistokimyasal yontemlerle ortaya konulmustur

(Ramakrishnan ve ark. 2009).

Yiiriittiiglimiiz bu calismada; kontrol, sham ve Silimarin gruplarinda MMP-9
yoniinden herhangi bir immun pozitif boyanma goézlenmedi. DEN uygulamasinin
MMP-9 pozitif hiicre sayisinda artisa (32.5 + 4.84), DEN ile birlikte Silimarin
uygulamasinin ise DEN grubuna oranla MMP-9 immun pozitif hiicre sayisinda
diisiise neden oldugu saptandi (29.5 + 3.21). Iki grubun istatistiksel agidan
karsilastirilmasinda ise aradaki bu fark anlamli bulunmadi (p>0.05). Bilindigi iizere
MMP’lerin tiimor dokusunun invazyonu, anjiyogenezisi ve metastazinda énemli rol
oynadig1 ve farkli kanser tiirlerinde ekspresyonun arttifi ortaya konulmustur.
Yaptigimiz bu c¢alismada karaciger kanser modelinde MMP-9 ekspresyonu
immunohistokimyasal yontemlerle ortaya konmustur. Literatiir verilerine paralel bir
sekilde DEN uygulamasinin MMP-9 ekspresyonunu 6nemli diizeyde arttirdigi
saptanmistir. Ekspresyondaki bu artisin DEN uygulamasi sonucunda ESM’lerin
yikimlanmasiyla alakali oldugu kanisina varilmistir. ESM’lerin yikimlanmasi
neticesinde, tiimor dokusunun invazyonu ve migrasyonu oniindeki engel kaldirilmis
olur. Bu engelin kaldirilmasinda matriks metalloproteinazlarin rolii oldukca
onemlidir. DEN grubunda gozlenen pozitif hiicre sayisindaki artts HCC’nin
gelisiminde de matriks metalloproteinazlarin 6zellikle de MMP-9’un roliiniin ortaya
koyulmast agisindan 6nemlidir. Silimarin; matriks metalloproteinazlar regiile ederek
anjiogenezisi ve metastazi1 engeller ve kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyon
kapasitelerini baskilar. Silimarin uygulamasmin MMP-9 pozitif hiicre sayisini
azalttigt ama tespit edilen bu azalmanin istatistiki olarak anlamli olmadig1 ortaya
konulmustur. Silimarin’in kismi de olsa bu koruyucu etkisi antimetastatik 6zelligine
atfedilmistir. Silimarin’in antimetastatik etkisinde MMP-9 {izerinden gerceklestirilen

reglilasyonun 6nemli rol oynayabilecegi kanisina varilmistir.

HPIP, 731 aminoasitten olusan, mikrotiibiiller ile etkilesime giren ldsin
yoniinden zengin bir bdlgeye sahip ve 80 kDA agirliginda bir proteindir (Karamese

ve ark. 2013). HPIP; hiicre gocii, hormon bagimli karsinogenezis ve Ostojen
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reseptorlerinin  sinyal transdiiksiyonunda rol alan temel bir proteindir (Aksak

Karamese 2013).

Hematopoietik pre-B hiicreli 16semi transkripsiyon faktorii (PBX)’yle
etkilesen protein (HPIP), insanlarda gozlenen kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri,
HCC, spinal glioblastoma, tiroid kanseri, gastrik kanser, kolorektal kanser, meme
infiltratif duktal karsinomu, oral karsinom ve melanom gibi degisik kanser tiplerinde
asir1 ekspresse olan ve yakin zamanda tanimlanan bir onkogendir (Chen ve ark.
2016, Mai ve ark. 2016, Bugide ve ark. 2017). HPIP organogenezis ve
tiimorogeneziste yer alir (Xu ve ark. 2013). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar;
transformasyon, apoptoz, invazyon ve metastaz gibi kanser progresyonu ile iligkili
yolaklarda HPIP'in ¢ok yonlii roliinii ortaya koymustur. HPIP; apoptozisin ve hiicre
dongiisii  regiilatorlerinin  ekspresyonundaki  degisiklikler esliginde, hiicre
dongiistiniin ilerlemesinin aktivasyonunu, apoptozu ise inhibe ederek hiicre
biiylimesini destekler (Feng ve ark 2015, Wang ve ark. 2017). Yapilan caligsmalar
HPIP'in kanser gelisimini tesvik ettigi mekanizmalar1 ortaya koymaktadir. HPIP'in
yiiksek diizeydeki ekspresyonun, bazi hiicre hatlarinda siklin A, siklin B ve siklin D1
gibi karsinojenlerin aktivasyonuna yol actig1 ortaya ¢ikarilmistir (Feng ve ark. 2015).
Ayrica yapilan ¢aligmalarla, HPIP’in sinyal transdiiksiyon yolaklarinda 6énemli bir
rol oynadig1 ve dolayisiyla hiicre cogalmasini ilerlettigini tespit edilmistir (Wang ve
ark. 2017). HPIP'in, apoptoz, karsinogenezis ve hiicrenin epitelyal mezenkimal
transizyonu gibi biyolojik davranislarini diizenleyen PI3K / AKT sinyal iletim
yollarinda hayati bir fonksiyona sahip oldugu yapilan farkli arastirmalarla ortaya
konulmustur (Manavathi ve ark. 2014, Wang ve ark. 2015). Baz1 ¢aligmalar da,
HPIP'in ¢esitli kanser hiicrelerinde spesifik Ostrojen reseptdr sinyalizasyonuna
aracilik edebilecegini vurgulamistir (Wang ve ark. 2008, Bugide ve ark. 2015). Feng
ve ark. (2015), HPIP'in kolorektal kanser hiicresinde, MAPK / ERK yolagini aktive
ettigini, dolayistyla tiimdr hiicresi ¢ogalmasi1 ve migrasyonunu destekleyebilecegini
ifade etmislerdir. Bu ¢aligmalar, HPIP'in karsinogenezis ve timor gelisiminde roliinii
ortaya koyan onemli bilgiler igerir. HPIP'in karsinogenezisteki rolii, bu onkogenin

kanser tedavisinde etkili olabilecegini diistindiirmektedir.
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Xu ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, 52 karaciger kanser hastasinin
cogunda HPIP'in asir1 diizeyde eksprese edildigini ortaya koymuslardir. Xu ve ark.
(2013) vyaptiklar1 diger bir calismayr ise; 328 karaciger kanser hastasinda
yiriitmiisler. HPIP'in karaciger kanser hastalarinin ¢ogunda sentezlendigini tespit
etmigler. HPIP’in etkisizlestirilmesi sonucunda genetik olarak bagisiklik sistemi
bloke edilmis farelerde karaciger tlimorii bliyiimesinin hem in vivo hem de in vitro
olarak geriledigi ortaya konulmustur. Bu ¢alismada; HPIP’in hiicre dongiisiinde G-
M gecisinin aktivasyonu yoluyla HCC’de hiicre biiylimesini tesvik ettigi
saptanmistir. Yaptiklart calismada; 328 karaciger kanseri ve kontrol karaciger
dokular1 immunohistokimyasal olarak incelenmis olup karaciger kanser hastalarinda
HPIP ekspresyonunun belirgin sekilde ytikseldigi (>% 90'1inda) saptanmistir. HPIP
ekspresyonu esas olarak sitoplazmada gozlenmistir. Bu bilgilerin 1s18inda, HPIP’in
karaciger kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rolii olan onkogen olarak
faaliyet gosterdigi vurgulanmistir. HCC hiicrelerinde HPIP'in inhibe edilmesinin
karaciger kanseri tedavisinde etkili bir strateji olabilecegi arastirmacilar tarafindan
diistiniilmektedir. Bizde ¢alismamizda Xu ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismaya benzer
sekilde, DEN uygulayarak olusturdugumuz karaciger kanser modeli grubunda HPIP
ekspresyonunun 6zellikle hiicrelerde intrasitoplazmik yerlesimli oldugunu tespit

ettik.

DEN uygulanarak ratlarda olusturulan deneysel karaciger kanser modelinde
veya Silimarin’in karaciger koruyucu ve antikanserojenik etkilerinin HPIP
ekspresyonu iizerinden immunohistokimyasal olarak degerlendirildigi herhangi bir
literatiir verisi bulunmamaktadir. HPIP, basta karaciger kanseri olmak iizere pek ¢ok
kanser tiiriinde ekspresyonu incelenen yeni kesfedilmis bir onkogendir. HPIP’in
hiicre proliferasyonu ve transformasyonu, apoptoz, invazyon ve metastaz gibi kanser

gelisiminde anahtar rol oynayan pek ¢ok siirecteki etkileri incelenmektedir.

Immunohistokimyasal yontemlerle yiiriittiigiimiiz bu ¢alismada kontrol, sham
ve Silimarin gruplarinda HPIP immunoreaktivitesi yoniinden herhangi bir pozitif
reaksiyon gozlenmedi. DEN uygulamasimin, HPIP immun pozitif hiicre sayisinda

artiga (60.5 £+ 7.46), Silimarin uygulamasinin ise DEN grubuna kiyasla HPIP pozitif
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hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (50 + 5.45). Fakat saptanan bu
azalmanin istatistiki agidan 6nem arz etmedigi tespit edilmistir (p>0.05). HPIP’in
immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesiyle ratlarda deneysel olarak
olusturulan karaciger kanserinin gelisiminde HPIP’in roliiniin ortaya konulmasi
tasarlanmistir. Dolayistyla HPIP ekspresyonunun inhibe edilmesinin karaciger
kanserinin geriletilmesindeki etkinligi de ortaya konulabilecektir. Beklenildigi tizere
DEN uygulamasi sonucunda rat karacigerlerinde HCC olugsmustur. Bununla birlikte
apoptoz, invazyon, hiicre proliferasyonu ve transformasyonu gibi kilit siireglerde
etkili oldugu ileri siiriilen bir onkogenin de bu rat karacigerlerinde kuvvetli sekilde
ekspresse olmasi beklenmektedir. Beklenildigi {izere karaciger kanser modeli
grubunda HPIP ekspresyonunda artis gozlenmis olup, bu artis DEN uygulamasi
sonucu meydana gelen mutasyonlara atfedilmistir. Bu mutasyonlar sonucunda
onkogenler veya timdr siipresor genler gibi dnemli genlerde aktivasyonlar ya da
inhibisyonlar meydana gelmektedir. Hiicre proliferasyonunda énemli fonksiyonlar
oldugu bilinen HPIP temelde bir onkogendir. DEN’in biyoaktiflesmesi sonucu
meydana gelen mutasyonlar HPIP’in aktivasyonuna sebep olup hiicre ¢ogalmasini
tetikleyebilir. Silimarin 6nemli bir anti kanserojenik ajandir. Silimarin’in anti
kanserojenik etkisi antienflamatur, antiproliferatif, antimetastatik fonksiyonlarindan
ve apoptozu tetiklemesinden kaynaklanmaktadir. Istatistiki olarak anlamli olmasa da,
Silimarin uygulamasinin HPIP ekspresyonunda diisiise neden oldugu saptanmustir.
Bu distisiin ~ Silimarin’in ~ anti  proliferatif = kapasitesinden ileri  geldigi

distiniilmektedir.

Apoptozis, programlanmis hiicre oliimiidiir ve hiicreler kendi kendini aktif
olarak ortadan kaldirir (Glicer ve Tinaztepe 2001, Kelten 2005). Yunanca’da
“’agaclarin yapraklarin1 dokmesi’’ ifadesine karsilik gelen apoptozis terimi ilk kez
1972 yilinda Kerr tarafindan dile getirilmistir (Kaya ve ark. 2012). Gelismis
organizmalarda embriyo doneminden itibaren tiim hayat siiresince apoptotik
mekanizma ve kontrollii hiicre 6liimii yer alir (Oktem ve ark. 2001). Embriyonik
donemde organ sekillenmesi, hiicre sayisinin kontrolii, immun sistemin gelisimi (T
lenfositlerin ortadan kaldirilmasi) ve iltihabi olaylarin rezolusyonu gibi pek cok

stirecte istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in 6nemli bir olaydir (Balcan ve
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ark. 2009, Coskun ve Ozgiir 2011). Inflamasyona sebep olmaksizin hiicreler elimine

edilir (Caliskan 2000, Kelten 2005).

Diyabet, Parkinson ve Alzheimer Hastaligi, AIDS, oksidatif stres ve timor

olusumu gibi patolojik durumlar canlilarda apoptozu tetikler (Coskun ve Ozgiir 2011,

Eroz ve ark. 2012).

Apoptoz i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve
morfolojik degisim meydana gelmektedir (Giiles ve Eren 2008). Bunlar niikleusda
kromatin kondensasyonu, niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonudur. Membran
ve organel yapilar1 korunmaktadir (Kiiltiirsay ve Kayik¢ioglu 2002, Kelten 2005).
TUNEL yontemi apoptotik siirecte endonukleazlarin aktivasyonu sonucu meydana
gelen yaklagik 180-200 baz ¢iftlik DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar
(Balcan ve ark. 2009).

TUNEL yonteminin temel prensibi tek ve/veya ¢ift zincir kirikli DNA
bolgesine, isaretli niikleotitlerin girmesi veya eklenmesidir. Bu yontemin diger
yontemlere nazaran daha duyarli olmasinin sebepleri; pepsin, protein K, S1 niikleaz
ve DNA zincilerinin icine girebilen oOzellikte proteazlarla zenginlestirilmesidir.
Apoptozisteki kondanse kromatin yapilar: ve niikleer proteinlerdeki capraz baglar bu
proteazlar vasitasiyla ortaya konulmaktadir. Bu sayede pek c¢ok ydntemle
gosterilemeyecek denli kiiciik boyut ve orandaki apoptotik hiicreler tespit
edilmektedir (Yavuzer 2008). Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde ve frozen ile parafin
bloklardan hazirlanan kesitlerde programli hiicre 6liimiiniin ortaya konulmasi: bu
yontemle miimkiindiir. Hem floresan hem de 1sik mikroskobu altinda TUNEL

sonuglar1 degerlendirilmektedir (Dingel ve Kul 2016).

DEN verilerek olusturulan deneysel karaciger kanser modellerinde, DEN
uygulanan gruplarda TUNEL pozitif hiicre sayisinin olduk¢a az sayida oldugu ve
kontrol grubuna kiyasla dikkate deger oranda artis gostermedigi yapilan ¢calismalarla
ortaya konulmustur. Bu calismalarda koruyucu madde uygulanan gruplarin DEN

grubunda gozlenen oldukca az sayidaki TUNEL pozitif hiicre sayisini arttirdigi ve
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programli hiicre 6limiini tetikledigi saptanmistir (Gupta ve ark. 2013a, Zhang ve

ark. 2013, Vasquez-Garzon ve ark. 2013, Xu ve ark. 2011).

