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OZET

Dietilnitrozamin ile Olusturulan Deneysel Hepatoseliiller Karsinom Modelinde
N-Asetilsistein ve Likopenin Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: HCC, genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu gelisen ¢ok
asamal1 bir siirectir. Bu siireg, N-nitroso bilesiklerinin kullanildigi deneysel HCC
modelleriyle simiile edilebilmektedir. Karsinojenik N-nitroso bilesikleri, insanlarda
cevresel ve endojen olusum yoluyla maruziyet olusturabilmekte ve HCC’ye yol
acabilmektedir. Son yillarda HCC tedavisinde gelismeler olmasina ragmen, mevcut
tedavilere karsi gelisen direng, yeni terapdtik yaklasimlari gerekli kilmaktadir.
Literatiirde likopen ve NAC’m kemopreventif etkileri bildirilmis olsada, bunlarin
kombinasyonunun hepatokarsinogenez  siirecine  etkileri  degerlendirilmemistir.
Calismamizda, DEN/TAA indikli HCC modelinde likopen ve DNA tamir
mekanizmalarini destekleyen NAC’1n birlikte kullaniminin, erken dénem karsinogeneze
etki potansiyelinin biyokimyasal/histopatolojik yaklasimlar araciligiyla arastirilmasi
amagclanmstir.

Materyal ve Metot: Calismada 56 fare bes gruba ayrildi (Kontrol, DEN,
Likopen+DEN, Likopen+NAC+DEN, NAC+DEN). Kontrol grubu normal beslenirken,
diger gruplarda 3-10. haftalar arasinda DEN ve 11-18. haftalar arasinda TAA
intraperitoneal uygulanarak HCC modeli olusturuldu. Likopen ve/veya NAC
uygulamasina DEN’den 3 giin 6nce baslanarak 24. haftaya kadar siirdiiriildii. Calisma
sonunda karaciger dokusunda inflamasyon (sitokinler, Nrf2, NF-xB p65, p-NF-kB p65),
apoptozis (Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2) ve neoplastik/fibrotik (GST-pi, Glipikan-3,
VEGF, MMP-2) biyoelirtecler analiz edildi.

Bulgular: NAC uygulamasi, NF-xB, VEGF ve MMP-2 diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlaml degisiklik olusturmadi. Likopen uygulamalar1 NF-kB’yi azaltarak
antiinflamatuar etki gosterirken, VEGF ve MMP-2 ekspresyonunu artirarak anjiyogenez
ve invazyonu destekledi. Likopen ve/veya NAC uygulamas1 Bax/Bcl-2 oranini azaltarak
antiapoptotik etki gosterirken Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivasyonunun saptanmamasi bu
bulguyu destekledi. Likopen ve/veya NAC uygulamasi, DEN grubuna kiyasla TGF-$1
diizeyini artirdi, HCC’ye 6zgii eksprese edilen glipikan-3 diizeylerini diisiirdii, timor
nodiil sayisinda artisa neden oldu.

Sonug¢: Antioksidan/antiinflamatuar/antikanser ozellikleriyle bilinen likopen ve
NAC bilesiklerinin, etkili olduklar1 hiicresel mekanizmalar bilinmemekle birlikte,
karsinogenezi artirabilecekleri saptandi.

Anahtar Kelimeler: BALB/c fare, DEN, Glipikan-3, GST-pi, HCC, Likopen,
MMP-2, NAC, NF-kB, TAA, VEGF
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ABSTRACT

Investigation of the Protective Effects of N-Acetylcysteine and Lycopene in an

Experimental Hepatocellular Carcinoma Model Induced by Diethylnitrosamine

Aim: HCC is a multistep disease arising from the accumulation of genetic and
epigenetic alterations. This process can be reproduced in experimental models using N-
nitroso compounds, which may also cause environmental and endogenous exposure in
humans and contribute to HCC development. Despite advances in HCC treatment,
therapeutic resistance remains a major challenge, highlighting the need for novel
strategies. Although lycopene and NAC have been reported to exert chemopreventive
effects, the impact of their combined use on hepatocarcinogenesis has not yet been
clarified. Therefore, this study aimed to investigate the effects of combined lycopene and
NAC administration, known to support DNA repair mechanisms, on early-stage
hepatocarcinogenesis in a DEN/TAA-induced HCC model using biochemical and
histopathological analyses.

Materials and Methods: Fifty-six mice were divided into five groups: Control,
DEN, Lycopene+DEN, Lycopene+NAC+DEN, and NAC+DEN. Except for the Control
group, HCC was induced by intraperitoneal DEN (weeks 3—10) and TAA (weeks 11-18).
Lycopene and/or NAC were administered three days before DEN initiation and continued
until week 24. Hepatic inflammatory (cytokines, Nrf2, NF-xB p65, p-NF-kB p65),
apoptotic (Caspase-3, Caspase-9, Bax, Bcl-2), and neoplastic/fibrotic (GST-pi, Glypican-
3, VEGF, MMP-2, TGF-B1) biomarkers were evaluated.

Results: NAC didn’t significantly alter NF-kB, VEGF, or MMP-2 levels.
Lycopene reduced NF-kB but increased VEGF and MMP-2 expression. Lycopene and/or
NAC exerted an antiapoptotic effect by decreasing the Bax/Bcl-2 ratio without Caspase-
3 or Caspase-9 activation, and compared to DEN, increased TGF-f1, decreased glypican-
3, and increased tumor nodules.

Conclusion: Despite their recognized antioxidant, anti-inflammatory and
anticancer properties, lycopene and NAC may paradoxically enhance carcinogenesis
under certain conditions.

Key words: BALB/c mouse, DEN, Glypican-3, GST-pi, HCC, Lycopene, MMP-
2, NAC, NF«B, TAA, VEGF.

1X



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

AKT : Protein Kinaz B

APS : Amonyum Per Siilfat

ATP : Adenozin Trifosfat

Bax : Bel-2 Tliskili X

Bcl-2 : B Hiicreli Lenfoma 2

CYP : Sitokrom P450

DEN : Dietilnitrozamin

ECM : Ekstraseliiler Matriks

EDTA : Etilendiamintetraasetik Asit

EGF : Epidermal Biiylime Faktorii
EGFR : Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorti
ERK : Ekstraseliiler Sinyal Regiile Kinaz
GPC-3 : Glipikan-3

GSH : Rediikte Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GST : Glutatyon S-transferaz

GST-pi : Glutatyon S-transferaz pi

GST P1 : Glutatyon S-transferaz pi Geni
H20: : Hidrojen Peroksit

HBV : Hepatit B Viriisii

HCC : Hepatoseliiler Karsinoma

HCV : Hepatit C Viriisii

HGDN : Yiiksek Dereceli Displastik Nodiiller
HGF : Hapatosit Biiylime Faktorii

HIF : Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor
HSC : Hepatik Yildiz Hiicreleri

IL : Interlkin

IGF : Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorii
JAK : Janus kinaz

JNK : c-Jun N-terminal Kinaz

LGDN : Diisiik Dereceli Displastik Nodiiller



ROS
SDS-PAGE
STAT
TAA
TBS
TBST
TEMED
TGF-p
TNF-a
VEGF
VEGFR

: Mitojen Aktive Protein

: MAP Kinaz

: Malondialdehit

: Mitojen Aktive Protein

: HGF Kodlayan Gen

: Matriks Metalloproteinaz

: Memeli Rapamisin Hedefi

: N-Asetilsistein

: Alkolsiiz Yagh Karaciger Hastalig1

: Alkolsliz Steatohepatit

: Niikleer Faktor Kappa B

: Fosforile Niikleer Faktor Kappa B

: Dogal Oldiiriicii Hiicreler

: Fosfat Tamponlu Salin

: Platelet Kaynakl1 Biiyiime Faktorii

: Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii Reseptorii
: Fosfoinositid-3 Kinaz

: Hizla Diizenlenen Fibrosarkom

: Rat Sarkom Viriisii

: Radyoimmiinopresipitasyon Assay

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
: Sinyal Transdiiserleri ve Transkripsiyon Aktivatorleri
: Tiyoasetamid

: Tris-Tamponlu Salin

: Tris-Tamponlu Salin, Tween 20

: N,N,N',N'-Tetrametil Etilendiamin

: Transforme Edici Biiyliime Faktorii Beta

: Tiimdr Nekroz Faktor Alfa

: Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii

: Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii Reseptorii
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1. GIRIS

Kiiresel kanser istatistiklerine (GLOBOCAN 2022) gore karaciger kanseri, kanser
hastaliklar1 arasinda goriilme siklig1 agisindan altinci, 6liim orani agisindan ise {iglincii
sirada yer almaktadir (1). Karaciger kanseri, erkeklerde 6liim nedeni olarak ikinci sirada
yer alirken, cogu bolgede, erkeklerde karaciger kanseri insidans ve mortalite oranlari
kadinlara gore daha fazla artmistir (1). Karaciger kanserlerinden olan hepatoseliiler
karsinom (HCC) primer karaciger kanserlerinin yaklasik %80-90'1n1 olusturmaktadir (2).
HCC genellikle kronik karaciger hastalig1 ve onunla iliskili sirozun devaminda gelisir;
agresif dogas1 ve smirli tedavi segenekleriyle oliimciil bir malignitedir (3). Hastalik
cesitli risk faktorleriyle iliskilendirilmistir. En 6nemli risk faktorleri; Hepatit B (HBV),
Hepatit C (HCV) ve Hepatit D viriisleriyle kronik enfeksiyon; asir1 alkol alimi, alkolsiiz
yagh karaciger hastaligi, diyabet, obezite gibi metabolik bozukluklar, mantar toksini-
aflatoksin B1 ile enfekte gida maddelerinin tiiketimi ve tiitiin kullanim1 gibi kimyasal
madde maruziyeti; hemokromatozis, Alfa-1 antitripsin eksikligi gibi genetiksel
etiyolojiler olarak siralanabilir (4). Genellikle semptomlarin ge¢ ortaya cikmasi
nedeniyle HCC tanisi ileri evrede konmaktadir. Bu nedenle ¢ogu HCC hastasi kotii bir
prognoza sahiptir ve kiiratif tedavi yalnizca siirli sayida hastada kullanilabilmektedir.
Bu durum karaciger kanserinin tedavisini zorlagtirmaktadir (5). HCC'nin baslamasi ve
gelisimi, genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesiyle ortaya ¢ikan ¢ok asamali bir
stirectir. Bu degisiklere bagl olarak temel hiicresel siireclerin diizensizligine yol acan
onkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu ger¢eklesmektedir
(6). Bunlarin yanmi sira hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, apoptozis, metastaz ve
anjiyogenezde rol oynayan Ras/Raf/MAPK, PI3K/Akt/mTOR, JAK/STAT gibi ¢esitli
sinyal yolaklar1t HCC olusumuyla beraber anormal ¢alismaktadir (7).

HCC'li hastalar i¢in tedavi se¢enekleri klinik evreleme ile belirlenir. Uluslararasi
kabul gormiis Barselona Klinigi Karaciger Kanseri (BCLC) evreleme sistemine gore
HCC'li hastalar klinik evrelere ayrilir (4). HCC de ana tedavi yontemleri cerrahi
rezeksiyon, radyoterapi, kemoterapi ve nakildir. Erken ve orta evre HCC hastalar1 i¢in
cerrahi rezeksiyon ana tedavi yontemi iken ileri evre hastalar i¢in ilaglar tek tedavi
secenedi olmaktadir. Ileri evrede tanis1 konulmus ve ameliyat olma sansini olan hastalar
kotii bir prognoza sahip olmanin yaninda ¢ogu kemoterapotik ajanlara direng sorunuyla
kars1 karsiya kalmaktadir (4).

HCC, tiimor i¢inde ve bireyler arasinda oldukca heterojendir ve bu durum
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hastaligin ilerlemesini, siniflandirmay1, prognozu ve dogal olarak ilaca karst hiicresel
direnci etkiler. Sorafenib, ileri evre HCC i¢in onaylanmis birinci basamak bir
kemoterapotik ajandir. Raf (hizla diizenlenen fibrosarkom), EGFR (endotelyal biiylime
faktorii reseptorii), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii (VEGFR), platelet
kaynakli bliytime faktorii reseptorii (PDGFR), FMS benzeri tirozin kinaz-3 (FLT3) ve c-
kit'i hedef alan bir multikinaz inhibitoriidiir. Sorafenib ileri evrede hepatik tiimor
bliylimesini ve anjiyogenezi baskilamistir, ancak uzun silireli maruziyette direng
olusturdugu ortaya konmustur (8). Sorafenibin yan sira kullanilan ilaglardan lenvatinib,
regorafenib ve cabozantinibin de sagkalimi iyilestirdigi kanitlanmistir (4).

Likopen beta karotenoidler arasinda en giiglii siiperoksit radikal temizleyicisidir.
Hepatositlerde dietilnitrozamin (DEN) metabolizmasi sirasinda ortaya cikan serbest
radikallerin etkisini sondiirmenin yaninda hepatosit membranini stabilize etme, biiylime
sinyallerini inhibe etme, hiicre dongiisiinii durdurma ve apoptozisi indiikleme gibi bir¢ok
hedefte etkili antikanser 6zelliklere sahiptir (9).

Karaciger hasarinda Rediikte Glutatyon (GSH) sentezi bozulmaktadir (10). Doku
GSH sentezi i¢in sistin, metiyonin, N-asetilsistein (NAC) ve L-2-oksotiyazolidin-4-
karboksilat sisteinin etkili onciilleridir (11). NAC o6zellikle hepatik dokuda hiicre ici
GSH'yi dogrudan arttirarak etki eden bir antioksidan olarak bilinmektedir (12). NAC,
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve Diinya Saghik Orgiiti (WHO)
tarafindan temel bir ila¢ olarak taninan, yaygin olarak parasetamol (asetaminofen) doz
asiminin tedavisinde ve solunum yolu hastaliklarinda mukolitik bir ajan olarak kullanilan
bir ilagtir (13).

Fare, sican gibi kemirgen HCC modelleri insan HCC’sini simiile etmesi
bakimindan biiyiik bir 6neme sahiptir (14) . Karaciger kanser modeli olusturmak i¢in bir
N-nitrozo bilesigi olan DEN yaygin olarak kullanilmaktadir. insanlar bu kimyasala hem
cevresel hem de endojen olarak maruz kalabilmektedir. DEN bilesiginin metabolize
olmast sonucu serbest radikaller, alkilleyici ajanlar olugmakta ve bu da hiicrede
inflamasyon ve DNA hasarina neden olmaktadir (15,16). Olusan bu hasar1 6nlemek i¢in
calismamizda dogal ve ¢ok hedefli bir ajan olan likopen ile bir antiinflamatuar bilesik

olan NAC’1 beraber kullanarak tiimor olusumuna etkisini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

Karaciger viicudumuzdaki hayati organlardan biridir. Karaciger karin boslugunun
sag lst kisminda, diyaframin hemen altinda yer almaktadir. Fibr6z bir kapsiille
cevrilidir. Agirligr erkeklerde yaklasik olarak 838-2584 gr ve kadinlarda ise ortalama
775-2395 gr’ dir (17,18). Karaciger sag ve sol olmak iizere iki ana lob ile bunlardan daha
kiigiik ve merkezi konumdaki iki lobdan olusmaktadir. Karaciger lobiil adi verilen
fonksiyonel birimlerden olusur. Lobiiliin merkezinde santral ven vardir, santral ven
cevresinde portal yollarla iletisim kurdugu hepatik arter, portal ven ve safra kanallar1 yer
alir (Sekil 2.1) (19). Karaciger portal ven ve hepatik arterden kanlanmaktadir. Karacigere
gelen kanin %75-80’ini portal vendz sistem, %20-25’ini ise hepatik arteryel sistem
tasimaktadir. Portal ven, barsaklardan emilen, besin agisindan zengin kanmi getirirken
hepatik arter oksijenden zengin kani karacigere tasimaktadir. Safra kanallar
hepatositlerin salgiladig1 safrayr duodenuma tasimaktadir. Hepatositler organin ana
metabolik islevlerinden sorumludur ve hepatik veniillere dogru yayilan plakalar halinde

diizenlenmektedir (20).

Hepatik . Santral .
siniizoidler Ven Hepatosit
Kuppter

hiicreleri

hepatik
hiicresel plak
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” : R i\
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Safra kanal

Karaciger lobiiliinde hepatosit, portal tiglii (hepatik arter, hepatik portal ven ve safra kanali), hepatik
siniizoid ve hepatik plaklarin temsili goriintimii (21)

Sekil 2.1. Karaciger lobiilii

Karaciger bircok farkli hiicre tipinden olusur ve bunlar parankimal hiicreler
(hepatositler) ve non-parankimal hiicreler (siniizoidal endotelyal hiicreler, kupffer

hiicreleri, hepatik yildiz hiicreler (HSC), dogal 6ldiirticii hiicreleri (NK hiicreleri), hepatik
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dentritik hiicreler, dogal o6ldiiriicii T hiicreleri, safra epitelyal hiicreler) olmak tizere 2
gruptan olusur (22). Karaciger, hepatositlere ve parankimal olmayan hiicrelere ek olarak,
oval hiicreler ad1 verilen bir¢ok hiicre onciilii olabilen intrahepatik "kok" hiicreleri de
igerir (19). Non-parankimal hiicrelerin hepsi sinlizoidlerde bulunur ve "karaciger
siniizoidal hiicreleri" olarak adlandirilir. Hepatosit popiilasyonunun karaciger dokusunun
yaklagik %78'ini olusturdugu, non-parankimal hiicrelerin ise yaklasik %6,3"ini
olusturdugu tahmin edilmektedir; bu hiicrelerin yaklasik %2,8'1 endotelyal hiicreler,
%2,1't Kupffer hiicreleri ve %]1,4'i hepatik yildiz hiicrelerdir. Hiicreler arasi bosluk
karaciger dokusunun yaklasik %16'sin1 temsil etmektedir (22).

2.2. Kanser

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), diinya ¢apinda goriilen kanser
insidans1 ve mortalite oranlarini belirlemek, onceden belirlenmis 20 diinya bolgesi
arasinda gozlemlenen cografi degiskenlikleri ortaya koymak ve kiiresel demografik
gostergelere dayanarak kanser insidansinin gelecekteki (2050) biiytikliiglinii tahmin
etmek amaciyla ¢esitli yillarda kanser istatistiklerine dair raporlar (GLOBOCAN)
yaymlamistir. Bu verilere gore, diinya genelinde kanser vakasinin ve kanser nedeniyle
Olim oranmin arttig1 goriilmektedir (1,23-27). Kanser vakalarindaki bu artisin, 2050
yilina kadar 35 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (1). 2022 yilinda diinya genelinde
yaklasik 20.0 milyon yeni kanser vakasi ve 9.7 milyon kanser nedeniyle 6liim meydana
geldigi tahmin edilmistir (1).

Diinya capinda, bir yasam siirecinde her 5 erkek veya kadindan birinde kanser
gelismektedir, bunun yani sira her 9 erkekten biri ile her 12 kadindan birinde de kanser
nedeniyle 6liim gerceklesmektedir (1). Diinya genelinde en sik teshis edilen kanser
akciger kanseri (%12.4 toplam vakalarin) olup, bunu meme (%11.6), kolorektum (%9.6),
prostat (%7.3) mide (%4.9) ve karaciger (%4.3) kanserleri izlemektedir. Kanserden
Oliimlerin baglica nedeni Akciger kanseri (%18.7 toplam kanser dliimlerinin) olup, bunu
kolorektal (%9.3), karaciger (%7.8), meme (%6.9) ve mide (%6.8) kanserleri
izlemektedir. Kadinlarda, hem en sik teshis edilen hem de 6liime neden olan kanser meme
kanseri olup bunu akciger ve kolorektal kanser izlemektedir. Erkeklerde hem en sik teshis
edilen hem de 6liime neden olan kanser akciger kanseri olup, bunu, en sik teshis
bakimindan prostat ve kolorektal kanser izlerken, mortalite sayis1 bakimindan karaciger
ve kolorektal kanser takip etmektedir (1).

Tiirkiye 2020 kanser istatistiklerine gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser
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sirastyla akciger, prostat, kolorektal, mesane ve mide kanseridir. Kadinlarda ise en sik

goriilen kanserler meme, kolorektal, tiroid, akciger, mide ve uterus korpus kanseridir (28).

2.3. Karsinogenez

Kanser, hiicredeki DNA'nin hasar almasi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz biiyiimesi
ve ¢ogalmasiyla karakterize edilen karmasik ve ¢ok yonlii bir hastaliktir (29). Normal
hiicrelerin  aksine kanser hiicrelerinde proliferatif sinyal siirdiiriiliir, biiylime
baskilayicilardan kaginilir, hiicre o6liimiine direng gosterilir, sinirsiz replikasyon ve
immiin sistemden kacis yetenegi sergilenir. Bunlara paralel olarak enerji metabolizmasi
ve timor mikro ¢evresi yeniden diizenlenir, anjiyogenez uyarilir, invazyon ve metastaz
aktive edilir (30).

Kanser olusumu, baglama, gelisme ve ilerleme sathalarina ayrilabilir. Baglama,
normal bir hiicrenin kanserli olma olasiligini artiran genetik degisikliklere (mutasyonlara)
ugradigi ilk asamadir. Bu safhada proto-onkogenlerde, tiimor baskilayict genlerde, DNA
onarim genlerinde mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler meydana gelir. Bu
mutasyonlara radyasyon, kimyasal ve viral etkenler neden olmaktadir (31). Gelisme
evresi, baglama evresinde biriken mutasyonlar nedeniyle premalign hiicrelere doniisiimiin
gergeklestigi ve hiicre popiilasyonunun genisledigi bir evredir (30,32). Ilerleme evresi,
ek genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesi maligniteyi arttirarak invazyon ve
metastaza neden olur. Bu evrede kromozomal instabilite, anjiyogenez ve apoptozun
engellenmesi s6z konusudur (30). Kanser hiicreleri istila ettikleri dokudan tek veya kii¢iik
kanser hiicre kiimeleri seklinde damar i¢ine sizar ve dolagim sistemi araciligiyla hedef
organin kilcal damarlarinda durarak tekrar damar digina sizar. Kanser hiicreleri bu sekilde
primer timor bolgesini terk ederek, uzak organlara yerlesir ve metastatik tlimorler

olusturur (33).

2.4. Karaciger Kanseri

Karaciger kanseri hepatositlerde gelisen primer karaciger kanseri (%80'1), safra
kanallarinda gelisen (2) intrahepatik kolanjiokarsinom (%14,9'u) ve diger histolojiler
(hepatoblastoma, hepatoseliiler adenom, pediatrik neoplazm) (% 5.1) olmak iizere alt

tiplerden olusur; bunlarin etiyoloji ve epidemiyolojileri farklilik gostermektedir (2).

2.5. Hepatoseliiler Karsinoma

HCC, kronik karaciger hastalifina bagh olarak gelisen en yaygin primer karaciger


https://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
https://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bile-duct
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kanseridir. Cogunlukla kronik karaciger hastaligt ve onunla iliskili sirozun devaminda
gelisir; agresif dogast ve smnirhi tedavi secenekleriyle oOlimciil bir malignitedir
(3). HCC’nin baslica risk faktorleri kronik HBV veya kronik HCV enfeksiyonu olup,
diinya capinda HCC'nin %21 ila %55' inden sorumludur (1). Viral risk faktorlerine bagl
gelisen HCC insidansi kiiresel ¢capta neonatal HBV agilamanin yayginligi, HBV ve HCV
tedavisinde etkili antivirallerin gelistirilmis olmasi nedeniyle azalmistir (4). Diinya Saglik
Orgiitii ve/veya Kiiresel Hastalik Yiikii'niin verilerine gore, metabolik fonksiyon
bozukluguyla iligskili yaglhh karaciger hastaligi (MAFLD) olarak yeniden
adlandirilan alkolsiiz yagh karaciger hastaligi (NAFLD) ve alkole bagli karaciger
hastaliginin  yiikii giderek artmaktadir (34). Diyabet ve giderek artan obezite gibi
metabolik nedenlerle meydana gelen MAFLD 6nemli bir kiiresel saglik tehdidi olup (3),
HCC’de HBV veya HCV risk faktorlerinden daha etkin bir duruma gegecegi
beklenmektedir (4).

Son yirmi yildir Tiirkiye’de HCC gelisiminde en yaygin risk faktoriiniin kronik
viral hepatit olmaya devam ettigi bildirilmektedir. HCC ile en sik iligkili enfeksiyon HBV
olup, bunu HCV enfeksiyonu ve NAFLD izlemektedir (35).

HCC, genotoksik stresler ve farkli etiyolojilere bagli olarak ¢esitli degisikliklerle
karakterizedir. Bu degisiklikler, HCC'nin molekiiler ve immiin alt siniflara ayrilmasina
olanak tanimaktadir. Bu baglamda, Kanser Genom Atlas1 Arastirma Ag1 (TCGA), HCC
tizerine yapilan ilk biiyiik 6l¢ekli ve ¢ok platformlu analizde; somatik mutasyonlar, DNA
metilasyonu, gen, protein ve mikroRNA (miRNA) ifadeleri gibi ¢ok sayida molekiiler
parametreyi degerlendirmistir (36,37). Bu degerlendirmede 363 HCC vakasinda tiim
ekzon dizileme ve DNA kopya sayis1 analizi, 196 vakada ise DNA metilasyonu, RNA,
miRNA’ya ek olarak proteomik ekspresyon analizleri ger¢eklestirilmistir. Bu analizlere
gore;

° DNA sekanslama ve mutasyon analizi LZTRI1, EEF1A1l, SF3B1 ve
SMARCAA4 gibi anlamli sekilde mutasyona ugramis genleri ortaya koymustur.

. HCC'de metabolik yeniden programlamaya isaret eden genlerde (ALB,
APOB ve CPS1) hipermetilasyon kaynakli asagi regiilasyon veya mutasyon yoluyla
degisiklikler gerceklestigi gozlemlenmistir.

J TP53 hedef gen ekspresyon imzasi, kotli sagkalim ile korele bulunmustur.

. Tedavi edilebilir potansiyel hedefler arasinda WNT sinyali, MDM4, MET,
VEGFA, MCLI1, IDHI1, TERT ve bagisiklik kontrol noktas1 proteinleri olan CTLA-4,
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PD-1 ve PD-L1 proteinlerinin yer aldig1 belirtilmistir (37).

2.5.1. Karaciger Fibrozu

Kronik karaciger hasar1 inflamasyona, fibrozise, siroza ve HCC gelisimine neden
olmaktadir. Karaciger fibrozisi, hiicre dis1 matriks proteinlerinin (¢ogunlukla ¢apraz baglh
tip I ve tip III kollajenler) birikmesiyle meydana gelen lifli bir olusumdur (38). Fibrozise
bagli karsinogenezin potansiyel mekanizmalar1 arasinda fibrotik matriks tarafindan artan
integrin sinyali, HSC'ler ve hepatositler arasinda parakrin sinyali, artan stromal sertlik,
hiicre dis1 matriks tarafindan biiylime faktoriiniin sekestrasyonu (tutulmasi) ve NK ve
NKT hiicreleri tarafindan timor goézetiminin azalmasi yer alir (39). Karaciger fibrozu,
asir1 ekstraselliiler matriks birikimi ve istiflenmis lif olusumu ile karakterizedir. Biriken
lif olusumu normal karaciger mimarisini tahrip ederek hepatosit kaybina sebep
olmaktadir. Bu durum karacigerin fizyolojik fonksiyonlarini engelleyebilmekte ve
sonunda karaciger yetmezligine neden olabilmektedir (40). Fibrojenezde, ekstraselliiler
matriksin ana kaynagi miyofibroblastlarin aktivasyonu ve proliferasyonu olmaktadir.
Ekstraselliiler matriks iireten miyofibroblastlar, hasarli karacigerde bulunurlar, ancak
normal fizyolojik kosullarda bulunmazlar. Miyofibroblastlarin ana kaynagi aktive edilmis
hepatik yildiz hiicreleri olmakla beraber hem portal fibroblastlar hem de kemik iliginden
kokenli kollajen iireten hiicreler miyofibroblastlara transdiferansiye olabilmektedir (41).

Karaciger hasari, hastalifin erken donemlerinde vaskiiler diizensizligin
baslamasina neden olur. Vaskiiler diizensizligin gelistigi bolgelerde hipoksi meydana
gelir, bu durum anjiyogenezi baslatir. Hipoksi, hiicre hasar1 ve inflamasyonu agirlastirir,
karaciger rejenerasyonunu inhibe eder, anjiyogenez ve fibrogenezi uyarir ve karaciger
karsinogenezini destekler. Hipoksinin bu etkilerinin ¢oguna, oksijene duyarli bir
transkripsiyon faktorii olan hipoksi ile indiiklenebilir faktor-la (HIF-1a) aracilik eder.
Periportal bolgedeki hiicrelerle karsilastirildiginda, intralobiiler HSC'ler hipoksiye daha
duyarhdir(42) ve HSC'ler, trombosit tiirevli biiyiime faktorii (PGDF) ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktor (VEGF) sinyal yoluyla endotelyal hiicrelerle etkilesimde
bulunarak anjiyogenezde onemli bir rol oynar (42). Anjiyogenez karaciger hasarinin
basarili bir sekilde onarimi i¢in gerekli olmasina ragmen sirozda anjiyogenez, VEGF
indiiklii yeni damarlarin olgunlasmamasi ve gegirgenligi nedeniyle verimsiz olabilir,

dolayisiyla karaciger hipoksisini diizeltmede basarisiz olabilir (42).