Bu c¢alismalarin aksine, DEN ile olusturulan deneysel karaciger kanser
modellerinde, kontrol gruplarina kiyasla DEN uygulanan deneme gruplarinda
TUNEL pozitif hiicre sayisinda onemli diizeyde artisin gozlendigi c¢alismalar
mevcuttur (Patial ve ark. 2015, Bharati ve ark. 2014). Bharati ve ark. (2014)
farelerde DEN uygulayarak olusturduklart karaciger kanser modeli iizerine
Azadirachta indica (Yalanci Tespih Agaci)’nin koruyucu etkilerini incelemigler.
Yapilan TUNEL boyamasi verilerine gore, DEN grubunda pozitif hiicre sayisi,
kontrol grubuna goére yliksek bulunmustur. Cekirdekte oldugu gibi sitoplazmada da
TUNEL pozitif boyanma gozlenmis olup bu sekilde boyanan hiicreler nekrotik hiicre
olarak degerlendirilmistir. Azadirachta indica uygulamasinin ise, apoptotik hiicre
sayisint DEN grubuna gore arttirdigl ortaya konmus ve sadece ¢ekirdek boyanma
gbzlenmis olup, sitoplazmada TUNEL boyanmasi saptanmamistir. Biz de
calismamizda bu ¢aligmaya benzer sekilde DEN uygulanan grupta kontrol grubuna
kiyasla TUNEL pozitif hiicre sayisinin arttigini tespit ettik. Buna ek olarak DEN
uygulanan grupta TUNEL pozitif reaksiyonun hepatositlerin ¢ekirdeginin yan1 sira

sitoplazmada da gergeklestigini gozlemledik.

Silimarin’in, apoptoz ile iliskisinin TUNEL yontemi ile degerlendirildigi bazi
kanserlerde ve karaciger hasari olusturularak yiiriitiilen calismalarda Silimarin
uygulamasinin programli hiicre 6liimiinii tetikledigi ve pro apoptotik etki gosterdigi
yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Farelerde olusturulan deneysel akciger
kanseri (Wu ve ark. 2016) ve prostat kanser modellemelerinde (Deep ve ark. 2008)
Silimarin’in apoptotik hiicre sayisini kanser gruplarina kiyasla arttirdigt TUNEL

metoduyla belirlenmistir.

Bu ¢aligmalarin aksine, Silimarin’in, apoptoz ile iliskisinin TUNEL y6ntemi
ile arastirldi@i baz1 kanser, iskemik reperfiizyon hasari, hepatotoksisite,
kardiyotoksisite ve nefrotoksisite caligmalarinda Silimarin’in TUNEL pozitif hiicre

sayisini diisiirdiigii ve anti apoptotik etki gosterdigi ortaya konulmustur. Zhao ve ark.
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(2017) CCl4 uygulamasi yaparak olusturduklari karaciger hasarinda, Avci ve ark.
(2017) Siklofosfamit (CP) uygulamasi sonucu olusturduklart kardiyotoksisite
modelinde, Dabak ve Kocaman (2015) Metotreksat (MTX) ile olusturduklari rat
nefrotoksisite modeli ¢alismasinda, Tan ve ark. (2015) farelerde olusturduklar1 I/R
hasarina karsin, S6zmen ve ark. 2014 farelerde FB; kaynakli olusturduklar1 karaciger
hasarinda ve He ve ark. (2004) da yine FB; vererek farelerde meydana getirdikleri
karaciger hasarinda Silimarin’in apoptoz lizerine olan etkilerini TUNEL metoduyla
degerlendirmisler ve Silimarin uygulamasinin bu modellemelerde artan apoptotik

hiicre sayisin1 diislirdiiglinii belirtmislerdir.

Calismamizda kontrol, sham ve silimarin gruplarinda TUNEL pozitif
reaksiyona rastlanmamistir. DEN uygulamasinin TUNEL pozitif hiicre sayisinda
artisa (51.6 £ 5.27), Silimarin uygulamasmin ise DEN grubuna kiyasla TUNEL
pozitif hiicre sayisinda artisa neden oldugu belirlenmistir (59.8 + 6.77). Fakat pozitif
hiicre sayisinda saptanan bu artisin istatistiki olarak anlamli olmadig1 saptanmigtir
(p>0.05). Yapilan c¢alismada TUNEL pozitif boyanmalara hiicrenin g¢ekirdeginde
rastlanmistir. Bazi  hiicrelerde = gozlenen sitoplazmik boyanma nekroza
yorumlanmistir. TUNEL boyamasi ile bu g¢alismada apoptotik hiicrelerin varligi
ortaya konulmustur. Apoptozun indiiklenmesi kanser tedavisinde onemlidir. Kanser
hiicrelerinin apoptoz mekanizmasindan kurtulmasmin karsinogenezis siirecinde
onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Apoptozun baskilanmasi, kanser gelisimi ve
progresyonunda itici bir giigtiir. Dolayisiyla DEN uygulamasi sonucunda meydana
gelen kanser hiicrelerinin apoptozdan kagmasi ve TUNEL pozitif hiicre sayisinin
oldukca az olmasi beklenmekteydi. Buna ragmen DEN grubunda TUNEL pozitif
hiicre sayis1 kontrol grubundaki saglikli ratlara gore oldukca artmistir. Bu artig da
HCC’de belli oranda programli hiicre 6liimiiniin olabilecegini diisiindiirmektedir.
Silimarin apoptozu tetikleyen Onemli bir anti kanserojendir. Literatlir verilerine
uyumlu olarak Silimarin, DEN grubuna kiyasla TUNEL pozitif hiicre sayisini
arttirmis ve hafif sekilde de olsa koruyucu etki gostermistir. Bu koruyucu etkinin

Silimarin’in apoptozu tetiklemesinden ileri geldigi diisiiniilmektedir.
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Sonu¢ olarak; ¢alismamizda DEN wuygulamas: ile olusturdugumuz
hepatokarsinogenezis modelinde DEN’in 20 hafta siiresince haftada 1 kez olacak
sekilde IP yolla uygulanmasinin ratlarda deneysel karaciger kanser modeli
olusturmada oldukca kullanilir bir yontem oldugu ortaya konmustur. Bunun yaninda;
onemli bir hepatoprotektif ve antikanserojenik ajan olan Silimarin’in karacigerde
verilen doz (100 mg/kg) ve uygulama seklinde (IP) kismi olarak koruyucu etki
gosterdigi, ama bu etkinin istatistiki olarak anlamli olmadig1 ortaya konmustur.
Silimarin’in ~ beklenen  karaciger koruyucu ve  antikanserojenik  etkiyi
gostermemesinin nedeninin diisiik biyoyararlanima sahip olmasi, emilim ve
¢oziinmesindeki zorluklarla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Silimarin’in daha
yiiksek etki gosterebilmesi i¢in uygulama sekli, dozu ve siiresi ile ¢ozdiiriicii madde

degisikligine ihtiya¢ oldugu aciktir.



148

5. KAYNAKLAR

Abdel-Moneim AM, Al-Kahtani MA, EI-Kersh MA, AI-Omair MA: Free Radical-
Scavenging, Anti-Inflammatory/ Anti-Fibrotic and Hepatoprotective Actions of Taurine and
Silymarin against CCl4 Induced Rat Liver Damage. PLoS One., 10 (12):1-16, 2015. doi:
10.1371/journal.pone.0144509

Abdel Salam OM, Sleem AA, Omara EA, Hassan NS: Effect of ribavirin alone or combined
with silymarin on carbon tetrachloride induced hepatic damage in rats. Drug Target Insights., 2:19-27,
2007.

Abdo W, Hirata A, Shukry M, Kamal T, Abdel-Sattar E, Mahrous E, Yanai T: Calligonum
comosum extract inhibits diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogenesis in rats. Oncol Lett., 10
(2): 716-722, 2015. doi: 10.3892/01.2015.3313.

Abdulaziz Bardi D, Halabi MF, Abdullah NA, Rouhollahi E, Hajrezaie M, Abdulla MA: In
vivo evaluation of ethanolic extract of Zingiber officinale rhizomes for its protective effect against
liver cirrhosis. Biomed Res Int., 2013:918460, 2013. doi: 10.1155/2013/918460.

Abike F, Zengeroglu S: Epitelyal Over Karsinomlarinda PCNA Ekspresyonu. Tiirk Hijyen ve
Deneysel Biyoloji Dergisi. 67 (4):173-178, 2010.

AbouZid SF, Chen SN, McAlpine JB, Friesen JB, Pauli GF: Silybum marianum pericarp
yields enhanced silymarin products. Fitoterapia., 112:136-143, 2016. doi:
10.1016/j.fitote.2016.05.012.

Adhikari M, Arora R: Nano-silymarin provides protection against y-radiation-induced
oxidative stress in cultured human embryonic kidney cells. Mutat Res Genet Toxicol Environ
Mutagen., 792:1-11, 2015. doi: 10.1016/j.mrgentox.2015.08.006.

Ahn B, Han BS, Kim DJ, Ohshima H: Immunohistochemical localization of inducible nitric
oxide synthase and 3-nitrotyrosine in rat liver tumors induced by N-nitrosodiethylamine.
Carcinogenesis., 20 (7):1337-1344, 1999.

Aiub CA, Gadermaier G, Silva 10, Felzenszwalb I, Pinto LF, Ferreira F, Eckl P: N-
nitrosodiethylamine genotoxicity evaluation: a cytochrome P450 induction study in rat hepatocytes.
Genet Mol Res., 5;10 (4):2340-2348, 2011. doi: 10.4238/2011.

Akdeniz D, Tuncer SB, Yazic1 H: Retinoblastoma (RB) gen yolagi ve kanser. Tiirk Onkoloji
Dergisi, 29(4):173-180, 2014. doi: 10.5505/tjoncol.2014.1067.

Akkiz H: Hepatoseliiler Karsinomanin Molekiiler Patogenezi. Turkiye Klinikleri J
Gastroenterohepatol-Special Topics, 7 (2):7-13, 2014.

Akoz M, Vatansev H, Giirbilek M, Akkus I, Vatansev C, Kaptanoglu B: Glutatyon S-
transferaz (GST) izoenzimlerinin ¢esitli kanser vakalarinda arastirilmasi. Genel Tip Derg, 10 (1),
2000.

Aksak Karamese S: Ostrojen Reseptérleri ile Mikrotiibiil Dinamigi Arasindaki iligskinin in-
Vivo Olarak Incelenmesi. Doktora Tezi. T.C. Atatiirk Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii, Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dali, Erzurum, 2013.

Aksit H, Bildik A: Apoptozis. YYU Vet Fak Derg, 19 (1): 55-63, 2008.



149

Ali F, Rahul, Naz F, Jyoti S, Siddique YH: Protective effect of apigenin against N-
nitrosodiethylamine (NDEA)-induced hepatotoxicity in albino rats. Mutat Res Genet Toxicol Environ
Mutagen., 767:13-20, 2014. doi: 10.1016/j.mrgentox.2014.04.006.

Aliustaoglu M: Temel Kanser Fizyopatolojisi. Klinik Gelisim, Cilt: 22 / No:3, s. 46-49, 2009.

Amaral FC, Torres N, Saggioro F, Neder L, Machado HR, Silva WA Jr, Moreira AC, Castro
M: MicroRNAs differentially expressed in ACTH-secreting pituitary tumors. J Clin Endocrinol
Metab., 94 (1):320-323, 2009. doi: 10.1210/jc.2008-1451.

Ambade A, Satishchandran A, Gyongyosi B, Lowe P, Szabo G: Adult mouse model of early
hepatocellular carcinoma promoted by alcoholic liver disease. World J Gastroenterol., 22 (16):4091-
4108, 2016. doi: 10.3748/wjg.v22.i16.4091.

Aparicio-Bautista DI, Pérez-Carredn JI, Gutiérrez-Najera N, Reyes-Grajeda JP, Arellanes-
Robledo J, Vasquez-Garzéon VR, Jiménez-Garcia MN, Villa-Trevifio S: Comparative proteomic
analysis of thiol proteins in the liver after oxidative stress induced by diethylnitrosamine. Biochim
Biophys Acta., 1834 (12):2528-2538, 2013. doi: 10.1016/j.bbapap.2013.08.005.

Arul D, Subramanian P: Inhibitory effect of naringenin (citrus flavonone) on N-
nitrosodiethylamine induced hepatocarcinogenesis in rats. Biochem Biophys Res Commun., 434
(2):203-209, 2013. doi: 10.1016/j.bbrc.2013.03.039.

Ashraf M, Abid F, Riffat S, Bashir S, Igbal J, Sarfraz M, Afzal A, Zaheer M:
RATIONALIZED AND COMPLEMENTARY FINDINGS OF SILYMARIN (MILK THISTLE) IN
PAKISTANI HEALTHY VOLUNTEERS. Acta Pol Pharm., 72 (3):607-614, 2015.

Asc1 Celik D, Aslan Kosar P, Ozcelik N: MikroRNA’lar ve Kanser ile iliskisi. S.D.U. Tip
Fak. Derg., 20 (3): 121-127, 2013.

Ata S: Biyolojik Gida ve Cevre Orneklerindeki Nitrit, Nitrat, Sekonder Amin ve
Nitrozaminler. Zonguldak Karaelmas Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, Zonguldak,
2010.

Atakisi O, Atakisi E, Ozcan A, Karapehlivan M, Kart A: Protective effect of omega-3 fatty
acids on diethylnitrosamine toxicity in rats. Eur Rev Med Pharmacol Sci., 17 (4):467-471, 2013.

Atawia RT, Mosli HH, Tadros MG, Khalifa AE, Mosli HA, Abdel-Naim AB: Modulatory
effect of silymarin on inflammatory mediators in experimentally induced benign prostatic hyperplasia:
emphasis on PTEN, HIF-1a, and NF-kB. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol., 387 (12):1131-
1140, 2014. doi: 10.1007/s00210-014-1040-y.

Atawia RT, Tadros MG, Khalifa AE, Mosli HA, Abdel-Naim AB: Role of the
phytoestrogenic, pro-apoptotic and anti-oxidative properties of silymarin in inhibiting experimental
benign prostatic hyperplasia in rats. Toxicol Lett. 219 (2):160-169, 2013. doi:
10.1016/j.toxlet.2013.03.002.

Ath K, Bozcuk AN: Telomer ve Hiicresel Yaslanma. Geriatri, 5 (3) Turkish Journal of
Geriatrics: 111-114, 2002.

Avci H, Epikmen ET, Ipek E, Tunca R, Birincioglu SS, Aksit H, Sekkin S, Akko¢ AN,
Boyacioglu M: Protective effects of silymarin and curcumin on cyclophosphamide-induced
cardiotoxicity. Exp Toxicol Pathol., 69 (5):317-327, 2017. doi: 10.1016/j.etp.2017.02.002.

Ayar A, Ozdemir M: Konya'da Satilan Beyaz Peynirlerin Nitrat ve Nitrit Igerikleri. S. U.
Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 16 (29):84-87, 2002.

Aytekin Y: Temel Histoloji. s. 380-396. Baris Kitabevi, Istanbul, 1993.



150

Aziz A, Khalig T, Khan JA, Jamil A, Majeed W, Faisal MN, Aslam B, Atta K: Ameliorative
effects of qurs-e-afsanteen on gentamicin induced hepatotoxicity and oxidative stress in rabbits. Pak.
J. Agri. Sci., 54 (1), 181-188, 2017. doi: 10.21162/PAKJAS/17.4939.

Babu LH, Perumal S, Balasubramanian MP: Myrtenal, a natural monoterpene, down-
regulates TNF-a expression and suppresses carcinogen-induced hepatocellular carcinoma in rats. Mol
Cell Biochem., 369 (1-2):183-193, 2012. doi: 10.1007/s11010-012-1381-0.

Bagci O: mikroRNA’lar (miRNA) ve Kanser. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 40
(2)105-109, 2014.

Balcan C, Arslan O, Giimiis A, Sahin M: Tunikamisinin Embriyonik ve Yenidogan Fare
Dalak Dokularma Etkisi. Kafkas Univ Vet Fak Derg, 15 (5):651-660, 2009. doi:
10.9775/kvfd.2009.064-A.

Baluchnejadmojarad T, Roghani M, Mafakheri M: Neuroprotective effect of silymarin in 6-
hydroxydopamine hemi-parkinsonian rat: involvement of estrogen receptors and oxidative stress.
Neurosci Lett., 480 (3):206-210, 2010. doi: 10.1016/j.neulet.2010.06.038.

Bektur NE: Silymarin'in asetaminofen (parasetamol) kaynakli karaciger ve bobrek toksisitesi
{izerine iyilestirici etkisi. Yiiksek Lisans Tezi. T.C. Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Eskisehir, 2012.

Ben Rahal N, Barba FJ, Barth D, Chevalot I: Supercritical CO, extraction of oil, fatty acids
and flavonolignans from milk thistle seeds: Evaluation of their antioxidant and cytotoxic activities in
Caco-2 cells. Food Chem Toxicol., 83:275-282, 2015. doi: 10.1016/j.fct.2015.07.006.

Beydogan AB, Bolkent S: The effects of silibin administration for different time periods on
mouse liver with Ehrlich ascites carcinoma. Pharmacological Reports, 68: 543-549, 2016. doi:
10.1016/j.pharep.2015.12.003.

Bharati S, Rishi P, Koul A: Azadirachta indica modulates electrical properties and type of
cell death in NDEA-induced hepatic tumors. Cell Biochem Biophys., 70 (1):383-390, 2014. doi:
10.1007/s12013-014-9923-6.

Bingiil 1, Basaran-Kiiciikgergin C, Tekkesin MS, Olga¢ V, Dogru-Abbasoglu S, Uysal M:
Effect of blueberry pretreatment on diethylnitrosamine-induced oxidative stress and liver injury in
rats. Environ Toxicol Pharmacol., 36 (2):529-538, 2013. doi: 10.1016/j.etap.2013.05.014.

Bird A: DNA methylation patterns and epigenetic memory. Genes Dev., 16 (1):6-21, 2002.
doi: 10.1101/gad.947102.

Bishayee A, Barnes KF, Bhatia D, Darvesh AS, Carroll RT. Resveratrol suppresses oxidative
stress and inflammatory response in diethylnitrosamine-initiated rat hepatocarcinogenesis. Cancer
Prev Res (Phila)., 3 (6):753-763, 2010. doi: 10.1158/1940-6207.CAPR-09-0171.

Bishayee A, Dhir N: Resveratrol-mediated chemoprevention of diethylnitrosamine-initiated
hepatocarcinogenesis: inhibition of cell proliferation and induction of apoptosis. Chem Biol Interact.,
15;179 (2-3):131-144, 2009. doi: 10.1016/j.chi.2008.11.015.

Bishayee A, Thoppil RJ, Darvesh AS, Ohanyan V, Meszaros JG, Bhatia D: Pomegranate
phytoconstituents blunt the inflammatory cascade in a chemically induced rodent model of
hepatocellular ~ carcinogenesis. J  Nutr  Biochem., 24  (1):178-187, 2013. doi:
10.1016/j.jnutbio.2012.04.009.

Bolat I, Keklikoglu N, Ince Akinci S: Telomerlerin Hiicresel Rolii. Istanbul Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 41 (4):21-26, 2007.



151

Bora G, Yurter HE: Epigenetik hastaliklar ve tedavi yaklagimlari. Hacettepe Tip Dergisi,
38:48-54, 2007.

Bosch-Barrera J, Menendez JA: Silibinin and STAT3: A natural way of targeting
transcription factors for cancer therapy. Cancer Treat Rev., 41 (6):540-546, 2015. doi:
10.1016/j.ctrv.2015.04.008.

Boyle P, Levin B: Molecular Hallmarks of Cancer, World Cancer Report. p. 190-222.
International Agency for Research on Cancer, Lyon, 2008.

Bugide S, David D, Nair A, Kannan N, Samanthapudi VS, Prabhakar J, Manavathi B:
Hematopoietic PBX-interacting protein (HPIP) is over expressed in breast infiltrative ductal
carcinoma and regulates cell adhesion and migration through modulation of focal adhesion dynamics.
Oncogene., 34 (35):4601-4612, 2015. doi: 10.1038/onc.2014.389.

Bugide S, Gonugunta VK, Penugurti V, Malisetty VL, Vadlamudi RK, Manavathi B: HPIP
promotes epithelial-mesenchymal transition and cisplatin resistance in ovarian cancer cells through
PIBK/AKT pathway activation. Cell Oncol (Dordr)., 40 (2):133-144, 2017. doi: 10.1007/s13402-016-
0308-2.

Bulum KL, Mengi A: Normal ve Fascioliasis'li Sigirlarda Serum AST, ALT, GGT, ALP
Aktiviteleri ile Total Protein, Albiimin, Total Bilirubin Diizeyleri Uzerine Arastirmalar. Istanbul Univ.
Vet. Fak. Derg., 26 (2), 311-324, 2000. (AAA 4)

Burt AD, Portmann BC, Ferrell LD: MacSween's Pathology of the Liver. 6" edition, p. 761-
851. Churchill Livingstone Elsevier, Edinburgh, 2012.

Cabadak H: Hiicre Siklusu ve Kanser. ADU Tip Fakiiltesi Dergisi, 9 (3):51-61, 2008.

Calin GA, Ferracin M, Cimmino A, Di Leva G, Shimizu M, Wojcik SE, lorio MV, Visone R,
Sever NI, Fabbri M, luliano R, Palumbo T, Pichiorri F, Roldo C, Garzon R, Sevignani C, Rassenti L,
Alder H, Volinia S, Liu CG, Kipps TJ, Negrini M, Croce CM: A MicroRNA signature associated with
prognosis and progression in chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med., 353 (17):1793-1801,
2005. doi: 10.1056/NEJM0a050995.

Cassidy J, Bissett D, Obe RAJS: Oxford Handbook of Oncology. 1% Edition, p. 12-36.
Oxford University Press, New York, 2002.

Chen B, Zhao J, Zhang S, Zhang Y, Huang Z: HPIP promotes gastric cancer cell proliferation
through activation of cap-dependent translation. Oncol Rep., 36 (6):3664-3672, 2016. doi:
10.3892/0r.2016.5157.

Cimmino A, Calin GA, Fabbri M, lorio MV, Ferracin M, Shimizu M, Wojcik SE, Ageilan
RI, Zupo S, Dono M, Rassenti L, Alder H, Volinia S, Liu CG, Kipps TJ, Negrini M, Croce CM: miR-
15 and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2. Proc Natl Acad Sci U S A., 102 (39):13944-
13949, 2005. doi: 10.1073/pnas.0506654102.

Cinel I, Oral U: Peroksinitrit ve Myokardium. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi,
2:163-168, 2000.

Coskun G, Ozgiir H: Apoptoz ve Nekrozun Molekiiler Mekanizmasi. Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltes Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 20 (3): 145-158, 2011.

Csupor D, Csorba A, Hohmann J: Recent advances in the analysis of flavonolignans of
Silybum marianum. J Pharm Biomed Anal., 130:301-317, 2016. doi: 10.1016/j.jpba.2016.05.034.



152

Cui LM, Zhang K, DJ Ma, Liu SP, Zhang XW: Protein expression under sustained activation
of signal transducer and activator of transcription-3 in diethylnitrosamine-induced rat liver
carcinogenesis. Oncol Lett., 8 (2): 608-614, 2014. doi: 10.3892/01.2014.2194.

Caliskan M: Apoptosis: Programlanmis Hiicre Oliimleri. Turk J Zool, 24 (Ek Say1): 31-35,
2000.

Cavusoglu H, Yegen BC: Tibbi Fizyoloji. 11.Baski, s. 859-864. Nobel Tip Kitabevi, Istanbul,
2007.

Cefle K: Kanser Genetigi. Klinik Gelisim, Cilt: 22 / No:3, s. 50-59, 2009.
Cefle K: P53 Tiimér Siipresor Geni. Ist. Tip Fak. Mecmuas1 66:2,121-126, 2003.

Cetinkaya M, Aksoy F, Adsan 0, Giinge S, Ulusoy E, Kosan M, Memis A: Mesane
Timoriiniin Yiizeysel ve Derin Tabakalarinda PCNA Ekspresyonu Farki. Ankara Patoloji Biilteni, 15
(1):22-24, 1998.

Coban AY, Durupinar B: Nitrik Oksit ve DNA Hasar1. Mikrobiyol Biilt, 35:497-504, 2001.

Cobanoglu S: Deneysel Ateroskleroz Olusturulmus Siganlarda L-argininin TAS, TOS ve
Oksidatif Stres Indeksine Etkisi. Yiiksek Lisans Tezi. T.C. Trakya Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Programi, Edirne, 2011.

Dabak DO, Kocaman N: Effects of silymarin on methotrexate-induced nephrotoxicity in rats.
Ren Fail., 37 (4):734-739, 2015. doi: 10.3109/0886022X.2015.1012984.

Dai ZJ, Wu WY, Kang HF, Ma XB, Zhang SQ, Min WL, Kang WF, Ma XB, Zhang SQ, Min
WL, Lu WF, Lin S, Wang XJ: Protective effects of Scutellaria barbata against rat liver tumorigenesis.
Asian Pac J Cancer Prev., 14 (1):261-265, 2013.

David M, Kartheek RM: In vivo studies on hepato-renal impairments in freshwater fish
Cyprinus carpio following exposure to sublethal concentrations of sodium cyanide. Environ Sci Pollut
Res Int., 23 (1):722-733, 2016. doi: 10.1007/s11356-015-5286-9.

de Guadalupe Chavez-Lopez M, Pérez-Carredn JI, Zuiiga-Garcia V, Diaz-Chavez J, Herrera
LA, Caro-Sanchez CH, Acufa-Macias I, Gariglio P, Hernandez-Gallegos E, Chiliquinga AJ, Camacho
J. Astemizole-based anticancer therapy for hepatocellular carcinoma (HCC), and Eagl channels as
potential early-stage markers of HCC. Tumour Biol., 36 (8):6149-6158, 2015. doi: 10.1007/s13277-
015-3299-0.

Deep G, Raina K, Singh RP, Oberlies NH, Kroll DJ, Agarwal R: Isosilibinin inhibits
advanced human prostate cancer growth in athymic nude mice: comparison with silymarin and
silibinin. Int J Cancer., 123 (12):2750-2758, 2008. doi: 10.1002/ijc.23879.

Devi PU: Basics of Carcinogenesis. Health Administrator VVol: XVII, Number 1: 16-24,pg,
2005.

Dikmen G, Dogan P: Telomeraz ve Kanser. T Klin Tip Bilimleri, 23:334-341, 2003.

Dingel GC, Kul O: Patolojik Apoptozis ve Tan1 Yéntemleri. Giimiishane Universitesi Saglik
Bilimleri Dergisi / Glimiishane University Journal of Health Sciences, 5 (1): 86-108, 2016.

Domitrovi¢ R, Jakovac H, Blagojevi¢ G: Hepatoprotective activity of berberine is mediated
by inhibition of TNF-a, COX-2, and iNOS expression in CCI(4)-intoxicated mice. Toxicology., 280
(1-2):33-43, 2011. doi: 10.1016/j.tox.2010.11.005.



153

Dogan AL, Gii¢ D: Sinyal iletimi mekanizmalar ve kanser. Hacettepe T1p Dergisi, 35:34-42,
2004.

Dogan R, Aktas RG: Epigenetik Mekanizmalar ve Hepatoselliiler Karsinoma. Maltepe Tip
Dergisi, 8 (3):029-035, 2016.

Ebrahimpour Koujan S, Gargari BP, Mobasseri M, Valizadeh H, Asghari-Jafarabadi M:
Effects of Silypbum marianum (L.) Gaertn. (silymarin) extract supplementation on antioxidant status
and hs-CRP in patients with type 2 diabetes mellitus: a randomized, triple-blind, placebo-controlled
clinical trial. Phytomedicine., 22 (2):290-296, 2015. doi: 10.1016/j.phymed.2014.12.010.

Ekici K, Alisarli M, Sancak YC: Peynir Cesitlerinde Nitrit ve Nitrozaminler. Y.Y.U.
Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 19 (2):71-72, 2008.

Ekmekgi A, Konag E, Onen HI: Gen Polimorfizmi ve Kansere Yatkinlik. Marmara Medical
Journal, 21(3);282-295, 2008.

Ekmek¢i PK, Anadolu R, Erdem C: P53 Geni ve Dermatolojideki Onemi. T Klin
Dermatoloji, 10:163-168, 2000.

El-Lakkany NM, El-Maadawy WH, Seif EI-Din SH, Hammam OA, Mohamed SH, Ezzat
SM, Safar MM, Saleh S: Rosmarinic acid attenuates hepatic fibrogenesis via suppression of hepatic
stellate cell activation/proliferation and induction of apoptosis. Asian Pac J Trop Med., 10 (5):444-
453, 2017. doi: 10.1016/j.apjtm.2017.05.012.

El Mesallamy HO, Metwally NS, Soliman MS, Ahmed KA, Abdel Moaty MM: The
chemopreventive effect of Ginkgo biloba and Silybum marianum extracts on hepatocarcinogenesis in
rats. Cancer Cell Int., 11 (1):38, 2011. doi: 10.1186/1475-2867-11-38.