2.5.2. Karaciger Sirozu

Karaciger sirozundan 6nce meydana gelen fibrozis, ¢ogunlukla Tip I ve Tip III
kollajenler olmak iizere ekstraselliiler matriks proteinlerinin birikmesinden kaynaklanir.
Bu durum fibréz skar olusumuna neden olarak normal karaciger fonksiyonlarini tehlikeye
atabilir. Etiyolojiden bagimsiz olarak karaciger fibrozu hepatosit Oliimiine, sitokin
saliimiyla kronik inflamasyona, HSC'lerin aktivasyonuna ve epitelyal veya endotelyal
bariyerin bozulmasia neden olur (43). HCC'nin yaklasik %70-80'1 siroz zemininde
gelisirken %20-30’u ise siroz olmadan gelismektedir (44). Altta yatan bir karaciger
hastaliginin yoklugunda HCC, hepatik adenomlarin maligniteye doniismesiyle olusurken,
sirozda HCC, rejeneratif nodiillerin displastik lezyonlara ve bunlarin da erken evre
HCC’ye evrilmesiyle olusur (45). Boyutu 1 mm’den kii¢iik olan displastik odaklar kiigiik
degisiklikler iceren prekanserdz hepatosit gruplari iken, boyutu 2 cm'ye kadar olan
nodiiller malignite gosteren hepatosit gruplaridir. Displastik odaklar demir icermeyen
biiylik veya kiiclik hiicresel degisiklikler gosteren bolgelerdir. Displastik nodiiller doku
mimari anormalliginin siddetine bagli olarak diisiik dereceli displastik nodiiller (LGDN)
veya yliksek dereceli displastik nodiiller (HGDN) olarak siniflandirilabilirler (44).
Displastik nodiillerde ve erken HCC'de TERT promotdr mutasyonlar ve kromozomal
anormallikler gibi molekiiler degisikliklerin malign transformasyona gecis icin ilk
isaretler oldugu diistinilmektedir (4). Displastik nodiillerde ve yerlesik HCC'de, telomer
revers transkriptaz sentezini kodlayan TERT promoterinin mutasyonlar1 LGDN'lerde %6,

HGDN'lerde %20 ve HCC'de %60 siklikta goriiliir (44).

2.5.3. Hepatoseliiler Karsinoma Tani ve Tedavi Protokolleri

HCC’de en iyi tedavi sonucunu elde etmek i¢in erken teshis onemlidir. Kronik
karaciger hastaligi uzun bir siiregten sonra siroza neden olmaktadir. Siroz, hepatosit
proliferasyonunun artmasi sonucu olusan rejeneratif nodiillerin olusmasidir (46). Bu
rejeneratif nodiiller ile HCC arasindaki ayrim nodiil boyutuyla iliskilendirilmektedir.
HCC’nin erken evrede tespit edilmesi, morbidite ve mortalitenin azaltilmasi i¢in tarama,
tani, evreleme ve tedavi basamaklarinin etkili bir sekilde gerceklestirilmesi
gerekmektedir. HCC tanis1 i¢in, 6 aylik araliklarla ultrason, bilgisayarli tomografi ve
manyetik rezonans goriintiileme gibi radyolojik testler ve a-fetoprotein gibi serolojik
belirtecler kullanilmaktadir. Genel olarak, rezeksiyon, ablasyon ve transplantasyon

HCC'yi tamamen ortadan kaldirmayr amaclayan kiiratif amagla yapilirken,



transkateterizasyon, radyasyon ve sistemik tedaviler esas olarak evreyi diisiirme, kitleyi
kiictiltmek, semptomlar1 hafifletme ve yasam kalitesini iyilestirme amaciyla uygulanir
(4).

2007 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilerlemis HCC'nin tedavisi i¢in ilk hedefli,
sistemik tedavide sorafenib kullanildi. ilerlemis HCC hastalarinda on yil boyunca
standart tedavi olarak bir anti-anjiyojenik ve tirozin kinaz inhibitorii (TKI) olan sorafenib
kullanildiktan sonra 2018’de yine bir antianjiyojenik ve TKI olan lenvatinib de birinci

basamak tedavide kullanilmistir (44).

2.6. Hepatoseliiler Karsinom Kanser Modelleri

HCC gelisiminde Onemli risk faktorleri tanimlanmistir. Ancak hepatoseliiler
karsinogenez ve metastazinin birgok yonii hala bilinmemektedir. HCC hastalarinda
hassas tedavilerin belirlenmesi hastalar aras1 yiiksek heterojenite nedeniyle zordur (47).
Bu baglamda HCC'min molekiiler, hiicresel ve patofizyolojik mekanizmalarinin
anlasilmasi1 ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in uygun hayvan modelleri 6nem
tagimaktadir (48). Mevcut hi¢bir hayvan modeli insan HCC’sini tamamen simiile
etmemekle beraber, HCC icin birgok model tasarlanmistir. Anatomik, fizyolojik ve
genetik olarak insanlara benzerlik, kiigiik boyut, ¢ok sayida yavru ve daha biiyiik
hayvanlara kiyasla diisiik maliyet gibi ¢esitli avantajlar sunan kemirgen modelleri HCC
arastirmalart i¢in en ¢ok tercih edilen hayvan modelleri olmuslardir (49) . HCC gelisimi
icin bazi fare suslarinin (C3H, CBA ve DBA/2) kendiliginden veya kimyasal-indiiklii
olarak kanser olusturmaya yatkinken bazi suslarin (C57BL/6, BALB/c ve A/J.) oldukca
direncli olduklar1 tanimlanmistir (50). Fare modelleri disinda karaciger kanseri
calismalarinda Mogol gerbili, Gine domuzu, képek, maymun, tavsan, sican, Suriyeli altin
hamster, marmoset ve zebra balig1 gibi hayvan modelleri kullanilmigtir. Hepatoseliiler

karsinom modelleri Tablo 2.1.'de sunulmustur (51).

Tablo 2.1. Hepatoseliiler karsinom modelleri

. Kimyasal indiiklii modeller
. Implantasyon modelleri
. Singenik modeller
. Ksenograft modelleri
. Kimyasalla immiinsupresyon
. Genetiksel immiinsupresyon




. Viral modeller

. Genetigi degistirilmis fare (GEM) modelleri

. Hiimanize edilmis modeller

2.6.1. Kimyasal Indiiklii Modeller

HCC'nin kimyasal olarak indiiklenmis ilk modeli, 4-dimetil-aminoazobenzenle
sicanlarda olusturulmustur (1932-1937). Bu maddenin karaciger kanserini giiclii bir
sekilde indiikledigi bir dizi deneyle gosterilmistir (52). Kimyasallarin karsinogenezi
indiiklemesi icin uygulanan maddenin yapisi, konsantrasyonu, uygulandigi hayvan
tirliinlin yan1 sira akut veya kronik uygulanma siiresi de oOnemlidir. Kimyasal
maruziyetinde hedef organ ksenobiyotik detoksifikasyonundaki rolii nedeniyle
karacigerdir (51) Bu roliine ragmen detoksifikasyon sonucunda olusan bazi metabolitler
DNA ve hiicre proteinleriyle kovalent baglar olusturarak kanser gelisimine yol agabilirler
(51). Bu modelde normal doku, HCC gelisimi ve immiin sistem etkilesimi mevcut
oldugundan karsinogenez siirecini etkileyen ¢evresel, genetik ve immiinolojik faktorlerin
arastirilmasi i¢in uygun bir modeldir (52). Kimyasal indiikli modeller segilirken ve
tasarlanirken dikkate alinmasi gereken "ideal" kriterler bulunmaktadir. Model basit,
uygun fiyatli ve modelin kullanim1 kolay olmalidir. Tiimor ve konak arasindaki etkilesimi
kapsaml1 bir sekilde tasvir etmelidir. HCC modellerinde hepatosit dejenerasyonu,
rejenerasyonu, proliferasyonu ve transformasyonunun asamalarint belirgin olarak
olusturmalidir. Insan tiimér mikro ortamini simiile etmelidir. HCC’nin gelisim ve
ilerlemesiyle ilgili hiicresel ve molekiiler temel olaylarin giivenilir ve tekrarlanabilir bir
sekilde degerlendirilmesine yardimci olmalidir. Primer tiimor ile metastazlar1 arasindaki

iliskiyi ifade edebilmelidir (51).

Genotoksik Karsinojen Indiiklii Model: Genotoksik etkili karsinojenler (DEN
veya aflatoksinler gibi), DNA ile kovalent baglar kurarak DNA adiiktleri olusturan
kimyasallardir. DEN tek doz olarak spesifik bir sekilde bir hayvana verildiginde
sentrilobiiler hepatositlerde metabolize olur, bu sirada meydana gelen oksidatif stresle
iligkili olarak DNA hasarina neden olan reaksiyonlar olusur (15). Kronik olarak enjekte
edilen DEN, kronik inflamasyona ve ardindan fibroza neden olur. Bu nedenle
kemirgenlerde karaciger fibrozunu ve HCC'yi indiiklemek i¢in genotoksik karsinojenler,
siklikla kullanilir. Kemirgen modellerinde DEN tarafindan indiiklenen bu temel

metabolizma yollari, insanlarin metabolizma yollarina benzerdir (52). DEN ile
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indiiklenen HCC'lerin gen ekspresyon modellerinin, insan HCC'lerinin daha zayif hayatta
kalma grubundakilerle son derece benzer oldugunu gosterdi (53). Kemirgenlerde DEN
ile indiiklenen HCC gelisimi insanlarda oldugu gibi insidansi cinsiyete baghdir. Yapilan
caligmalar disi farelerin ve siganlarin DEN kaynakli hepatokarsinogeneze biiyiik olciide
direnc¢li oldugunu gostermistir. Bu durum kadinlarda Kupfer hiicreleri tarafindan IL-6
iretiminin 6strojen aracili inhibisyonuna baglanmistir. Bu da kimyasal modellerin immiin
sistemle iligkisine isaret etmektedir (52).

Genotoksik Olmayan Karsinojen Indiiklii Model: Karbon tetrakloriir (CCly),
tiyoasetamid (TAA) ve fenobarbital ve peroksizom proliferatorleri gibi genotoksik
olmayan kanserojenlerin DNA ile dogrudan etkilesimi yoktur. Bu maruziyetler, hiicresel
yapilar1 bozarak ve hiicre proliferasyonunun veya genetik hata riskini artiran siireglerin
kinetiklerini degistirerek, inflamasyonla iligkili olaylara, karaciger fibrozuna ve artmis

HCC insidansina yol acarak hepatik hasara neden olmaktadir (54).

2.6.2. implantasyon Modelleri

Implantasyon modeli 2 cesittir, tiimdr hiicrelerinin aymi tiirden hayvana
nakledilmesi durumunda Singenik, farkli tiirden hayvana nakledilmesi durumunda
ksenograft model adin1 alir (51).

Singenik Modeller: Singenik model, allograft tiimor modeli olarak da bilinir.
Tiimdr hiicrelerinin ayni tiirden bir hayvana nakledilmesini icerir (47). Singenik modelde
HCC gelisimi spontan, viral enfeksiyonlar ve genetigin degistirilmesi gibi nedenlerle
gerceklesmis olabilir. Ayni tiirden HCC hiicreleri bagisikligi-tam ayni sustan baska bir
hayvanin ya deri altina (ektopik) ya da bu HCC hiicrelerinin kaynag1 olan karacigere
enjekte (ortotopik) edilir. Bu modelin avantajlari; bagisikligi-tam canlilar kullanmasi,
immiin sistem ve tiimdr mikro ortaminin oyuncularinin arastirilmasina olanak saglamasi
ve ortotopik uygulama seklinin metastaza yol agabilmesi nedeniyle immiin yanitin timdor
tarafindan baskilanmasinin incelenmesine olanak saglamasi olarak siralanabilir.
Dezavantaj1 ise kullanilan hiicre hatlarinin insan HCC ile sinirli genetiksel benzerlige
sahip olmasidir (51,55).

Ksenograft Modelleri: Bu modelde, tiimdr hiicrelerinin bir hayvana nakledilmesi
s0z konusudur. Genellikle insan tiimor hiicre veya dokulari farelere nakledilir ve model
hasta kaynakli ksenograftlar (PDX'ler) olarak adlandirilir (47). implante edilen doku
reddini onlemek icin insan kanserli doku orneklerinin bagisiklig1 baskilanmis farelere

nakledilmesi gerekmektedir (56). Bu nedenle ksenograft modellerde immiin yetmezligi
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olan atipik ¢iplak fareler kullanilmistir (47). Bu modelde immiin yetersiz fareler
kullanildig1 i¢in antitimor ajanlarin  bagisiklik tepkileri dogru bir sekilde
degerlendirilemez ve bu da onlar1 immiinoterapileri igeren calismalar i¢in uygunsuz hale

getirir (57).

2.6.3. Viral Modeller

HBYV ve HCV, hepatositlerin kronik inflamasyon ve rejenerasyonu yoluyla DNA
hasar1 ve kanser gelisimine neden oldugu i¢cin HCC'nin etiyolojisinde yer almaktadir. Bu
enfeksiyonlar gelismekte olan iilkelerdeki toplam karaciger kanserlerinin yaklasik
%60'mdan sorumluyken, insan HCV enfeksiyonunun uygulanabilir kiigiik hayvan

modelinin olmamasi etkili tedavilerin gelistirilmesine engel teskil etmistir (51).

2.6.4. Genetigi Diizenlenmis Fare Kanser Modelleri

Hayvanlarin genetigiyle oynanarak etiyoloji ve histopatoloji bakimindan insanla
ilgili timorler olusturulabilmektedir (56). Fare germ hattini tasarlamak i¢in ¢ok cesitli
teknolojiler kullanilir. Embriyonik kok hiicrelerin veya zigotlarin genomu diizenlenerek
yapilabildigi gibi dogrudan mutasyonlarla timér baskilayici genler inaktive ve
onkogenler aktive edilerek veya hedef genlerin ifadesini transkripsiyon sonrasi spesifik
olarak baskilayan RNA’larin kullanilmasiyla genetigi degistirilmis modeller
yapilmaktadir (58). Kanser gelisimi dogal stroma ve bagisikligin tam oldugu bir sistemde
gerceklesmektedir. Genetigi diizenlenmis fare modelinde tiimor kendi dogal ortaminda
gelismektedir (otokton kanserler). Genetigi diizenlenmis fare modelleri immiin

tedavilerin uygulandig1 ve degerlendirildigi tek modeldir (56,59).

2.6.5. insanlastirllmis Fare Modelleri

Bagisiklik  sisteminin  bilesenlerinden ~ yoksun  ksenograftli  farelerin
dezavantajlarin1 agmak i¢in insanlastirilmis fare modelleri kullanilmistir. Bir modelde
kordon CD34 " hematopoietik kok hiicreleri immiin yetersiz farelere enjekte edilerek
insan bagisiklik sistemi farelere dahil edilebilmistir. NOG ve NOG-EXL gibi immiin
yetmezligi olan fare suslarina insan CD34+ hematopoetik kok hiicreleri enjekte edilerek
12-16 hafta i¢inde farede ¢ok cesitli insan bagisiklik hiicreleri gelistirilmistir. Yine
farelere insan periferik kan mononiikleer hiicreler (T ve B lenfositler, NK ve miyeloid
hiicreler) enjekte edilmis ancak sadece T lenfositler tutunmuslardir (60). Ancak, insan T

hiicresinin gelisimi farelerde tam olarak tekrarlanamaz c¢iinkii bunlarin timiislerinde bazi
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insanlara 6zgii faktorler yoktur (47).

2.6.6. in vitro HCC Modelleri

In vitro calismalar genellikle izole hiicrelerin belirli kiiltiir ortamlarinda
bliylimesine dayanir. Kanser hiicre hatlari, kanser arastirmalarinda ve ilag kesfinde rutin
olarak kullanilan degerli klinik 6ncesi modellerdir. HCC’de yaygin olarak kullanilan
hiicre hatlari, 6limsiizlestirilmis insan birincil tiimdrlerinden olusturulmustur. Bu HCC
hiicre hatlarinda birincil HCC tiimérlerinin genomik ve transkriptomik 6zellikleri hemen
hemen tam olarak korunmustur. Bu hiicre hatlar1 hiicresel sinyal yollari, metabolizma,
invazyon, ¢ogalma ve kemoterapi veya radyoterapiye yanit, ilag direnci ve timor

biiylimesinin ve metastazinin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bilgi saglarlar (61-63).

2.7. Hepatoseliiler Karsinomada Onemli Sinyal Yolaklar ve ilgili Proteinler

Sistemik tedavinin sinirh etkinligi, HCC'deki heterojenlige ve HCC gelisimini ve
ilerlemesini yonlendiren karmasik molekiiler mekanizmalara atfedilir. Bu nedenle, HCC
gelisiminin ardindaki mekanizmalarin kapsamli bir sekilde arastirilmasi ve etkili tedavi
stratejilerinin izlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. HCC'nin molekiiler patogenezi lizerine
yapilan kapsamli aragtirmalar, tiimorii baslatma, ilerletme ve tlimoriin metastazinda yer
alan birkag kritik sinyal yolunu tanimlamistir. Bu yollar arasinda mitojenle aktive olan
protein kinaz/hiicre dist sinyalle diizenlenen kinaz (MAPK/ERK), Wnt/B-katenin,
Hedgehog (HH), Janus kinaz/transkripsiyon faktoriiniin sinyal doniistiiriicii aktivatorii
(JAK/STAT) ve fosfatidilinositol  3-kinaz/AKT/rapamisin  memeli  hedefi
(PI3K/AKT/mTOR) gibi sinyal yollar: bulunmaktadir (64).
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Tablo 2.2. Hepatoseliiler karsinomada degerlendirilen molekiiler belirteglerin

fonksiyonel gruplandirilmasi

Fonksiyonel Siire¢ Parametreler Kanserle Tliskili Etki

Apoptozis Bax, Bcl-2, Bax/Bcl-2, Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi;

Kaspaz-9, Kaspaz-3 apoptotik ve antiapoptotik sinyaller

Inflamasyon ve NF-«B, P-NF-kB, IL-6, NO, Kronik inflamasyon ve inflamatuar
TGF-B1 yanit, sitokin tiretimi, hiicre sag kalim1

Sinyalizasyon ve fibrogenez

Oksidatif Stres MDA, PC, TOS Lipid/protein oksidasyonu ve DNA

(Pro-oksidan) hasari

Oksidatif Stres GSH, SOD, CAT, GSH-Px, Redoks dengesi; Nrf2 aracilt
(Antioksidan) GST, TAS, Nrf2 antioksidan yanit
Anjiyogenez ve NF-«B, TGF-B1, GST-Pi, Neoplastik doniisiim, ekstraseliiler
. VEGF, MMP-2, matriks yikimi, damar olugumu,
Invazyon

invazyon ve metastaz

Fibrozis ve Matriks TGF-B, Hidroksiprolin, Kollajen birikimi ve timor

Yeniden Yapilanmasi MMP-2 mikrogevresi degisimi

2.8. Matriks Metalloproteinaz-2

Karacigerin parankimal olmayan hiicre popiilasyonu kolanjiyositler (epitelyal
hiicreler), siniizoidal endotelyal hiicreler, hepatik yildiz hiicreler, Kupffer hiicreleri ve
lenfositler basta olmak {izere ¢esitli immiin hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicreler,
parakrin faktorler araciligiyla hem birbirleriyle hem de hepatositlerle etkilesime girerek
karaciger fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar (22). Karaciger mikrogevresinin
hiicresel olmayan bileseni ise kollajen, fibronektin, laminin, proteoglikanlar ve diger
matriksel proteinlerden olusan ekstraseliiler matrikstir (65).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraseliiler matriks bilesenlerini parcalar,
biitiinltiglinli ve kompozisyonunu diizenlerler. Bunlar matriks aracili sinyallemede 6nemli
rol oynayan, kalsiyum bagimli ¢inko igeren endoproteinazlardir (66). insan MMP’leri,
substrat Ozgiilliikleri ve yapisal benzerliklerine gore kollajenazlar, stromelisinler,
jelatinazlar, matrilisinler, membran tipi MMP’ler ve digerleri olmak {izere alt1 alt gruba
ayrilir (66). MMP’ler; proliferasyon, farklilasma, apoptoz, adezyon, hiicre gocli, yara
iyilesmesi ve doku rejenerasyonu gibi bir¢ok biyolojik siirecte rol oynar. Karaciger

hastaliklarinin ilerlemesi sirasinda MMP’ler ekstraseliiler matriks yikimini gerceklestirir,
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sitokin salinimini indiikler ve fibrotik siirecin ilerlemesini saglar; bu durum HCC
gelisimine dogru ilerler. Ayrica MMP’ler, tiimér invazyonu ve metastazi destekleyici
etkiler gosterir (67).

Jelatinaz A olarak da bilinen MMP-2, 6zellikle vaskiiler bolgelerde yer almaktadir
ve karaciger vaskiiler homeostazinin siirdiirilmesinde gorev alir. MMP-2, c¢esitli
karaciger hiicreleri tarafindan eksprese edilmekle birlikte en yiiksek diizeyde hepatik
yildiz hiicreler ve Kupffer hiicreleri tarafindan iiretilir ve karaciger fibrozisinde en sik
incelenen enzimlerden biridir (68,69). MMP-2 ekspresyonunun artisi; kronik hepatit,
karaciger fibrozisi, alkolik karaciger sirozu, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve HCC metastazi
ile iligkilendirilir (69). Radbill ve ark., MMP-2 -/- ve MMP-2 +/+ fare modellerini
kullanarak MMP-2’nin fibrotik siiregteki roliinii incelemis ve MMP-2 -/- farelerinde
fibrozisin arttigimi gézlemlemistir (70). Ayrica MMP inhibitérlerinin, deneysel
calismalarda HCC’de tiimor biiylimesini baskilayabildigi gosterilmistir (71). Bu nedenle
MMP inhibitorleri, kanser ve diger hastaliklarin tedavisinde umut verici bir yaklasim
olarak degerlendirilmistir. Ancak insanlarda yiiriitiillen ¢ok sayida klinik ¢aligmanin
basarisizlikla sonu¢glanmast MMP inhibisyonuna yonelik tedavi stratejilerine olan ilgiyi
azaltmistir. Klinik ¢aligmalarda anti-MMP ajanlarinin basarisizligi, MMP’lerin normal
dokuda fizyolojik ve yararli islevlere sahip oldugunu gostermekle beraber hayvan
modellerinde tolere edilebilen inhibisyonun insanlarda 6ngdriilmeyen olumsuzluklara yol

acabilecegini gostermektedir (67).

2.9. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Karaciger, zengin vaskiilarizasyona sahip bir organdir ve hiicresel rejenerasyonun
stirdiiriilebilmesi i¢in anjiyogeneze gereksinim duyar. Benzer sekilde HCC de yiiksek
derecede vaskiilarize bir timdr olup invazyon ve metastaz siireglerinin devami agisindan
anjiyogeneze bagimlidir. Anjiyogenez olmaksizin HCC’nin 1-2 mm’den daha fazla
bliyliyemeyecegi bildirilmektedir. Tiimor gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan hipoksik
mikrocevre, hipoksiye duyarli faktor-la (HIF-1a) ve niikleer faktér-xB (NF-xB) gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu faktorlerin aktivasyonu, VEGF salinimini
artirarak anjiyogenez siirecini baglatir (72,73).

Vaskiiler endotel hiicreleri i¢in bir anjiyojenik faktor olan VEGF, tiimor hiicreleri
de dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipi tarafindan tiretilir. VEGF/VEGFR sistemi endotel
hiicrelerinin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve gogilinde rol oynar (74). VEGF temel

anjiyojenik faktor olmakla birlikte, timor anjiyogenezinde anjiyopoietinler, fibroblast
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bliylime faktorleri (FGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiyltime
faktorii (IGF) ve trombosit tiirevli bitytime faktorii (PDGF) gibi ¢esitli bliylime faktorleri
de gorev almaktadir. Bu c¢oklu diizenleyici mekanizmalar, timdr anjiyogenez siirecini
karmasik bir hale getirmektedir (72). Ayrica bir tiimor igerisindeki farkli bolgeler;
inflamasyon, immiinsiipresyon, proliferasyon kapasitesi, farklilasma diizeyi, vaskiilarite,
ve invazivlik agisindan heterojen 6zellikler gostermektedir (75). VEGF, PI3K/Akt yolunu
aktive ederek ve B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) gibi antiapoptotik proteinlerin
ekspresyonunu artirarak endotel hiicre sagkalimini destekler. Endotel hiicreleri,
baglantisal adezyon molekiilii-1 (JAM-1) ve vaskiiler endotelyal kadherin (VE-kadherin)
araciligiyla sirastyla sik1 ve adezyon tipi baglantilarla birbirine tutunur. VEGF’in VE-
kadherin kaybina aracilik ederek endotelyal hiicre-hiicre temaslarini gevsetebilmesi
nedeniyle “vaskiiler gegirgenlik faktorii” olarak da adlandirildig: bildirilmektedir (76).
Son yillarda HCC’de anti-anjiyojenik tedavilere yonelik klinik uygulamalarda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Sorafenib gibi anjiyogenezi hedefleyen ajanlar klinikte
kullanilmakta ve etki mekanizmalar1 kapsamli bi¢cimde arastirilmaktadir; ancak bu

tedavilerin yan etkileri ve gelisen ilag direnci, klinik etkinligi sinirlayabilmektedir (73).

2.10. Niikleer Faktor Kappa B

1986 yilinda Ranjan Sen ve David Baltimore, B lenfositlerinde immiinoglobulin x
hafif zincir geninin « gili¢lendirici (enhancer) bolgesine baglanan bir niikleer faktorii ilk
kez tanimlamislardir. Uglart isaretlenmis DNA fragmanlar1 kullanilarak gergeklestirilen
elektroforetik mobilite kayma analizleri ile bu faktor karakterize edilmis ve k hafif zincir
genine yakin baglanmasi nedeniyle “NF-kB” olarak adlandirilmistir (77).

NF-«kB, inflamatuvar ve immiin yanitlarin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan,
hemen hemen tiim memeli hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan indiiklenebilir bir
transkripsiyon faktoriidiir (78). Memeli NF-kB ailesi; NF-xB1 (p105/p50), NF-xB2
(p100/p52), RelA (p65), RelB ve c-Rel olmak iizere bes liyeden olusur. Bu proteinlerin
tiimili, dimerizasyonu, DNA’ya baglanmay1 ve NF-kB dimerlerini sitoplazmada tutan
inhibitdr proteinler (IxkB) ile etkilesimi saglayan Rel homoloji alani igerir (79). RelA,
RelB ve c-Rel transkripsiyon aktivasyon alanina sahipken; p105 ve p100 bu alan1 icermez
ve prekiirsor proteinlerdir. Bu prekiirsorlerin proteolitik islenmesi sonucunda sirasiyla
p50 ve p52 alt birimleri olusur (80).

Normal sartlarda NF-xB dimerleri [kBa, IkBf ve IxBe gibi inhibitdr proteinlere

bagl halde sitoplazmada inaktif olarak bulunur (81). Hiicresel bir uyar1 sonrasinda IxB
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kinaz (IKK) kompleksi aktive olur ve NF-kB sinyal kaskadi baslatilir. IKK kompleksi;
iki katalitik alt birim olan IKKa (IKK1) ve IKKP (IKK?2) ile diizenleyici alt birim
IKKy/NEMO’dan (NF-xB essential modulator) olusur (82).

NF-xB aktivasyonu iki temel yol lizerinden gerceklesir. Kanonik (klasik) yol,
mikrobiyal enfeksiyonlar, Toll-benzeri reseptorler (6rnegin TLR4), tiimdr nekroz faktor
reseptorii (TNFR) ve interlokin-1 reseptorii (IL-1R) gibi sitokin reseptorlerinin
uyarilmasiyla aktive edilir (83). Aktive olan IKK, IkB proteinlerini fosforile eder;
fosforile IxB’ler E3 ubikitin ligaz kompleksi tarafindan taninarak ubikitinlenir ve
proteazomal yikima ugrar (81, 82). Bdylece serbest kalan NF-kB (¢ogunlukla p50/p65
heterodimeri) ¢ekirdege transloke olur ve IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, timor nekroz faktor
alfa (TNF-a) gibi sitokinleri; bliylime faktorlerini; hiicre adezyon molekiillerini (ICAM,
VCAM, E-selektin); akut faz proteinlerini (6rnegin SAA); indiiklenebilir enzimler
(iNOS, COX-2) ile pro- ve antiapoptotik proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu
diizenler (79).

Kanonik olmayan (alternatif) yol ise NF-xB2 (p100)/RelB kompleksine 6zgiidiir.
Bu yol; TNF ailesine ait B hiicresi aktive edici faktor (BAFF) ve reseptorii (BAFFR),
CD40 ve RANK gibi reseptorlerin uyarilmasiyla aktive edilir (84). NF-kB indiikleyen
kinaz (NIK, NF-kB-indiikleyen kinaz), bu yolun temel bilesenidir. NIK araciligiyla
aktive edilen IKKa, p100°i fosforile eder (85). Ardindan p100 proteolitik olarak iglenerek
p52 aktif formuna dontstiiriiliir. Olusan p52, RelB ile heterodimer olusturarak ¢ekirdege
tasinir ve hedef genlerin transkripsiyonunu diizenler. Sonug olarak NF-kB sinyal yolunun
aktivasyonu; sitokinler, kemokinler ve ¢esitli diizenleyici genlerin ekspresyonunu kontrol
ederek inflamasyon, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz gibi ¢ok sayida

hiicresel siirecin diizenlenmesinde kritik rol oynar (77).

2.11. Glutatyon S-Transferaz Pi

Glutatyon S-transferazlar (GST’ler), reaktif oksijen tiirleri (ROS), kanserojenler
ve kemoterapotik ajanlar gibi reaktif elektrofilik bilesiklerin makromolekiillere zarar
vermesini Onleyerek hiicresel detoksifikasyonda merkezi rol oynayan, tiim dokularda
yaygin olarak bulunan c¢ok islevli Faz II enzimleridir. (86). GST’ler sitozolik
(¢oziinebilir), mitokondriyal ve mikrozomal olmak {izere ii¢ farkli siiper aileden olusur.
En genis grubu olusturan sitozolik GST’ler, memelilerde alfa, mu, pi, sigma, teta, kappa,
omega ve zeta seklinde en az sekiz farkli sinifa ayrilir (87).

GST enzimlerinin substratlar1 genellikle hidrofobik o6zellik gosterir. GST ler,
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elektrofilik fonksiyonel gruplar iceren cesitli ekzojen ve endojen bilesiklerin elektrofilik
merkezlerine GSH’nin siilfidril (-SH) grubu araciligiyla konjugasyonunu katalize ederek
bu bilesikleri daha suda ¢oziinilir hale getirir (88). Ayrica GST’ler, ¢esitli elektrofilik
ilaglarin biyotransformasyonunu saglayarak bu molekiillerin polaritesini artirmakta ve
hiicre disina tasinmalarini kolaylastirmaktadir. Bu durum ilag toksisitesinin azalmasina
yol acarken, ayn1 zamanda kemoterapétik ajanlara karst direng gelisimine de katkida
bulunabilmektedir (89). Nitekim artan kanitlar, GST’nin asir1 ekspresyonunun ilag
inaktivasyonuna yol actigini ve kemoterapi direncinin gelisiminde 6nemli bir mekanizma
oldugunu gostermektedir. (90-92).

HCC’de, tiimor baskilayict genler promotdr hipermetilasyonu gibi epigenetik
degisiklikler sonucunda susturulabilmektedir. HCC’de en sik metillenen tiimor
baskilayici genlerden birinin GST-pi (GST3) oldugu ve bu oranin yaklasik %54’°e ulastig1
bildirilmistir (93). Bununla birlikte baz1 c¢alismalar, GST-pi proteini veya GST-pi
mRNA’sinin normal karaciger dokusunda neredeyse saptanamaz diizeyde oldugunu;
buna karsihik HCC’de ve preneoplastik hepatik lezyonlarda immiinohistokimyasal
boyama yontemiyle belirgin sekilde arttigini gostermistir (94-96).

Kimyasal karsinojenlerle indiiklenen sigan karaciger karsinogenez modellerinde,
GST-pi pozitif tek hiicrelerin preneoplastik odaklarin oncii/baslatici hiicreleri oldugu
immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir. Bu hiicrelerdeki GST-pi diizeylerinin,
preneoplastik odaklara kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica GST-pi’nin, y-
glutamil transferaz veya alfa-fetoproteine géore HCC’nin saptanmasinda daha duyarh bir
belirte¢ olabilecegi ifade edilmektedir (97,98).

DEN’in tek doz enjeksiyonundan sonraki 48 saat iginde GST-pi ekspresyonunun
saptanabilmesi, bu enzimin erken donem hepatokarsinogenezdeki Onemini
gostermektedir (97). Bu nedenle GST-pi'nin, kimyasal indiiklii hepatokarsinogenez
modelinde ¢ok erken "baslangi¢c hiicrelerin" saptanmasi i¢in en dogru belirteg

enzimlerden biri oldugu diisiiniilmektedir (98).

2.12. Glipikan-3

Glipikan-3  (GPC-3), GPC-3 geni tarafindan kodlanan 70  kD'luk
bir proteindir (99). GPC-3, bir ¢ekirdek protein ve bir heparan siilfat zincirinden olusan
temel bir yapiya sahiptir ve hiicre zarina bir glikozilfosfatidilinositol (GPI) yapist ile
baglanan glipikan ailesinin bir tiyesidir (100). Heparan stilfat proteoglikanlari, biiylime

faktorleri, kemokinler ve hiicre dis1 matriks proteinleri dahil olmak iizere ¢esitli hiicre dist
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molekiillerle etkilesime girerek hiicre yiizeyinde ko-reseptor olarak gdrev yapar ve bu
etkilesimler araciligiyla hiicre biiylimesi, farklilasma ve tliimor gelisimi gibi siireglerin
diizenlenmesinde rol oynar. (101). Membrana bagh glipikanlarin ana islevi Wnt'lerin,
Hedgehog'larin, fibroblast biiyiime faktorlerinin sinyallemesini diizenlemektir (102).
Wnt sinyal yolunda GPC-3, Wnt ligandlar1 ile etkilesime girerek Wnt/Frizzled
baglanmasini kolaylastirir ve Wnt ile kompleks olusturarak HCC biiylimesine katki
saglayan Wnt sinyalizasyonunun aktivasyonunu destekler (103). GPC-3’ler, HCC'lerin
%70'inden fazlasinda yliksek oranda ifade edilir ve kotli prognozla iliskilidir (101,102).
Bu nedenle GPC-3iin, preneoplastik lezyonlar1 iyi diferansiye neoplastik hepatoseliiler
lezyonlardan ve 1y1 huylu sirotik nodiillerden ayirt etmede potansiyel bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi bildirilmektedir (100). Ayrica HCC’de GPC-3’iin, alfa-fetoproteine
kiyasla daha gii¢lii diizeyde eksprese edildigi belirtilmektedir (104).

GPC-3, hiicre tipine bagl olarak hiicre bliylimesini hem negatif hem de pozitif
olarak diizenleyebilmektedir. Mezodermal embriyonik dokularda yliksek diizeyde
eksprese edilen GPC-3’ilin, meme, over ve akciger kanseri hiicrelerinde tiimdr baskilayici
olarak islev gorebildigi bildirilmistir (105). Ayrica c¢alismalar, GPC-3’iin timor
mikrogevresinin diizenlenmesi ve kanser metastazinda rol oynadigini ortaya koymustur
(99). Gao ve ark., GPC-3’iin heparan siilfat zinciri aracil etkilesimler yoluyla HGF/Met
sinyal yolunu modiile ederek HCC hiicre go¢ ve invazyonuna katkida bulundugunu;
GPC-3’e 06zgli shRNA ile gen ekspresyonunun baskilanmasinin ise hiicre go¢ ve
invazyonunu inhibe ettigini géstermistir (101). Bu bulgularla uyumlu olarak, Montalbano
ve ark. da GPC-3’iin siRNA ile inhibisyonunun hiicre go¢ ve invazyonunu azalttigini
bildirmistir (106). Klinik c¢aligmalar, gelistirilen antikorlar aracilifiyla GPC-3’iin
hedeflenmesinin, o6zellikle GPC-3’i asir1 eksprese eden hastalarda, diisik GPC-3
diizeyine sahip hastalara kiyasla progresyonsuz sagkalimi artirdigin1 gostermektedir. Bu
bulgular, GPC-3’iin 6nemli bir terapotik hedef potansiyeline sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (107).

2.13. Apoptotik ve Antiapoptotik Proteinler (Bcl-2, Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-
9)

Bcl-2 ailesi; Bel-2 ve Bel-xL gibi antiapoptotik proteinler ile Bax, Bak, Bid ve
Bim gibi proapoptotik iiyeleri igermektedir. Bcl-2, Bcel-xL ve Bak agirlikli olarak
mitokondriyal membranda lokalize olurken; Bax, Bid ve Bim ¢ogunlukla sitoplazmada

bulunmaktadir (108). Bcl-2, hiicre sagkaliminin diizenleyicilerinden  biridir.

19



Mitokondriyal membran biitlinliiglinii stabilize ederek ve kaspaz aktivasyonunu baglatan
sitokrom c¢ salinimin1 inhibe ederek apoptozu baskilar (109). Ayrica Bcel-2; Bel-2 iligkili
X (Bax) gibi proapoptotik aile iiyeleri ile heterodimer olusturarak onlarin aktivitesini
inhibe etme, inositol 1,4,5-trisfosfat reseptorii ile etkileserek endoplazmik retikulumdan
Ca?" salinimini diizenleme ve mitokondri diizeyinde antioksidan benzeri etkiler gosterme
gibi rollere sahiptir. Bel-2’nin asir1 ekspresyonunun, énemli bir hiicresel antioksidan olan
GSH diizeylerini artirdifi ve mitokondriyal islev bozuklugu ile hiicre Oliimiini
engelledigi bildirilmistir (110).

HCC'nin gelisimi, programlanmis (apoptozis, nekroptozis ve otofajiye bagli hiicre
oliimii gibi) veya programlanamayan (piroptozis ve nekroz gibi) bir tiir hiicre 6liimiiyle
iligkilidir (111). Apoptoz, organizmanin homeostazisini korumak amaciyla hasarli veya
islevini yitirmis hiicrelerin kontrollii ve enerji gerektiren bir siiregle ortadan
kaldirilmasidir  (112). Apoptotik  hiicrelerin  olusturdugu apoptotik  cisimcikler
makrofajlar tarafindan fagosite edildigi i¢in bu siire¢ genellikle inflamasyonla
sonuclanmaz (111). Buna karsilik nekroz, ¢ogunlukla kontrolsiiz bir hiicre oliimii
bicimidir ve hiicresel sisme ve hiicre membran biitiinliigliniin bozulmas: ile karakterize
bir stirectir (112).

Hepatosit apoptozu, 6liim reseptorii araciligiyla 6liim sinyallerini ileten digsal yol
ve hiicre i¢i uyarilarla baslatilan i¢sel yol olmak tizere iki temel yolag: igerir. Apoptoz,
bir dizi kaspazin ardisik aktivasyonu ile gerceklesir. Baslatici 8 ve 9 kaspazlar, hiicre i¢i
sensoOrler araciligiyla baslangi¢c sinyalini algiladiktan sonra pro-kaspazlar tarafindan
aktive edilir ve infazc1 3, 6 ve 7 kaspazlar1 aktive eder (111).

Igsel apoptoz yolu, sitokrom c¢ ve diger kaspaz aktive edici faktdrlerin
mitokondrinin i¢ membran boslugundan sitoplazmaya salinmasi ile baslatilir. Bu siiregte
mitokondriyal dig membran gegirgenligi artar. Sitoplazmaya salinan sitokrom c,
“apoptozom” olarak adlandirilan kompleksin olusmasina neden olur. Bu kompleks
proKaspaz-9’un Kaspaz-9’a aktivasyonuna yol agar; ardindan efektor kaspazlarin aktive
edilmesiyle apoptotik siire¢ ilerler. Mitokondri aracili igsel apoptoz yolu, Bcel-2 ailesi
proteinleri tarafindan diizenlenmektedir. Bcl-2, Bel-xL ve diger antiapoptotik proteinler
mitokondrinin dis zarina baglanarak membran gecirgenligini azaltir, sitokrom c’nin
sitoplazmaya salinmasini engeller ve Bax ile Bak’in oligomerizasyonunu inhibe eder.
TNF-o’nin reseptoriine baglanmasi, digsal yol ile igsel yol arasinda bir kesigime yol
acabilir. Bu siirecte Bid, kaspaz 8 araciligiyla daha kisaltilmis bir forma doniistiiriiliir.

Kisaltilmig Bid, Bax’in oligomerizasyonunu ve mitokondriyal membrana yerlesimini
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tesvik ederek mitokondriyal permeabilite artigin1 ve dolayistyla apoptozun baglatilmasini
saglar (111,112).

Hiicre dis1 apoptoz yolu, 6liim ligandlarinin plazma membraninda bulunan 6lim
reseptorlerine baglanmasiyla aktive edilir. Baslica 6liim ligandlar1 Fas ligandi (FasL),
timor nekroz faktorii-a (TNF-o) ve TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand
(TRAIL) d1r. Bu ligandlarin baglandig1 6liim reseptdrleri arasinda Fas, TNF reseptorii-1
(TNFR1) ve TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand reseptorii (TRAIL-R) yer
almaktadir. Oliim ligandinin reseptdriine baglanmasi, reseptdrde konformasyonel
degisiklige yol acar. Bu degisiklik, sitoplazmik adaptor proteinlerin, 6zellikle 6liim
domeini igeren Fas ile iligkili protein (FADD)’in, reseptdr kompleksine katilimini saglar.
FADD araciligiyla baslatict kaspazlar (6rnegin kaspaz-8) komplekse baglanir. Oliim
reseptori, adaptor protein ve iliskili kaspazlardan olusan bu yap1 “6liim indiikleyici sinyal
kompleksi” (DISC) olarak adlandirilir. DISC olusumu sonucunda kaspaz-8 aktive olur ve
bunu takiben efektor kaspazlar (Kaspaz-3, -6 ve -7) aktive edilerek apoptotik hiicre 6liimii
stireci baglatilir (112).

Hepatosit apoptozunun alkolik hepatit ve alkolsiiz steatohepatitli hastalarda
belirgin sekilde arttigi ve bu artisin hastalik siddeti ile hepatik fibroz derecesiyle
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (113). Akut karaciger yetmezliginde apoptozun
spontan iyilesme siirecinde rol oynayabilecegi bildirilmektedir (114). Spontan iyilesen
hastalarda, transplantasyon gerektiren veya mortalite ile sonuglanan olgulara kiyasla daha
yiiksek kaspaz aktivasyonu saptanirken; agir seyirli olgularda yaygin DNA parcalanmasi
ve kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimii bulgular1 gézlenmistir. Dolayisiyla akut karaciger
yetmezliginde kendiliginden iyilesme siirecinde kaspaz aktivasyonu ve apoptozun 6nemli
rol oynayabilecegi; buna karsin geri donilisiimsiiz karaciger yetmezligi formlarinda
kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimii mekanizmalarinin daha baskin olabilecegi belirtilmistir

(114).

2.14. Nrf2 Sinyal Yolu ve Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Niikleer faktor eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2) / antioksidan yanit elementleri
(ARE) sinyal yolu, hiicresel antioksidan savunma mekanizmasinin esasini teskil
etmektedir ve karaciger patofizyolojisinde kritik islevlere sahiptir. Birincil islevi,
promotorlerinde ARE igeren ¢esitli antioksidan ve detoksifikasyon genlerinin ifadesini
diizenlemektir. Nrf2, hiicre homeostatik durumda iken, Nrf2, Kelch-benzeri ECH iligkili

protein 1 (Keapl) ile etkilesime girerek ubikuitinasyona ugrar. Keapl, Cul3-Rbx1 E3
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ligaz holoenzimi igin bir substrat adaptorii gorevi goriir. Daha sonra gerceklesen 26S
proteazom aracilt bozunma, Nrf2 proteininin stresli olmayan hiicrelerde uygun bir diisiik
seviyede tutulmasmi saglar (115). Normal fizyolojik kosullar altinda yar1 émri 15
dakikadan azdir ve proteazomlar tarafindan hizla bozunur (116). Ancak oksidatif stresin
yiiksek oldugu hiicrelerde, Keap1-Cul3-Rbx1 kompleksinin Nrf2'yi ubikuitinasyon etme
yetenegi, Keapl'deki belirli kritik sistein kalintilarinin modifikasyonu nedeniyle
tehlikeye girer. Bu durum Nrf2 protein seviyelerinin hizla yenilenmesine ve
promotorlerinde ARE igeren genlerin transaktivasyonunun artmasina neden olur (117).
NRF2'nin ARE'lere baglanmasi, antioksidan enzimler, faz II detoksifiye edici enzimler
(6rnegin glutatyon S-transferazlar, NAD(P)H kinon oksidorediiktaz 1) ve diger stres
tepkisi proteinleri dahil olmak iizere bir dizi sitoprotektif genin transkripsiyonunu
baglatir. Bu gen iirlinleri, hiicre ici antioksidan kapasitesini artirarak ve detoksifikasyon
stireglerini tesvik ederek oksidatif strese karsi hiicresel savunmaya katkida bulunur (118).
Farkli dokularda ifade edilir ve en yliksek seviyeleri kas, bdbrek, karaciger ve
akcigerdedir (116).

Biitlin karaciger hastaliklarinin etiyolojisinde ROS firetimi artar. ROS; baslica
mitokondriler, sitokrom P450 (CYP450) enzim sistemi, Kupffer hiicreleri ve
notrofillerden kaynaklanmaktadir. ROS’ler kisa yar1 Omiirlii olmalar1 nedeniyle
cogunlukla olusduklart bolgede lokal toksik etki gosterir. Buna karsilik lipid
peroksidasyon iiriinleri olan malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) daha
uzun yar1 0mre sahip olup doku igerisinde diffiize olarak daha genis alanlarda biyolojik
etki olusturabilmektedir (119).

Karaciger hiicreleri, ROS'u fizyolojik seviyelerde tutmay1 saglayan enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir. Baglica antioksidan
enzimler arasinda stiperoksit dismutazlar (SOD), sitozolik glutatyon peroksidazlar (GSH-
Px), glutatyon rediiktaz (GR), peroksiredoksinler (PRX), tiyoredoksinler (TRX) ve
katalaz (CAT) yer almaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise indirgenmis
glutatyon (GSH), bilirubin, ubikinon (koenzim Q10), {irik asit ile E, A ve C vitaminlerini
icermektedir (118). Baslica reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit radikali (O2¢"),
hidrojen peroksit (H20:) ve hidroksil radikali (*OH) bulunmakta olup, bu molekiiller
bircok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. SOD enzimleri, siiperoksit radikal
anyonunun (O2z¢") dismutasyonunu katalize ederek H-O: olusumunu saglar (120). Olusan
H:0: ise katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) araciligiyla suya indirgenerek

detoksifiye edilir. Serbest oksijen radikallerinin baglica hedefi, membranda yer alan
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fosfolipidlerdeki coklu doymamis yag asitleridir. Bu yapilarin oksidasyona ugramasi
lipid peroksidasyonuna yol acarak hiicre biitiinliigli ve islevinin bozulmasina neden olur.
Meydana gelen bu lipid peroksidasyonunun {iriinlerinden biri biiylik oranda
malondialdehit (MDA) dir (121).

Karaciger, GSH sentezleme kapasitesi en yiiksek organlardan biri olup, diger
dokulara kiryasla en yiiksek GSH diizeylerine sahiptir (122). Oksidan—antioksidan
dengenin bozulmasi ise hiicresel hasara yol agarak fibrozis, siroz ve HCC gelisimine
zemin hazirlayabilmektedir (123). Karacigerde oksidatif stresin baslica kaynaklarindan
biri aktive Kupffer hiicreleridir. Bu hiicreler, NF-kB sinyal yollar1 iizerinden TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-12 ve IL-18 gibi proinflamatuar sitokinleri tiretir. S6z konusu sitokinlerin bir
kism1 kaspaz kaskadimi aktive ederek proapoptotik sinyalleri baslatir ve hepatosit
Olimiinii hizlandirir. Baz1 karaciger hastaliklarinda yaygin apoptoz, 6nemli sayida
hepatosit kaybina neden olarak karaciger fonksiyonunun bozulmasina yol agmaktadir
(124).

Inflamasyon sirasinda mast hiicreleri, nétrofiller ve diger immiin hiicrelerin hasarli
bolgeye gogli ve artan oksijen tiiketimi, ROS birikimini daha da artirir. Kupffer hiicre
aktivasyonu bu hiicrelerin adezyonunu ve trombosit agregasyonunu tetikleyerek
mikrosirkiilasyon bozukluguna ve iskemi-reperfiizyon hasarina katkida bulunur (123).
Ayni zamanda aktive olmus bu hiicreler hepatositleri yok eder ve hepatik yildiz
hiicrelerinin aktivasyonunu uyarir. Tekrarlayan apoptoz ve hepatosit rejenerasyon
dongiileri sirozun patogenezine katkida bulunur. Kupffer hiicrelerinden salinan TGF-f1,
PDGF, TNF-a, IL-1 gibi sitokinler, hepatik yildiz hiicrelerin aktivasyonunu indiikler.
Aktive hepatik yildiz hiicreleri miyofibroblastlara doniiserek a-diiz kas aktin (a-SMA) ve
kollajen tip I, III ve IV gibi ekstraselliiler matriks bilesenlerini sentezler. Hepatosit hasar1
sonucu agiga ¢ikan MDA nin profibrotik 6zellikleri, bu siiregleri giiglendirerek kronik
inflamasyonun fibrozise doniisiimiinii hizlandirir (124,125).

Oksidatif stres, pro-oksidanlarin antioksidan savunma kapasitesini astig1 bir
durum olup; bu kosullarda proteinler dahil olmak {izere hiicresel makromolekiiller hasara
ugramaktadir. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu, siilfasyon ve karbonilasyon gibi
cesitli mekanizmalarla gergeklesebilir. Protein karbonilasyonu, proteinlerin pro-
oksidanlarla reaksiyona girmesi veya lipid peroksidasyon {irlinleri araciligtyla karbonil
gruplariin protein yapisina eklenmesi sonucu olusur. Karbonillenmis proteinler
genellikle agregasyon egilimi gosterir; meydana gelen konformasyonel degisiklikler

enzimatik aktivitenin degisimine de yol acabilmektedir (126).
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Sonug olarak, oksidatif stres ile inflamatuar medyatorler ve hiicresel yanit
mekanizmalart arasindaki karsilikli etkilesim; hepatosit hasarini, fibrogenez siirecini ve
doku yeniden yapilanmasini tetikleyerek fibrozis, siroz ve hepatoseliiler karsinom

gelisimine zemin hazirlamaktadir (125).

2.15. Timor Bityiime Faktorii p1

Tiimdr bityiime faktorii p (TGF-f), hiicre dongiistinii G1 fazinda durdurarak hiicre
proliferasyonunu baskilar ve apoptozu tetikler. TGF-B1, TGF-B’nin izoformlarindan
biridir ve hepatik y1ldiz hiicrelerin miyofibroblastlara doniistimiinii tesvik eder, hiicre dis1
matriks sentezine katkida bulunur, aktive edilmis hepatik y1ldiz hiicreleri tizerinde PDGF
reseptor ekspresyonunu arttirir, otokrin PDGF ve TGF-B1 iiretimini hizlandirir ve
aktiflestirilmis hepatik yildiz hiicrelerinin apoptozunu inhibe eder (127). Hepatik yildiz
hiicrelerinden salgilanan TGF-B1, HepG2 hiicrelerinde proliferasyonu uyarir, timor
anjiyogenezini tesvik eder ve tiimdr invazyonunu arttirir (128). Bir bliylime inhibitorii
olmasma ragmen, karacigerde TGF-B1’in asir1 ekspresyonunun HCC dokularinda
goriildiigii ve bunun karsinogenez, hastalik progresyonu ve prognoz ile iliskili oldugu
gosterilmistir (92). HCC'li hastalarin plazma TGF-B1 konsantrasyonlar1 sirozlu ancak
HCC'si olmayan hastalara kiyasla 6nemli ol¢iide daha yiiksek olmakla birlikte (129),
rezeke edilemeyen HCC'li hastalarin plazma TGF-f1 konsantrasyonu ile timor evresi

(IITI-1V) arasinda da korelasyon tespit edilmistir (130).

2.16. Dietilnitrozamin (DEN)

Alkilleyici ajanlar mutajen olup karsinogenezi indiikleyebilmenin yam sira anti
kanser ilaglar olarak da kullanilmaktadir. Alkilleyici maddelerin bir kismu1 “alkilleme”
ozelliklerini direkt olarak gosterirken dialkil nitrozaminler bu o6zelligi metabolize
olduktan sonra gosterirler (131). Bu bilesikler giiclii elektrofilik 6zellige sahip olup,
hiicrede niikleofilik gruplar olan -OH, -SH ve - NH gruplar iizerinden protein, RNA ve
DNA gibi makromolekiillere kovalent olarak baglanabilirler (132).

N-nitrozo bilesikleri (Dimetil nitrozamin, Dietil nitrozamin) dogrudan bir mutajen
olarak hareket etmeyip, CYP450 enzimlerinden ozellikle CYP450 2E1 ve 2A6
izoformlar1 tarafindan metabolize olduktan sonra aktive olup toksisitesini gdstermektedir
(133). Alkilleyici maddeler, ¢cevresel maruziyetin yani sira organizmada endojen olarak
da sentezlenebilirler. Endojen olusan alkilleyiciler, organizmada NO'ten tiirevlenen nitroz

anhidrit ve nitrat gibi nitrozolayici bilesikler tarafindan primer aminlerin nitrozolanmasi
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sonucu olusurlar. Ozellikle kronik enfeksiyon ve inflamatuar sartlarda artmis nitrat ve

nitrozamin diizeyi karsinogenez i¢in bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmektedir (132).
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Sekil 2.2. DEN’in kimyasal yapis1 (15)

N-nitrozo bilesiklerinden olan DEN, N-nitrosodietilamin (NDEA) olarak da
bilinmektedir. Bu bilesik kimyasal olarak olusturulan HCC modellerinde yaygin olarak
kullanilan ksenobiyotiktir. Her ne kadar insan giinliik N-nitrozamin alimi genellikle
diisiik mikrogram (0,5-1,0 pg/giin) araliklarinda gergeklesse de DEN, Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansina gore "Grup 2A: insanlar i¢cin muhtemelen kanserojen"
siniflandirmasina sahiptir (134). P450 izoenzimleri DEN detoksifikasyonunu herhangi bir
dokuda gergeklestirerek elektrofilik bir metabolit olan etildiazonyum iyonunu
olustururlar. Her organdaki nitrozamin alkilasyonu diazonyum iyonunun diger organlara
tasinamayacak kadar reaktif olmasi nedeniyle, yerel biyoaktivasyon kapasitesi seviyesini
yansitir (133). Biyotransformasyonun ilk adimi, bir alfa-hidroksilnitrozamin iireten P450
aracilt alfa-hidroksilasyondur. Bu reaksiyon sonucunda kararsiz etil diazonyum hidroksit
molekili tretilir. Bunu dealkilasyon reaksiyonu takip eder ve sonunda DEN bir
elektrofilik etildiazonyum iyonuna biyoaktive olur. Bu elektrofilik metabolit oldukca
reaktif olan karbonyum iyonlari, ROS ve nitrojen (RNS) tiirlerinin olugmasina da neden
olur (133). Bu oldukga reaktif metabolitler DNA ve proteinler dahil olmak {izere farkli
biyomolekiillere baglanabilir. DEN tarafindan indiiklenen DNA alkilasyonu veya
oksidasyonu genomik instabiliteye, DNA hasarina, mutasyona ve tiimor baslangicina
katkida bulunabilir (135). Reaktif diazonyum iyonu DNA bazlar1 da dahil olmak {izere
niikleofillerle reaksiyona girerek adiiktler olusturur. Adiikt olusumuna kars1 duyarlilik,
DNA bazindaki her bir atomun ayr1 ayr1 negatif yiikiine baghdir. Elektron yogunlugu
hesaplamalarina gore, en biiylik negatif yiik sitozin N3'te bulunur, ancak diger olasi
hedefler sitozin O% guanin N3, N’ ve O, adenin N* ve N’ ve timin O? ve O*
pozisyonlaridir (136). Bu hedeflerin alkillenmesi DNA zincirlerinin ¢apraz
baglanmasina, anormal baz eslesmelerine veya DNA zincir kiriklarina yol agabilmektedir
(137). Guaninin O° pozisyonundaki metilasyonu en toksik ve en mutajenik alkilasyon

olarak belirtilmektedir (132). DEN, N-nitrozo bilesikleri (NOC) ailesinin bir iiyesidir,
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oldukca kanserojen kabul edilir ve igecek, yiyecek, tiitiin, kozmetik ve kisisel bakim
tirtinlerinin bir kirleticisi oldugu ortaya ¢ikarilmistir. DEN suyun ozonlama, klorlama gibi
dezenfeksiyon islemlerinden sonra dezenfeksiyon yan iirlinleri olarak da ortaya
cikmaktadir (138). DEN disaridan alindig1r gibi endojen olarak da tretilmektedir.
Cocuklardan alinan kan Orneklerinde yiiksek nitrat igerikli i¢cme suyu ve saglik
standartlarina uygun i¢me suyu tliketen cocuklardan alinan kan Ornekleri gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile yapilan analizde N-nitrosaminlerin (N-
nitrosodimetilamin ve N-nitrosodietilamin) konsantrasyonu Olg¢lilmiistiir. Nitrath su
icenlerin serum N-nitrosodimetilamin diizeyi normal su i¢enlerinkinden 2,6 kat farkli
bulunmustur. Bunlara ek olarak 6zgiil bagisiklik yaniti, 6zgiil serum IgG diizeyi ve
arasidonik asit metabolit diizeyi yaklasik olarak 2 kat artarken onkosilipresyondan
sorumlu p53 transkripsiyon faktorii ekspresyonu yaklasik olarak 2 kat azalmistir (139).
Tiikiiriik salgisinin yiiksek miktarda nitrat icermesinin yaninda sindirim sisteminde nitrit
ve aminlerin birleserek nitrosaminleri olusturabildigi de belirtilmektedir (16). Geng veya
yetigkin farelere tek bir intraperitoneal (ip) DEN enjeksiyonu uygulandiginda, yiiksek bir
neoplastik lezyon yiikii elde etmek i¢in uzun siire gereklidir. Buna karsin geng/yetiskin
kemirgenler yerine neonatal farelerin kullanilmasi bu neoplaztik lezyon yiikiinii daha hizli
bir sekilde biriktirmistir ve bu durum hepatik dogum sonrasit gelisimin hiziyla
iligkilendirilmistir (140). CYP450 7. ile 15. giinler arasinda en yliiksek aktivitesine ulasir
ve daha sonra azalir (141). Fareler 2 haftadan biiyiikkse, DEN uygulamasindan sonra
hepatokarsinogenezi artiran bir timor promotorii gerekir. Bu promotorler karbon
tetrakloriir (142), fenobarbital, tiyoasetamid (143) gibi fibrozis olusturan timor
destekleyici ajanlar olabilmektedir.

Yapilan fare ve insan HCC'lerinin molekiiler 6zelliklerinin karsilastirmali analizi
Myc , E2f1 ve Myc E2f1 transgenik farelerden elde edilen HCC'lerdeki gen ekspresyon
ortintiileri, insan HCC'lerinin daha i1yi hayatta kalma grubuyla c¢ok benzedigini, buna
karsin Myc Tgfa transgenik farelerden elde edilen HCC'ler ile DEN-indiiklii fare
HCC'lerindeki ekspresyon oriintiileri karsilastirildiginda DEN  kaynakli HCC'nin
transkriptomik profilinin, insan HCC'lerinin daha zayif hayatta kalma grubuyla benzer

oldugunu ortaya koymustur (144).
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2.17. Tiyoasetamid (TAA)
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Sekil 2.3. TAA’nin kimyasal yapisi

Tiyoasetamid (CoHsNS; TAA), bir organosiilfiir bilesigidir. Kristal, kat1 formdaki
bu kimyasal suda ¢6ziiniir, organik ve inorganik bilesiklerin sentezinde siilfiir iyonlarinin
kaynagi olarak gorev yapar (145). Tiyoasetamid’in deneysel hayvan modelinde akut veya
kronik insan karaciger hastaliginin (fibrozis ve siroz) baslangicini ve ilerlemesini taklit
edebilecegi bildirilmistir (146). TAA, flavin igeren monooksijenaz (FMOQ'lar) sistemleri
tarafindan biyotransformasyona ugrar. Karaciger mikrozomlarinda bulunan CYP450
enzimleri tarafindan TAA toksik yapiya sahip reaktif bir ara madde olan tiyoasetamid S-
oksit'e (TAASO), o da ayni enzimle tiyoasetamid S-dioksit'e (TAASO>) doniistiiriiliir, bu
oksidasyon siireci hepatik hiicrelerde oksidatif strese, sentrilobiiler nekroza, niikleer
hacimin artmasina, hiicre igi Ca " konsantrasyonunun artmasina, hiicre gegirgenliginin
degisimine, mitokondriyal aktivitenin engellenmesine, lipoprotein metabolizmasinin
degismesine, iire dongiisiiniin bozulmasina ve karaciger hasarma yol acar (145,147).
TAA gibi tlimor destekleyici bir ajanin gesitli fare tiirlerinde, karaciger fibroz gelisimini
indiikledigi gosterilmistir. Karsinogenezin DEN ile indiiklenip daha sonra TAA ile
desteklenmesi, hepatoselliiler odaklarin sayisint ve alanmi arttirmanin yani sira

proliferatif ve apoptotik hiicrelerin sayisin artirdig bildirilmistir (148).