El-Shahat M, EI-Abd S, Alkafafy M, EI-Khatib G: Potential chemoprevention of
diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogenesis in rats: myrrh (Commiphora molmol) vs. turmeric
(Curcuma longa). Acta Histochem., 114 (5):421-428, 2012. doi: 10.1016/j.acthis.2011.08.002.

El Sherif F, Khattab S, Ibrahim AK, Ahmed SA: Improved silymarin content in elicited
multiple shoot cultures of Silybum marianum. L. Physiol Mol Biol Plants., 19 (1):127-136, 2013. doi:
10.1007/s12298-012-0141-7.

Eo HJ, Park GH, Song HM, Lee JW, Kim MK, Lee MH, Lee JR, Koo JS, Jeong JB:
Silymarin induces cyclin D1 proteasomal degradation via its phosphorylation of threonine-286 in
human  colorectal  cancer  cells. Int  Immunopharmacol., (1):1-6, 2015.  doi:
10.1016/j.intimp.2014.11.009.

Eren E: Hepatoseliiler Karsinomada MDM2 Gen Polimorfizmleri. Yiksek Lisans Tezi,
Ankara Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisii, Ankara, 2006.

Erer H, Kiran MM: Veteriner Onkoloji. Damla Ofset A.S., 4.basim, s. 1-44, Konya, 2009.

Ergiin L: Histoloji Atlast. 1.baski, s. 83-85. Fenomen Yayncilik, Ankara, 2012.
Eroschenko VP: diFiore’s Atlas of Histology with Functional Correlations. 11" Edition, p.
313-332. Wolters Kluwer Health-Lippincott Williams & Wilkins,Baltimore-Philadelphia, 2008.

Eroz R, Karatas A, Alko¢ OA, Baltact D, Oktay M, Colakoglu S: Apoptozis Hakkinda
Bilinenler (Literatiir Taramas1). Diizce Tip Dergisi, 14 (2): 87-101, 2012.

Evren E, Yurtcu E: In vitro effects on biofilm viability and antibacterial and antiadherent
activities of silymarin. Folia Microbiol (Praha)., 60 (4):351-356, 2015. doi: 10.1007/s12223-015-
0399-6.



154

Faedmaleki F, Shirazi FH, Ejtemaeimehr S, Anjarani S, Salarian AA, Ahmadi Ashtiani H,
Rastegar H: Study of Silymarin and Vitamin E Protective Effects on Silver Nanoparticle Toxicity on
Mice Liver Primary Cell Culture. Acta Med Iran., 54 (2):85-95, 2016.

Fan L, Ma Y, Liu Y, Zheng D, Huang G: Silymarin induces cell cycle arrest and apoptosis in
ovarian cancer cells. Eur J Pharmacol., 743:79-88, 2014. doi: 10.1016/j.ejphar.2014.09.019.

Fan X, He C, Jing W, Zhou X, Chen R, Cao L, Zhu M, Jia R, Wang H, Guo Y, Zhao J:
Intracellular Osteopontin inhibits toll-like receptor signaling and impedes liver carcinogenesis. Cancer
Res., 75 (1):86-97, 2015. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-14-0615.

Feng L, Mao W, Zhang J, Liu X, Jiao Y, Zhao X, Wang X, Zhang D, Cai D, Wang Y:
Pharmacokinetic variations of tetramethylpyrazine phosphate after oral administration in hepatic
precancerous mice and its hepatoprotective effects. Drug Dev Ind Pharm., 40 (1):1-8, 2014. doi:
10.3109/03639045.2012.756513.

Feng Y, Li L, Zhang X, Zhang Y, Liang Y, Lv J, Fan Z, Guo J, Hong T, Ji B, Ji Q, Mei G,
Ding L, Zhang S, Xu X, Ye Q: Hematopoietic pre-B cell leukemia transcription factor interacting
protein is overexpressed in gastric cancer and promotes gastric cancer cell proliferation, migration,
and invasion. Cancer Sci., 106 (10):1313-1322, 2015. doi: 10.1111/cas.12754.

Feng Y, Xu X, Zhang Y, Ding J, Wang Y, Zhang X, Wu Z, Kang L, Liang Y, Zhou L, Song
S, Zhao K, Ye Q: HPIP is upregulated in colorectal cancer and regulates colorectal cancer cell
proliferation, apoptosis and invasion. Sci Rep., 5:9429, 2015. doi: 10.1038/srep09429.

Ferrell LD, Kakar S: Consultant Pathology Volume 4 Liver Pathology. 1% Edition, p. 343-
515. Demos Medical, New York, 2011.

Fletcher CDM: Diagnostic Histopathology of Tumors. 4™ Edition/Volume 1, p. 477-530.
Elsevier Saunder, Philadelphia, 2013 (DV 4)

Fujise Y, Okano J, Nagahara T, Abe R, Imamoto R, Murawaki Y: Preventive effect of
caffeine and curcumin on hepato-carcinogenesis in diethylnitrosamine-induced rats. Int J Oncol., 40
(6):1779-1788, 2012. doi: 10.3892/ij0.2012.1343.

Gartner LP, Hiatt JL: Color Atlas and Text of Histology. 7" Edition, p.357-379. Wolters
Kluwer Health-Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore-Philadelphia, 2014.

Gandara L, Sandes E, Di Venosa G, Prack Mc Cormick B, Rodriguez L, Mamone L, Batlle
A, Eijan AM, Casas A: The natural flavonoid silybin improves the response to Photodynamic Therapy
of bladder cancer cells. J Photochem Photobiol B., 133:55-64, 2014. doi:
10.1016/j.jphotobiol.2014.03.006.

Geller SA, Petrowic LM: Biopsy Interpretation of the Liver. 2" Edition, p.319-368.
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, 20009.

Ghosh D, Choudhury ST, Ghosh S, Mandal AK, Sarkar S, Ghosh A, Saha KD, Das N:
Nanocapsulated curcumin: oral chemopreventive formulation against diethylnitrosamine induced
hepatocellular carcinoma in rat. Chem Biol Interact., 5;195 (3):206-214, 2012. doi:
10.1016/j.cbi.2011.12.004.

Giacinti C, Giordano A: RB and cell cycle progression. Oncogene., 25 (38):5220-5227, 2006.
doi: 10.1038/sj.0nc.1209615.

Giono LE, Manfredi JJ: The p53 tumor suppressor participates in multiple cell cycle
checkpoints. J Cell Physiol., 209 (1):13-20, 2006. doi: 10.1002/jcp.20689



155

Gironella M, Seux M, Xie MJ, Cano C, Tomasini R, Gommeaux J, Garcia S, Nowak J,
Yeung ML, Jeang KT, Chaix A, Fazli L, Motoo Y, Wang Q, Rocchi P, Russo A, Gleave M, Dagorn
JC, Tovanna JL, Carrier A, Pébusque MJ, Dusetti NJ: Tumor protein 53-induced nuclear protein 1
expression is repressed by miR-155, and its restoration inhibits pancreatic tumor development. Proc
Natl Acad Sci U S A., 104 (41):16170-16175, 2007. doi: 10.1073/pnas.0703942104

Gopalakrishnan R, Sundaram J, Sattu K, Pandi A, Thiruvengadam D: Dietary
supplementation of silymarin is associated with decreased cell proliferation, increased apoptosis, and
activation of detoxification system in hepatocellular carcinoma. Mol Cell Biochem., 377(1-2):163-
176, 2013. doi: 10.1007/s11010-013-1582-1.

Goksoy E, Kapan M: Karacigerin Metastatik Tiimorleri. 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Siirekli Tip Egitimi Etkinlikleri, Hepato-Bilier Sistem ve Hastaliklari, Sempozyum Dizisi No:28, s.
183-190, 2002.

Goriiroglu Oztiirk O: Matriks Metalloproteinaz Enzim Ailesi. Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 22 (2):209-220, 2013.

Gu HR, Park SC, Choi SJ, Lee JC, Kim YC, Han CJ, Kim J, Yang KY, Kim YJ, Noh GY, No
SH, Jeong JH: Combined treatment with silibinin and either sorafenib or gefitinib enhances their
growth-inhibiting effects in hepatocellular carcinoma cells. Clin Mol Hepatol., 21 (1):49-59, 2015.
doi: 10.3350/cmh.2015.21.1.49.

Gupta P, Bansal MP, Koul A: Evaluating the effect of lycopene from Lycopersicum
esculentum on apoptosis during NDEA induced hepatocarcinogenesis. Biochem Biophys Res
Commun., 434 (3):479-485, 2013a. doi: 10.1016/j.bbrc.2013.03.099.

Gupta P, Bansal MP, Koul A: Lycopene modulates initiation of N-nitrosodiethylamine
induced hepatocarcinogenesis: studies on chromosomal abnormalities, membrane fluidity and
antioxidant  defense system. Chem Biol Interact., 206 (2):364-374, 2013b. doi:
10.1016/j.cbi.2013.10.010.

Giicer S, Tinaztepe K: Bobrek hastaliklarinda apoptozisin rolil. Hacettepe Tip Dergisi, 32
(2):160-168, 2001.

Giiles O, Eren U: Apoptozun Belirlenmesinde Kullamlan Yéntemler. Y.Y.U. Veteriner
Fakiiltesi Dergisi, 2:73-78, 2008.

Giiltekin N, Karaoglu K, Kiiciikates E: Hiicrede apoptoz ve sagkalim mekanizmalarimin
kesfedilmesi ve yeni potansiyel tedavi stratejileri. Tiirk Kardiyol Dern Ars - Arch Turk Soc Cardiol
36(2):120-130, 2008.

Giineri Yildiz M, Aras S, Cansaran Duman D: Telomerlerin Yaslanma ve Kanser
Iliskisindeki Rolii. Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, 66 (4): 187-195, 2009.

Giingdér OF, Unal N: Epigenetik ve Genomik Baskilanma. Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg.,
55 (2) 73-81, 2015.

Giirel C, Nursal AF, Yigit S: Epigenetik ve Kanser. Turkiye Klinikleri J Radiat Oncol-
Special Topics, 2 (1), 2016.

Giizelgiil F, Aksoy K: Telomeraz Enziminin Tant ve Tedavide Kullanim Alani. Cukurova
Universitesi T1ip Fakiiltesi Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, Cilt: 20 Say1: 2 16: 69-88, 2010.

Haddadi R, Nayebi AM, Farajniya S, Brooshghalan SE, Sharifi H: Silymarin improved 6-
OHDA-induced motor impairment in hemi-parkisonian rats: behavioral and molecular study. Daru.,
22:38, 2014. doi: 10.1186/2008-2231-22-38.



156

Hamilton SR, Aaltonen LA: World Health Organization Classification of Tumours,
Pathology and Genetics of Tumours of the Digestive System. IARCPress, p. 157-202, Lyon, 2000.

Hasanein P, Ghafari-Vahed M, Khodadadi I: Effects of isoquinoline alkaloid berberine on
lipid peroxidation, antioxidant defense system, and liver damage induced by lead acetate in rats.
Redox Rep., 22 (1):42-50, 2017. doi: 10.1080/13510002.2016.1140406.

Hassani FV, Rezaee R, Sazegara H, Hashemzaei M, Shirani K, Karimi G: Effects of
silymarin on neuropathic pain and formalin-induced nociception in mice. Iran J Basic Med Sci., 18
(7):715-720, 2015.

Hayashita Y, Osada H, Tatematsu Y, Yamada H, Yanagisawa K, Tomida S, Yatabe Y,
Kawahara K, Sekido Y, Takahashi T: A polycistronic microRNA cluster, miR-17-92, is
overexpressed in human lung cancers and enhances cell proliferation. Cancer Res., 65 (21):9628-
9632, 2005. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-05-2352.

He Q, Kim J, Sharma RP: Silymarin protects against liver damage in BALB/c mice exposed
to fumonisin B1 despite increasing accumulation of free sphingoid bases. Toxicol Sci., 80 (2):335-
342, 2004. doi: 10.1093/toxsci/kfh148.

Hirayama K, Oshima H, Yamashita A, Sakatani K, Yoshino A, Katayama Y:
Neuroprotective effects of silymarin on ischemia-induced delayed neuronal cell death in rat
hippocampus. Brain Res., 1646:297-303, 2016. doi: 10.1016/j.brainres.2016.06.018.

Hussain T, Siddiqui HH, Fareed S, Vijayakumar M, Rao CV: Evaluation of chemopreventive
effect of Fumaria indica against N-nitrosodiethylamine and CCl4-induced hepatocellular carcinoma in
Wistar rats. Asian Pac J Trop Med., 5 (8):623-629, 2012. doi: 10.1016/S1995-7645(12)60128-X.

Ichikawa K, Tagawa Y, Kawai M, Asamoto M, Shirai T:. Promoting Effects of
Streptozotocin-induced Diabetes on Induction of Hepatic Preneoplastic Lesions by Diethylnitrosamine
in Rats. J Toxicol Pathol., 23 (3):125-131, 2010. doi: 10.1293/tox.23.125.

ljaz A, Javed I, Aslam B, Khan JA, Khalig T, Rahman Z, Khan MZ, Igbal Z, Naecem MA,
Ashraf MM: Nephroprotective and Antioxidant Effects of Moringa Oleifera (Sohanjna) in
Paracetamol Induced Nephrotoxic Albino Rabbits. Pak Vet J, 36 (3): 292-296, 2016.

Imamoto R, Okano JI, Sawada S, Fujise Y, Abe R, Murawaki Y: Null anticarcinogenic effect
of silymarin on diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogenesis in rats. Exp Ther Med., 7 (1):31-38,
2014. doi: 10.3892/etm.2013.1391.

Impellizzeri D, Bruschetta G, Ahmad A, Crupi R, Siracusa R, Di Paola R, Paterniti I,
Prosdocimi M, Esposito E, Cuzzocrea S: Effects of palmitoylethanolamide and silymarin combination
treatment in an animal model of kidney ischemia and reperfusion. Eur J Pharmacol., 762:136-149,
2015. doi: 10.1016/j.ejphar.2015.05.010.

lorio MV, Ferracin M, Liu CG, Veronese A, Spizzo R, Sabbioni S, Magri E, Pedriali M,
Fabbri M, Campiglio M, Ménard S, Palazzo JP, Rosenberg A, Musiani P, Volinia S, Nenci I, Calin
GA, Querzoli P, Negrini M, Croce CM: MicroRNA gene expression deregulation in human breast
cancer. Cancer Res., 65 (16):7065-7070, 2005.

Izmirli M: Epigenetik Mekanizmalar ve Kanser Tedavisinde Epigenetik Yaklagimlar. Van
Tip Dergisi, 20 (1): 48-51, 2013.

Javed S, Khan JA, Khalig T, Javed |, Abbas RZ: Experimental Evaluation of
Nephroprotective Potential of Calotropis procera (Ait) Flowers against Gentamicin-Induced Toxicity
in Albino Rabbits. Pakistan Veterinary Journal., 35 (2), 222-226, 2015.