2.18. Sorafenib

Sorafenib, tiimor hiicrelerinde proliferasyonu ve anjiyogenezi inhibe eden ve
apoptozu arttiran kii¢iik bir molekiildiir (Sekil 2.4) (149). Karaciger fonksiyonu iyi
korunmus, rezeke edilemeyen HCC'si olan veya lokorajyonel tedaviden sonra ilerleyen
tiimorleri olan HCC hastalarinda standart sistemik tedavi olarak sorafenib 6nerilmektedir
(150). Sorafenib, RAF/MAPK/ERK, PI3K/Akt/mTOR, JAK/STAT, Wnt/B-katenin,
cMET ve IGF sinyal yolunu etkilemenin yan 1sira VEGFRI, 2 ve 3, PDGFR, c-KIT

dahil olmak iizere 40'a yakin tirozin kinazin fosforilasyonunu inhibe etmektedir (44,151).
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Sekil 2.4. Sorafenibin kimyasal yapis1 (152)

Sorafenib, tiimdr hiicrelerinde proliferasyonu ve anjiyogenezi baskilar, apoptozu
destekler (153). Sorafenib’in etkinligi hem tlimor hiicreleri hem de tliimor mikrogevresini
hedefleme kapasitesinden kaynaklanmaktadir (46). Tiimoér mikro ortaminda bulunan
HSC ve karaciger endotel hiicreleri gibi parankimal olmayan hiicreler ilizerinde de
sorafenibin dnemli etkileri oldugu bildirilmektedir (154).

HCC hiicrelerinin sorafenib ile tedavisi oksidatif fosforilasyon aktivitesinin
azalmasi, mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi ve ATP sentezinin azalmasi
yonilinde mitokondride tahribat olusturmustur. Bunun sonucunda ferroptoz nedeniyle
hiicre 6limii meydana gelmistir. GSH farmakolojik kullanimi, sorafenib kaynakli
ferroptozu Onlemis, hiicresel mitokondriyal ROS ve lipid peroksit birikimini ortadan
kaldirmistir. Sistein yoksunlugu veya sisteinaz inhibisyonu yoluyla GSH tiikenmesi,
sorafenib kaynakli ferroptotik hiicre oliimii ve lipid peroksit olusumu siddetlenmistir
(155). Liu ve ark. sorafenibin , ATP-AMPK-mTOR-SREBP1 yolu araciligiyla karaciger
kanseri hiicrelerindeki antikanser aktivitesinin ATP iiretimi, SCD1(stearoil koenzim A
desatiirase 1) ekspresyonu ve tekli doymamis serbest yag asit sentezinin inhibisyonuna
dayandigini, SCD1'1 hedefleyerek lipogenezi bozabildigini ve kanser hiicresi dliimiinii
indiikleyebildigini gostermistir (156). Garten ve ark. sorafenib'in, NAD-SIRT1-AMPK
ekseni yoluyla HCC hiicre apoptozunu indiikledigini bildirmistir (156). Ayrica sorafenib
HCC hiicrelerinde Bcl-2 ailesinin bir anti-apoptotik iiyesi olan miyeloid hiicre 16semi
sekans1 1 (MCL-1) ekspresyonunu asagi regiile ederek apoptozun aktivasyonunda rol
oynamistir (8). Wnt/B-katenin sinyal yolunun inhibisyonu, sorafenibin HCC'ye kars1 in
vitro ve in vivo antitiimor etkilerini iyilestirmistir (157). Her ne kadar kansere bagli ¢esitli
protein kinaz hedefleri araciliiyla etki mekanizmasi 1yi tanimlanmis olsa da, sorafenib

insan tlimorleri arasinda degisken yanitlara neden olmaktadir (156).

2.19. Likopen

Bugiine kadar dogal olarak olusan 700 karotenoid tanimlanmistir, bunlardan

yalnizca ellisi insan viicudu tarafindan metabolize edilebilmektedir (158). Likopen de,
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bitki ve bazi mikroorganizmalarda biyolojik olarak olusan bir karotenoiddir (159).
Likopen ilk kez 1876 yilinda Millardet tarafindan domates meyvesinden (lycopersicum
esculentum) izole edilmistir, ona 'solanorubin' adi verilmistir. 1903 yilinda Schunck
tarafindan lycopen olarak adlandirilmistir. Likopenin molekiiler formiilii CsoHse'dir
(160). Molekiil agirlig1 536.85 dalton, erime noktast 172—175°C olup, kloroform, heksan,
benzen, karbon disiilfit, aseton, petrol eteri iginde ¢Oziinlirken su, etanol, metanolde
coziinmemektedir (161). Likopen 11°1 konjuge olmak tizere 13 ¢ift bag tagiyan simetrik,
alifatik bir hidrokarbondur (160). Khun dogal karotenoid bilesiklerin rengini dortten fazla
konjuge cift bag zincirine baglamistir. Kirmizi renkli bir karotenoid olan likopen basta
domates olmak iizere karpuz, guava, kusburnu, papaya ve pembe greyfurt gibi kirmizi
renkli meyve ve sebzelerde bulunmaktadir (161).

Likopenin all-trans, mono-cis ve poli-cis gibi cesitli geometrik izomerleri
bulunmaktadir. Diyette baskin izomer likopenin all-trans izomeridir, ancak cis izomerleri
termodinamik olarak daha kararlidir (162). Likopen, domatesin iglenmesi ve depolanmasi
sirasinda trans-cis izomerizasyonuna ugrayabilmektedir (158). Insan serum ve
dokusunda baskin izomer likopenin cis-izomerleri (9-, 13-, 15-cis) olup toplam likopenin
yaklagik %50' sini olusturmaktadir (163,164). Cis izomerleri yag ve hidrokarbon
coziiclilerde all-trans izomerlere gore daha fazla ¢oziiniir (161). Likopen olusumu
yalnizca 10 °C'nin iizerindeki ve 37 °C'nin altindaki sicakliklarda meydana gelmektedir.
Domateste likopen olusumu i¢in optimum sicaklik 24 °C’ dir (160). Yiyeceklerin
sindiriminden sonra karotenoidler ince barsaktan emilir ve silomikronlara dahil olarak
lenfatik sisteme salinir. Baslangicta karotenoidler, silomikron ve VLDL fraksiyonunda
goriiliirken LDL ve HDL fraksiyonunda ise ilerleyen zaman diliminde yiikselige
gecmektedir (165,166) ve 24-48 saatte en yiiksek seviyeye ulagmaktadir. Insan
serumundaki likopenin yar1 dmrii 2 ile 3 giin arasinda olmaktadir (163). Beta karoten ve
likopen gibi hidrokarbon karotenoidlerin ana tasiyicist LDL’dir (165). Likopen,
silomikron yapisindayken adrenaller, bobrek, yag, dalak, akciger ve lireme organlar1 gibi
cesitli dokular tarafindan pasif olarak alinma potansiyeline sahiptir. VLDL ve LDL
yapisina katildiktan sonra dokulara alimmmin LDL reseptorii yoluyla gerceklestigi
diistiniilmektedir (164). Dolayisiyla karotenoidlerin en yiiksek konsantrasyonlarina sahip
dokular (karaciger, adrenal, testisler) yiiksek LDL reseptor aktivitesine sahip olma
egilimindedirler. Likopen insan karacigerinde, adrenallerde, yag dokusunda, testislerde
ve prostatta baskin olarak biriken bir karotenoiddir (164).

Karotenoid emilimi ve metabolizmasinin incelenmesi i¢in en 1yi modellerin gerbil,
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ferret ve On-rumenli buzagilar oldugu belirtilmektedir. Fareler veya siganlar kanser,
bagisiklik ve vitamin A eksikliginin incelenmesi i¢in daha uygunken ancak bu tiirler
karotenoidlerin  fizyolojik  dozlarim1  bozulmadan absorbe edememektedirler,
karotenoidleri insanlardan farkli bir sekilde emerler; ancak, suprafizyolojik diizeylerde
(diyetin %0,02's1) karotenoid igeren diyetlerle beslenmeleri durumunda karotenoidleri
bozulmadan emmektedirler (167). Likopen izomerlerinin biyolojik etkilerini incelemek
icin, insanlara benzer sekilde likopen serum ve doku dagilimi gostermeleri nedeniyle
ratlar model olarak kullanilmistir (168). Bu ¢calismalarda, karacigerin, likopen birikiminin
ana bolgesi oldugu, bunun yani sira akciger, prostat, meme bezleri ve serumun da énemli
miktarda likopen biriktirdigi tespit edilmistir (164). Likopen, halkasal olmayan uzun
lineer yapisindaki konjuge ¢ift baglar1 ve asir1 hidrofobikligi sayesinde bir anti oksidan
olmanin yaninda bir¢ok farkli biyolojik 6zellik sergilemektedir (171, 179). Konneksin 43
mRNA ekspresyonunu indiikleyerek hiicrelerarasi bosluk-baglanti iletisimini yukari
dogru diizenlemektedir (169). Likopen alimi ile c¢esitli kanser tiirlerinin goriilme
sikliginin azaldig: bildirilmektedir. Bu kapsamda likopenin antikanser mekanizmalarini
aciga kavusturmaya calisan in vivo ve in vitro arastirmalar bulunmaktadir. Bu
calismalarda likopenin antikanser roliinii; giiclii singlet-oksijen sondiiriicii olmast,
detoksifiye eden antioksidan enzim iiretiminin uyarilmasi, apoptozu baslatmasi, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini durdurarak hiicre proliferasyonunu engellemesi, hiicrelerarasi
bosluk ve iletisimi modiile etmesi, biliylime faktorlerine ve sinyal iletim yollarina etki

etmesi ile gosterdigi belirtilmektedir (180).

2.20. N-Asetilsistein

Karaciger, sindirim yoluyla elde edilen ve kandan firetilen maddelerin
metabolizmasinda ve detoksifikasyonunda ana organdir. Karaciger glutatyon aracili
biyotransformasyonla ksenobiyotikleri detoksifiye ederek ortadan kaldirmaktadir (170).

GSH, ¢ekirdek de dahil olmak {izere hiicrenin neredeyse her bolmesinde bulunmaktadir

(10).
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Sekil 2.5. L -sistein, N -asetil- L -sistein ve glutatyonun kimyasal yapilar1 (14)
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GSH sisteinin fizyolojik bir rezervuaridir (10). Sistein kalintis1 nedeniyle GSH,
elektrofilik maddeler (6rn. serbest radikaller ve reaktif oksijen/azot tiirleri) tarafindan
enzimatik olmayan bir sekilde glutatyon disiilfiire (GSSG) kolaylikla oksitlenir (11).
GSH indirgeyici bir ajan ve antioksidan gorevi goriir, ksenobiyotiklerin ve farkli hiicre
molekiillerinin metabolizmasinda rol oynar, serbest radikal temizleyicidir, hiicre dongiisii
diizenlemesinde ve ¢oklu ila¢ ve radyasyon direncinin diizenlenmesinde rol oynar, Ca2+
homeostazin1 diizenler tiyol-disiilfiir degisim reaksiyonlar1 yoluyla protein islevini ve
gen ifadesini diizenler, lenfosit islevlerini ve bagisiklik tepkilerini modiile eder ve
gecirgenlik gecis gozenek kompleksinin agilmasini ve hiicre 6liimiiniin aktivasyonunu
birbirine baglayan mitokondriyal mekanizmalarda rol oynar (10). Glutatyon, ¢ekirdekteki
hiicre dongiisiinii ve hiicre ¢ogalmasinin baslangicin1  diizenler. Ayrica Bcl-2'yi
diizenleyerek apoptozu kontrol eder. Yiiksek oksidatif bir ortamda, yiiksek GSH
seviyelerinin Bcl-2'ye baglanarak apoptozu ve hiicre oOliimiinii Onleyebilecegi
bildirilmektedir (171). NAC'in baslica rolii, antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitesiyle
iligkili olup GSH hiicre i¢i konsantrasyonunu artirma yetenegindedir. Bir anti-inflamatuar
bilesik olarak NAC, NF-kB aktivitesini baskilayarak TNF-a ve interlokin (IL-6 ve IL-1p)
diizeylerini diisiirebilmektedir (172). NAC’mn terapdtik potansiyele sahip oldugunu
gosteren ¢alismalarin yani sira farkli patolojik durumlar: ele alan klinik ¢alismalardaki
etkinligi ¢eliskili sonuglara sahiptir (12,170). Hayvan caligmalari, enfeksiyon durumunda
agr1 ve inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu azaltarak inflamasyona ve olusan oksidatif
strese kars1 koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir (172,173). Buna karsin kotli huylu
tiimorlerde, normal dokulara kiyasla tedaviye gosterilen direng ¢ogu durumda kanser

hiicrelerindeki daha yiiksek GSH seviyeleriyle iliskilendirilmistir (10).
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3.MATERYAL ve METOT

3.1. Balb/c Farelerinin Temini

Calismamizda siitten kesildikten sonra yaklasik olarak 19 giinliik yavru Balb/c
fareleri kullanildi. Power analizi yapilarak ortalama agirliklar1 5gr olan 56 yavru fare
calismaya dahil edildi. Fareler Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yerel
Etik Kurul (HADYEK) Baskanligmin 2021/12-1 karar sayil izni ile Inonii Universitesi

Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden temin edildi.

3.2. Deneysel HCC Modelinin Olusturulmasi, Deney Gruplari ve

Uygulamalar

Hayvan gruplar1 rastgele olacak sekilde Kontrol, DEN, Likopen+DEN,
Likopen+NAC+DEN, NAC+DEN seklinde gruplara ayrildi. DEN’in toksik 6zelliginden
dolay1 DEN uygulanan gruplarda kayip yasanmasi ihtimaline kars1 6rneklem biiytikligi

12 olarak tutuldu. Calismanin dizayn1  Sekil 3. 1°de verilmistir.

Farelerin Yasi (Hafta)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213141516 17 18 24

20 30 50 50 50 50 50 50 300 mg/kg
I >—|
! ———— ——
Haftada bir kez 8 hafta DEN Haftada iki kez 8 hafta TAA 6 hafta ara
(mg'kgc.a. i.p.) (mg/kge.a. i.p.)
Likopen (50 mg/kg), NAC (40 mM), c.a.= Canli agirlik
Likopen + NAC (50 mg/kg + 40 mM) (c.a. igme suyu ile) i.p= Intraperitonal

Farelerin yasina gore dietilnitrozamin (DEN) haftada bir kez 8 hafta siireyle ve tiyoasetamid (TAA)
haftada iki kez 8 hafta siireyle intraperitoneal olarak uygulandi. Likopen (50 mg/kg), N-asetilsistein
(NAC, 40 mM) ve likopen + NAC kombinasyonu igme suyu araciligiyla verildi. c.a.: canli agirlik; i.p.:
intraperitoneal.

Sekil 3.1. Deneysel hepatokarsinogenez modelinde kullanilan uygulama zaman

cizelgesi
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Deneysel hepatokarsinogenez modelimizde olusturulan gruplar, her bir gruba
uygulanan tedaviler (143,174,175) ve grup basina diisen hayvan sayilar1 Tablo 3.1°de

gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Deney gruplari, uygulanan tedaviler ve grup basina hayvan sayilari

Grup Uygulama n
Kontrol Grubu Yem + Su 8
DEN Grubu Yem+Su+i.p.DEN+TAA 12
Likopen+DEN Grubu Yem-+Suda Likopen+i.p. DEN+TAA 12
Likopen+tNAC+DEN Grubu Yem+Suda LikopentNAC+i.p.DEN+TAA 12
NAC+DEN Grubu Yem+Suda NAC+i.p.DEN+TAA 12

Kontrol grubuna yalnizca standart yem ve su verildi. DEN gruplarinda hepatokarsinogenez olusturmak
amaciyla diyetilnitrozamin (DEN) uygulandi. Tedavi gruplarinda DEN uygulamasina ek olarak likopen, N-
asetilsistein (NAC) veya likopen + NAC kombinasyonu igme suyu araciligtyla verildi. Her bir gruptaki
hayvan sayis1 (n) tabloda belirtilmistir.

Grup 1 (Kontrol Grubu): 8 adet erkek fare bu grubu olusturmus olup, ad-libitium

beslenmeleri saglandi.

Grup 2 (DEN): 12 adet erkek fare bu grubu olusturdu. Yavru fareler siitten
kesildikten 1 hafta sonra baslamak iizere ilk iki hafta 20 mg/kg, 30 mg/kg ve sonraki
haftalarda 50 mg/kg viicut agirligi dozunda DEN, 8 hafta boyunca haftada bir defa
intraperitonal enjeksiyonla uygulanmistir. Bir hafta ara verildikten sonra 8 hafta siire ile
haftada 2 defa 300 mg/kg viicut agirligi dozunda TAA enjeksiyonu intraperitonal olarak
uygulanmistir. TAA uygulamasinin 8. haftasindan sonra 6 hafta ara verilerek 6. haftanin
sonunda fareler tartilip sakrifiye edildi, karaciger dokular1 analiz edilmek iizere -80 °C de
muhafaza edildi.

Grup 3 (Likopen+DEN): 12 adet erkek fare bu grubu olusturmustur. 19. giinden
baglayarak farelerin normal yem ve suda ¢oziinmiis 50 ppm dozda likopen ile
beslenmeleri saglanmis olup ¢alismanin sonuna kadar devam etmistir. Siitten kesildikten
1 hafta sonra baslamak iizere ilk hafta 20 mg/kg, ikinci hafta 30 mg/kg ve sonraki
haftalarda 50 mg/kg viicut agirligi dozunda DEN haftada bir defa 8 hafta boyunca

intraperitonal enjeksiyonla uygulanmistir. Bir hafta ara verildikten sonra 300 mg/kg viicut
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agirhgr dozunda TAA haftada iki kez olmak iizere 8 hafta boyunca enjeksiyonla
uygulanmistir. TAA uygulamasinin 8. haftasindan sonra 6 hafta ara verilerek 6. haftanin
sonunda fareler tartilip sakrifiye edildi, karaciger dokular1 analiz edilmek iizere -80 °C de
muhafaza edildi.

Grup 4 (Likopen+NAC+DEN): 12 adet erkek fare bu grubu olusturmustur.
Fareler yaklagik olarak 19 giinliik iken farelerin normal yem ve suda ¢oziinmiis 50 ppm
dozda likopen ve 40 mM dozda NAC ile beslenmeleri saglanmis olup ¢alismanin sonuna
kadar devam etmistir. Siitten kesildikten 1 hafta sonra baslamak tizere ilk hafta 20 mg/kg,
ikinci hafta 30 mg/kg ve sonraki haftalarda 50 mg/kg viicut agirligi dozunda DEN haftada
bir defa 8 hafta boyunca intraperitonal enjeksiyonla uygulanmistir. Bir hafta ara
verildikten sonra 300 mg/kg viicut agirligt dozunda TAA, haftada iki kez olmak tizere 8
hafta boyunca intraperitonal enjeksiyonla uygulanmistir. TAA uygulamasinin 8.
haftasindan sonra 6 hafta ara verilerek 6. haftanin sonunda fareler tartilip sakrifiye edildi,
karaciger dokular1 analiz edilmek tizere -80 °C de muhafaza edildi

Grup 5 (NAC+DEN): 12 adet erkek fare bu grubu olusturmustur. Fareler yaklagik
olarak 19 giinliikk iken farelerin normal yem ve suda c¢oziinmiis 40 mM NAC ile
beslenmeleri saglanmis olup ¢alismanin sonuna kadar devam etmistir. Siitten kesildikten
1 hafta sonra baslamak iizere ilk hafta 20 mg/kg, ikinci hafta 30 mg/kg ve sonraki
haftalarda 50 mg/kg viicut agirligi dozunda DEN haftada bir defa 8 hafta boyunca
intraperitonal enjeksiyonla uygulanmigtir. Bir hafta ara verildikten sonra 300 mg/kg viicut
agirhigt dozunda TAA haftada iki kez olmak lizere 8 hafta boyunca intraperitonal
enjeksiyonla uygulanmistir. TAA uygulamasinin 8. haftasindan sonra 6 hafta ara
verilerek 6. haftanin sonunda fareler tartilip sakrifiye edildi, karaciger dokular1 analiz

edilmek tzere -80 °C de muhafaza edildi.

3.3. Fare Canh Agirliklary, Yem ve Su Tiiketimleri

Calismanin deney hayvanlar ile ilgili siirecinde DEN, TAA, likopen ve NAC
belirli dozlarda titizlikle uygulandi. Her uygulanan doz viicut agirligiyla orantili olacak
sekilde gerceklestirildi. Farelerin agirlik takibi yani sira yem ve su tiiketimleri haftada 2

kez (pazartesi ve persembe) yapildi.

3.4. Numunelerin Alinmasi1 ve Muhafaza Edilmesi

Deney hayvanlarina 3.ve 10. hafta arasinda 8 hafta boyunca DEN uygulamasi
yapildi. Bir hafta ara verildikten sonra 8 hafta TAA uygulamasi gergeklestirildi. Son TAA
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uygulamasindan sonra 6 hafta (18-24. hafta) herhangi bir kanserojen verilmeyerek
likopen ve NAC uygulamasina devam edildi. 24. hafta farelere ksilazin/ketamin verilerek
dekapitasyon islemi gerceklestirildi. Karaciger dokusu alindi. Histopatolojik
degerlendirme i¢in karaciger dokusunun bir kismi %10’luk formaldehit icerisinde tespit
edildi. Biyokimyasal analizlerde kullanilmak elde edilen karaciger dokusu analiz gliniine
kadar -80 °C de muhafaza edildi.

Antioksidan biyokimyasal analizler i¢in, ¢alisma giinii karaciger dokusunun bir
kismu tartilarak isleme alindi. Doku, tartilan agirliginin 9 kati kadar pH 7.0 ve 50 mM
sodyum-potasyum fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Doku homojenati
yaklagik olarak 10000 g’de 10 dakika ve +4 °C de santrifiij edildi. Santrifligasyon sonrasi

elde edilen siipernatant biyokimyasal analizlerde kullanildi.

3.5. Western Blot Analizi

Western Blot analizleri, Inonii Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi. Balb/c farelerinde olusturulan HCC
modelinde; neoplastik degisiklikler (GST-pi), inflamatuar ve apoptotik durum (NF-xB
p65, p-NF-«xB p65, TGF-B1, Bcl-2, Bax, Kaspaz-3, Kaspaz-9), anjiyogenez (VEGF) ve
invazyon/anjiyogenez/metastaz (MMP-2) ile iligkili protein diizeyleri Western blot

yontemiyle analiz edildi.

3.5.1. Numunelerden Protein Ekstraksiyonu ve Protein Miktar Tayini

Karaciger dokusu tartilarak, agirligimin 5 kati kadar 1mM proteaz inhibitor
kokteyli (Bioshop Canada Inc.) ve PMSF iceren RIPA tamponu ilave edilerek
homojenizatér cihaz1 ile yaklasik 1 dakika kadar homojenize edildi (Tablo 3.2).
Homojenat +4 °C de 13000 rpm’de de 10 dakika santrifiigasyon islemine tabi tutuldu.
Protein ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen siipernatant western blot analizi yapilmak
lizere porsiyonlanarak -80 °C de muhafaza edildi. Elde edilen numunelerin protein
konsantrasyonlart BCA (bikinchoninic asit) kiti (Pierce ™ BCA Protein Assay Kit,
Thermo Scientific, Rockford-U.S.A.) kullanilarak iiretici firmanin sagladigi protokole

gore dlcildii.
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Tablo 3.2. RIPA tamponun igerigi ve konsantrasyonlari

Ad1 Konsantrasyonu
Tris HCI 50 mM

NaCl 150 mM

NP 40 %1

Sodyum Deoksikolat %0.5

EDTA 1 mM

SDS %0.1

Cozelti hazirlandiktan sonra pH’s1 7.4’e ayarlandi.

3.5.2. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Stoklama ve Ayirma Jeli

Calismada jellerin SDS-PAGE analizinde kullanilacak ayirma jeli, standart jel
hazirlama protokoliine uygun olarak hazirlandi. Akrilamid/bis-akrilamid ¢6zeltisi uygun
tampon sistemi igerisinde seyreltildi, jel pH’simnin korunmasi amaciyla Tris tamponu
kullanildi. Jel matriksinde proteinlerin diizgiin migrasyonunu saglamak i¢in anyonik
deterjan olarak SDS eklendi. Polimerizasyon reaksiyonu, serbest radikal olusumunu
baslatmak amaciyla amonyum persiilfat (APS) ve katalizor olarak TEMED
(Tetrametiletilendiamin) ilavesiyle ger¢eklestirildi. Hazirlanan jel, tamamen polimerize
oluncaya kadar oda sicakliginda bekletildi ve ardindan elektroforez sisteminde yiiriitme
yapildi. Yiiriitme isleminde Bio-Rad marka (Mini-PROTEAN Tetra System) jel dokme

sistemi kullanildi. Stoklama ve ayirma jel igerikleri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’te verildi.

Tablo 3.3. %10’luk SDS-PAGE ayirma jeli igerigi ve hacimleri

Ad1 Eklenen hacim
Distile Su 4.02 mL

%30 Akrilamid/Bis Akrilamid Stogu 3.33mL

1.5 M Tris Tamponu (pH 8.8) 2.5mL

%10 SDS 100 pL
TEMED 5uL

%10 APS 50 uL
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Tablo 3.4. %5’lik SDS-PAGE stoklama jeli igerigi ve hacimleri

Ad1 Eklenen Hacim
Distile Su 4.02 mL

%30 Akrilamid/Bis Akrilamid Stogu 3.33 mL

1 M Tris Tamponu (pH 6.8) 2.5mL

%10 SDS 100 puL
TEMED 5uL

%10 APS 50 uL

Ayirma jeli karisimi (4 ml) hazirlanarak jel dokiim sistemine yerlestirilmis ince ve
kalin camlar arasina bir pipet yardimiyla bosaltilir. Jel iist hattinin diizgiin olmasi ve hava
kabarciklariin uzaklastirilmasi igin jelin {izerine yaklasik olarak 150 mikrolitre
izopropanol eklenir. Ayirma jelinin polimerize olmasi i¢in 20-30 dakika beklendikten
sonra izopropanol uzaklastirilarak birkac kere distile sudan gegirilir ve distile su iyice
uzaklastirilir. Stoklama jeli karisimi hazirlanir, yaklagik 2 ml’si ayirma jelinin iizerine
bosaltilir. Bu islemin hemen ardindan 10 kuyucuklu tarak kabarcik birakmadan camlarin

arasina yerlestirilir. Stoklama jelinin polimerize olmasi i¢in 20-30 dakika beklenir.

3.5.3. Numunelerin Hazirlanmasi ve Yiiriitme

Numunelerin, her kuyucuga ayni miktarda protein (40 pg) yiklemesi yapilacak
sekilde gerekli dilisyonlar1 yapildi. Numunelere 2X Laemli numune yiikleme tamponu ve
bu tamponun %10’u kadar f-merkaptoetanol eklendi. Hazirlanan karigim 95 °C de 5 dk
inkiibe edilerek proteinlerin denatiire olmasi ve negatif yiiklenmesi saglandi. Numuneler
her kuyucukta 40 pg protein olacak sekilde yiiklendi. Dikey Elektroforez tank sistemine
(Mini PROTEAN Tetra Cell, Bio Rad) yiiriitme tamponu doldurularak tank gii¢
kaynagima (Power Pac 3000, Bio-Rad) baglandi. 100 V’luk gerilim verilerek
numunelerin jelin en alt seviyesine kadar yliriimesi sagland1 (yaklasik olarak 1 saat 45

dakika).

3.5.4. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Proteinler polivinilidin difloriir (PVDF) membrana yari-kuru transfer yontemi
kullanilarak Bio-Rad marka Semi-Dry cihazi ile transfer edildi. Cihaz kasetine dnce iki
filtre kagidi, iizerine metanol ve distile suda hidrate edildi PVDF (GVS, USA) membran,
sonra jel ve son olarak bunlarin {izerine iki filtre kagidi yerlestirilerek kaset kapatildi ve
cihaza yerlestirildi. 25V 2.5 A (sabit akim) ile 10-15 dk siire ile proteinlerin jelden PVDF

membrana transferi saglandi. Transfer isleminin ardindan jel, protein transferini
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dogrulamak amactyla uygun boyama ¢ozeltisi (6rnegin Comassie Brillant Blue R-250)
icerisinde oda sicakliginda en az 2 saat hafif calkalama ile inkiibe edildi. Boyama
sonrasinda jel, destain (boya giderme) cozeltisi ile yikanarak arka plan boyasi
uzaklastirildi. Protein bantlarinin jel {izerinde bulunup bulunmadigr gorsel olarak

degerlendirilerek transfer etkinligi kontrol edildi.

Tablo 3.5. SDS PAGE transfer tamponu (1000 ml igin)

Icerik Hacmi
10X Yiiriitme Tamponu 100 mL
Saf Metanol 100 mL
Distile Su 800 mL

3.5.5. Bloklama

Protein transfer edildi PVDF membran %5 yagsiz siit tozu (Serva) igeren 15 ml
1X TBST ¢ozeltisi iginde oda 1sisinda 1,5-2 saat ¢alkalanarak bloklandi. Membran
bloklama isleminden sonra 4’er defa 6’sar dakika 1X TBST (TBS+Tween-20)

¢ozeltisinde calkalanarak yikandi.

Tablo 3.6. 10x tris tamponlu tuz ¢ozeltisi igerigi

Icerik Miktar pH
Tris 314 gr
NaCl 80 gr 7.6

3.5.6. Primer Antikor ile inkiibasyon

Bloklama isleminden sonra membran ve hedef proteinlere spesifik primer
antikorlar, %S5 siit tozu igeren 4 ml 1X TBST ¢ozeltisinde 1/1000 oraninda seyreltilerek
50 mI’lik falkon tiipe 6zenle birakildi. Membran ve primer antikor, falkon tiipte silindir
karistiricida +4 °C de gece boyunca inkiibe edildi. Membran, primer antikorla inkiibasyon
isleminden sonra 3’er defa 10’ar dakika 1X TBST (TBS, Tween-20) ¢ozeltisinde
calkalanarak yikandi.
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Tablo 3.7. Western Blot analizinde kullanilan primer antikorlar

Protein Primer Antikor Dilisyon Molekiil Marka
Agirhg (kD)
Beta Aktin Fare IgG/Monoklonal 1:1000 43 Santa Cruz sc-47778
NF-kB P65 Tavsan IgG/Monoklonal ~ 1:1000 65 Cell signaling 8242
p- NF-kxB P65  Fare IgG/Monoklonal 1:1000 66 Santa Cruz sc-136548
TGF-B1 Fare IgG/Monoklonal 1:1000 13 Santa Cruz sc-130348
Kaspaz-3 Fare IgG/Monoklonal 1:1000 11/17/20 Santa Cruz sc-65497
Kaspaz-9 Fare IgG/Monoklonal 1:1000 46 Santa Cruz sc-56076
Bcl-2 Fare IgG/Monoklonal 1:1000 30 Santa Cruz sc-7382
Bax Fare IgG/Monoklonal 1:1000 23 Santa Cruz sc-7480
GST-Pi Tavsan IgG/Monoklonal ~ 1:1000 23 Abcam Ab138491
VEGF Fare IgG/Monoklonal 1:1000 42 Santa Cruz sc-7269
MMP2 Fare IgG/Monoklonal 1:1000 72 Santa Cruz sc-13594

3.5.7. Sekonder Antikor ile inkiibasyon

Primer antikor ile inkiibasyon islemi ile birincil antikorlar hedef proteine baglanir.
Bu islemden sonra membran yaban turpu peroksidazina (horseradish peroxidase, HRP)
konjuge edilmis sekonder antikor ile inkiibe edildi. Sekonder antikor Primer antikorun
elde edildigi canh tiirtine gére Anti-mouse (Cell Signaling Technology, 7076S) veya
Anti-rabbit (Cell Signaling Technology, 7074S) olarak belirlenir. Membran ve % 5 siit
tozu iceren 4 ml 1X TBST ¢ozeltisinde 1/2000 oraninda seyreltilen HRP ile konjuge
ikincil antikor, 50 ml’lik falkon tiipe 6zenle birakildi. Membran ve ikincil antikor, falkon
tiipte oda 1sisinda silindir karistiricida hafifce karistirilarak 1,5-2 saat inkiibe edildi.
Membran, HRP ile konjuge ikincil antikorla inkiibasyon isleminden sonra 4’er defa 6’sar

dakika 1X TBST (TBS, Tween-20) ¢ozeltisinde ¢alkalanarak yikandi.

3.5.8. Goriintiileme ve Analiz

PVDF membrandaki hedef proteine sirasiyla birincil antikor ve HRP ile konjuge
ikincil antikorun baglanmasi saglandi. Membranda antikorlar ile isaretlenmis proteini
goriintiilemek icin ikincil antikorla konjuge HRP enziminden faydalanilir. HRP enzimine

0zgl substrati iceren ECL kiti (Enhanced Chemiluminescence) (Pierce ECL Plus Western
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Blotting Substrati, Thermo Scientific) ilave edildikten sonra HRP katalizorliigiinde
kimyasal reaksiyon meydana gelir. Bu kimyasal reaksiyon sonucu bir kemiliiminesans
bilesigi olan Luminol reaktifi oksitlenerek 1s1k yayar. Bu 1s1ma DNR Biochemi (DNR
Bio-imaging system, Israil) goriintileme cihaz1 ile kaydedildi. Kaydedilen bantlar,
ImageJ studio Lite Ver 5.2 programi ile analiz edilerek protein yogunluklar

degerlendirildi. Rolatif degerlendirme B-aktin’e (housekeeping protein) gore yapildi.

3.5.9. Hafif Siyirma (stripping) ve Tekrar Proplama

Membranin lizeri kaplayacak hacimde siyirma tamponu kullanilarak
karistirmadan oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi. Mevcut tampon dokiilerek yeni
tampon ile islem tekrar edildi. Tekrar tampon dokiilerek PBS icinde 2 defa 5‘er dakika
olmak tizere shake yapilarak yikama yapildi. Daha sonra TBST ile de 2 defa 5°er dakika

olmak iizere shake yapilarak yikama yapildi. Membran Bloklamaya hazirdir.

3.6. GSH Miktar Tayini

GSH diizeyi Ellman’in (176) metodu ile dl¢iilmiistiir. Karaciger doku silipernatanti
es hacimdeki %10’luk trikloroasetik asit ile deproteinize edildi. Daha sonra 5000 rpm’de
20 dakika santrifiij edilerek proteinden arindirildi. Numune ortamma 0,3 M
disodyumhidrojenfosfat ve kromojenik 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ilave
edilerek 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra meydana gelen rengin siddeti 410 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak Olciildii. Standart egriye gore ornekteki GSH

konsantrasyonu nmol/g yas doku olarak hesaplandi.

3.7. Siiperoksit Dismutaz Enzimi Aktivite Tayini

Calisma prensibi ksantintksantin oksidaz reaksiyonu ile ortaya ¢ikan siiperoksit
radikallerinin NBT’yi (nitroblue tetrazolium) indirgemesiyle mavi-mor renginde
formazonun olugmasma dayanmaktadir. Bu rengin 560 nm dalga boyunda verdigi
absorbans spektrofotometrik Slgiiliir ve SOD aktivitesi belirlenir. Ortamda SOD enzimi
olmadig1 zaman NBT nin indirgenmesi maksimum diizeyde gercekleserek koyu mavi bir
renk gozlenir. Ortamda SOD enzimi varliginda ise siiperoksit anyonu hidrojen peroksite
cevrileceginden NBT indirgenmesi azalir ve olusan mavi renkli formazon enzim
miktariyla ters orantili olarak azalacaktir. Dolayisiyla SOD miktar arttik¢a rengin siddeti
az olacaktir (177). Enzim spesifik aktivitesinin belirlenmesi i¢in doku protein diizeyi

Lowry ydntemiyle dl¢iildii. SOD aktivitesi Unite/mg protein olarak ifade edildi.
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3.8. Malondialdehit (MDA) Miktar Tayini

Karaciger doku MDA diizeyi, Ohkawa ve ark. (178) tarafindan gelistirilen metod
ile dl¢iilmiistiir. Vida kapakli cam tiipe 0,25 ml karaciger doku homojenati, 1,5 ml %1°lik
fosforik asit ve 0,5 ml %0,6’lik tiobarbitiirik asit (TBA) konur, iyice karistirildiktan sonra
95 °C su banyosunda 45 dakika bekletilir. Daha sonra numuneler sogutuldu ve her
numuneye 2 ml n-butanol eklenir. Her tiip 5’er dakika kuvvetlice vortekslenir. Daha sonra
numuneler 5000 rpm de 20 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatanttan (n-butanol faz1)
250 mikrolitre mikro plakaya alindi ve olusan rengin siddeti 535 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Standart egriye gore 6rnekteki MDA konsantrasyonu

nmol/g yas doku olarak hesaplandi.

3.9. Katalaz Aktivite Tayini

Hidrojen peroksit (H20Oz) ultraviyole dalga boyunda absorbans veren bir maddedir.
Hidrojen peroksit 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Ortamda bulunan
hidrojen peroksit katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanir. 240 nm’de zamana bagh
kinetik okuma yapilarak 15 saniye araliklarla meydana gelen absorbans azalmasi 1 dk
boyunca kaydedildi. Absorbanstaki azalma enzimin aktivitesi ile orantili bir egilim
gostermektedir. Enzim aktivitesi dokular icin K/mg protein halinde spesifik aktivite

olarak degerlendirilir (179).

3.10. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

Rediikte glutatyon varliginda hidrojen peroksitin suya doniistiiriilmesini katalize
eden bir enzimdir. Bu reaksiyon sonucunda rediikte glutatyon oksitlenmis forma
donustiiriiliir. Bu reaksiyonun tekrarlanmasi i¢in okside glutatyonun rediikte forma
doniistiiriilmesi gerekir. Deney ortaminda indirgenmis NADP varliginda okside glutatyon
rediikte forma glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan déniistiiriiliir. indirgenmis NADP
340 nm'de maksimum absorbans verir ve glutatyon rediiktaz okside glutatyonu rediikte
forma doniistiirdiikge absorbans giderek azalir. GSH-Px aktivitesi, 3 dakikalik
absorbansdaki degisimin 1 dakikalik mutlak degerine gore hesaplanir. GSH-Px aktivitesi
U/mg protein olarak ifade edildi (180).

3.11. Glutatyon S-Transferaz (GST) Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz, GSH ile elektrofilik bilesiklerin tepkimesini katalizleyerek
bu bilesiklerin detoksifikasyonunu saglar. GST aktive diizeyleri, 340 nm dalga boyunda
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1-kloro 2,4 dinitrobenzen (2,4-dinitrochlorobenzene; CDNB)’ nin GSH ile konjugasyonu
sirasinda meydana gelen absorbans artiglarinin takip edilmesi ile olgtlir (181). GST

aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

3.12. Protein Karbonil (PC) Tayini

Doku PC diizeyleri, Reznick ve Packer (182) tarafindan gelistirilen yontemle tayin edildi.
Metodun prensibi, protein yapisinda bulunan karbonil (aldehit ve keton) gruplarinin 2.4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklari sari/turuncu/kirmizimsi renkli hidrazonlarin renk
siddetinin 360 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olciilmesi esasina dayanmaktadir.

Protein karbonil diizeyi nmol/mg protein olarak ifade edildi.

3.13. Hidroksiprolin Miktar Tayini

Karaciger hidroksiprolin diizeyleri Berkman ve Loxley (183) Ellis ve ark. (184)
tarif ettigi analiz metotlart modifye edilerek 6l¢iilmiistiir. Hidroksiprolinin pirol tiirevleri
Chloramin-T ile okside edilir ve Erhlich reaktifi ile renkli bilesik olusturulur. Olusan
rengin siddeti spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Hidroksiprolin diizeyleri mg/mL olarak

ifade edildi.

3.14. interlokin-6 (IL-6) ve Nrf2 Miktar Tayini

Karaciger dokusu Interlokin-6 (IL-6), Katalog No:E-EL-R0015, Elabscience,
USA) ve Niikleer Faktor Eritroid 2 ile iliskili Faktér 2 (Nrf2) (Katalog No:E-EL-R1052,
Elabscience, USA) diizeyleri marka ELISA Kkitleri kullanilarak belirlendi. Uretici
talimatlarina gore ¢alisma yapildi. IL-6 ve Nrf2 kitleri ¢ift antikorlu sandvi¢ prensibi
kullanarak Enzim-Bagli Immiinosorbent Testi (ELISA) ydntemi ile kantitatif dlgiim

yapild.

3.14. Histolojik ve immiinohistokimyasal Analizler

Histopatolojik degerlendirme i¢in farelerin karaciger dokular1 34 mm’lik kiiclik
parcalara ayrildi. Daha sonra plastik doku takip kasetlerine konularak %10’luk
formaldehit icerisinde 24 saat siire ile fikse edildi. Fiksasyon isleminin ardindan dokular
24 saat boyunca akan ¢cesme suyunda yikandilar. Dereceli alkollerde dehidrate edilerek,
ksilende seffaflastirilip parafine gomiildiiler. Parafin bloklardan Leica RM2145 marka
mikrotom yardimiyla 5’er mikron’luk kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik yapiy1
gbozlemlemek amaciyla Hematoksilen ve eozin boyama yontemi uygulandi. Karaciger

hasar1; parankimasinda bulunan sinirlar1 diizensiz inflamatuar ve nekroze alanlarin sayisi
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ile hepatositlerdeki niikleer degisikliklere gore belirlendi. Histolojik degerlendirme i¢in
her kesitten X20’lik biiylitmede 10 alan incelendi. Her dokunun mikroskobik skoru, her
kritere verilen skorlarin toplami olarak hesaplandi. Puanlar her kriter i¢in 0, yok; 1, hafif;
2, orta ve 3, siddetli olarak verildi. Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica
Q (Leica Micros Imaging solution Ltd, Cambrige, UK) goriintii analiz sistemi ile
incelenerek fotograflari ¢ekildi.

Immmiinohistokimyasal analizler i¢in deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden gegirilen kesitler 2100 Antijen Retriever inkiibatore alinarak 0.01 M sitrat
(pH 6.0) icinde 15-20 dk kaynatildi. Endojen peroksidaz enzim aktivitesini bloke etmek
icin kesitlere 12 dk boyunca %3’liikk hidrojen peroksit uygulandi. PBS ile yikanan
kesitlere 5 dk siiresince protein blok (ultra V blok) uygulamasi yapildi. Daha sonra
kesitler 37 “C’de 60 dk primer antikor (GPC-3, 1/100 dilisyon, 67 kD, sc-390587) ile
inkiibe edildi. PBS ile yikanan dokulara 37 °C’de 10 dk boyunca biotinli sekonder antikor
uygulandi. Bu islem sonrasinda kesitler 37 “C’de 10 dk streptavadin peroksidaz ile inkiibe
edildi. Ardindan kromojen uygulamasi yapilan kesitler hematoksilen ile boyanarak su
bazli kapatici ile kapatildi. Boyanma immiinreaktivitenin yayginlig: (0: 0-%25, 1:%26-
50, 2:9%51-75, 3:%76-100) esas alinarak semikantitatif olarak skorlandi.

3.15. istatistiksel Analizler

Gruplar arasi karsilagtirma Kruskal-Wallis H teti ile yapildi, eger Kruskal-Wallis
testi pozitif ise (p<0.05) Conover (1999)’e gore alt gruplarin karsilastirilmas1 MedCalc
istatistik programi ile yapildi, veriler medyan (25-75 yiizdelik dilim) veya (¢eyreklikler
aras1 genislik) olarak verildi. Her bir satirda gruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak
anlamli kabul edildi (p<0.05).

Histolojik verilerin istatistiki analizleri, SPSS istatistiksel yazilim programi (SPSS
for Windows version 17) ile yapildi. Caligmada yer alan tiim gruplardaki Sl¢tilebilir
degiskenlerin normallik testlerine gore normal dagilim gostermedigi saptandi (p>0.05).
Bu nedenle, istatistiksel degerlendirmede parametrik olmayan testlerden Kruskal Wallis
varyans analizi, tim degiskenler yoniinden gruplarin genel karsilastiriimasinda kullanildi.
Gruplar arasi karsilagtirmalar, Bonferroni diizeltmesi yapilarak Mann-Whitney-U testi ile
yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler, dagilima bagl olarak

medyan (minimum-maksimum; Med (Min-Maks)) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farelerin Canh Agirhk, Karaciger Agirhklar1 ve Rolatif Karaciger
Agirhiklar:

Fare karacigerlerine ait makroskopik goriintiiler incelendiginde kontrol grubuna
ait karaciger dokusunda yiizeyin diizgiin, rengin homojen oldugu ve nodiiler olusumlarin
bulunmadig1 gozlendi. DEN grubunda, karaciger yiizeyinde belirgin ve biiylik sekilde
nodiiler lezyon g6zlendi, ancak biiytik kitlelerin goriilme siklig1 diger DEN alan gruplara
gore disiiktii. LikopentDEN grubuna ait karacigerlerde karaciger doku yiizeyinin
pliriizlii, renginin mat ve nodiiler olusumlarin DEN ve NAC+DEN grubuna kiyasla arttig1
gozlendi. NAC+DEN grubunun karaciger doku ylizeyinin Likopen+DEN ve
Likopen+tNAC+DEN gruplarina gore daha diizgiin, renginin daha canli, homojen
olmasinin yani sira nodiil biiyilikliik ve goriilme sikliginin bu gruplarla benzer oldugu
gozlendi. LikopentNAC+DEN grubunun Likopen+DEN grubuna gore karaciger
ylizeyinin benzer sekilde piiriizlii ve renginin mat olmasinin yani sira nodiiler yapilarin

goriilme sikliginin hemen hemen ayni oldugu gozlendi (Sekil 4.1).
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A: Kontrol B: DEN, C: Likopen+DEN D: Likopen+tNAC+DEN E: NAC+DEN

Sekil 4.1. Deney gruplarina ait karacigerlerin makroskopik goriiniimleri

Calisma gruplarimin canli agirliklari, karaciger agirliklart ve rolatif (karaciger
agirhginin canli hayvan agirhigina oranmmin 100 ile carpimi) karaciger agirliklart
karsilagtirildi. Fare canli agirlik bakimindan NAC+DEN grubunun canli agirhiginin
kontrol, DEN, LikopentDEN gruplarina gore anlamli derecede diisik oldugu;
Likopen+tNAC+DEN grubunun canli agirhiginin DEN, Likopen+DEN gruplarina gore
anlamli derecede diisiik oldugu goézlendi (Tablo 4.1, Sekil 4.2) (p<0.05). Karaciger
agirhig1 bakimimdan Likopen+DEN grubunun Kontrol, DEN, NAC+DEN gruplarina gore
anlamli derecede daha agir karacigerlere sahip oldugu tespit edildi (Tablo 4.1, Sekil 4.3)
(p<0.05). Rolatif karaciger agirligi bakimindan Kontrol ve DEN grubuna goére Likopen
ve/veya NAC uygulanan diger gruplarin anlamli derecede daha yiiksek oldugu gézlendi
(Tablo 4.1, Sekil 4.4) (p<0.05).
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Tablo 4.1. Fare canli agirliklari, karaciger agirliklari, rolatif karaciger agirliklar

Gruplar
Kontrol DEN L+DEN L+NAC+DEN NAC+DEN
(n=8) (n=12) (n=11) (n=12) (n=12) P
Medyan- Medyan- Medyan- Medyan- Medyan-
(IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
- 33.5 35 35 33 31
C.Agirlik (gr) (1L75y (275 (5)° (6) (4.25)° 0.004
1.55 1.78 2.1 1.85 1.72
KC (gn) 032"  (0.34) (0.53)° (0.66) ©4yp 001
Rolatif KC 4.75 5.08 6 5.89 5.81 0.001
Agirhig (0.98)* (0.7)? (1.27)° (1.04)° (0.88)° )

C.Agirlik: canli agirlik; KC: karaciger agirligit DEN: Dietilnitrozamin, L: likopen, NAC: N-asetilsistein

Degiskenler medyan, (¢eyreklikler arasi genislik, IQR) seklinde 6zetlendi.
ab.¢ Ayni harfi igermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmaktadr.

50 = ¥

Canh Agirhik (gr)

Fare canli agirligi bakimindan NAC+DEN grubu diger gruplara gore anlamli derecede diisiiktiir. DEN:
Dietilnitrozamin, NAC: N-asetilsistein

Sekil 4.2. Gruplarin canli agirliklarinin karsilastirilmast
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Karaciger agirligi bakimindan Likopen+DEN grubunun Kontrol, DEN, NAC+DEN gruplarina gore
anlaml derecede daha agir karacigerlere sahip oldugu tespit edildi. DEN: Dietilnitrozamin, NAC: N-
asetilsistein

Sekil 4.3. Gruplarin karaciger agirliklarinin karsilastirilmast
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Rolatif karaciger agirligi bakimindan Kontrol ve DEN grubuna gore Likopen ve/veya NAC uygulanan
diger gruplarin anlamli derecede daha yiiksek oldugu gozlendi. DEN: Dietilnitrozamin, NAC: N-
asetilsistein

Sekil 4.4. Gruplarin rolatif karaciger agirliklariin karsilastirilmasi
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4.2. Farelerin Haftalik Ortalama Su ve Yem Tiiketimleri

Calisma gruplarinda yer alan farelerin haftalik ortalama yem ve su tiiketimleri
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’te verilmistir. Bu grafikte deney siiresi boyunca kontrol ve tedavi
gruplarindaki farelerin haftalik ortalama yem tiiketimleri (gr) gosterilmektedir. Tiim
gruplarda deneyin erken doneminde yem tiiketiminde belirgin bir diisiis gézlenmis,
ilerleyen haftalarda ise tiiketimin kademeli olarak arttig1 ve benzer diizeylerde seyrettigi
izlenmistir. DEN uygulanan gruplarda bazi haftalarda yem tiiketiminde dalgalanmalar
goriilmekle birlikte, likopen ve/veya NAC verilen gruplarin genel yem tiiketim
profillerinin kontrol grubuna yakin oldugu gézlenmistir. Bulgular, uygulanan tedavilerin
uzun donemde yem tiikketimi {izerinde belirgin bir olumsuz etki olusturmadigin

gostermektedir (Sekil 4.5).

Bir farenin haftalik ortalama yem tiiketimi (gr)

__ 120

2 100

§ 80

5

9 40

C

Q 20

£ o

s 1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10.11.12.13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21.

Hafta
=@=KONTROL =@==DEN Likopen-DEN ==@==Likopen-NAC-DEN ==@==NAC-DEN

DEN: Dietilnitrozamin, NAC: N-asetilsistein

Sekil 4.5. Farelerin haftalik ortalama yem tiiketimi

Deneyin baslangi¢ haftalarinda tiim gruplarda su tiikketiminin arttid, ilerleyen
haftalarda ise gruplar arasinda dalgali bir seyir izledigi gortildii. Kontrol grubunda su
tikketimi genel olarak bir artis gosterdi. DEN uygulanan grupta, bazi1 haftalarda kontrol
grubuna kiyasla su tiiketiminde azalma gozlendi. Likopen-DEN grubunda, su tiikketiminin
cogu haftada DEN grubuna benzer veya kismen daha yiiksek oldugu, ancak belirgin
dalgalanmalar gosterdigi dikkat gekti. LikopentNAC+DEN grubu ile NAC-DEN
grubunda 6zellikle erken ve orta donemlerde daha diisiik su tiiketimi izlendi, ancak
zamanla bu degerlerin arttig1 ve deneyin sonuna dogru diger gruplara yaklastig1 gézlendi

(Sekil 4.6).
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Bir farenin haftalik ortalama su tiiketimi (ml)

D
o

& & 8
‘&}
)

Tuketilen Su Miktari (ml)
N
o

10
0
1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20. 21.
Hafta
e=@== KONTROL e==@==DEN Likopen-DEN e=@==|ikopen-NAC-DEN ==@==NAC-DEN

DEN: Dietilnitrozamin, NAC: N-asetilsistein

Sekil 4.6. Farclerin haftalik ortalama su tiiketimi

4.3. Western Blot ile Protein Analiz Sonug¢lar:

Calisma gruplarindan alinan karaciger dokusu RIPA ile ekstrakte edildi. Ekstrakte
edilen proteinlerin konsantrasyonlart BCA protein analiz kiti (Pierce™ BCA Protein
Assay Kits, Thermo Scientific™) kullanilarak belirlenmistir. Tiim gruplardan (Kontrol,
DEN, LikopentDEN, LikopentNAC+DEN ve NAC+DEN) esit miktarda protein
yiiklenerek SDS-PAGE ile molekiil agirliklarina gore ayrilan MMP2, VEGF, NF-xB P65
(65 kD), p- NF-xB P65, GST-PI, Kaspaz-9, Kaspaz-3, Bax, Bcl-2, TGF Beta ve B-aktin
proteinlerinin diizeyleri western-blot metodu ile analiz edildi. Elde edilen band degerleri,

houskeeping protein olan beta aktine oranlanarak Tablo 4.2 ve Sekil 4.7°de verildi.
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Tablo 4.2. Western Blot analizi ile elde edilen Bax, Bcl-2, Kaspaz-9, GST-Pi, NF-«kB P65, p- NF-xB P65, TGF Beta, Kaspaz-3, MMP2, VEGF

bant yogunluklarinin, ayni1 6rnege ait $-aktin bant yogunluklarina oranlanarak protein ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmast

Gruplar
Kontrol DEN Likopen+DEN Likopen+NAC+DEN NAC+DEN
(n=8) (n=12) (n=11) (n=12) (n=12)
Medyan 25-75P Medyan 25-75P Medyan 25-75P Medyan 25-75P Medyan 25-75P
Bax 0.06974  0.0660 - 0.0716 0.11548 0.0917 - 0.130 0.1548 0.151-0.228 0.1688 0.102 - 0.183 0.1138 0.101 -0.137
Bcel-2 0.9144 0.895-0.974 0.8984 0.891 -0.972 1.3768 1.129 - 1.522 1.7058 1.315-1.932 1.3898B 1.173 - 1.902
Bax/Bcl-2 0.0708 0.0702 - 0.0786 0.129 0.0952 - 0.146 0.143 0.120-0.156 0.0938 0.0739 - 0.0972 0.103 0.0606 - 0.104
Kaspaz-9 0.0971 0.0877 - 0.101 0.117 0.111-0.125 0.152 0.142 - 0.153 0.159 0.116 - 0.199 0.186 0.110-0.195
GST-pi 1.3314 1.178 - 1.751 0.582¢ 0.491 - 0.821 0.733¢ 0.569 - 0.859 0.290B 0.195-0.357 0.3578 0.108 - 0.483
NF-xB P65 0.318AB 0.305-0.321 0.1798¢ 0.174 - 0.268 0.156€ 0.155-0.183 0.1858¢ 0.109-0.311 0.764A 0.627 - 0.847
p- NF-xB P65 0.343 0.327 - 0.345 0.376 0.363 - 0.380 0.572 0.479 - 0.646 0.649 0.340 - 1.062 0.485 0.373-0.709
Tgf-p 0.368% 0.294 - 0.410 0.4804 0.376 - 0.510 0.6418 0.563 - 0.739 0.6868 0.634-0.711 0.5928 0.565 - 0.645
Kaspaz-3 0.332 0.321 - 0.481 0.448 0.372 - 0.459 0.325 0.323-0.362 0.379 0.368 - 0.509 0.398 0.338-0.519
MMP-2 0.7074 0.670 - 0.826 0.8624€ 0.740 - 0.986 1.1598¢ 1.099 - 1.279 1.4258 1.021 - 1.558 0.7234 0.669 - 0.765
VEGF 0.786BE 0.599 - 1.076 1.0994E 0.906 - 1.196 1.579¢P 1.338 - 2.002 1.563AP 1.132-1.784 1.136°B  1.039-1.187

DEN: Dietilnitrozamin, NAC: N-asetilsistein. Degiskenler medyan ve 25-75 yiizdelikler seklinde 6zetlendi.
Satirlarda ayni1 harfi icermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir.
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Analiz sonuglarina gore:
Bax protein diizeyi; Kontrol grubuna kiyasla DEN grubunda istatistiksel olarak

anlamli olmayan fakat belirgin bir artis gozlendi. Likopen+DEN, Likopen+NAC+DEN
ve NAC+DEN gruplar1t DEN’e gore farksiz olup, bu gruplar kontrole kiyasla anlamli bir
yiikselme gosterdi (Sekil 4.10) (p<0.05).

Bcl-2 protein diizeyi; Likopen+DEN, LikopentNAC+DEN ve NAC+DEN
gruplar1 arasinda anlamli bir fark gostermezken bu gruplar, aralarinda istatistiki fark
olmayan DEN ve Kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdi
(Sekil 4.10) (p<0.05).

GST-pi (GST P1) protein diizeyi; DEN ve Likopen+DEN gruplar1 arasinda
anlamli bir fark gostermezken bu gruplar Kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak
anlamli bir diisiis (p<<0.05) ve Likopen+NAC ve NAC+DEN gruplarina gore ise istatistiki
olarak anlamli bir artig gosterdi (Sekil 4.9) (p<0.05).

NF-kB protein diizeyi; Kontrol ve NAC+DEN gruplart arasinda anlamli bir fark
gostermezken; bu gruplar DEN, Likopen+DEN ve LikopentNAC+DEN gruplarina
kiyasla istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdi (p<0.05); Likopen+DEN,
Likopen+NAC+DEN gruplar1 kendi aralarinda anlamli bir fark gostermedi (Sekil 4.7).

TGF B protein diizeyi; LikopentDEN, Likopen+tNAC+DEN ve NAC+DEN
gruplar1 arasinda anlamli bir fark gostermezken bu gruplar, aralarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmayan DEN ve Kontrol grubuna gore anlamli bir yiikselme gosterdi
(Sekil 4.9) (p<0.05).

MMP 2 protein diizeyi; Kontrol, DEN ve NAC+DEN gruplari arasinda istatistiksel
bir anlam ifade etmezken; bu gruplar DEN+NAC grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bir diisiis gosterdi (p<0.05). Likopen+DEN ve Likopen+NAC+DEN gruplar: arasinda da
anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.8).

VEGEF protein diizeyi; Kontrol grubuna kiyasla DEN grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmayan fakat belirgin bir artis gozlendi. Likopen+DEN ve Likopen+tNAC+DEN
gruplar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. NAC+DEN grubuna kiyasla
Likopen+DEN grubu istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdi (p<0.05). Kontrol ve
DEN grubuna kiyasla Likopen+DEN grubu istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi
(Sekil 4.8) (p<0.05).

Kaspaz-9 (Sekil 4.11), Kaspaz-3 (Sekil 4.11) ve p- NF-xB P65 (Sekil 4.7) protein

diizeyleri bakimindan gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05).
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Beta Aktin

A: NF-xB P65, B: p- NF-kB P65 bant yogunluklarinin, ayni 6rnege ait -aktin bant
yogunluklarina oranlanarak protein ekspresyon diizeylerinin karsilagtiritlmas: C: NF-kB P65 ve
p- NF-kB P65 western blot bantlart.

Sekil 4.7. Western blot ile analiz edilen NF-xB P65 ve p- NF-kB P65 diizeylerinin

karsilastirilmast.
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A: MMP-2, B: VEGF bant yogunluklarinin, ayn1 6rnege ait f-aktin bant yogunluklarina
oranlanarak protein ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi ve C:MMP-2 ve VEGF’in western
blot bantlar.