157

Jayakumar S, Madankumar A, Asokkumar S, Raghunandhakumar S, Gokula dhas K,
Kamaraj S, Divya MG, Devaki T: Potential preventive effect of carvacrol against diethylnitrosamine-
induced hepatocellular carcinoma in rats. Mol Cell Biochem., 360 (1-2):51-60, 2012. doi:
10.1007/s11010-011-1043-7.

Jo W, Yu ES, Chang M, Park HK, Choi HJ, Ryu JE, Jang S, Lee HJ, Jang JJ, Son WC:
Metformin inhibits early stage diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogenesis in rats. Mol Med
Rep., 13 (1):146-152, 2016. doi: 10.3892/mmr.2015.4513.

Johnson SM, Grosshans H, Shingara J, Byrom M, Jarvis R, Cheng A, Labourier E, Reinert
KL, Brown D, Slack FJ: RAS is regulated by the let-7 microRNA family. Cell., 120 (5):635-647,
2005. doi: 10.1016/j.cell.2005.01.014

Jones AP, Baylin BS: The fundamental role of epigenetic events in cancer. Nature Rev
Genet, 3:415-418, 2002.

Joshi R, Garabadu D, Teja GR, Krishnamurthy S: Silibinin ameliorates LPS-induced memory
deficits in experimental animals. Neurobiol Learn Mem., 116:117-131, 2014. doi:
10.1016/j.nIm.2014.09.006.

Kadasa NM, Abdallah H, Afifi M, Gowayed S: Hepatoprotective effects of curcumin against
diethyl nitrosamine induced hepatotoxicity in albino rats. Asian Pac J Cancer Prev., 16 (1):103-108,
2015.

Kadir FA, Kassim NM, Abdulla MA, Kamalidehghan B, Ahmadipour F, Yehye WA: PASS-
predicted hepatoprotective activity of Caesalpinia sappan in thioacetamide-induced liver fibrosis in
rats. Scientific World Journal., 2014:301879, 2014. doi: 10.1155/2014/301879.

Karagiin BS, Antmen B, Sasmaz I, Kiling Y: Mikro RNA ve Kanser. Tiirk Klinik Biyokimya
Derg, 12 (1): 45-56, 2014.

Karahan S, Cavusoglu K, Atmaca HT, Yal¢in E: Albino Farelerde Iyonlas:tlrlm Radyasyonun
Hepatosit Morfolojisi ve Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) Ekspresyonu Uzerindeki Etkileri.
Erciyes Univ Vet Fak Derg, 5 (2):61-66, 2008.

Karamese M, Aksak S, Gundogdu OB, Unal B: A new hypothesis about hematopoietic Pbx-
interaction protein (HPIP): can it be a key factor in neurodegeneration in the post-menopausal period?
Med Hypotheses., 81 (3):470-476, 2013. doi: 10.1016/j.mehy.2013.06.013.

Karayel F, Pakis I, Akcay Turan A, Oz B, Celik S: Akcigerde sigaraya bagli patolojik
degisimler, MMP-9 ve TIMP-1 ekpsresyonlarinin degerlendirilmesi. Tiiberkiiloz ve Toraks Dergisi,
57 (2):129-135, 2009.

Kaur G, Athar M, Alam MS: Dietary supplementation of silymarin protects against
chemically induced nephrotoxicity, inflammation and renal tumor promotion response. Invest New
Drugs., 28 (5):703-713, 2010. doi: 10.1007/s10637-009-9289-6.

Kaviarasan S, Sundarapandiyan R, Anuradha CV: Protective action of fenugreek (Trigonella
foenum graecum) seed polyphenols against alcohol-induced protein and lipid damage in rat liver. Cell
Biol Toxicol., 24 (5):391-400, 2008. doi: 10.1007/s10565-007-9050-x.

Kawaguchi-Suzuki M, Frye RF, Zhu HJ, Brinda BJ, Chavin KD, Bernstein HJ, Markowitz
JS: The effects of milk thistle (Silybum marianum) on human cytochrome P450 activity. Drug Metab
Dispos., 42 (10):1611-1616, 2014. doi: 10.1124/dmd.114.057232.

Kaya C, Caliskan Y, Yonden Z: Apoptozis. Mustafa Kemal Univ. Tip Derg, 3 (11), 2012.

Kaya S, Eskiocak S, Tezel HA, Soylu AR, Umit HC, Ozdemir S, Tiirkyilmaz Z: Kolorektal
Kanserli Olgularda Oksidatif ve Nitrozatif Stres. Tiirk Klinik Biyokimya Derg, 10 (2): 57-63, 2012.



158

Kayali R, Cakatay U: Protein Oksidasyonunun Ana Mekanizmalari. Cerrahpasa Tip Dergisi,
35 (2), 83-89, 2004.

Kazazis CE, Evangelopoulos AA, Kollas A, Vallianou NG: The therapeutic potential of milk
thistle in diabetes. Rev Diabet Stud., 11 (2):167-174, 2014. doi: 10.1900/RDS.2014.11.167.

Kelten B: Bir Safra Asidi Olan Tauroursodeoxycholic Acid’in Noroprotektif Etkilerinin
Deneysel Spinal Kord Travmasi Modelinde Incelenmesi. Uzmanlik Tezi. T.C. Saglik Bakanligi
Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi Klinigi, Istanbul, 2005.

Keshavarz Afshar R, Chaichi MR, Ansari Jovini M, Jahanzad E, Hashemi M: Accumulation
of silymarin in milk thistle seeds under drought stress. Planta., 242 (3):539-543, 2015. doi:
10.1007/s00425-015-2265-9.

Khan MS, Devaraj H, Devaraj N: Chrysin abrogates early hepatocarcinogenesis and induces
apoptosis in N-nitrosodiethylamine-induced preneoplastic nodules in rats. Toxicol Appl Pharmacol.,
251(1):85-94, 2011. doi: 10.1016/j.taap.2010.12.004.

Khan MS, Halagowder D, Devaraj SN: Methylated chrysin, a dimethoxy flavone, partially
suppresses the development of liver preneoplastic lesions induced by N-nitrosodiethylamine in rats.
Food Chem Toxicol. 49 (1):173-178, 2011. doi: 10.1016/j.fct.2010.10.013.

Khan MS, Halagowder D, Devaraj SN: Methylated chrysin induces co-ordinated attenuation
of the canonical Wnt and NF-kB signaling pathway and upregulates apoptotic gene expression in the
early hepatocarcinogenesis rat model. Chem Biol Interact.,, 193 (1):12-21, 2011. doi:
10.1016/j.chi.2011.04.007.

Khezri HD, Salehifar E, Kosaryan M, Aliasgharian A, Jalali H, Amree AH: Potential Effects
of Silymarin and Its Flavonolignan Components in Patients with g-Thalassemia Major: A
Comprehensive Review in 2015. Advances in Pharmacological Sciences, 1-8, 2016. doi:
10.1155/2016/3046373.

Khoshnoodi M, Fakhraei N, Dehpour AR: Possible involvement of nitric oxide in
antidepressant-like effect of silymarin in male mice. Pharm Biol., 53 (5):739-745, 2015. doi:
10.3109/13880209.2014.942787.

Kim H, Hong MK, Choi H, Moon HS, Lee HJ: Chemopreventive effects of korean red
ginseng extract on rat hepatocarcinogenesis. J Cancer., 1;6 (1):1-8, 2015. doi: 10.7150/jca.10353.

Kim SH, Kim KY, Yu SN, Park SK, Choi HD, Ji JH, Ahn SC: Autophagy inhibition
enhances silibinin-induced apoptosis by regulating reactive oxygen species production in human
prostate cancer PC-3 cells. Biochem Biophys Res Commun., 468 (1-2):151-156, 2015. doi:
10.1016/j.bbrc.2015.10.143.

Kim SH, Oh DS, Oh JY, Son TG, Yuk DY, Jung YS: Silymarin Prevents Restraint Stress-
Induced Acute Liver Injury by Ameliorating Oxidative Stress and Reducing Inflammatory Response.
Molecules. 21 (4):443, 2016. doi: 10.3390/molecules21040443.

Kluiver J, Poppema S, de Jong D, Blokzijl T, Harms G, Jacobs S, Kroesen BJ, van den Berg
A: BIC and miR-155 are highly expressed in Hodgkin, primary mediastinal and diffuse large B cell
lymphomas. J Pathol, 207 (2):243-249, 2005. doi: 10.1002/path.1825

Kog¢ A: RAW 264.7 MAKROFAJ HUUCRELERINDE NiTRIK OKSIT SENTEZi UZERINE
L-KARNITININ ETKISI. Doktora Tezi. T.C. Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara,
2011.



159

Kogak N, Yildirim IH, Yildirim SC: p53 ve p53 gen ailesi iiyeleri olan p63 ve p73’iin
hiicresel islevleri. Dicle Tip Dergisi, 38 (4): 530-535, 2011. doi:
10.5798/diclemedj.0921.2011.04.0083.

Kogarslan A, Kogarslan S, Aydin MS, Gunay S, Karahan MA, Taskin A, Ustunel M, Aksoy
N: Intraperitoneal Administration of Silymarin Protects End Organs from Multivisceral
Ischemia/Reperfusion Injury in a Rat Model. Braz J Cardiovasc Surg., 31 (6):434-439, 2016. doi:
10.5935/1678-9741.20160072.

Kolkesen Sahin O, Cina Aksoy M, Uz E, Dagdeviren BH: Deneysel sigara modelinde
resveratroliin total oksidan/antioksidan kapasite iizerine etkilerinin arastirilmas1. SDU Saglik Bilimleri
Derqgisi, 6 (1), 10-14, 2015.

Krajka-Kuzniak V, Szaefer H, Ignatowicz E, Adamska T, Markowski J, Baer-Dubowska W:
Influence of Cloudy Apple Juice On N-Nitrosodiethylamine- Induced Liver Injury And Phases I And
I1 Biotransformation Enzymes In Rat Liver. Acta Pol Pharm., 72 (2):267-276, 2015.

Krause WJ: Krause's Essential Human Histology For Medical Students. 3™ Edition, p. 192-
197. Universal-Publishers, California, 2005.

Kren V, Walterova D: Silybin and silymarin--new effects and applications. Biomed Pap Med
Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub., 149 (1):29-41, 2005.

Kujawska M, Ignatowicz E, Ewertowska M, Markowski J, Jodynis-Liebert J: Cloudy apple
juice protects against chemical-induced oxidative stress in rat. Eur J Nutr., 50 (1):53-60, 2011. doi:
10.1007/s00394-010-0114-y.

Kumar AK, Vijayalakshmi K: Protective effect of Punica granatum peel and Vitis vinifera
seeds on DEN-induced oxidative stress and hepatocellular damage in rats. Appl Biochem Biotechnol.,
175 (1):410-420, 2015. doi: 10.1007/s12010-014-1276-5.

Kumar V, Abbas AK, Aster JC: Robbins Basic Pathology. 9™ Edition, p. 161-214. Elsevier
Saunders, Philadelphia, 2013.

Kiiltirsay H, Kayik¢ioglu M: Apoptozis ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar. Anadolu Kardiyol
Derg, 4, 323-329, 2002.

Lee LMJ: Lippincott's Pocket Histology. 1% Edition, p. 152-154 Lippincott Williams &
Wilkins, Baltimore, 2014.

Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V: The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes 151
small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, 75:843-854, 1993.

Lee Y, Chun HJ, Lee KM, Jung YS, Lee J: Silibinin suppresses astroglial activation in a
mouse model of acute Parkinson's disease by modulating the ERK and JNK signaling pathways. Brain
Res., ;1627:233-242, 2015. doi: 10.1016/j.brainres.2015.09.029.

Liang Z, Yang Y, Wang H, Yi W, Yan X, Yan J, Li Y, Feng Y, Yu S, Yang J, Jin Z, Duan
W, Chen W: Inhibition of SIRT1 signaling sensitizes the antitumor activity of silybin against human
lung adenocarcinoma cells in vitro and in vivo. Mol Cancer Ther., 13 (7):1860-1872, 2014. doi:
10.1158/1535-7163.MCT-13-0942.

Lin PY, Yu SL, Yang PC: MicroRNA in lung cancer. British Journal of Cancer, 103:1144-
1148, 2010.

Linza A, Wills PJ, Ansil PN, Prabha SP, Nitha A, Latha B, Sheeba KO, Latha MS: Dose-
response effects of Elephantopus scaber methanolic extract on N-nitrosodiethylamine-induced
hepatotoxicity in rats. Chin J Nat Med., 11 (4):362-370, 2013. doi: 10.1016/S1875-5364(13)60053-9.



160

Liu WH, Ren LN, Wang X, Wang T, Zhang N, Gao Y, Luo H, Navarro-Alvarez N, Tang LJ:
Combination of exosomes and circulating microRNAs may serve as a promising tumor marker
complementary to alpha-fetoprotein for early-stage hepatocellular carcinoma diagnosis in rats. J
Cancer Res Clin Oncol., 141 (10):1767-1778, 2015. doi: 10.1007/s00432-015-1943-0.

Longo DL: Harrison's Hematology and Oncology, 17" Edition, p. 294-317. McGraw-Hill
Education Medical, New York, 2008.

Lowitz BB, Casciato AD: Manual of Clinical Oncology. ??? edition, p. Wolters Kluwer
Health-Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, 2000.

Luper S: A review of plants used in the treatment of liver disease: part 1. Altern Med Rev., 3
(6):410-421, 1998.

Luther DJ, Ohanyan V, Shamhart PE, Hodnichak CM, Sisakian H, Booth TD, Meszaros JG,
Bishayee A: Chemopreventive doses of resveratrol do not produce cardiotoxicity in a rodent model of
hepatocellular carcinoma. Invest New Drugs., 29 (2):380-91, 2011. doi: 10.1007/s10637-009-9332-7.

Madrigal-Santillan E, Madrigal-Bujaidar E, Alvarez-Gonzalez I, Sumaya-Martinez MT,
Gutiérrez-Salinas J, Bautista M, Morales-Gonzélez A, Garcia-Luna y Gonzalez-Rubio M, Aguilar-
Faisal JL, Morales-Gonzalez JA: Review of natural products with hepatoprotective effects. World J
Gastroenterol., 20 (40):14787-14804, 2014. doi: 10.3748/wjg.v20.i40.14787.

Mai H, Xu X, Mei G, Hong T, Huang J, Wang T, Yan Z, Li Y, Liang Y, Li L, Jin S, You W,
MaY, Chen L, Ye Q: The interplay between HPIP and casein kinase 1? promotes renal cell carcinoma
growth and metastasis via activation of mTOR pathway. Oncogenesis. 5 (10):e260, 2016. doi:
10.1038/oncsis.2016.44.

Man S, Li J, Fan W, Chai H, Liu Z, Gao W: Inhibition of pulmonary adenoma in
diethylnitrosamine-induced rats by Rhizoma paridis saponins. J Steroid Biochem Mol Biol., 154:62-
67, 2015. doi: 10.1016/j.jsbmb.2015.07.004.

Manavathi B, Lo D, Bugide S, Dey O, Imren S, Weiss MJ, Humphries RK: Functional
regulation of pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1 (PBXIP1/HPIP) in erythroid
differentiation. J Biol Chem., 287 (8):5600-5614, 2012. doi: 10.1074/jbc.M111.289843.

Mansour MA, Aljoufi MA, Al-Hosaini K, Al-Rikabi AC, Nagi MN: Possible role of
selective, irreversible, proteasome inhibitor (carfilzomib) in the treatment of rat hepatocellular
carcinoma. Chem Biol Interact., 215:17-24, 2014. doi: 10.1016/j.cbi.2014.03.001.

Marcolino Assis-Junior E, Melo AT, Pereira VBM, Wong DVT, Sousa NRP, Oliveira CMG,
Malveira LRC, Moreira LS, Souza MHLP, Almeida PRC, Lima-Junior RCP: Dual effect of silymarin
on experimental non-alcoholic steatohepatitis induced by irinotecan. Toxicol Appl Pharmacol. 327:71-
79, 2017. doi: 10.1016/j.taap.2017.04.023.

Mastron JK, Siveen KS, Sethi G, Bishayee A: Silymarin and hepatocellular carcinoma: a
systematic, comprehensive, and critical review. Anticancer Drugs., 26 (5):475-486, 2015. doi:
10.1097/CAD.0000000000000211.

Matsuda M, Nakamoto Y, Suzuki S, Kurata T, Kaneko S: Interferon-y-mediated
hepatocarcinogenesis in mice treated with diethylnitrosamine. Lab Invest., 85 (5):655-663, 2005.

Maxie MG: Jubb, Kennedy, and Palmer’s Pathology of Domestic Animals Volume 2. 6"
Edition, p. 258-353. Elsevier, St.Louis, 2016.

Mazo DF, de Oliveira MG, Pereira IV, Cogliati B, Stefano JT, de Souza GF, Rabelo F, Lima
FR, Ferreira Alves VA, Carrilho FJ, de Oliveira CP: S-nitroso-N-acetylcysteine attenuates liver



161

fibrosis in experimental nonalcoholic steatohepatitis. Drug Des Devel Ther., 7:553-563, 2013. doi:
10.2147/DDDT.S43930.

Medhat A, Mansour S, El-Sonbaty S, Kandil E, Mahmoud M: Evaluation of the antitumor
activity of platinum nanoparticles in the treatment of hepatocellular carcinoma induced in rats.
Tumour Biol., 39 (7):1010428317717259, 2017. doi: 10.1177/1010428317717259.

Merhan O, Atakisi E: Saravi SSS: Nitric Oxide Synthase - Simple Enzyme-Complex Roles,
Chapter 11 (Nitric Oxide Synthase and Nitric Oxide Involvement in Different Toxicities by Emine
Atakisi and Oguz Merhan. InTech, p. 197-207, London, 2017. doi: 10.5772/63170.

Merhan O, Ozcan A, Atakisi E, Ogiin M, Kiikiirt A: The Effect of B-carotene on Acute Phase
Response in Diethylnitrosamine Given Rabbits. Kafkas Univ Vet Fak Derg, 22 (4): 533-537, 2016.
doi: 10.9775/kvfd.2016.14995.

Mescher AL: Junqueira's Basic Histology Text and Atlas. 14" Edition, p. 335-345. McGraw
Hill Education, New York, 2016.

Meuten DJ: Tumors in Domestic Animals. 5 Edition, p. 602-622. Wiley Blackwell, lowa,
2017.

Mills SE: Sternberg's Diagnostic Surgical Pathology. 5™ Edition, p. 1536-1594. Lippincott
Williams & Wilkins, Philadelphia, 2010.

Mis L, Cilingir Yeltekin A: Apoptosis. BEU Fen Bilimleri Dergisi, 3 (1), 102-112, 2014.

Moayedi Esfahani BA, Reisi N, Mirmoghtadaei M: Evaluating the safety and efficacy of
silymarin in [-thalassemia patients: a review. Hemoglobin., 39 (2):75-80, 2015. doi:
10.3109/03630269.2014.1003224.

Murrell A, Rakyan VK, Beck S: From genome to epigenome. Hum Mol Genet., 14 Spec No
1:R3-R10, 2005. doi: 10.1093/hmg/ddi110.

Nagahara T, Okano J, Fujise Y, Abe R, Murawaki Y: Preventive effect of JTE-522, a
selective cyclooxygenase-2 inhibitor, on DEN-induced hepatocarcinogenesis in rats. Biomed
Pharmacother., 64 (5):319-326, 2010. doi: 10.1016/j.biopha.2009.09.023.

Nakatani K, Yoshimi N, Mori H, Yoshimura S, Sakai H, Shinoda J, Sakai N: The significant
role of Telomerase Activity in Human Brain Tumors. Cancer, 80 (3): 471-476, 1997.

Neha, Kumar A, Jaggi AS, Sodhi RK, Singh N: Silymarin ameliorates memory deficits and
neuropathological changes in mouse model of high-fat-diet-induced experimental dementia. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol., 387 (8):777-787, 2014. doi: 10.1007/s00210-014-0990-4.

Nilsson R, Mi¢i¢ M, Filipovi¢ J, Sobot AV, Drakuli¢ D, Stanojlovi¢ M, Joksi¢ G: Inhibition
by blueberries (bilberries) and extract from milk thistle of rat forestomach hyperplasia induced by oral
smokeless tobacco (Swedish snus). Regul Toxicol Pharmacol.,, 76:94-101, 2016. doi:
10.1016/j.yrtph.2016.01.017.

Noori-Daloii MR, Saffari M, Raoofian R, Yekaninejad M, Dinehkabodi OS, Noori-Daloii
AR: The multidrug resistance pumps are inhibited by silibinin and apoptosis induced in K562 and
KCL22 leukemia cell lines. Leuk Res., 38 (5):575-580, 2014. doi: 10.1016/j.leukres.2013.10.028.

Noyan A: Yasamda ve Hekimlikte Fizyoloji. 19.Baski, s. 882-885. Palme Yayincilik,
Ankara, 2011.

Odze RD, Goldblum JR: Surgical Pathology of the GI Tract, Liver, Biliary Tract and
Pancreas. 2" Edition, p. 1291-1325. Saunders Elsevier, Philadelphia, 2009.



162

Ogur G: Kanser, Kromozomlar ve Genler. Turkiye Klinikleri J Pediatr Sci, 1 (2):73-92, 2005.

Oufi HG, Al-Shawi NN: The effects of different doses of silibinin in combination with
methotrexate on testicular tissue of mice. Eur J Pharmacol., 730:36-40, 2014. doi:
10.1016/j.ejphar.2014.02.010.

O'Donnell KA, Wentzel EA, Zeller KI, Dang CV, Mendell JT: c-Myc-regulated microRNAs
modulate E2F1 expression. Nature., 435 (7043):839-843, 2005. doi: 10.1038/nature03677.

Oktem S, Ozhan MH, Ozol D: Apoptozisin Onemi. Toraks Dergisi, 2 (1): 91-95, 2001.

Oncel M: Matriks Metalloproteinazlar ve Kanser. Eur J Basic Med Sci, 2 (3):91-100, 2012.

Ozdestan O, Uren A: Gidalarda Nitrat ve Nitrit. Akademik Gida, 8 (6):35-43, 2010.

Ozen H, Kamber U, Karaman M, Giil S, Atakisi E, Ozcan K, Atakisi O: Histopathologic,
biochemical and genotoxic investigations on chronic sodium nitrite toxicity in mice. Exp Toxicol

Pathol., 66 (8):367-375, 2014. doi: 10.1016/j.etp.2014.05.003.

Ozer A: Veteriner Ozel Histoloji. 1.Baski, s. 191-196. Nobel Bilim ve Arastirma Merkezi,
Ankara, 2008.

Ozkan M, Yiiksekol I: Nitrik Oksit ve Akcigerler. Toraks Dergisi, 4 (1):88-94, 2003.

Oztiirk B, Serdaroglu M, Ergezer H: Et ve Et Uriinlerinde Nitrit-Nitrat; Kullanim Avantajlari,
Yasal Sinirlamalar ve Giincel Alternatif Yaklasimlar. Akademik Gida, 13 (3): 257-264, 2015.

Oztiirk F: Apopitoz. Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 9 (2):143-148, 2002.

Palamutoglu, R., Saricoban, C: Et Uriinlerinde Nitrat ve Nitrite Alternatif Dogal Kiirleme
Maddeleri. Gida Teknolojileri Elektronik Dergisi, 7 (3):46-58, 2012.

Paradis V: Histopathology of hepatocellular carcinoma. Recent Results Cancer Res., 190:21-
32, 2013. doi: 10.1007/978-3-642-16037-0_2.

Park YN: Update on precursor and early lesions of hepatocellular carcinomas. Arch Pathol
Lab Med., 135 (6):704-715, 2011. doi: 10.1043/2010-0524-RA.1.

Parveen R, Baboota S, Ali J, Ahuja A, Vasudev SS, Ahmad S: Effects of silymarin
nanoemulsion against carbon tetrachloride-induced hepatic damage. Arch Pharm Res., 34 (5):767-774,
2011. doi: 10.1007/s12272-011-0510-8.

Patial V, S M, Sharma S, Pratap K, Singh D, Padwad YS: Synergistic effect of curcumin and
piperine in suppression of DENA-induced hepatocellular carcinoma in rats. Environ Toxicol
Pharmacol., 40 (2):445-452, 2015. doi: 10.1016/j.etap.2015.07.012.

Paula Santos N, Colago A, Gil da Costa RM, Manuel Oliveira M, Peixoto F, Alexandra
Oliveira P: N-diethylnitrosamine mouse hepatotoxicity: Time-related effects on histology and
oxidative stress. Exp Toxicol Pathol, 66 (9-10):429-436, 2014. doi: 10.1016/j.etp.2014.07.002.

Pazarbasi A, Kasap M: Kanser Genetigi. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Arsiv Kaynak
Tarama Dergisi, cilt.12, s5.328-339, 2003.

Pérez-H J, Carrillo-S C, Garcia E, Ruiz-Mar G, Pérez-Tamayo R, Chavarria A:
Neuroprotective effect of silymarin in a MPTP mouse model of Parkinson's disease. Toxicology.,
319:38-43, 2014. doi: 10.1016/j.tox.2014.02.009.



163

Pientaweeratch S, Panapisal V, Tansirikongkol A: Antioxidant, anti-collagenase and anti-
elastase activities of Phyllanthus emblica, Manilkara zapota and silymarin: an in vitro comparative
study for anti-aging applications. Pharm Biol., 54 (9):1865-1872, 2016. doi:
10.3109/13880209.2015.1133658.

Plass C: Cancer Epigenomics. Hum Mol Genet, 11 (20): 2479-2488, 2002.

Prabu SM, Muthumani M: Silibinin ameliorates arsenic induced nephrotoxicity by abrogation
of oxidative stress, inflammation and apoptosis in rats. Mol Biol Rep., 39 (12):11201-11216, 2012.
doi: 10.1007/s11033-012-2029-6.

Pradeep K, Raj Mohan CV, Gobianand K, Karthikeyan S: Protective effect of Cassia fistula
Linn. on diethylnitrosamine induced hepatocellular damage and oxidative stress in ethanol pretreated
rats. Biol Res., 43 (1):113-125, 2010. doi: /S0716-97602010000100013.

Pradeep K, Mohan CV, Gobianand K, Karthikeyan S: Silymarin modulates the oxidant—
antioxidant imbalance during diethylnitrosamine induced oxidative stress in rats. European Journal of
Pharmacology, 560 (2-3), 110-116, 2007. doi:10.1016/j.ejphar.2006.12.023.

Raghunandhakumar S, Paramasivam A, Senthilraja S, Naveenkumar C, Asokkumar S,
Binuclara J, Jagan S, Anandakumar P, Devaki T: Thymoquinone inhibits cell proliferation through
regulation of G1/S phase cell cycle transition in N-nitrosodiethylamine-induced experimental rat
hepatocellular carcinoma. Toxicol Lett., 223 (1):60-72, 2013. doi: 10.1016/j.toxlet.2013.08.018.

Rajasekaran D, Elavarasan J, Sivalingam M, Ganapathy E, Kumar A, Kalpana K,
Sakthisekaran D: Resveratrol interferes with N-nitrosodiethylamine-induced hepatocellular carcinoma
at early and advanced stages in male Wistar rats. Mol Med Rep., 4 (6):1211-7. 2011. doi:
10.3892/mmr.2011.555.

Rajamanickam S, Kaur M, Velmurugan B, Singh RP, Agarwal R: Silibinin suppresses
spontaneous tumorigenesis in APC min/+ mouse model by modulating beta-catenin pathway. Pharm
Res., 26 (12):2558-2567, 2009. doi: 10.1007/s11095-009-9968-1.

Rajnochova Svobodova A, ZaleSak B, Biedermann D, Ulrichova J, Vostalova J: Phototoxic
potential of silymarin and its bioactive components. J Photochem Photobiol B., 156:61-68, 2016. doi:
10.1016/j.jphotobiol.2016.01.011.

Ramakrishnan G, Augustine TA, Jagan S, Vinodhkumar R, Devaki T: EFFECT OF
SILYMARIN ON N-NITROSODIETHYLAMINE INDUCED HEPATOCARCINOGENESIS IN
RATS. Exp Oncol., 29 (1), 39-44, 2007.

Ramakrishnan G, Jagan S, Kamaraj S, Anandakumar P, Devaki T: Silymarin attenuated mast
cell recruitment thereby decreased the expressions of matrix metalloproteinases-2 and 9 in rat liver
carcinogenesis. Invest New Drugs., 27(3):233-240, 2009. doi: 10.1007/s10637-008-9163-y.

Ramakrishnan G, Lo Muzio L, Elinos-Baez CM, Jagan S, Augustine TA, Kamaraj S,
Anandakumar P, Devaki T: Silymarin inhibited proliferation and induced apoptosis in hepatic cancer
cells. Cell Prolif., 42 (2):229-240, 2009. doi: 10.1111/j.1365-2184.2008.00581.x.

Ramakrishnan G, Raghavendran HR, Vinodhkumar R, Devaki T: Suppression of N-
nitrosodiethylamine induced hepatocarcinogenesis by silymarin in rats. Chem Biol Interact., 161
(2):104-114, 2006. doi: 10.1016/j.cbi.2006.03.007.