Sekil 4.8. Western blot ile analiz edilen MMP-2 ve VEGF diizeylerinin

karsilastirilmasi.
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A: TGF-B1, B: GST-pi bant yogunluklarinin, ayni 6rnege ait f-aktin bant yogunluklarina oranlanarak
protein ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi ve C: TGF-B1 ve GST-pi’nin western blot bantlari.

Sekil 4.9. Western blot ile analiz edilen TGF-B1 ve GST-pi diizeylerinin

karsilastirilmast.
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A: Bax, B: Bcl-2 bant yogunluklarinin, ayni 6rnege ait f-aktin bant yogunluklarina oranlanarak protein

ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi ve C: Bax ve Bcl-2’nin western blot bantlari.

Sekil 4.10. Western blot ile analiz edilen Bax ve Bcl-2 diizeylerinin karsilastirilmasi
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A: Kaspaz-3, B: Kaspaz-9 bant yogunluklarinin, ayni 6rnege ait B-aktin bant yogunluklarina oranlanarak
protein ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmas: ve C: Kaspaz-3 ve Kaspaz-9’un western blot bantlari.

Sekil 4.11. Western blot ile analiz edilen Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 diizeylerinin

karsilastirilmasi.

Gruplar arasi karsilagtirma Kruskal-Wallis H teti ile yapildi, eger Kruskal-Wallis
testi pozitif ise (p<0.05) Conover (1999)’e gore alt gruplarin karsilastirilmas1 MedCalc
istatistik programi ile yapildi, veriler median (25-75 percentile) olarak verildi. Her bir

satirda gruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak anlamli kabul edildi (p<0.05).
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4.4. Analizi Yapilan Biyokimyasal Parametrelerin Sonuclar:

Calisma gruplarinin karaciger dokusunda analizi yapilan MDA, GSH, SOD, CAT,
GSH-Px, IL-6, Nrf2, GST, NO, Hidroksiprolin, Protein karbonil, TAS ve TOS
parametrelerinin sonuglar1 ve grup karsilagtirmalar1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.12; 4.13; 4.14’te

verildi.
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Tablo 4.3. Karaciger dokusunda analizi yapilan biyokimyasal parametrelerin sonuglari

Kontrol (n=8) DEN (n=12) Likopen+DEN (n=11) Likopen+NAC+DEN (n=12) NAC+DEN (n=12) p

Medyan- (IQR) Medyan- (IQR) Medyan-(IQR) Medyan- (IQR) Medyan- (IQR)
MDA (nmol/g yas doku) 98.22 (10.71) 95.88 (4.14) 96.56 (14.28) 93.93 (5.44) 96.12 (7.48) 0.578
GSH (nmol/g yas doku) 172.97 (64.1)AB 164.83 (18.32)4 187.22 (61.05)® 183.15 (69.19)® 185.19 (38.66)® 0.010
SOD (U/mg protein) 0.93 (0.25)A 1.06 (0.64)8 1.21 (0.28)8 1.27 (0.25)8 1.26 (0.14)8 0.022
CAT (K/mg protein) 6 (0.75)4 7.47 (1.6)8 7.39 (1.43)8 4.36 (0.93)A 8.18 (2.02)8 <0.001
GSH-Px (U/mg protein) 10.88 (36.04) 10.64 (29.08) 36.2 (34.89) 24.2 (43.63) 29.52 (54.34) 0.352
IL-6 (pg/mL) 935.18 (46.71)A 956.77 (99.53)4 903.31 (80.87)® 883.88 (36.93)B 874.89 (55.67)® 0.003
Nrf2 (pg/mL) 727.04 (158.49)A 754.52 (35.05)4 771.41 (106.57)4 723.4 (91.94)4 640.05 (46.29)8 <0.001
GST (U/mg protein) 1.27 (0.32)A 1.38 (0.18)8 1.62 (0.24)¢ 1.27 (0.16)A 1.46 (0.37)8 <0.001
NO (mikromol/L) 1077.35 (51.45) 1061.19 (29.88) 1077.81 (15.87) 1072.96 (14.33) 1063.99 (28.20) 0.726
Hidroksiprolin (mg/ml) 237.31 (54.67)A 223.13 (75.74)A8 257.31 (77.27)AB 277.3 (30.98)B¢ 301.18 (68.81)€ 0.008
PC (nmol/mg protein) 6.68 (1.13)A€ 9.49 (2.5)8 7.98 (5.02)AB 6 (1.71)¢ 5.7 (1.6)€ 0.001
TAS (Immol/L) 9.99 (0.80) 9.68 (1.45) 10.51 (1.61) 10.22 (1.57) 10.63 (2.39) 0.411
TOS (umol/L) 81.87(23.39) 87.72 (13.59) 80.7 (18.71) 72.51 (32.16) 82.75(20.32) 0.464

Degiskenler medyan (¢eyreklikler aras1 genislik, IQR)' seklinde 6zetlendi.
A-B.C. Ayni harfi igermeyen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir.
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Analiz sonuglarina gore:

GSH diizeyi; Kontrol, DEN, Likopen+DEN, Likopen+tNAC+DEN ve NAC+DEN
gruplar1 arasinda anlamli bir fark gostermezken, sadece DEN uygulanan gruba kiyasla
Likopen+tNAC+DEN ve NAC+DEN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdi. DEN grubuna kiyasla LikopentDEN, LikopentNAC+DEN ve NAC+DEN
gruplari istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdi (Sekil 4.12) (p<0.05).

SOD aktivite diizeyi; Kontrol grubuna kiyasla DEN uygulanan tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi (Sekil 4.12) (p<0.05).

CAT aktivite diizeyi; Kontrol ve Likopent+tNAC+DEN gruplarina kiyasla DEN,
Likopen+DEN ve NAC+DEN gruplarinda anlamli derecede yiiksek c¢ikt1 (Sekil 4.12)
(p<0.05).

IL-6 diizeyi; Kontrol ve DEN gruplar1 arasinda anlaml bir fark gostermezken,
Likopen ve/veya NAC uygulamasi IL-6 diizeyini anlamli derecede diisiirdii (Sekil 4.13)
(p<0.05).

Nrf2 diizeyi; tiim gruplara kiyasla NAC+DEN grubunda anlamli derecede diisiik
bulundu (Sekil 4.13) (p<0.05).

GST diizeyi; Kontrol ve NAC+DEN gruplar1 DEN, Likopen+DEN ve NAC+DEN
gruplarina gore istatistiki olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05).
Likopen+DEN grubu DEN ve NAC+DEN grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulundu (Sekil 4.13) (p<0.05).

Hidroksiprolin diizeyi; Kontrol, DEN ve Likopen+DEN gruplarinda anlamli bir
fark gostermezken, NAC uygulamas1 Hidroksiprolin diizeyini bu gruplara gére anlamh
derecede ylikseltti (p<0.05). Likopen+tNAC uygulamasi ise hidroksiprolin diizeyini
kontrole gére anlamli derecede yiikseltti (Sekil 4.14).

PC diizeyi; Kontrol ile Likopen+DEN gruplar1 arasinda farklilik gostermezken,
DEN grubunda Kontrol, Likopen+tNAC+DEN ve NAC+DEN gruplarina gore anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0.05). NAC uygulama gruplarina kiyasla Likopen+DEN
grubu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (Sekil 4.14) (p<0.05).

Tiim gruplarda MDA (Sekil 4.12), GSH-Px, NO (Sekil 4.13), TAS (Sekil 4.14) ve
TOS (Sekil 4.14) bulgulari arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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A: SOD, B: Katalaz, C: GSH, D: MDA

Sekil 4.12. Karaciger dokusunda analizi yapilan SOD, CAT, GSH ve MDA

diizeylerinin karsilastirilmasi

60



1500 * : 1000 *
*
>
. 800
= 1000 5
E E
= £ 600
2 2
= &
= 500 g e
z
200
0 0
& ¢
C ) D
= 1500
*
*
2.0 ¥
. S 10004 [T ]
'z 1.5 =
g g
3 =
o0 -
£ 1.0
= S 500
=
3 0.5
0.0 : 0 T T T
N P NN SFFF S
IR A e N DO X
< & vc ‘Zgz on vo S
» il N 7
v & V&
o &
b4 Ay

A: Interlskin-6, B: Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2, C: Glutatyon
S-transferaz, D: Nitrik Oksit

Sekil 4.13. Karaciger dokusunda analizi yapilan IL-6,

karsilastirilmasi

Nrf2, GST ve NO diizeylerinin
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A: Hidroksiprolin, B: Protein karbonil, C: Total antioksidan kapasitesi, D: Total oksidan kapasite
Sekil 4.14. Karaciger dokusunda analizi yapilan hidroksiprolin, protein karbonil, TAS

ve TOS diizeylerinin karsilastirilmasi

Sayisal verilerin dagilimi ortanca (geyreklikler aras1 genislik) ile sunuldu. Ikiden
cok bagimsiz grup karsilastirmalarinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili
karsilastirma yontemi kullanildi. Tablolarda ikili karsilastirma sonuglart APA (American
Psychological Association) stiline gore harflendirilmis iist indisler ile gdsterildi. Ayni tist
indise sahip olmayan gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tiim

testlerde iki-yonlii anlamlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.
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4.5. Histolojik Bulgular

4.5.1. Histopatolojik Degerlendirme ile ilgili Bulgular

Kontrol grubu: Hematoksilin-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde
karacigerin; klasik altigen yapida, merkezinde santral ven ve koselerinde portal alanlarin
yer aldig1 lobiillerden olustugu gozlendi. Santral venden lobiiliin periferine dogru 1sinsal
olarak uzanan hepatosit kordonlar1 ve bu kordonlar arasinda sinuzoidal tipde kapillerlerin
oldugu izlendi (Sekil 4.15). Kontrol grubu karacigerinin histopatolojik goriintiisii

normaldi.

Sekil 4.15. Kontrol grubu karacigerinin histolojik goriintimii

DEN grubu: Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde,
parankim igerisinde normal histolojik yapidan farkli olarak izlenen, sinirlar1 diizensiz
genis inflamatuar alanlar goriildii (Sekil 4.16). Ayrica parankima igerisinde genis

nekroze alanlar tespit edildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. DEN grubu karacigerinin histolojik gériiniimii (inflamatuar alanlar)

Sekil 4.17. DEN grubunun karaciger histolojik goriiniimii (Nekroze alanlar)

Dikkat ¢ekici diger bir 6zellik hepatositlerdeki niiklear degisikliklerdi. Bazi
alanlarda apoptotik (Sekil 4.18) ve mitotik arreste ugramis hiicrelere rastlandi (Sekil

4.19).
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Sekil 4.18. DEN grubu karacigerinde apoptotik hiicre goriiniimii

Mitotik arreste ugramis hiicre goriiniimii (oklar). A: H-EX400, B: H-EX1000

Sekil 4.19. DEN grubu karacigerinde mitotik arreste ugramis hiicre goriiniimi

Apoptotik hiicreler, etraflarindaki hiicrelerden belirgin bir halo ile ayrilan
eozinofilik sitoplazmasi ve piknotik niikleusu ile ayirt edildi. Yine bazi hiicrelerin

niikleuslar1 hiperkromatik olarak izlendi (Sekil 4.20)
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Sekil 4.20. DEN grubu karacigerinde hiperkraomatik niikleuslu hiicre goriiniimii

Ayrica bazi hepatositlerin niikleuslarinda biiytime ve vakuolizasyonlar tespit

edildi (Sekil 4.21).

. Dt e Ll ol - KT

iikleer biiyiime ve vakuolizasyon (ok). A: H-EX400, B: H-EX1000

Sekil 4.21. DEN grubu karacigerinde niikleer biiyiime ve vakuolizasyon

Likopen+DEN grubu: Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde,
parankim igerisinde sinirlar1 kii¢iilmiis diizensiz inflamatuar alanlar goériilmeye devam
ediyordu (Sekil 4.22). Yine bazi hepatositlerde niiklear degisikliklere rastlandi (Sekil
4.23).
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Sekil 4.22. Likopen+DEN grubunun karaciger histolojik goriiniimii (inflamatuar

alanlar)

Sekil 4.23. Likopen+DEN grubu karacigerinde niikleer biiyiime ve vakuolizasyon
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Likopen+NAC+DEN grubu: Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis
kesitlerde, Likopen ve NAC grublarina benzer sekilde parankim igerisinde sinirlari
kiigiilmiis diizensiz inflamatuar alanlar (Sekil 4.24) ve bazi hepatositlerdeki niiklear

degisiklikler (Sekil 4.25) gortilmeye devam ediyordu.

Sinirlar diizensiz inflamatuar hiicre alanlarmin goriiniimii (oklar). H-EX400.

Sekil 4.24. Likopen+NAC+DEN grubunun karaciger histolojik gériiniimii (Inflamatuar

alanlar)

Sekil 4.245. Likopen+NAC+DEN grubu karacigerinde niikleer biiylime ve

vakuolizasyon
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NAC+DEN grubu: Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde,
Likopen+DEN grubuna benzer sekilde parankim igerisinde sinirlari kii¢lilmiis diizensiz
inflamatuar alanlar (Sekil 4.26) ve baz1 hepatositlerdeki niiklear degisiklikler (Sekil

4.27) gortilmeye devam ediyordu.

Sekil 4.256. NAC+DEN grubunun karaciger histolojik goriiniimii (Inflamatuar alanlar)

Sekil 4.267. NAC+DEN grubu karacigerinde niikleer biiyiime ve vakuolizasyon
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4.5.2. Immiinohistokimyasal Degerlendirme ile Tlgili Bulgular

GPC-3 boyama metodu uygulanmis kesitlerde kontrol grubunda pozitif hiicrelere
rastlanmadi. DEN grubunda GPC-3 pozitifliginin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli derecede artti31 gozlendi. Diger yandan tedavi gruplarinda GPC-3 pozitifliginin
DEN grubuna gore anlamli derecede azaldigi fakat gruplar kendi icinde
karsilastirildiginda ise anlamli bir farkin bulunmadig tespit edildi (Sekil 4.28).

A: Kontrol, B: DEN, C: Likopen+DEN, D: NAC+DEN, E: Likopen+NAC+DEN, Glipikan-3 (+)
alanlarm goriiniimii (oklar). Glipikan-3X400

Sekil 4.27. Glipikan-3’{in immiinohistokimyasal degerlendirmesi
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Tablo 4.4. DEN ile olusturulan karaciger hasarinda inflamasyon, nekroz, niikleer

degisiklikler ve Glipikan-3 immiinreaktivite bulgular

Gruplar inflamatuar Nekrotik alan  Niikleer Glipikan-3 (+)
alan degisiklikler

Kontrol 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

DEN 0 (0-3)* 0 (0-2)* 0 (0-2)* 0 (0-3)*

Likopen+DEN 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)°

Likopen+NAC+DEN 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)°

NAC+DEN 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)° 0 (0-1)°

DEN: Dietilnitrozamin, NAC: N-asetilsistein

aKontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.0001)
"DEN grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.0001)
Veriler medyan (Minimum-Maksimum) olarak ifade edilmistir.



5. TARTISMA

Karaciger doku mimarisi; alkol tiiketimi, kronik viral hepatitler, otoimmiin
hastaliklar, paraziter enfeksiyonlar, metabolik bozukluklar, lipopolisakkarit maruziyeti
ve ¢esitli ilaclar gibi ¢cok sayida etiyolojik faktore bagli gelisen hepatosit kayb1 ve bunu
izleyen ekstraseliiler matriks birikimi sonucunda bozulmaktadir. Bu siiregte ortaya ¢ikan
karaciger fibrozu, kronik karaciger hasarina kars1 gelisen ve baslangicta geri dontisiimlii
olan bir yara iyilesme yaniti1 olarak tanimlanmaktadir. Ancak fibrotik yanitin kontrol
altina alinamamas1 durumunda siire¢ ilerleyerek siroz gelisimine ve nihayetinde HCC
olusumuna zemin hazirlamaktadir (14). HCC, kiiresel 6lgekte kanserler arasinda goriilme
siklig1 agisindan altinci, kanserle iliskili 6liimler agisindan ise {li¢iincii sirada yer almakta
olup 6nemli bir halk saglig1 sorunu olusturmaktadir (1).

Epidemiyolojik kanitlar bazi bolgelerde tiimore karsi koruyucu bir roliin varligini
gostermistir (185). Ornegin Fang ve ark.’nm yapti1 calismada prostat kanseri hiicre
hatlarinin soya izoflavonlarina maruz kaldiktan sonra prostat kanseri hiicrelerinde O°-
metilguanin-DNA metiltransferazin (MGMT) hipermetilasyonunun tersine dondiigiinii
tespit etmistir (185). Bazi caligmalar da meyve, sebze ve karotenoidler agisindan zengin
bir diyet ile farkli kanser tiirlerinin goriilme sikl1g1 arasinda ters bir korelasyon oldugunu
gostermistir (169). Benzer sekilde literatiirde, gidalarda bulunan baz1 aktif bilesenlerin
inflamasyon, apoptoz, hiicre dongiisii kontrolii, hormonal denge, transkripsiyonel
aktivite, anjiyogenez, kanser metabolizmasi1 ve metastaz dahil olmak iizere birden fazla
kanserojen siireci etkileyebildigi bildirilmektedir (169). Proflakside amac¢ dogal veya
sentetik bilesikleri kullanarak karsinogenezin erken asamasina miidahale etmektir (186).
Bu baglamda domates gibi kirmiz1 meyve ve sebzelerde yliksek yogunlukta bulunan ve
bir karotenoid olan likopenin yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu, apoptozu
indiikleyebildigi ve tiimor bilylimesini engelledigi klinik, hiicre kiiltiirii ve hayvan
modelleri lizerindeki ¢caligmalarla gdsterilmistir (169). Caligmalar, likopenin ¢esitli timor
olusumu modellerinde hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi, hiicre sinyali, apoptoz vb.
gibi hiicresel siire¢leri modiile edebilecegini gostermektedir (187). Kanser dnlemedeki
temel zorluklardan biri, yeni molekiiler bulgularin klinik uygulamaya entegre edilmesidir.
Bu nedenle, likopenin antineoplastik aktivitesinin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmas1 6nemlidir (169).

Karaciger kanseri, 2018 verilerine gore diinya genelinde en sik goriilen kanserler

arasinda 6., kansere bagl 6liimler arasinda ise 4. sirada yer alirken; GLOBOCAN 2022
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verilerine gore insidans acisindan yerini korumakla birlikte mortalite agisindan 3. siraya
yiikselmistir. Bu durum, karaciger kanserinin kiiresel 6lgekte dnemli bir halk sagligi
sorunu olmaya devam ettigini géstermektedir (1,26). HCC genellikle semptomlarin geg
ortaya ¢ikmasi nedeniyle ileri evrede tan1 almakta; tedavideki gelismelere ragmen kesin
kiiratif bir yaklasimin bulunmamasi ve kemoterapdtik ajanlara karsi gelisen ilag direnci
yeni ve ¢ok yonlii tedavi stratejilerine olan ihtiyaci artirmaktadir (4). Farkli etiyolojilere
bagl olarak gelisen karaciger fibrozisi ve sirozda ortak molekiiler mekanizmalarin
bulundugu ve bu siireclerin deneysel DEN/TAA ile indiiklenen HCC modellerinde insan
hastaligini biiytik 6l¢iide yansittigi gosterilmistir (53). DEN bir N-nitrozo bilesigi olup, bu
bilesikler giiclii mutajenik ve karsinojenik 6zellik gostermektedir. N-nitrozo bilesikleri HCC
modelleme etkeni olarak kalmayip bu bilesiklere insanlar ekzojen maruz kalmanin yani sira
toplam maruziyetin %45-75’inin in vivo olusumdan kaynaklanabilecegi tahmin
edilmektedir. Ancak degisen diyet aligkanliklarinin bu maruziyet diizeyleri ve klinik sonuglari
iizerindeki etkileri heniiz net degildir (188). N-nitrozo bilesiklerinin kararsiz ve elektrofilik
metabolitlerinin DNA ile reaksiyona girerek mutasyon birikimine yol a¢tigi; DNA onarim
mekanizmalarinin ise alkil gruplarinin proteinlerdeki sistein alic1 bolgelerine aktarilmasi yoluyla
gerceklestigi bildirilmektedir (137). Bu baglamda, halihazirda kullanilan ve kanserde ¢ok hedefli
etkiler gosterdigi bildirilen likopen ile glutatyon diizeylerini artirmasi ve DNA tamirinde gorev
alan aktif tiyol gruplu proteinlerin devamliligina katki saglamasi beklenen NAC’m birlikte
kullaniminin HCC  iizerindeki profilaktik potansiyeli degerlendirilecektir. Profilaktik
yaklagimlarda amag, dogal veya sentetik bilesiklerle karsinogenezin erken evrelerine miidahale
ederek tiimor gelisimini baskilamaktir; ancak bu bilesiklerin HCC baglaminda hangi molekiiler
yolaklar tlizerinden etkili oldugu ve uzun doénem klinik yansimalarina iligkin veriler sinirlidir
(186). Bu nedenle calismamizda, DEN/TAA ile indiiklenen HCC modelinde likopen ve
NAC’mm birlikte uygulanmasinin hepatokarsinogenez siirecinde oksidatif stres,
inflamatuvar sinyal yolaklar1 ve tiimor progresyonu iizerindeki etkilerinin aragtirilmasi
amaclanmastir.

Literatiirde, DEN ile birlikte farkli kimyasallarin kullanildig1 ¢oklu organ
karsinojenez modelinde, karsinojenle es zamanli likopen uygulanan grupta rolatif
karaciger agirliklarinin yalnizca karsinojen verilen kontrol grubuna kiyasla daha diistik
oldugu bildirilmistir (189). Baska bir calismada fare viicut agirliginin DEN uygulama
gruplarinda baslangicta kademeli olarak arttig1, son enjeksiyonun ardindan ise zamanla
azaldig bildirilmistir (143). Calismamiz, canli agirlik acisindan degerlendirildiginde,
NACHDEN grubunda farelerin viicut agirliginin, Kontrol, DEN ve Likopen+DEN

gruplarina kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir. Bu durum, NAC
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uygulamasinin sistemik metabolizma, istah, enerji dengesi veya karsinojen maruziyetine
verilen fizyolojik yanit iizerinde baskilayici bir etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir.
Kimyasal HCC modelinde karaciger agirhigindaki artis HCC’nin karakteristik
Ozelliklerinden biri olarak kabul edilmektedir. Yapilan calismalarda da DEN ve
DEN+TAA uygulanan gruplarda karaciger agirliklarimin belirgin sekilde arttigi tespit
edilmistir (143). Nitekim c¢alismamizda da karaciger agirligi degerlendirildiginde
Likopen+DEN grubunun Kontrol, DEN ve NAC+DEN gruplarina gore anlamli derecede
daha agir karacigerlere sahip oldugu saptanmistir. Bu bulgu, deneysel HCC modelinde
tiimdral doku artisinin gergeklestigini ve modelin basariyla olusturuldugunu gostermekle
beraber Ozellikle Likopen+DEN grubunda artmis karaciger agirligi inflamasyon,
rejeneratif yanit veya tiimorle iliskili doku yeniden yapilanmasinin baskin hale gelmis
olabilecegine isaret etmektedir. Rolatif karaciger agirligi degerlendirildiginde ise, likopen
ve/veya NAC uygulanan tiim gruplarda, Kontrol ve yalnizca DEN uygulanan gruplara
kiyasla anlamli bir artis gdzlenmistir. Bu bulgu, antioksidan uygulamalarinin karaciger
agirligi tizerindeki etkilerinin, kullanilan karsinogenez modeli, uygulama siiresi ve dozu,
eslik eden doku yanitlarina bagh olarak degiskenlik gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
Nitekim Kim ve arkadaslarinin ¢oklu organ karsinogenez modelinde, karsinojen ile
birlikte 50 ppm likopen verilen erkek farelerde akciger karsinomu insidansinin, yalnizca
karsinojen verilen ya da 25 ppm likopen uygulanan gruplara kiyasla anlamli derecede
azaldig1 bildirilmistir (189). . Bu durum, likopenin doza ve kullanilan deneysel modele
bagl olarak farkli biyolojik etkiler gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Antioksidanlar,
kanserden korunma veya kanserin olumsuz etkilerinin azaltilmas1 amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (190). Ancak, antioksidan takviyelerinin kanser tedavisindeki faydalar
tartismal1 bir konu olmustur. Bir¢ok calisma ekzojen antioksidanlarin HCC olusumunu
ve tiimor biiyiimesini destekledigini ortaya koymustur (191).

Karaciger kanseri uzun siireli devam eden inflamasyon-hepatosit rejenerasyon
siireci sirasinda meydana gelen patofizyolojik degisiklikler sonucu gelisir (39). IL-6,
timor mikrogevresinde yliksek seviyelerde bulunan bir proinflamatuar sitokindir.
Apoptozu, sagkalimi, cogalmayi, VEGF aracili anjiyogenezi, invazivligi ve metastazi
diizenleyebilecegi belirtilmektedir. IL-6 onarici yollar1 indiikleyerek kanserli hiicrelerde
DNA hasar ve oksidatif stres korumasi saglamanin (192,193) yaninda, bilimsel kanitlar,
proinflamatuar sitokinlerin tiimdr hiicrelerinin karsilastigi hipoksi tarafindan da
indiiklenebildiklerini ve kanser ilerlemesinde rol oynayabileceklerini belirtmektedir

(194). IL-6, baskin olarak Kupffer hiicreleri tarafindan firetilir ve DEN kaynakl
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hepatokarsinogenezde 6nemli olabilecek telafi edici rejenerasyonu uyarir. IL-6'nin
hepatoprotektif bir sitokin oldugu disiiniiliirken (195), bunun aksi olarak ytiksek IL-6
seviyelerinin karaciger hasarina neden oldugu da gosterilmistir (196). Naugler ve ark.
tarafindan kullanilan deneysel modelde, DEN ile tedavi edilen IL-6 nakavt farelerin daha
az hepatoseliiler hasara ugradigi ve erkeklerde cinsiyet esitsizliginin ortadan kalkmasiyla
HCC insidansinin azaldig1 goriilmistiir. Dolayisiyla IL-6'nin karaciger hasarini artirdigi
tespit edilmistir. Erkek farelere Gstrojen verilmesi IL-6 iiretimini azaltip ve karaciger
hasarini hafifletirken yumurtaliklarin alinmasi digilerde DEN kaynakli karaciger hasarini
artirmigtir (196). Birgok calisma, likopenin IL-12, TNF-a, IL-1, IL-1p, IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinleri baskilayabildigini  (197) ve uyguladigi antiinflamatuar
Ozelligin arkasindaki ana mekanizmanin proinflamatuar sitokinlerin asagi diizenlenerek
inflamasyonun ilerlemesinin énlenmesi oldugunu 6ne stirmiistiir (198). Calismamizda
DEN grubunda IL-6 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla yiiksek olmas1 ancak anlaml
farklilik gostermemesi, buna karsilik likopen, likopentNAC ve NAC uygulanan
gruplarda IL-6 diizeylerinin anlamli sekilde azalmasi, IL-6’nin hepatik hasar ve timor
mikrocevresindeki ¢ift yonlii rolii ile uyumludur. Calismamizda DEN grubunda IL-6
diizeylerinin kontrol grubuyla benzer bulunmasi, DEN-indiikli HCC modelinde
inflamatuar yanitin kronik evreye ilerlemesiyle IL-6’nin akut faz yanit1 olmaktan ¢ikmasi
ile iliskilendirilebilir. IL-6, akut karaciger hasarinda hepatosit proliferasyonu ve
rejenerasyonu destekleyen hepatoprotektif bir sitokin olarak tanimlanmakla birlikte,
kronik ve siireklilik gosteren IL-6/STAT3 aktivasyonunun oksidatif stres artisi, anti-
apoptotik sinyalizasyon ve hiicresel proliferasyon yoluyla karaciger hasar1 ve
hepatokarsinogenezi destekledigi gosterilmistir (199). Ayrica klinik ve deneysel
caligmalarda yiiksek IL-6 diizeylerinin HCC progresyonu, kotii prognoz ve fibrotik yanit
ile iliskili oldugu bildirilmektedir (4). Calismamizda likopen ve/veya NAC
uygulamasiyla IL-6 diizeylerinin azalmasi, bu antioksidanlarin oksidatif stres ve
inflamatuar sinyal yollarim1 (NF-kB/STAT3) baskilayici etkileriyle (199) agiklanabilir.
Calismamizda NF-kB P65 ve p- NF-xB P65 diizeylerine bakilmis olup p-NF-xB P65
diizeylerinin gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedigi; NF-xB P65 diizeylerinin
ise Likopen+DEN grubunda kontrol ve NAC+DEN gruplarima gore anlamli diisiis
gosterdigi gdzlenmistir. Biitlin bu bilgiler 1s181nda bu durum iki farli sekilde agiklanabilir.

Birinci durumda, likopen ve/veya NAC uygulanan gruplarda IL-6 diizeylerinin
anlamli olarak azalmasi, antioksidan tedavilerin kronik inflamatuar mikrogevreyi

baskilayarak IL-6’nin zararl etkilerini sinirladigina isaret etmektedir. Hematoksilen-
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eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde, DEN grubunda parankim igerisinde normal
histolojik yapidan farkli olarak sinirlar1 diizensiz genis inflamatuar alanlar goriiliirken
Likopen ve/veya NAC uygulanan gruplarda sinirlart kiigiilmiis diizensiz inflamatuar
alanlar izlenmistir. Histolojik bu bulgu Likopen ve/veya NAC uygulamasinin IL-6
diizeyini baskilayarak zararli etkilerini bastirdigini desteklemektedir.

Ikinci durumda, Likopen gruplarinda IL-6 diizeyiyle beraber NF-kB inhibisyonu da
gergeklesmistir. Bu da inflamatuar sinyalizasyonun baskilandigini gostermektedir. Bu
baglamda literatiirde, hem kimyasal karsinojenez modellerinde hem de HBV ylizey
antijeni eksprese eden transgenik farelerde, NF-kB’nin hepatositlerde inhibe edilmesinin
hasarli hepatositlerin proliferasyonunun artmasina, buna ek olarak artmis hepatosit
Olimiine karsilik telafi edici proliferasyonun artmasina ve sonugta HCC gelisiminin
hizlanmasina yol agabildigi bildirilmektedir (199,200). Dolayisiyla Likopen gruplarinda
gbzlenen NF-«kB inhibisyonu, inflamasyonun baskilanmasi agisindan yararli olmakla
birlikte, kronik hasar zemininde hasarli hepatositlerin eliminasyonunu sinirlayarak tiimor
odaklarinin artmasina (199) katkida bulunmus olabilir. Bu bulgu likopen alan gruplarin
karaciger makroskobik goriintiilerinde gozlenen artmis HCC nodiil sayis1 ile
desteklendigi diisiiniilebilir.