Ramasamy K, Dwyer-Nield LD, Serkova NJ, Hasebroock KM, Tyagi A, Raina K, Singh RP,
Malkinson AM, Agarwal R: Silibinin prevents lung tumorigenesis in wild-type but not in iNOS-/-
mice: potential of real-time micro-CT in lung cancer chemoprevention studies. Clin Cancer Res., 17
(4):753-761, 2011. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-10-2290.



164

Raza SS, Khan MM, Ashafag M, Ahmad A, Khuwaja G, Khan A, Siddiqui MS, Safhi MM,
Islam F: Silymarin protects neurons from oxidative stress associated damages in focal cerebral
ischemia: a behavioral, biochemical and immunohistological study in Wistar rats. J Neurol Sci., 309
(1-2):45-54, 2011. doi: 10.1016/j.jns.2011.07.035.

Razavi-Azarkhiavi K, Ali-Omrani M, Solgi R, Bagheri P, Haji-Noormohammadi M, Amani
N, Sepand MR: Silymarin alleviates bleomycin-induced pulmonary toxicity and lipid peroxidation in
mice. Pharm Biol., 52 (10):1267-1271, 2014. doi: 10.3109/13880209.2014.889176.

Rezaie A, Fazlara A, Karamolah MH, Shahriari A, Zadeh HN, Pashmforosh M: Effects of
Echinacea purpurea on Hepatic and Renal Toxicity Induced by Diethylnitrosamine in Rats.
Jundishapur J Nat Pharm Prod., 8 (2): 60-64, 2013.

Rodenhiser D, Mann M: Epigenetics and human disease: translating basic biology into
clinical applications. CMAJ., 174 (3):341-348, 2006. doi: 10.1503/cmaj.050774.

Roncalli M, Terracciano L, Di Tommaso L, David E, Colombo M; Gruppo Italiano Patologi
Apparato Digerente (GIPAD); Societa Italiana di Anatomia Patologica e Citopatologia
Diagnostica/International Academy of Pathology, Italian division (SIAPEC/IAP): Liver precancerous
lesions and hepatocellular carcinoma: the histology report. Dig Liver Dis., 43 (4):361-372, 2011. doi:
10.1016/S1590-8658(11)60592-6.

Rosai J: Rosai and Ackerman's Surgical Pathology. 10™ Edition, Volume 1, p. 942-980.
Mosby Elsevier, Edinburgh, 2011.

Ross MH, Pawlina W: Histology A Text And Atlas With Correlated Cell and Molecular
Biology. 7" Edition, p. 626-639. Wolters Kluwer Health, Philadelphia, 2016.

Rountree MR, Bachman KE, Herman JG, Baylin SB: DNA methylation, chromatin
inheritance, and cancer. Oncogene., 20 (24):3156-3165, 2001. doi: 10.1038/sj.0nc.1204339.

Salama SM, Abdulla MA, AlRashdi AS, Hadi AHA: Mechanism of Hepatoprotective Effect
of Boesenbergia rotunda in Thioacetamide-Induced Liver Damage in Rats. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, 2013. doi: 10.1155/2013/157456.

Saleem S, Shaharyar MA, Khusroo MJ, Ahmad P, Rahman RU, Ahmad K, Alam MJ, Al-
Harbi NO, Igbal M, Imam F: Anticancer potential of rhamnocitrin 4'-p-D-galactopyranoside against
N-diethylnitrosamine-induced hepatocellular carcinoma in rats. Mol Cell Biochem., 384 (1-2):147-
153, 2013. doi: 10.1007/s11010-013-1792-6.

Salomao M, McMillen E, Lefkowitch JH: Recent advances in the classification of
hepatocellular  carcinoma.  Diagnostic  Histopathology, 18 (1): 37-45, 2012. doi:
http://dx.doi.org/10.1016/j.mpdhp.2011.12.001.

Santos NP, Oliveira PA, Arantes-Rodrigues R, Faustino-Rocha Al, Colago A, Lopes C, Gil
da Costa RM: Cytokeratin 7/19 expression in N-diethylnitrosamine-induced mouse hepatocellular
lesions: implications for histogenesis. Int J Exp Pathol, 95 (3):191-8, 2014. doi: 10.1111/iep.12082.

Saydam F, Degirmenci I, Giines HV: MikroRNA’lar ve kanser. Dicle Tip Dergisi / Dicle
Medical Journal, 38 (1): 113-120, 2011.

Sayilan ngﬁn G: Streptozotosin ile Diyabet Gelistirilmis Si¢anlarda Nitrik Oksit
Metabolizmasinin Incelenmesi. Doktora Tezi. T.C. Trakya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Biyokimya Anabilim Dali Doktora Programi, Edirne, 2013.


http://dx.doi.org/10.1016/j.mpdhp.2011.12.001

165

Sayilan Ozgiin G, Ozgiin E, Eskiocak S, Siit N: Streptozotosin ile diyabet olusturulmus
sicanlarda L-karnitinin nitrik oksit metabolizmasi iizerine etkisi. Tiirk Biyokimya Dergisi [Turkish
Journal of Biochemistry—Turk J Biochem], 39(4):416-421, 2014. doi: 10.5505/tjb.2014.04934.

Schlageter M, Terracciano LM, D’Angelo S, Sorrentino P: Histopathology of hepatocellular
carcinoma. World J Gastroenterol., 20 (43):15955-15964, 2014. doi: 10.3748/wjg.v20.i43.15955.

Shaarawy SM, Tohamy AA, Elgendy SM, Elmageed ZY, Bahnasy A, Mohamed MS, Kandil
E, Matrougui K: Protective effects of garlic and silymarin on NDEA-induced rats hepatotoxicity. Int J
Biol Sci., 5 (6):549-557, 2009.

Shakeel F, Anwer MK: Dissolution thermodynamics and solubility of silymarin in PEG 400-
water mixtures at different temperatures. Drug Dev Ind Pharm., 41 (11):1819-1823, 2015. doi:
10.3109/03639045.2015.1009914.

Sherr CJ, McCormick F: The RB and p53 pathways in cancer. Cancer Cell., 2 (2):103-112,
2002. doi: http://dx.doi.org/10.1016/S1535-6108(02)00102-2.

Shilpa PN, Venkatabalasubramanian S, Devaraj SN: Ameliorative effect of methanol extract
of Rubia cordifolia in N-nitrosodiethylamine-induced hepatocellular carcinoma. Pharm Biol., 50
(3):376-383, 2012. doi: 10.3109/13880209.2011.608073.

Shimizu M, Yasuda Y, Sakai H, Kubota M, Terakura D, Baba A, Ohno T, Kochi T, Tsurumi
H, Tanaka T, Moriwaki H: Pitavastatin suppresses diethylnitrosamine-induced liver preneoplasms in
male C57BL/KsJ-db/db obese mice. BMC Cancer., 11:281, 2011. doi: 10.1186/1471-2407-11-281.

Shirakami Y, Gottesman ME, Blaner WS: Diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogenesis
is suppressed in lecithin:retinol acyltransferase-deficient mice primarily through retinoid actions
immediately after carcinogen administration. Carcinogenesis, vol. 33 (2) p. 268-74, 2012. doi:
10.1093/carcin/bgr275.

Shizuma T, Ishiwata K, Nagano M, Mori H, Fukuyama N: Protective effects of fermented
rice vinegar sediment (Kurozu moromimatsu) in a diethylnitrosamine-induced hepatocellular
carcinoma animal model. J Clin Biochem Nutr., 49 (1):31-35, 2011. doi: 10.3164/jcbn.10-112.

Silva PR, Barbisan LF, Dagli ML, Saldiva PH: Sewage sludge does not induce genotoxicity
and carcinogenesis. Genet Mol Biol,, 35 (3):657-663, 2012. doi: 10.1590/S1415-
47572012005000054.

Sivaramakrishnan V, Niranjali Devaraj S: Morin regulates the expression of NF-kappaB-p65,
COX-2 and matrix metalloproteinases in diethylnitrosamine induced rat hepatocellular carcinoma.
Chem Biol Interact., 180 (3):353-359, 2009. doi: 10.1016/j.chi.2009.02.004.

Slaby O, Svoboda M, Fabian P, Smerdova T, Knoflickova D, Bednarikova M, Nenutil R,
Vyzula R: Altered expression of miR-21, miR-31, miR-143 and miR-145 is related to
clinicopathologic features of colorectal cancer. Oncology., 72 (5-6):397-402, 2007. doi:
10.1159/000113489.

Solakoglu Z: Apoptoz Varligi ya da Yoklugu Bir Hastalik Nedeni. Klinik Geligim, Cilt 22
(3):20-25, 2009.

Song Y, Jin SJ, Cui LH, Ji XJ, Yang FG: Immunomodulatory effect of Stichopus japonicus
acid mucopolysaccharide on experimental hepatocellular carcinoma in rats. Molecules., 18 (6):7179-
7193, 2013. doi: 10.3390/molecules18067179.

Song S, Yuan P, Li P, Wu H, Lu J, Wei W: Dynamic analysis of tumor-associated immune
cells in DEN-induced rat hepatocellular carcinoma. Int Immunopharmacol., 22 (2):392-399, 2014. doi:
10.1016/j.intimp.2014.07.007.



166

Sozmen M, Devrim AK, Tunca R, Bayezit M, Dag S, Essiz D: Protective effects of silymarin
on fumonisin B; -induced hepatotoxicity in mice. J Vet Sci., 15 (1):51-60, 2014. doi:
10.4142/jvs.2014.15.1.51.

Sreepriya M, Bali G: Chemopreventive effects of embelin and curcumin against N-
nitrosodiethylamine/phenobarbital-induced hepatocarcinogenesis in Wistar rats. Fitoterapia., 76
(6):549-555, 2005. doi: 10.1016/j.fitote.2005.04.014.

Srigopalram S, Jayraaj IA, Kaleeswaran B, Balamurugan K, Ranjithkumar M, Kumar TS,
Park JI, Nou IS: Ellagic acid normalizes mitochondrial outer membrane permeabilization and
attenuates inflammation-mediated cell proliferation in experimental liver cancer. Appl Biochem
Biotechnol., 173 (8):2254-2266, 2014. doi: 10.1007/s12010-014-1031-y.

Starkel P, De Saeger C, Delire B, Magat J, Jordan B, Konda VR, Tripp ML, Borbath I:
Tetrahydro Iso-Alpha Acids and Hexahydro Iso-Alpha Acids from Hops Inhibit Proliferation of
Human Hepatocarcinoma Cell Lines and Reduce Diethylnitrosamine Induced Liver Tumor Formation
in Rats. Nutr Cancer., 67 (5):748-760, 2015. doi: 10.1080/01635581.2015.1032429.

Subramaniyan J, Krishnan G, Balan R, Mgj D, Ramasamy E, Ramalingam S, Veerabathiran
R, Thandavamoorthy P, Mani GK, Thiruvengadam D: Carvacrol modulates instability of xenobiotic
metabolizing enzymes and downregulates the expressions of PCNA, MMP-2, and MMP-9 during
diethylnitrosamine-induced hepatocarcinogenesis in rats. Mol Cell Biochem., 395 (1-2):65-76, 2014.
doi: 10.1007/s11010-014-2112-5.

Suh HJ, Cho SY, Kim EY, Choi HS: Blockade of lipid accumulation by silibinin in
adipocytes and zebrafish. Chem Biol Interact., 227:53-62, 2015. doi: 10.1016/j.cbi.2014.12.027.

Surai PF: Silymarin as a Natural Antioxidant: An Overview of the Current Evidence and
Perspectives. Antioxidants (Basel)., 4 (1):204-247, 2015. doi: 10.3390/antiox4010204.

Suriawinata AA, Thung SN: Liver Pathology An Atlas and Concise Guide. 1% Edition, p.184-
211. Demos Medical, New York, 2011.

Sahin F, Aras BD, Sayitoglu MA: Genetik Terimler Sozligi. s. 26. Tirk Hematoloji
Dernegi, Istanbul, 2013.

Sen A, Ozkanli S, Zemheri E, Yildirim A, Turfanda E, Zenginkinet T: Radikal prostatektomi
spesmenlerindeki MMP-2’nin, MMP-9’un ve TIMP 1’in immiinohistokimyasal ekspresyonlariin
prognostik degeri. Goztepe Tip Dergisi, 29 (3):161-172, 2014. doi:
10.5222/J.GOZTEPETRH.2014.161.

Sen O, Kayaselcuk F, Zorludemir S, Aydin MV, Erdogan B: Meningiomlarda Histopatolojik
Taninm Flovsitometrik DNA Analizi, PCNA ve Ki-67 ile Korelasyonu. Tiirk Nérosiriirji Dergisi,
12:48-53, 2002.

Taha MM, Abdul AB, Abdullah R, lbrahim TA, Abdelwahab SI, Mohan S: Potential
chemoprevention of  diethylnitrosamine-initiated and 2-acetylaminofluorene-promoted
hepatocarcinogenesis by zerumbone from the rhizomes of the subtropical ginger (Zingiber zerumbet).
Chem Biol Interact., 186 (3):295-305, 2010. doi: 10.1016/j.chi.2010.04.029.

Tan J, Hu J, He Y, Cui F: Protective role of silymarin in a mouse model of renal Ischemia-
Reperfusion injury. Diagn Pathol., 10:198, 2015. doi: 10.1186/s13000-015-0436-4.

Tanyolag A: Ozel Histoloji. s. 98-106. Yorum Basin Yayin Sanayi Ltd Sti, Ankara, 1993.

Tas A: Hepatoseliiler Karsinom Tani ve Tedavisi. Giincel Gastroenteroloji, 14 (3):145-148,
2010.



167

Tayman C, Tonbul A, Kosus A, Hirfanoglu IM, Haltas H, Uysal S, Tatli MM, Andiran F:
Protective effects of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on intestinal damage in necrotizing
enterocolitis. Pediatr Surg Int., 27 (11):1179-1189, 2011. doi: 10.1007/s00383-011-2942-0.

Tekin N: Dietilnitrozamin ve Fenobarbital Uygulanan Ratlarda Dipyrido [ 3, 2-a:2’, 3’- c]
phenazine (dppz) Au (III) Kompleksinin Apoptotik proteinler ve Ubikuitin Sistem Uzerine Etkileri.
Doktora Tezi, T.C. Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal1, 2013, Eskisehir.

Tekin N, Ustuner MC, Akyuz F, Ozbayer CS, Aydin O, Benkli K, Burukoglu D, Degirmenci
I, Ozden H: Apoptotic effects of dipyrido [3,2-a:2',3'-c] phenazine (dppz) Au(lll) complex against
diethylnitrosamine/phenobarbital induced experimental hepatocarcinogenesis in rats. Mol Biol Rep.,
41 (8):5109-5121, 2014. doi: 10.1007/s11033-014-3376-2.