8 haftalik DEN uygulamasindan sonra kontrol grubuna gore DEN grubunda IL-6
diizeyi artmistir (201). Yine benzer sekilde DEN ile indiiklenen HCC'nin klasik bir sigan
modelinde de 14-20 haftalik maruziyetten sonra fibréz gelisimi ve ardindan siroz
olusumu meydana gelmistir. Bu da insan HCC olusumunu simiile senaryosunu dogru bir
sekilde 6zetlemektedir (52). DEN kaynakli karaciger sirozu ve preneoplastik lezyonlarin
gelisimi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada sicanlara 4., 6. ve 8. haftalarda 15 giin arayla {i¢
kez DEN (200 mg/kg; i.p.) enjekte edilerek son DEN enjeksiyonundan 8 hafta sonra
calisma sonlandirilmistir. DEN uygulamasi preneoplastik lezyonlarin belirteci olan GST-
pi diizeylerini artirmistir. Bunun yani sira hepatik SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ve
bunlarin mRNA ifadeleri ile hepatik MDA, PC ve hidroksiprolin diizeyleri artmistir
(202). Bulgularimizin literatiirdeki benzer hayvan modelleriyle yapilan ¢aligmalardan
farkli olmas1 s6z konusu c¢aligmalarin DEN maruziyetinin hepatosit proliferasyonunun
kritik donemini agsmis olmasi, DEN maruziyet siiresinin veya ¢aligmanin daha kisa siireli
olmasi, kullanilan kemirgen cinsinin farkli olmasi gibi sebepler nedeniyle bu ¢aligmalarin
HCC modelinin siroz-erken HCC evresinde kalmis olmasi olabilir.

NF-kB, bircok hepatik hiicre popiilasyonunda inflamasyonun onemli bir

diizenleyicisidir ve hepatositlerin, hepatik yildiz hiicrelerinin ve hepatik
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miyofibroblastlarin hayatta kalmasi ve karaciger homeostazisi i¢in gereklidir. NF-xB’nin
hepatik hasar, fibrozis gelisimi ve HCC progresyonu arasinda merkezi bir molekiiler
baglanti noktasi olusturdugu bildirilmektedir. (203). NF-xB’nin aktivasyonu, timor
gelisiminin altinda yatan temel mekanizmalardan biri olup; proliferasyon, hiicresel
sagkalim, anjiyogenez, metastaz ve ilag direncinde rol alan ¢ok sayida genin
ekspresyonunu diizenlemektedir (78). Fizyolojik kosullarda NF-kB sinyallemesi hiicre
sagkaliminmi destekler, inflamatuar ve immiin yanitlar1 diizenler ve doku homeostazina
katki saglar. Buna karsilik NF-kB’nin asir1 aktivasyonu; anjiyogenez, invazyon, metastaz
ve tedavi direnci gibi tiimor malignitesini artiran siireglerle iliskilendirilmistir (77).
NF-«B transkripsiyon faktorii HIFlo’nin  ekspresyonunda ve aktivasyonunda
diizenleyici olup, HIF1a / VEGF/NF- kB sinyal yolunun anjiyogenezi aktive ederek ve
HCC'nin ilerlemesini tesvik ettigi bildirilmektedir (73). Timor olusumu, hipoksik bir
mikrogevre olusturmaktadir, bu hipoksi ortam1 HIF-1a ve NF-kB sinyal yollarinin aktive
olmasina neden olmaktadir. Bu aktivasyon, VEGF-A ekspresyonunun artmasina ve
sonucta anjiyogenezin tetiklenmesine yol agmaktadir (73). NF-kB’nin inflamatuar yanit
ve apoptozun kontrolii ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. NF-xB aktivasyonu,
programlanmig hiicre Oliimiinii baskilayan anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu
artirirken, bu yolun 6nemli bir uyaricist olan TNF-o’nin tek basina apoptozu zayif bir
sekilde indiiklemesi, NF-kB’nin hiicrelerin hayatta kalmasi iizerindeki roliinii ortaya
koymaktadir (204). Literatiirde NF-kB aktivasyonunun, HCC tedavisinde kullanilan
sorafenibe kars1 gelisen direncin olusumunda kilit bir rol oynadig1 gosterilmistir (205).
Buna paralel olarak NF-kB sinyal yolunun inhibisyonunun, HCC dahil olmak iizere ¢esitli
kanser tiirlerinde kemoterapi direncinin asilmasina katki sagladig: bildirilmistir (78,206).
Bununla birlikte NF-kB iki ucu keskin bir kili¢ gibi davranmaktadir. NF-kB 'nin
inhibisyonu yararli etkiler gdstermenin yani sira 6zellikle belirgin diizeyde inhibisyonu
hepatosit canliligin1 olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Hatta hepatositlerde tam NF-kB
blokaji, karaciger hasarinda artis ile iliskilendirilmektedir. Bu nedenle, NF-xB
aktivitesini tamamen baskilamaktan ziyade, orta diizeyde modiile eden ya da parankimal
olmayan hiicreleri hedefleyen yaklagimlarin gelistirilmesinin dnemi vurgulanmigtir
(203). Ote yandan NF-kB p65 fosforilasyonunun, inflamasyonla iliskili HCC hastalarinda
anlamli derecede arttig1; CCls, TNF-a ve DEN ile indiiklenen fare hepatik inflamasyon
ve HCC modellerinde de benzer sekilde yiikseldigi gosterilmistir (207). Erkek Wistar
albino sicanlarda olusturulan DEN/fenobarbital indiikli HCC modelinde yapilan bir

calismada, DEN grubunda inflamasyonu yansitan NF-kB p65 ekspresyonunun anlaml
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sekilde arttig1, Likopen+DEN grubunda ise bu artisin DEN grubuna kiyasla anlamli
derecede azaldigi bildirilmistir (9). Calismamizda Likopen+DEN grubunun NF-xB
diizeyi diger gruplardan diisiik bulunmus ve bu grubun kontrol ile NAC+DEN grubundan
anlamli olarak ayrilan tek grup oldugu gorilmiistiir. Likopen ile olusan NF-kB
baskilanmasimin, NAC eklenmesiyle (Likopen+tNAC+DEN) kismen kirildigs,
NACHDEN grubunda ise NF-kB diizeyinin daha belirgin bicimde toparlanarak kontrol
grubuna yakinlastigi, hatta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmayan
bir artig gosterdigi saptanmistir. Bulgularimiz HIF1a / VEGF/NF- kB sinyal yolu
baglaminda degerlendirildiginde NF-kB’nin, hipoksik kosullarda HIF-lo’nin
transkripsiyonel aktivitesini destekleyerek VEGF ekspresyonunu ve anjiyogenezi
artirmasi beklenmektedir. NF-xB bulgularimiz, VEGF diizeyleriyle karsilastirildiginda
Likopen+DEN grubunda VEGF diizeyinin, kontrol, DEN ve NAC+DEN gruplarina
kiyasla anlamli derecede artmis olmasi; likopen ile birlikte NAC uygulanmasinin,
Likopen+NAC+DEN grubunda anjiyogenezin siddetini baskilayarak VEGF diizeylerinde
azalmaya yol agmasi; sadece NAC uygulamasinin ise anjiyogenezi daha giiclii bigimde
baskilayarak NAC+DEN grubunda VEGF diizeylerini kontrol grubuna benzer seviyelere
geriletmesi NAC’1in NF-kB’de olusturdugu etkiye ters yonde paralellik gostermektedir.
Likopen+DEN grubunda VEGF diizeylerinin artmis olmasi, HIF-1o/VEGF ekseninin
baskin hale geldigini ve anjiyogenezin uyarildigini buna eslik eden diisiik NF-«xB
diizeyleri ise, NF-kB’nin hepatosit sagkalimi1 ve doku homeostazindaki koruyucu roliiniin
zayiflamis olabilecegini diisiindlirmektedir. NAC wuygulanan gruplarda NF-xB
aktivitesinin fizyolojik sinirlar iginde korundugu, VEGF diizeylerinin azalmasi ve kontrol
grubuna benzer olmasi, anjiyogenezin siddetinin baskilandigini  ve tiimor
mikrogevresinde  hipoksiye  bagli  pro-anjiyojenik  sinyallerin  smirlandigini
diistindiirmektedir. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, NF-kB sinyal yolunun HCC
gelisiminde ¢ift yonlii bir role sahip oldugu; hem tiimdr progresyonunu destekleyebildigi
hem de hepatosit sagkalim1 ve doku homeostazi agisindan belirli bir diizeyde aktivitesinin
gerekli oldugu anlasilmaktadir.

Bcl-2, ROS olusumunun azaltilmasi, oksijen radikali aracili LPO'nun 6nlenmesi,
mitokondriyal ve niikleer GSH'nin diizenlenmesi gibi rollerle hiicreyi 6liimden koruyan
bir proteindir (187,208). Kanser hiicreleri apoptoza karst daha direngli olma
egilimindedir. Apoptoz sirasinda glutatyon azalmasi meydana gelmektedir (209). Bcel-2
ve GSH'nin birlikte tiikenmesi tlimorlesmeyi azaltmayla iliskilendirilmistir (187). Bcl-

2'nin asir1 ekspresyonu, GSH'nin rejenerasyonundan sorumlu olan hiicre i¢i ve
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mitokondriyal NADPH'de bir artisa neden olur. GSH seviyeleri arttikga, Bcl-2'ye
baglanabilir ve apoptozu Onleyebilir. Boylece yiiksek GSH seviyeleri, hiicresel apoptoza
kars1 direnci arttirir (209). Mitokondriyal sitokrom c'nin salinimini 6nleyerek apoptozu
inhibe eden bcl-2 ekspresyonunun artmasi ; hiicrenin apoptozise ugramasindan sorumlu
olan Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 ekspresyonunun azalmasi apoptozdan kaginmay1 ve karsinom
gelisimini kolaylagtirmay1 saglayabilmektedir (187). Calismalar, DEN uygulamasiyla
apoptoz oranmin azaldigim1 bildirmektedir (187). Kaspaz-3 eksikligi olan nakavt
farelerde DEN kaynakli HCC'nin 6nemli 6l¢lide artmasinin yaninda telafi edici hiicrelerin
proliferasyonunun arttig1 da bildirilmektedir (210). Young-Min Han ve ark. yaptigi
DEN/TAA indiiklii fare HCC modelinde mitokondriyal aracili apoptozda rol oynayan
proapoptotik bir protein olan Bax ekspresyonu, ¢alismamizda oldugu gibi DEN grubunda
kontrolle anlamli bir farklilik gostermemistir (211). Gupta ve ark. yaptigi calismada, DEN
uygulamasinin intrinsik apoptotik yolaklar1 baskilayarak Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
ekspresyonunu azalttigi ve Bcl-2 artisiyla hiicreleri apoptoza direngli hale getirdigi
bildirilmektedir. Likopenin ise oksidatif stres ve inflamasyonu azaltarak bu dengeyi
apoptotik yonde diizenledigi belirtilmektedir (212). Calismamizda Likopen,
Likopen+NAC ve NAC gruplarinda Bcl-2 ve GSH diizeylerinin artmis olmasi, giiglii
antioksidan kapasiteye bagl olarak mitokondriyal stresin ve apoptozun baskilanmasi ile
uyumludur. Buna kargin Bax artis1, hiicrelerin proapoptotik sinyale duyarl hale geldigini,
ancak eszamanli olarak artan Bcl-2 ve redoks tamponlamasi (GSH) nedeniyle bu sinyalin
Kaspaz-3 ve -9 aktivasyonuna tam olarak yansimadigini ve hiicrelerin parsiyel veya bloke
edilmis apoptoz durumunda kaldigini1 diisiindiirmektedir.

Calismamiz histolojik olarak degerlendirildiginde DEN grubunda bazi alanlarda
apoptotik (Sekil 4.18) ve mitotik arreste ugramis hiicrelere rastlamanin yaninda (Sekil
4.19) DEN ve Likopen ve/veya NAC uygulanan gruplarda niikleer biiylime ve
vakuolizasyon gozlenmistir. Lin H. ve ark. yaptig1 calismada DEN’in, oksidatif stres ve
ksenobiyotiklerin hepatik hiperpoliploidizasyona neden oldugu bulunmustur. Ayrica
DEN’in hepatositlerde daha yiiksek DNA igerigine sahip biiyiimiis ¢ekirdeklere neden
oldugu da tespit edilmistir. DEN kaynakli hepatosit hiperpoliploidizasyonunun nedeni
anormal hiicre ¢ogalmasi ve hiicre boliinmesinin basarisizlifina baglanmistir. DEN
enjeksiyonundan sonra hiperpoliploidi ile korele olarak niikleer vakuolasyonun da arttig1
ve bu siirecin hepatositlerin HCC hiicrelerine doniisiimii ile iliskili oldugu belirtilmistir
(213). Dolayistyla DEN’in genotoksik etkisine bagli olarak DNA hasari, poliploidi ve

tamamlanamamis hiicre dongilisii meydana gelmektedir ve buna bagl olarak niikleer
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biliylime ve vakuolizasyon ortaya ¢ikmaktadir. Normal gelisim ve doku homeostazini
korumak ve normal hiicre dongiisiinii siirdiirmek i¢in programlanmis hiicre Sliimiiniin
gerekli oldugu (214) ancak calismamizda DEN grubunun histolojik degerlendirmesinde
apoptotik ve mitotik arreste ugramis hiicrelere de rastlanmasi nedeniyle hiicre apoptozis
ve boliinmesinin sekteye ugradigi goriilmektedir. Literatlirde likopenin DEN’e baglh
azalmis apoptotik sinyallemeyi tersine ¢evirebildigi (Kaspaz -3/-9 artis1, Bcl-2 azalmasi)
yoniinde etkilerinin  oldugu belirtilmektedir (203). Calismamizda Likopen,
Likopen+NAC ve NAC gruplarinda Bcl-2 ve her ne kadar anlamli olmasa da GSH
diizeylerinin artmasi, Kaspaz-3 ve -9’un tiim gruplarda farklilik gostermemesi giiglii
antioksidan kapasiteye bagli olarak mitokondriyal stresin ve kaspaz-bagimli apoptozun
baskilanabilecegine isaret etmektedir. Buna karsin Bax artisi, hiicrelerin proapoptotik
sinyale duyarli hale geldigini, ancak eszamanli olarak artan Bcl-2 ve redoks
tamponlamasi (GSH) nedeniyle bu sinyalin Kaspaz-3 ve -9 yoluyla kaspaz kaskadinin
aktivasyonuna tam olarak yansimadigini, hasarli hepatositlerin apoptozdan kagtigini
diisiindiirmektedir. Dolayistyla sonuglarimiz, likopen ve/veya NAC uygulamasinin DEN
modelinde apoptozu baslatan sinyalleri (Bax) artirmasina ragmen, antiapoptotik ve
sitoprotektif mekanizmalarin (Bcl-2, GSH) baskin gelmesiyle net kaspaz aktivasyonunun
sinirl kaldig1 bir duruma isaret etmektedir. Bu durum, antioksidan tedavilerin HCC’de
cift yonlii (apoptoz diizenleyici vs. hiicre koruyucu) etkiler gosterebilecegini
desteklemektedir.

Kanser hiicrelerinde GST ekspresyonunun artmasi, antikanser ilaglarin
detoksifikasyonunu hizlandirarak sitotoksik etkinliklerinin azalmasimma ve tedavi
direncinin gelismesine yol ag¢maktadir. Bu nedenle glutatyon transferazlarin
inhibisyonunun, kemoterapotik ajanlarin etkinligini artirdigi bildirilmektedir. Glutatyon
(GSH) ve iliskili antioksidan enzimler tiimor hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese
edilmekte ve ilag direncine katkida bulunmaktadir (215). Ozellikle HCC gibi kanserlerde
yiiksek GST diizeyleri, GSH’nin elektrofilik ilaclar ve metabolitlerle konjugasyonunu
artirarak kemoterapiye duyarlilifi azaltmaktadir (89). Fenolik ve flavonoid bilesikler
GST'lerin aktivitesini ve/veya ekspresyonunu modiile etme potansiyeline sahiptir (216).
Hiicresel makromolekiilleri elektrofilik bilesiklerden koruma islevi goren bir grup
detoksifiye edici enzim olan GST'ler dogrudan detoksifikasyon yoluyla ve mitogenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunu inhibe ederek ila¢ direncinin gelismesine
yardimct olur (217). GST'lerin @ ve p smiflart c-Jun N-terminal kinaz 1 (JNK1) ve

ASK1(apoptoz sinyali diizenleyici kinaz) ile protein-protein etkilesimleri yoluyla
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hiicresel hayatta kalma ve 6liim sinyallerine katilan mitojenle aktiflesen protein (MAP)
kinaz yolunda diizenleyici bir rol oynamaktadir. JNK ve ASKI1 hiicresel strese yanit
olarak aktive edilir. Stres altinda olmayan hiicrelerde, GST Pi-JNK kompleks proteinin
sekestrasyonuna bagl olarak diisiik JNK aktivitesi gdzlenir (218). Ancak, oksidatif stres
kosullar1 durumunda JNK aktivitesinin lizerindeki baski kalkar ve daha sonra GST-pi -
JNK  kompleksinin  ayrigmasi, GST-pi'nin oligomerizasyonu ve  apoptozisin
indiiksiyonuyla sonuglanir (218). JNK'lar pro-apoptotik kinazlar olarak kabul edilir
(219). Bir¢ok antikanser ajani, 6zellikle INK ve p38 aracilifiyla MAP kinaz yolaginin
aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikler (220). INK p 53’ aktive eder, p 53 Bax’1 aktive
eder ve apoptozisi baglatir (221). Calismamizda kontrol grubu disindaki biitiin gruplarda
GST-pi diizeyleri diisiik bulunmustur. JNK Bax ve Bak aracilifiyla apoptozu aktive
ettiginden (108) GST-pi diizeyinin disiikliigii JNK ve dolayisiyla Bax aktivitesinin
artisina neden olduguna isaret etmektedir. Cilinkii ylikselmis GST diizeyleri, gesitli
uyaranlarla baslatilan apoptoza karsi artan direngle iligkilidir (217). Bununla birlikte
GST-pi, tiimor olusumunda iki ucu keskin bir kili¢ olarak kabul edilir; yani GST-pi,
normal hiicreler, malign fenotipli hiicreler ve tiimdr hiicreleri de dahil olmak iizere onu
eksprese eden tiim hiicreleri korur, apoptozise gitmelerini 6nler (98). Literatiirdeki bir¢ok
calisma kanserlesmeye paralel olarak GST-pi diizeyinin arttigini gostermistir. Bu
baglamda Bocedi ve ark. DEN kaynakli rat hepatokarsinogenez modelinde hepatosit
proliferasyonu ile iliskili neoplastik odaklarin varligini GST-pi artisi ile korele
gostermistir (222). Yine bu yonde Young-Min Han ve ark. DEN/TAA indiiklii fare HCC
modelinde tiimor proliferasyonuyla iliskili bir faktoér olan GST-pi diizeyinin kontrole gore
anlaml bir sekilde yiikseldigini tespit etmistir (211). Bhatia ve ark. DEN indiiklii disi
Balb/c farelerle yaptigt HCC modelinde bizim ¢aligmamizdakine benzer sekilde haftada
bir kez olmak {izere 8 hafta intraperitonal DEN (200mg/kg viicut agirlig1) enjeksiyonu ve
10 hafta boyunca haftada 3 kez olmak iizere zeytinyaginda ¢oziilmiis (5 mg/kg viicut
agirhigi) likopen (domatesten ekstraksiyonla elde edilmis) tedavisi uygulamistir. DEN
uygulamasi, kontrol hayvanlartyla karsilastirildiginda plazma GST aktivitesinde 6nemli
bir artisa neden olmustur. Likopen uygulamasi da bu artis1 hafifletmistir (223).
Literatiirde GST-pi’nin artisin1 gosteren caligmalarin yaninda her ne kadar az da olsa
diistiigiinii gosteren calismalar da mevcuttur. Bu baglamda HCC hastalarinda, kronik
hepatit B hastalarina kiyasla periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) GST-
pi'nin ekspresyonunun azalmis oldugu ve bunun oksidatif stres belirteclerinde artigla

iligkili oldugu gosterilmistir (118). Literatiirde likopen takviyesinin tiimor gelisiminin bir
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gostergesi olan HCC lezyonlarinda GST-pi pozitif alanlarin1 6nemli 6l¢iide azaltmasinin
(224,225) yani sira spontan hepatokarsinogenezin iyi karakterize edilmis bir modeli olan
LEC (The Long-Evans Cinnamon) si¢ganlarina likopen diyeti 6 haftalikken baslanir ve 76
haftaya kadar devam edilir. Likopenin bu uzun siireli kullaniminin siganlarda HCC
lezyonlar i¢indeki GST-pi pozitif alanlarin sayisini azaltmayarak hepatokarsinogenez
riskini diigiirmedigi tespit edilmistir (226). Biitiin bunlar goéz Oniine alindiginda
calismamizda DEN grubunda GST-pi diizeyinin diismemesi gerekirdi. Ancak HCC'de
GST-pi’nin fokal olarak ekspresyon gostermesi (222) ve en sik metillenen timor
baskilayic1 genlerden birinin GST-pi olmasi (93) nedeniyle bulgularimiz literatiirle
uyumlu ¢ikmamis olabilir. Likopen ve/veya NAC alan gruplarda GST-pi diizeyinin
azalmasi bu tedavi edicilerin iyilestirici yondeki etkilerine baglanabilir ve bu literatiirle
uyumludur. Ancak GST-pi’nin tiim hiicreleri koruyucu bir 6zellige sahip olmas1 gz
oniine alindiginda DEN alan tiim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
diisiik olmas1 NF-xB ve IL-6 diizeylerinin disiikliigiine karsilik proliferasyon, hiicre
farklilasmasi, inflamasyon durumlarini diizenleyen JNK sinyal yolunun aktivasyonunu
saglamis olabilir. Ancak JNK yolunun oksidatif stres kosullar1 altinda aktive olacagi
(218) goz oniinde bulunduruldugunda ve calismamizda yilikselmis antioksidan (SOD,
CAT, GST, GSH) diizeylerinin s6z konusu oksidatif stres kosullarin1 yumusatmasi
durumunda JNK aracili aktive olan Bax’in apoptizisi indiikledigini ancak kaspaz
kaskadini etkinlestiremedigini ve bunun da tiimor progresyonunu destekleyebilecegini
diisiindiirmektedir. LikopentNAC+DEN ve NAC+DEN gruplart GST-pi ve NF-kB
diizeyi bakimindan birbirinden istatistiki olarak farksizken Likopen+NAC+DEN
grubunda bazi antioksidanlarin (katalaz ve GST) kontrolden farksiz olmasi bu gruba JNK
sinyal yolunun inaktivasyonu araciligiyla antiapoptotik karakter kazandirilmis ve
karsinogenez desteklenmis olabilir. NAC+DEN grubunda ise antioksidan parametrelerin
ve NF-kB diizeyinin yiikselmis olmasi bir apoptotik denge durumunu diistindiirmektedir.

Fare modellerinde oksidatif stres, antioksidan savunma sistemleri ve hepatoseliiler
karsinogenez (HCC) arasinda giiclii molekiiler baglantilar kurulmustur. Siiperoksit
dismutaz 1 (SOD1) veya NRF1 (NRF2 homologu) hedefli genetik bozulmaya sahip
farelerin hepatokarsinogeneze karsi artmis duyarlilik gostermesi, antioksidan savunma
mekanizmalariin karaciger timor gelisimindeki kritik roliinii ortaya koymaktadir. Klinik
kohort ¢aligmalarinda da diisiik SOD2 ekspresyonunun HCC hastalarinda daha kotii
sagkalim ile iligkili oldugu bildirilmistir (115). Literatiirde erkek Wistar albino siganlarda
tek doz DEN/fenobarbital ile indiiklenen HCC modelinde, likopenin DEN
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uygulamasindan 6nce baslandiginda inflamasyon ve oksidatif stres parametrelerini
baskiladig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada DEN grubunda NF-xB p65 ekspresyonunun
anlaml sekilde arttig1, likopen+DEN grubunda ise bu artisin baskilandigi bildirilmistir
(9). Ayrica likopenin Nrf2 sinyal yolunu aktive ederek oksidatif stresi azalttigi ve
likopentDEN grubunda Nrf2 diizeylerinin DEN grubuna gore anlamli bi¢imde
yiikseldigi gosterilmistir (9). Aymi ¢aligmada likopen uygulamasinin, DEN-indiiklii
HCC’de SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi
bildirilmistir (9). Buna karsilik, bizim ¢alismamizda GSH-Px aktivitesinde gruplar
arasinda anlamlilik g6zlenmezken, Likopen+tNAC+DEN grubunun katalaz aktivitesi
disinda DEN alan tiim gruplarda SOD ve katalaz diizeyleri yilikselmistir. Bu durum,
antioksidan yanitin model ve uygulama protokoliine baglh olarak degiskenlik
gosterebilecegini diislindiirmektedir. Kimyasal karsinogenez sirasinda preneoplastik
hepatosit nodiillerinde GSH diizeylerinin arttigt ve GST-P1-1 gibi detoksifikasyon
enzimlerinin asir1 eksprese edildigi ve bu enzimlerin biiyliik 6lgiide Nrf2 tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir (209). Calismamizda, Nrf2 tarafindan diizenlenen faz II
detoksifikasyon enzimi GST-Pi diizeylerindeki azalmanm, Nrf2 aktivasyonunun
baskilanmastyla iliskili olabilecegi diistiniilebilir. Ancak DEN uygulanan tiim gruplarda
GST-P1i diizeylerinin azalmis olmasi, GST-Pi’deki azalmanin her zaman antitiimoral bir
etkiyi yansitmadigimi gostermektedir. Normal hiicrelerde, Nrf2/Keapl yolagimin akut
aktivasyonu oksidatif strese ve hiicre Oliimiine kars1 koruma saglarken kanser
hiicrelerinde Nrf2/Keapl sisteminin diizensizligi ROS'un toksik etkilerine karsi
duyarlilig1 degistirir ve boylece tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini kolaylastirabilir
(209). Ote yandan, diisiik Nrf2 aktivitesinin hiicreleri kimyasal karsinogeneze daha yatkin
hale getirdigi de bildirilmistir (227). Nrf2, antioksidan savunma sistemlerini aktive eden
temel bir transkripsiyon faktoriidiir. Ancak hiicre i¢i ortamda yiliksek GSH varligi, ROS u
dogrudan notralize ederek Nrf2 aktivasyon ihtiyacini azaltabilmekte, bu nedenle Nrf2
diizeyleri artmaksizin diisiik seviyelerde kalabilmektedir. Bu durum, oksidatif stresin
baskilanmasina ragmen, redoks dengesinin tiimor hiicreleri lehine kaymasina ve timor
biliylimesi ile progresyonunun desteklenmesine katkida bulunabilir. Nitekim NAC
uygulamasinin akciger kanseri ve melanom modellerinde tiimor biiyiimesini
siddetlendirdigi rapor edilmistir (228). NAC ve GSH, tiyol (-SH) grubu igceren ve ROS’u
dogrudan nétralize eden giiclii antioksidanlardir. Disaridan NAC veya GSH takviyesinin,
NRF?2 ve hiicresel GSH biyosentezinin hiz siirlayici enzimi olan GCLC ekspresyonunu

azalttig1 gosterilmistir. Birden fazla fare HCC modeli (DEN, Trp53KO/C-MycOE),
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hepatoma hiicre hatlar1 ve insan HCC ksenograft modellerinde yapilan kapsamli
caligmalarda, NAC ve GSH takviyesinin HCC tiim6r olusumunu ve biiyiimesini artirdigi,
ayrica Sorafenib’in terapdtik etkisini zayiflattigi ve hiicre i¢i ROS seviyelerinde 6nemli
bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Ote yandan, sirastyla NAC ve GSH
metabolizmasini hedef alan inhibitérler olan BSO (butiyonin siilfoksimin) ve SSA
(stilfasalazin) NAC ve GSH'nin in vitro ve in vivo neden oldugu pro-onkojenik etkileri
kismen ortadan kaldirmistir (228). Bu ¢alismada NAC veya GSH'nin disaridan takviyesi,
NRF2 ve GCLC ekspresyonunu da azaltmistir ve bu durum NRF2/GCLC ile iliskili
antioksidan tiretim yolunun desensitize olabilecegine baglanmistir (228). GCLC’nin
cesitli kanser tiirlerinde asir1 ekspresyon gosterdigi ve bunun tiimor ilerlemesi ve ilag
direnci ile iligkili oldugu bildirilmistir (229). Likopenin ise daha 6nce Nrf2 sinyal yolunu
aktive ettigi ve bu yolak tizerinden oksidatif stresi azaltabildigi gosterilmistir (9). Bunun
yani sira NRF2-KEAP1 yolaginin bir dizi antioksidan mekanizmay1 destekleyerek
kansere kars1 koruyucu oldugu savunulurken, giiniimiizde kanseri destekledigi de tespit
edilmistir (230). Bu veriler birlikte degerlendirildiginde, likopen ve oOzellikle NAC
uygulamasinin oksidatif stresi ve inflamasyonu baskilamakla birlikte Nrf2/Keapl
yolunun hepatokarsinogenezde yalnizca koruyucu bir mekanizma olmadigi; hastaligin
evresine ve antioksidan yiikiine bagl olarak hem koruyucu hem de timérii destekleyici
roller iistlenebilecegini gostermektedir.