Telkoparan P, Tazebay UH: Ras Protein Ailesi: Hiicresel Islevi, Molekiiler Kontrolii,
Onkogenezdeki Rolii. Tiirk Biyokimya Dergisi [Turkish Journal of Biochemistry-Turk J Biochem], 36
(4):367-373, 2011.

Terzioglu G, Keskin AU, Yanikkaya Demirel G: Hiicre Proliferasyonu Olgiim Y&ntemleri ve
Cesitli Ticari Proliferasyon Kitlerinin Karsilastirilmasi. Turk J Immunol, 1 (3):74-89, 2013. doi:
10.5606/tji.2013.267.

Thumvijit T, Taya S, Punvittayagul C, Peerapornpisal Y, Wongpoomchai R: Cancer
chemopreventive effect of Spirogyra neglecta (Hassall) Kiitzing on diethylnitrosamine-induced
hepatocarcinogenesis in rats. Asian Pac J Cancer Prev.,, 15 (4):1611-1616, 2014. doi:
10.7314/APJCP.2014.15.4.1611.

Thuy le TT, Morita T, Yoshida K, Wakasa K, lizuka M, Ogawa T, Mori M, Sekiya Y,
Momen S, Motoyama H, lkeda K, Yoshizato K, Kawada N: Promotion of liver and lung
tumorigenesis in DEN-treated cytoglobin-deficient mice. Am J Pathol., 179 (2):1050-1060, 2011. doi:
10.1016/j.ajpath.2011.05.006.

Tomatir AG: Apoptoz: Programli Hiicre Oliimii. T Klin J Med Sci, 23 (6):499-508, 2003.

Tozkoparan B, Aytag SP: Kanser Kemoterapisinde Terapdtik Hedef Olarak Glutatyon S-
Transferazlar. Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 27 (2):139-164, 2007.

Toziin N: Karaciger Kanseri. Tiirk Patoloji Dergisi, 5-2: 71-78, 1998.

Tunca R, Sozmen M, Citil M, Karapehlivan M, Erginsoy S, Yapar K: Pyridine induction of
cytochrome P450 1A1, iNOS and metallothionein in Syrian hamsters and protective effects of
silymarin. Exp Toxicol Pathol., 61 (3):243-255, 2009. doi: 10.1016/j.etp.2008.05.011.

Tuncer AM, Ozgiil N, Olcayto E, Giiltekin M: Tiirkiye’de Kanser Kontrolii. s. 35-51. T.C
Saglik Bakanlig1 Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi, Ankara, 2009.

Turgut F, Bayrak O, Catal F, Bayrak R, Atmaca AF, Koc A, Akbas A, Akcay A, Unal D:
Antioxidant and protective effects of silymarin on ischemia and reperfusion injury in the kidney
tissues of rats. Int Urol Nephrol., 40 (2):453-460, 2008. doi: 10.1007/s11255-008-9365-4.

Turp GY, Sucu C: Et Uriinlerinde Nitrat ve Nitrit Kullammina Potansiyel Alternatif
Yéntemler. CBU Fen Bil. Dergi., 12 (2):231-242, 2016.

Tuzlali S, Giillioglu M, Cevik U: Robbins Temel Patoloji. 9.Baski, s. 164-214. Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul, 2013.

Tirk Fizyolojik Bilimler Dernegi: Fizyoloji. Besinci Baski, s. 585-593. Giines Tip
Kitapevleri, Ankara, 2008.



168

Tiiziin S, Cakir M, Savas OA, Tatar C: Hepatoseliiler Karsinom-Karaciger Rezeksiyonlar.
Med Bull Haseki 53: 1-9, 2015. doi: 10.4274/haseki.1999.

Uygun A, Polat Z: Viral Hepatit Dis1 Serum Transaminaz Diizeyinde Artisa Neden Olan
Hastaliklar. Giincel Gastroenteroloji, 13 (4), 211-224, 2009.

Vargas-Mendoza N, Madrigal-Santillan E, Morales-Gonzalez A, Esquivel-Soto J, Esquivel-
Chirino C, Garcia-Luna Y Gonzalez-Rubio M, Gayosso-de-Lucio JA, Morales-Gonzalez JA:
Hepatoprotective effect of silymarin. World J Hepatol., 6 (3):144-149, 2014. doi:
10.4254/wjh.v6.i3.144.

Varolgiines H, Inan A, Kaptanoglu E, Demirci S: Primer ve Metastatik Karaciger
Timorlerinde Tedavi Yontemleri. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi, Cilt 50, Say1 4, 1997.

Vasquez-Garzéon VR, Macias-Pérez JR, Jiménez-Garcia MN, Villegas V, Fattel-Fazenta S,
Villa-Trevifio S: The chemopreventive capacity of quercetin to induce programmed cell death in
hepatocarcinogenesis. Toxicol Pathol., 41 (6):857-865, 2013. doi: 10.1177/0192623312467522.

Vera MC, Pisani GB, Biancardi ME, Bottai H, Alvarez Mde L, Quintana AB: Comparison of
two chemical models to induce hepatic preneoplasia in male Wistar rats. Ann Hepatol., 14 (2):259-
266, 2015.

Verma PK, Raina R, Sultana M, Singh M, Kumar P: Acetaminophen Induced Oxidative and
Histopathological Alterations in Hepatic Tissue: Protective Effects of Alstonia Scholaris Leaf
Extracts. Pharmacognosy Journal, 8 (4), 385-391, 2016. doi:10.5530/pj.2016.4.12.

Vermeulen K, Berneman ZN, Van Bockstaele DR: Cell cycle and apoptosis. Cell Prolif., 36
(3):165-175, 2003a. doi: 10.1046/].1365-2184.2003.00267.x

Vermeulen K, Van Bockstaele DR, Berneman ZN: The cell cycle: a review of regulation,
deregulation and therapeutic targets in cancer. Cell Prolif., 36 (3):131-149, 2003b. doi:
10.1046/j.1365-2184.2003.00266.x

Volinia S, Calin GA, Liu CG, Ambs S, Cimmino A, Petrocca F, Visone R, lorio M, Roldo C,
Ferracin M, Prueitt RL, Yanaihara N, Lanza G, Scarpa A, Vecchione A, Negrini M, Harris CC, Croce
CM: A microRNA expression signature of human solid tumors defines cancer gene targets. Proc Natl
Acad Sci U S A, 103 (7):2257-2261, 2006. doi: 10.1073/pnas.0510565103

Wang H, Yan T, Xie Y, Zhao M, Che Y, Zhang J, Liu H, Cao L, Cheng X, Xie Y, Li F, Qi Q,
Wang G, Hao H: Mechanism-based inhibitory and peroxisome proliferator-activated receptor a-
dependent modulating effects of silybin on principal hepatic drug-metabolizing enzymes. Drug Metab
Dispos., 43 (4):444-454, 2015. doi: 10.1124/dmd.114.061622.

Wang SC, Chai DS, Chen CB, Wang ZY, Wang L: HPIP promotes thyroid cancer cell
growth, migration and EMT through activating PI3K/AKT signaling pathway. Biomed Pharmacother.,
75:33-39, 2015. doi: 10.1016/j.biopha.2015.08.027.

Wang X, Yang Z, Zhang H, Ding L, Li X, Zhu C, Zheng Y, Ye Q: The estrogen receptor-
interacting protein HPIP increases estrogen-responsive gene expression through activation of MAPK
and AKT. Biochim Biophys Acta., 1783 (6):1220-1228, 2008. doi: 10.1016/j.bbamcr.2008.01.026.

Wang Y, Li M, Meng F, Lou G: HPIP expression predicts chemoresistance and poor clinical
outcomes in patients with epithelial ovarian cancer. Hum Pathol., 60:114-120, 2017. doi:
10.1016/j.humpath.2016.10.015.

Wang Y, Meng F, Liu Y, Chen X: Expression of HPIP in epithelial ovarian carcinoma: a
clinicopathological study. Onco Targets Ther., 10:95-100, 2017. doi: 10.2147/0TT.S114884.



169

Weinberg RA: Molecular Mechanisms of Carcinogenesis. In: Leder P, Clayton DA,
Rubenstein E, eds. Introduction to Molecular Medicine. Scientific American, p. 253-276, New York,
1994,

Wu T, Liu W, Guo W, Zhu X: Silymarin suppressed lung cancer growth in mice via
inhibiting myeloid-derived suppressor cells. Biomed Pharmacother., 81:460-467, 2016. doi:
10.1016/j.biopha.2016.04.039.

Wu WY, Kim H, Zhang CL, Meng XL, Wu ZS: Loss of suppressors of cytokine signaling 3
promotes aggressiveness in hepatocellular carcinoma. J Invest Surg., 27 (4):197-204, 2014. doi:
10.3109/08941939.2013.873098.

Xu X, Fan Z, Kang L, Han J, Jiang C, Zheng X, Zhu Z, Jiao H, Lin J, Jiang K, Ding L, Zhang
H, Cheng L, Fu H, Song Y, Jiang Y, Liu J, Wang R, Du N, Ye Q: Hepatitis B virus X protein
represses MiRNA-148a to enhance tumorigenesis. J Clin Invest.,, 123 (2):630-645, 2013. doi:
10.1172/JC164265.

Xu X, Jiang C, Wang S, Tai Y, Wang T, Kang L, Fan Z, Li S, Li L, Fu J, Liu J, Ji Q, Wang
X, Wei L, Ye Q: HPIP is upregulated in liver cancer and promotes hepatoma cell proliferation via
activation of G2/M transition. IUBMB Life., 65 (10):873-882, 2013. doi: 10.1002/iub.1202.

Xu XM, Deng JJ, Yuan GJ, Yang F, Guo HT, Xiang M, Ge W, Wu YG: 5-Lipoxygenase
contributes to the progression of hepatocellular carcinoma. Mol Med Rep., 4 (6):1195-1200, 2011.
doi: 10.3892/mmr.2011.547.

Yaghmaei P, Azarfar K, Dezfulian M, Ebrahim-Habibi A: Silymarin effect on amyloid-$
plague accumulation and gene expression of APP in an Alzheimer's disease rat model. Daru.,
22(1):24, 2014. doi: 10.1186/2008-2231-22-24.

Yagc1 R, Ozyurt H, Akbas A, Aydin B, Ozliik E, Eksioglu M, Totan Y: Behget Hastaliginda
Toplam Antioksidan Kapasite, Toplam Oksidan Durum ve Dehidroepiandrosteron Siilfat Diizeyleri.
Ret-Vit, 15:263-266, 2007.

Yavuzer N: Karacigerde Iskemi Reperfiizyon ile Indiiklenmis Rejenerasyon Modelinde
Kompleman inhibitériiniin Rolii. Uzmanlik Tezi. T.C. Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel
Cerrahi Anabilim Dal1, Ankara, 2008.

Yerlikaya P, Gokoglu N: Gidalarda Biyojen Aminler Ve Onemi. Gida Miihendisligi Dergisi,
cilt.6, ss.24-30, 2002.

Yetim Cataroglu E: Karsinogenezis. Bitirme Tezi, T.C. Ege Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Patoloji Birimi, Izmir, 2008.

Yildiz S: Dukes Veteriner Fizyoloji. 12.Baski, s. 340-521. Medipres Yayincilik, Malatya,
2008.
Yilmaz E, Altunok V: Kanser ve p53 Geni. AVKAE DERGISI, 1:19-23, 2011.

Yilmaz Miroglu Y, Diraman E, Eren Z: Telomer ve Telomeraz. Tiirk Bilimsel Derlemeler
Dergisi, 4 (2):41-48, 2011.

Yokus B, Ulker DU: Kanser Biyokimyasi. Dicle Univ Vet Fak Derg, 1(2): 7-18, 2012.

Yousefi M, Ghaffari SH, Zekri A, Hassani S, Alimoghaddam K, Ghavamzadeh A: Silibinin
induces apoptosis and inhibits proliferation of estrogen receptor (ER)-negative breast carcinoma cells
through suppression of nuclear factor kappa B activation. Arch Iran Med., 17 (5):366-371, 2014. doi:
0141705/AIM.0011.



170

Zhang L, Huang J, Yang N, Greshock J, Megraw MS, Giannakakis A, Liang S, Naylor TL,
Barchetti A, Ward MR, Yao G, Medina A, O'brien-Jenkins A, Katsaros D, Hatzigeorgiou A, Gimotty
PA, Weber BL, Coukos G: microRNAs exhibit high frequency genomic alterations in human cancer.
Proc Natl Acad Sci U S A., 103 (24):9136-9141, 2006. doi: 10.1073/pnas.0508889103.

Zhang XL,Yu H, Xiong YY,Ma ST, Zhao L, She SF: Resveratrol Down-Regulates Myosin
Light Chain Kinase, Induces Apoptosis and Inhibits Diethylnitrosamine-Induced Liver Tumorigenesis
in Rats. Int J Mol Sci., 14 (1): 1940-1951, 2013. doi: 10.3390/ijms14011940.

Zhao JA, Peng L, Geng CZ, Liu YP, Wang X, Yang HC, Wang SJ: Preventive effect of
hydrazinocurcumin on carcinogenesis of diethylnitrosamine-induced hepatocarcinoma in male SD
rats. Asian Pac J Cancer Prev., 15 (5):2115-2221, 2014.

Zhao J, Zhang Y, Wan Y, Hu H, Hong Z: Pien Tze Huang Gan Bao attenuates carbon
tetrachloride-induced hepatocyte apoptosis in rats, associated with suppression of p53 activation and
oxidative stress. Mol Med Rep., 16 (3):2611-2619, 2017. doi: 10.3892/mmr.2017.6936.

Zholobenko A, Modriansky M: Silymarin and its constituents in cardiac preconditioning.
Fitoterapia., 97:122-132, 2014. doi: 10.1016/j.fitote.2014.05.016.

Zuniga-Garcia V, Chavez-Lopez Mde G, Quintanar-Jurado V, Gabifio-Lopez NB,
Hernandez-Gallegos E, Soriano-Rosas J, Pérez-Carreon JI, Camacho J: Differential Expression of Ion
Channels and Transporters During Hepatocellular Carcinoma Development. Dig Dis Sci., 60
(8):2373-2383, 2015. doi: 10.1007/s10620-015-3633-9.



171

6. OZGECMIS

1986 yilinda Manisa’nin Turgutlu ilgesinde dogdum. Ilk, orta ve lise
ogrenimimi Turgutlu’da tamamladim. 2007 yilinda Yiiziincii Yil Universitesi
Veteriner Fakiiltesi’ni kazanarak 2012 yilinda donem {igiinciisii olarak mezun oldum.
Ayni y1l Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nin agmis
oldugu Arastirma Gorevliligi smmavimi kazanarak goreve basladim. Su anda aym

anabilim dalinda arastirma gorevlisi olarak gorev yapmaktayim.