Antioksidanlar ¢esitli gidalarda ve besin takviyelerinde bulunur ve siklikla kanseri
onleme amaciyla kullanilir, ancak artan kanitlar bunlarin diistintildiigii kadar faydali
olmayabilecegini gostermektedir. Baz1 ¢aligsmalar antioksidanlarin bazi kanser tiirlerinin
riskini, ilerleme hizini, invazyon ve metastazini artirabilecegini gostermistir (231-233).
Antioksidanlar beklendigi gibi oksidatif stresi ve DNA hasarini azaltmistir, ancak ayn
zamanda onemli bir tiimdr baskilayici protein olan p53'iin ekspresyonunu da azaltmistir
(233). Hayvan ¢alismalari, NAC tedavisinin enfeksiyon modellerinde inflamasyon ve
oksidatif stresi baskiladigin1 gostermektedir. Leishmania amazonensis ile enfekte Balb/c
farelerinde oral NAC (200 mg/kg) uygulamasi, artmis proinflamatuar sitokin diizeylerini
(TNF-a, IL-6, IL-1p), lipid peroksidasyonunu (MDA) ve MPO aktivitesini azaltirken;
enfeksiyonla azalan GSH diizeyi ve SOD aktivitesini kontrol seviyelerine yaklastirmistir.
Histolojik hasar diizeyi, MPO aktivitesindeki artisla ortaya ¢ikan notrofil infiltrasyonu ile
iligkilendirilmis olup, bu etkiler, NAC’in inflamatuar hiicre infiltrasyonunu ve doku
hasarmi sinirlayan koruyucu roliinii desteklemektedir (229,230).

Gupta ve ark. tarafindan yapilan calismada, DEN ile indiiklenen HCC modelinde
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likopen tedavisinin oksidatif stres lizerindeki etkileri lipid peroksidasyonu (MDA) ve
glutatyon redoks oran1 (GSSG/GSH) iizerinden degerlendirilmistir. On haftalik tedaviden
sonra DEN grubunda hepatik MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak
artarken, Likopen+DEN grubunda bu artisin baskilandigi ve MDA diizeylerinin kontrol
seviyelerine yakin oldugu bildirilmistir. Yirmi dort haftalik donemde ise DEN grubunda
MDA diizeyleri yiiksek seyrini korumus; Likopen+DEN grubunda MDA diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek olmakla birlikte DEN grubundan anlamh sekilde
farkli bulunmamistir. Benzer sekilde, glutatyon redoks orani DEN grubunda her iki
zaman noktasinda da kontrol grubuna gore artmig; Likopen+DEN grubunda ise erken
donemde azalma, ge¢ donemde ise redoks oraninin kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede yiiksek oldugu goézlenmistir (202). Bu bulgular, DEN’in GSH tiikenmesi
yoluyla ROS artisina ve lipid peroksidasyonuna neden oldugunu, likopenin ise erken
donemde oksidatif hasar1 smirlayabildigini diisiindlirmektedir.
Calismamizda gruplar arasinda MDA diizeyleri agisindan anlamli bir fark saptanmamais
olmasi, DEN grubunda ve likopen ve/veya NAC uygulanan gruplarda GSH diizeylerinin
kontrol grubuna benzer bulunmasi ile agiklanabilir. Bu durum, yeterli GSH varliginin
lipid peroksidasyonunu sinirlayarak MDA diizeylerindeki belirgin degisimleri
maskelemis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Protein karbonilasyonu, oksidatif strese bagli gelisen geri doniislimsiiz bir post-
translasyonel modifikasyondur (234). Alkolik karaciger hastalig1 fenotipi lipid birikimi
ve artmis oksidatif stres ile karakterize hepatoseliiler bir ortam olarak belirtilmistir. Bu
oksidan ortamda artan lipid peroksidasyonu reaktif aldehitlerin birikmesine neden olur.
Bu reaktif aldehitler, DNA ile reaksiyona girmenin yani sira, translasyon sonrasi
proteinler i¢indeki Cys, Lys ve His kalintilariyla reaksiyona girerek protein
karbonilasyonuna sebep olurlar. Alkolik karaciger hastalig1 erken evresine kiyasla son
evresinde hepatositlerde protein karbonilasyonun arttig1 tespit edilmistir (235). Meme
timor dokusu bitisik saglikli doku ile karsilastirildiginda protein karbonilasyonunun
artmasi ile birlikte SOD1/SOD2 diizeyleri ve toplam SOD aktivitesinde azalma oldugu
gbzlenmistir (234). HCV ve metabolik sendromdan kaynaklanan insan HCC'si arasinda
protein karbonilasyonunun glukoz fosfat izomeraz, izositrat dehidrogenaz ve 3-ketoasil-
CoA tiyolaz gibi proteinlerde farklilik gosterdigi belirlenmistir. Metabolik sendromdan
kaynaklanan insan HCC Orneklerinde Ozellikle redoks yanitinda ve lipid
metabolizmasinda rol alan proteinlerde daha yiiksek protein karbonilasyonu

gbzlemlenmistir (236). Sonug olarak, farkl: etiyolojik faktorlere bagli gelisen karsinomlar
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arasinda gozlenen protein oksidatif hasarindaki farkliliklarin, hepatokarsinogenezin farkl
molekiiler gelisim yollarin1 yansitabilecegi bildirilmektedir (236). Bunun yani sira birgok
patolojide oksidatif stres ve protein karbonilasyonu saptanmis olup, kanser dokusunda bu
karbonillenmis proteinlerin kotii prognoza katkida bulunabilecegi vurgulanmistir. Ayrica
timor dokusunda karbonillenmis proteinlerin ve hedef amino asit kalintilarinin
tanimlanmasinin, kanserin baslangici ve ilerleyisine yonelik yeni tanisal ve terapdtik
yaklagimlara 1s1k tutabilecegi bildirilmektedir (234). Calismamizda, protein
karbonilasyonu diizeyinin DEN grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttig1,
bu artisin antioksidan olan likopen uygulamasi ile azaldig1r gézlenmistir. Buna karsilik,
NAC uygulanan gruplarda protein karbonilasyon diizeyinin diger gruplara gore anlaml
bicimde daha diisiik bulunmasi, NAC’nin gii¢lii antioksidan etkisiyle protein oksidatif
hasarini1 baskilayabildigini diisiindiirmektedir.

Deneysel siroz modellerinde kollajenaz-3 olarak da bilinen MMP-13"lin agir
ekspresyonunun, kollajen yikimini artirarak hepatik onarim siirecini destekledigi; bu
etkinin HGF, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun indiiklenmesi yoluyla gergeklestigi
bildirilmistir (237). MMP-2, bazal membranin yikiminda rol alan baslica proteolitik
enzimlerden biri olup, tiimor hiicrelerinin lokal invazyonu ve uzak metastazini
kolaylastiran 6nemli bir faktor olarak degerlendirilmektedir (238). HCC dokusundaki
hipoksik mikrogevrenin, niikleer transkripsiyon faktorii HIF-1a nin asir1 ekspresyonunu
uyardigi; HIF-la artisina  paralel olarak MMP-2  ekspresyonunun yiikseldigi
gosterilmistir. Nitekim hepatoma hiicre hatlarinda HIF-1a’nin baskilanmasinin, MMP-2
ekspresyonunu simirladigit ve buna bagl olarak timor hiicrelerinin invazyon ve
proliferasyon kapasitesini belirgin sekilde azalttig1 bildirilmistir. Bu bulgular, MMP-
2’nin HIF-1a araciligiyla diizenlendigini arastirmacilara diisiindiirtmiistiir (238). Fibroz
kapsiil biitiinliigii ile MMP ekspresyonu arasindaki iliskiyi inceleyen c¢aligmalarda,
yirtilmig  fibroz  kapsiil bolgelerinde makrofaj kaynaklih MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunun, saglam kapsiil bolgelerine kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu ve
tiimor hiicrelerinin bu bolgelerden go¢ ve invazyona gectigi gosterilmistir (239). Benzer
sekilde, Huang ve arkadaslar1 insan HCC hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9’un ekspresyon
ve aktivitesinin timore metastatik 6zellik kazandirdigini ortaya koymuslardir (240). Chen
ve arkadaglar1 da bu iki MMP’nin HCC’de invazyon ve metastazla giiclii sekilde iliskili
oldugunu vurgulamislardir (241). Han ve ark. erkek C57BL/6 fareleri (5 haftalik) ile
yaptig1 calismada, karaciger kanserini tetiklemek i¢in, DEN 8 hafta boyunca haftada bir
kez intraperitoneal (ip) olarak uygulanmistir, ardindan 8 hafta boyunca (9-16. haftalar)
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icme suyuna karistirilmis TAA uygulanmistir. Han ve ark.’larinin DEN/TAA ile indiikleri
bu HCC modelinde IL-6, VEGF ve MMP-2 mRNA diizeylerinin DEN grubunda anlamli
sekilde arttigt ve bu belirteglerin tiimor biiytimesi ile vaskiiler beslenmenin
stirdiiriilmesinde rol oynadigi bildirilmistir (193). Calismamizda ise DEN grubunda bu
belirteclerin protein diizeylerinde artis gozlenmekle birlikte istatistiksel anlamlilik
saptanmamustir. Literatiirde, iyi diferansiye HCC’lerde VEGF ekspresyonunun daha
yuksek, diisiik diferansiyasyon derecesine sahip karsinomlarda ise dolasimdaki VEGF
diizeylerinin daha diisiik olabilecegi bildirilmektedir (242). Calismamizda kullanilan
Balb/c fareleri 21 giinliikken DEN enjeksiyonuna tabi tutuldu. Karaciger CYP450
enzimlerinin 7.-15. giinde en aktif donemde olmas1 (141) géz 6niine alindiginda DEN’in
alkilleyici etkisinin Balb/c farelerinde daha belirgin olmasina ve daha agresif bir HCC
fenotipinin gelismesine yol ag¢mis olabilir. Buna karsilik, C57BL/6 farelerinin
karsinogeneze daha direngli olmas1 (243) ve DEN’e CYP450 aktivitesinin daha diisiik
oldugu bir donemde (5. hafta) maruz kalmalari, bu tlirde siroz—erken HCC tablosunun
baskin olmasina ve VEGF ile MMP-2 diizeylerinin hepatik onarim yaniti kapsaminda
artmasma neden olmus olabilir. Ayrica in vitro bir g¢alismada, likopenin diislik
konsantrasyonlarda CYP2E1’1 inhibe ettigi, yliksek konsantrasyonlarda ise bu etkinin
belirgin olmadig: bildirilmistir (244). Buna karsin, in vivo modelde tek basina likopen
uygulamas1 CYP2EI ekspresyonunu etkilemezken, alkol maruziyeti altinda artan
dozlarla birlikte CYP2EI protein diizeylerinde artis egilimi gozlenmistir (245). Bu
bulgular, uygulanan likopen dozunun yiiksek olabilecegini ve CYP2EI aktivitesini
artirarak DEN’nin metabolik aktivasyonu ve mutajenik potansiyelini giliclendirmis
olabilecegini; dolayisiyla tiimorlesme silirecine katkida bulunmus olabilecegini
diistindiirmektedir. Alternatif olarak, DEN enjeksiyonunun farelere 21 giinliikken
yapilmasi ileri evre HCC tablosu olusturmus olup, DEN grubunun herhangi bir yeni
tetikleyici ajan almayarak tiimorlesmenin stabil olmasi organizmada VEGF ve MMP 2
diizeylerini kontrolden farksiz yaparken likopen uygulanan gruplarda ise timor
progresyonunun devam etmesiyle birlikte HIF-1o’nin asir1 ekspresyonuna paralel olarak
anjiyogenezin uyarilmasi, VEGF ve MMP-2 diizeylerinde artiga neden olmus olabilir. Bu
durum, MMP ve VEGF ekspresyonunun yalnizca tiimor varliiyla degil; timor evresi,
hipoksi derecesi, onarim yaniti ve kullanilan hayvan modeline 6zgii metabolik
ozelliklerle yakindan iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.

Tiimor dokularinda VEGF’in asir1 ekspresyonunun, artmis anjiyogenez ve kotii

prognoz ile iligkili oldugu bildirilmektedir (246). Bununla birlikte deneysel siroz
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modellerinde, HGF, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun indiiklenmesi yoluyla kollajen
yikiminin arttirilarak hepatik onarimin gercgeklestigi de bildirilmistir (237). Bu durum,
VEGF ve MMP’lerin yalnizca timor progresyonu degil, ayn1 zamanda doku onarimi ve
fibrozun ¢6ziilmesi siireglerinde de rol alabilecegine isaret etmektedir. Nitekim Young-
Min ve arkadaglarimin = silimarintDEN/TAA uygulanan deneysel modelinde,
hepatoprotektif pozitif kontrol grubunda VEGF mRNA diizeylerinin anlamli sekilde
artmis olmasi, bu modelin sirozdan HCC’ye gecisin erken evrelerini temsil edebilecegi
ve VEGF artiginin hepatik onarim yanitinin bir parcasi olabilecegi (247) diisiiniilebilir.
Bu baglamda, calismamizda kullanilan fare modelinin daha ileri evre HCC’ye, Young-
Min ve arkadaslarinin modelinin ise erken HCC evresine karsilik geldigi s6z konusu
olabilir. Chugh ve arkadaslarinin disi Balb/c farelerde olusturduklari DEN indiiklii HCC
modelinde, ¢alismamizdakine benzer sekilde haftada bir kez olmak iizere 8 hafta
intraperitonal DEN (200mg/kg viicut agirligi) enjeksiyonu ve 24 hafta boyunca haftada 3
kez olmak iizere zeytinyaginda ¢oziilmiis (5 mg/kg viicut agirligl) likopen (domatesten
ekstraksiyonla elde edilmis) tedavisi uygulanmistir. DEN grubunda VEGF ve MMP-2
protein diizeylerinin kontrol grubuna gdre anlamli sekilde arttig1, likopen+DEN grubuna
kiyasla ise bu artisin anlamli olmadig: bildirilmistir (248). Bu ¢aligmanin bulgular1 ile
calismamiz arasindaki farkliliklar; farelerin disi olmasi, karsinogenezi giiclendirecek
ikinci bir kimyasal ajanin kullanilmamasi ve daha diisiik dozda (5 mg/kg) domatesten
ekstrakte edilmis likopen uygulanmasi ile agiklanabilir. Calismamizda ise daha yiiksek
dozda likopen (50 mg/kg) ve farkli deneysel kosullar s6z konusudur. Benzer sekilde
Abdallah ve Khattab’1n yaptig1 ¢calisma, DEN/fenobarbital (iki glinde bir olmak iizere 200
mg/kg viicut agirligi dozlarinda DEN ile 5 kez i.p. enjeksiyonu/ igme suyunda 500 ppm
fenobarbital) indiiklii 5 haftalik erkek Sprague Dawley sicanlara DEN verilmeden 7 giin
once 0,12 mg/giin oral yolla likopen (domatesten ekstraksiyonla elde edilmis) baslanmis
olup 12 hafta siirmiistiir. DEN grubunda MMP diizeylerinin Likopen+DEN grubuna
kiyasla anlamli sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir (249). Chugh ve arkadaslarinin ve
Abdallah ve Khattab’in yaptig1 bu ¢alismalarda sirasiyla disi farelerde HCC goriilme
insidansinin erkek farelerden diisiik olmasi ve sicanlarin 5 haftalik olup CYP450 enzim
aktivite hizinin pik yaptigi donemden ¢ikmis olmalar1 nedeniyle bu modellerin siroz-
ertken HCC evresinde olabilecekleri varsayimiyla bulgularimiz farklilik gostermis
olabilir. Calismamizda kullanilan Balb/c farelerde DEN’in 21 giinliikken uygulanmasi
CYP450 enzim aktivitesinin yiiksek oldugu bir doneme denk gelmis ve daha agresif, ileri

evre bir HCC tablosu gelismesine neden olmus olabilir. Bu durumda, timdrlesmenin
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stabil hale gelmesi ve organizmanin savunma mekanizmalarinin zayiflamasi sonucu DEN
grubunda VEGF ve MMP-2 diizeylerinin kontrol grubuna benzer kalmis olmasi olasidir.
Buna karsin, likopen uygulanan gruplarda likopenin ¢alismanin sonuna kadar verilmesi;
anti-inflamatuar (NF-xB ve IL-6 baskilanmasi), antiapoptotik ve anjiyojenik etkiler
yoluyla tiimdr mikrogevresini etkileyerek VEGF ve MMP-2 diizeylerinin artmasina ve
HCC siddetinin ilerlemesine katkida bulunmus olabilir. Gupta ve ark. Tarafindan disi
Balb/c fareleri kullanilarak (DEN 8 hafta boyunca 200 mg DEN/kg viicut agirligi
kiimiilatif dozda intraperitonal) yapilan calismada proflaktik olarak ilk DEN dozundan 2
hafta 6nce baglamak iizere likopen (zeytinyaginda haftada ii¢ kez agizdan 5 mg/kg viicut
agirligi, domatesten ekstraksiyonla elde edilmis) 24 hafta boyunca verilmistir. DEN ve
Likopen+DEN gruplarinda kontrol grubuna kiyasla kuyruklu yildiz olusumunda anlamli
bir artis gbézlenmis olmanin yami sira Likopen+DEN grubunda DEN grubuna
kiyasla istatistiksel olarak da anlamli olmayan bir artig goriilmiistiir (187). Bu bulgu,
calismamizla uyumlu sekilde, likopenin DNA hasarin1 ve tiimor progresyonunu
siddetlendirebilecegini diisiindiirmektedir. invaziv karsinomlarda artan tiimér kiitlesi,
hipoksi ve besin yetersizligine yol agmakta; bu durum HIF-1o’nin asir1 ekspresyonunu
ve buna bagl olarak VEGF aracili anjiyogenezin uyarilmasini tetiklemektedir (246).
HCC hiicrelerinin VEGF, PDGF, FGF ve HGF gibi ¢esitli biiylime faktorleri salgilamast,
uygun oksijen ve besin temini i¢in anjiyogenezi desteklemektedir. Bununla birlikte
VEGF’in fibrogenezi desteklemesinin yani sira hepatik doku onarimi ve fibrozun
¢cOziilmesi siireglerinde de rol alabildigi ve bu c¢ift yonlii etkisinin dikkatle
degerlendirilmesi gerektigi bildirilmektedir (247). Hepatoseliiler karsinom oldukca
vaskiilarize bir tiimordiir ve bu da HCC tedavisinde vaskiiler hedefleme yaklagimlarini
cazip hale getirmektedir (43). Klinik veriler, rezeksiyon sonrasi yiiksek mikrodamar
yogunlugu ve artmis VEGF diizeylerinin, hastaliksiz sagkalim acisindan kotii prognoz
gostergeleri oldugunu ortaya koymustur (250). Ote yandan antianjiyojenik ajanlarin,
timor damar yapisint gegici olarak normalize ederek kan perflizyonunu artirabildigi,
hipoksiyi azaltabildigi ve kemoterapotik ajanlar ile antitlimor bagisiklik hiicrelerinin
timor dokusuna iletimini kolaylastirarak antikansere yonelik tedavilerin etkinligini
artirabildigi  bildirilmektedir  (251). Bu baglamda, anjiyogenezin tamamen
baskilanmasindan ziyade kontrollii bir sekilde modiile edilmesinin 6nemi
vurgulanmaktadir. Calismamizda Likopen+DEN grubunda VEGF diizeyinin, kontrol,
DEN ve NAC+DEN gruplarina kiyasla anlamli derecede artmis olmasi, bu durumun

artmis anjiyogenez ve kotii prognoz ile iliskili olabilecegini diislindiirmektedir. Buna
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karsilik likopen ile birlikte NAC uygulanmasi, Likopen+tNAC+DEN grubunda
anjiyogenezin siddetini baskilayarak VEGF diizeylerinde azalmaya yol agmistir. Sadece
NAC uygulamasi ise anjiyogenezi daha giiglii bi¢imde baskilamis; NAC+DEN grubunda
VEGF diizeylerinin kontrol grubuna benzer seviyelere gerilemesini saglamistir. Bu
bulgular, NAC’1n anjiyogenezin siddetini baskilayici bir etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Elde edilen sonuglar, VEGF ve MMP-2 ekspresyonunun HCC’de yalnizca
tiimor varligr ile agiklanamayacagini; bu parametrelerin tiimor evresi, hipoksi derecesi,
doku onarim yanit1 ve kullanilan hayvan modeline 6zgli metabolik 6zelliklere bagli olarak
degiskenlik gosterebilecegini gostermektedir.

Doniistiiriicii bityiime faktorii beta (TGF-beta) sinyal yolu, HCC'de epitelden
mezensimal dokuya gegisi, anjiyogenezi, makrofaj olgunlagmasini, kanser kok hiicre
popiilasyonunu ve hiicre cogalmasini destekler (8). TGF beta, PDGF, bag dokusu biiylime
faktorii ve Hedgehog yolu gibi ¢esitli fibrojenik mediatdrlerin ve bunlarin aktive ettigi
sinyal yolaklarini ve hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonunu tetikledigi tespit edilmistir
(247). TGF-P sinyal yolu proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve hiicre dis1 matris iiretimi
dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel siirecin 6nemli bir diizenleyicisidir (252). Timor
hiicreleri ile tiimorle iligkili fibroblastlar arasinda yogun hiicreler arasi sinyal aglar
bulunmaktadir. Timor tarafindan salgilanan PDGF ve TGF-B fibroblastlarin
miyofibroblast  fenotipine  farklilagmasimi  uyararak ekstraselliller =~ matriksin
kompozisyonu ve organizasyonunda belirgin degisikliklere yol agmaktadir. Aktive olmus
fibroblastlarin, yalnizca primer tiimor gelisiminde degil, ayn1 zamanda metastazin erken
evrelerinde de tiimor biiylimesini, invazyonu ve stromal yeniden yapilanmay1
destekledigi bildirilmistir (39). Kronik inflamasyon, TGF-B gibi inhibitor sitokinlerin
iretimini artirarak bagisiklik yanitini baskilar ve boylece tiimor progresyonunu destekler
(112). TGF-B sinyallemesi ¢ift yonlii bir etkiye sahiptir: normal fizyolojik kosullarda
hiicre dongiisii duraklamasi ve apoptozu uyararak tiimor baskilayici rol oynarken,
inflamasyon ve kanser gibi patolojik durumlarda doku yeniden yapilanmasi, timor
progresyonu ve fibrozisi destekleyen siiregleri aktive eder (252). Calismamizda likopen
ve/veya NAC uygulanan gruplarda TGF-f diizeylerinin anlamli sekilde artmis olmasi,
timdr mikrogevresinde stromal yanitin ve doku yeniden sekillenmesinin aktive edildigini
diisiindiirmektedir. TGF-B’nin bu artisi, MMP-2 ekspresyonunun uyarilmasi yoluyla
ekstraseliiler matriks yikimmi kolaylagtirarak tiimor invazyonu ve hiicre gocii icin
elverisli bir mikrogevre olusturabilir. Ote yandan TGF-B, NF-kB sinyal yolu ile ¢ift yonlii

bir etkilesim igerisindedir. Erken evrelerde NF-kB araciligiyla inflamasyon ve hiicresel
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sagkalimi destekleyebilen TGF-p, ilerleyen evrelerde pro-invaziv ve pro-anjiyojenik bir
profile kayabilmektedir. Bu baglamda, calismamizda ozellikle likopen uygulanan
gruplarda VEGF diizeylerindeki artis, TGF-f’nin NF-xB ve hipoksiye duyarli sinyal
yollari ile etkilesimi sonucunda anjiyogenezin uyarildigina isaret etmektedir. TGF-f3 ayn1
zamanda apoptoz ve hiicre sagkalimimi diizenleyen Bcl-2 ailesi proteinleri lizerinde de
etkilidir (252). NF-kB araciliiyla anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunun artmasi, buna
karsin Bax gibi pro-apoptotik proteinlerin baskilanmasi, timor hiicrelerinin apoptotik
sinyallerden kagmasina olanak taniyabilir. NAC uygulanan gruplarda oksidatif stresin
baskilanmasia bagli olarak NF-kB aktivitesinin fizyolojik sinirlar iginde tutulmasi,
TGF-B artisina ragmen VEGF ve MMP-2 aracili yanitin daha kontrollii seyretmesini
saglamis olabilir. Bu durum, NAC’1n redoks dengesini diizenleyerek TGF-B’nin timor
destekleyici etkilerinin bir kismini sinirlayabilecegini diisiindiirmektedir.

Heparin siilfat proteoglikan1 olan GPC-3, normal yetiskin dokularinda ifade
edilmezken, HCC hastalarinin %80'inden fazlasinda 6nemli olgiide asir1 ifade edilmis ve
hastalarda kétii prognoz ile pozitif iligkili bulunmustur (8). GPC-3’iin kanonik Wnt/p-
katenin sinyal yolunu aktive ederek tiimor hiicre proliferasyonunu destekledigi, buna
karsilik GPC-3’tin hedeflenmesiyle Wnt sinyallemesinin baskilanabildigi ve tiimor
biliylimesinin inhibe edildigi gosterilmistir (253). Ayrica serum GPC-3 diizeylerinin,
ozellikle sirotik hastalarda erken evre HCC’nin saptanmasinda potansiyel bir biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir (254). Ayrica serum GPC-3 diizeylerinin,
ozellikle sirotik hastalarda erken evre HCC’nin saptanmasinda potansiyel bir biyobelirte¢
olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir (255). Bununla birlikte GPC-3’iin hiicre tipine
ve doku baglamina bagli olarak ¢ift yonlii bir biyolojik etkiye sahip olabilecegi
bildirilmektedir. GPC-3, fetal karacigerde ve mezodermal embriyonik dokularda yiiksek
diizeyde ifade edilirken, meme, over ve akciger kanseri hiicrelerinde tiimdr baskilayici
ozellik gosterebildigi ve hiicre biliylimesini inhibe edebildigi bildirilmistir (105).

Calismamizda DEN grubunda GPC-3 pozitifliginin kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede artmis olmasi, DEN-indiiklii HCC modelinde GPC-3’{in tiimdrlesme
stirecine eslik eden bir belirte¢ oldugunu desteklemektedir. Buna karsilik likopen ve/veya
NAC uygulanan gruplarda GPC-3 pozitifliginin DEN grubuna goére anlamli sekilde
azalmasi, bu ajanlarin timor progresyonunu baskilayici etkiler gosterebilecegine isaret
etmektedir. Ancak tedavi gruplarinin kendi aralarinda anlamli farklilik gostermemesi, bu
etkinin dozdan veya uygulama siiresinden ziyade genel olarak oksidatif stres ve tlimor

mikrocevresinin modiilasyonuna bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Gruplar kendi
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icinde karsilastirildiginda ise anlamli bir farkin bulunmadig tespit edilmistir. Bu durum, GPC-
3’tin fonksiyonunun mikrocevresel sinyaller ve eslik eden molekiiler yolaklara bagl

olarak degisebildigini diistindlirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

HCC ileri evrede tan1 konulan kotii prognoza sahip bir hastaliktir. Cok sayida
sinyal yolu hastaligin patogenezine katkida bulunmaktadir. HCC'min molekiiler
mekanizmas1 tam olarak aydmlatilamadigindan yeni tedavi ve Onleme stratejilerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Insan HCC’sini simiile eden deneysel HCC modelleri
hepatokarsinogenez siirecinde ortaya ¢ikan patofizyolojik ve molekiiler olaylar1 dogru bir
sekilde yansitmasi bakimindan 6nem tasimaktadir. Bu kapsamda ¢aligmamizda Balb/c
farelerinde DEN/TAA indiiklit HCC modeli olusturulmustur. Literatiirde, bir¢ok biiylime
faktorii sinyal yolunu, anjiyogenezi ve invazyonu inhibe ettigi ve apoptozisi indiikledigi
bildirilen antiinflamatuar likopen ile antiinflamatuar ve antioksidan Ozelliklere sahip
NAC’in, DEN indiiksiyonu oncesinde Balb/c farelerine uygulanarak karaciger
karsinogenezi lzerindeki etkileri inflamatuar, apoptotik, anjiyojenik, invazyonel ve
oksidatif belirtecler agisindan incelenmistir.

DEN alan gruplar tiimér nodiili sayis1 bakimindan karsilastirildiginda
Likopen+DEN, Likopen+tNAC+DEN ve NAC+DEN gruplarinda nodiil sayisinin DEN
grubuna gore daha fazla sayida oldugu gozlenmistir. DEN grubunda ise tiimor nodiilii
goriilme siklig1 daha az olup genelde biiyiik tek bir nodiil gézlenmistir.

TGF-B, VEGF ve MMP-2 gibi fibrotik, anjiyojenik ve metastatik belirteglerin
sinyallemesi likopen uygulamasi ile yukart yonlii diizenlenmis olup, timér olusumu ve
tiimor 6bek sayisin artirict etki gostermis olabilecegi diistiniilmiistiir.

MMP-2 ve VEGF protein diizeyleri, kontrol ve DEN gruplar ile
karsilagtirildiginda NAC+DEN grubunda anlamli bir farklibk gostermemistir.
Karacigerin biitiinsel makroskopik goriiniimii degerlendirildiginde ise yalnizca NAC
uygulanan grubun kontrole daha yakin bir goriiniim sergilemekle beraber karaciger
yiizeyindeki kilcal damar aglarinin daha belirgin oldugu gézlenmistir.

Likopen ve/veya NAC uygulamasinin Bax/Bcl-2 oranini azaltmasi antiapoptotik
bir etkiye isaret etmekte olup, Kaspaz-9 ve Kaspaz-3 aktivasyonunun saptanmamasi bu
bulguyu desteklemektedir.

HCC’de genellikle kotii prognoz ile iliskili olarak diizeyinin arttig1 bildirilen GST-
pi diizeyi, DEN uygulanan tiim gruplarda kontrol grubuna kiyasla diisiik bulunmustur.

HCC her ne kadar kronik inflamasyon zemininde gelisiyorsa da NF-xB anti
apoptotik bir karaktere sahip bir transkripsiyon faktorii olup hiicresel hayatta kalma i¢in

aktive olma ve aktif kalma siiresinin belli bir dengede olmas1 gerekmektedir. Likopenin
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NF-«B diizeyini ¢ok diisiirmiis olmasi hiicresel savunma mekanizmasini olumsuz yonde
etkileyerek tiimor oObek sayisin1 artmasma katki saglamis olabilir. Bu nedenle
inflamasyonun her kosulda zararli olmadigini ve antiinflamatuar yaklasimlarin hastaligin
biyolojik mekanizmasina ve evresine bagli olarak farkli sonuglar dogurabilecegini
gostermektedir.

Calismamizda, fare kanser modelinde karsinogenez dncesinde likopen ve NAC ile
profilaktik Onkosullama uygulanarak karsinogenezin seyri degerlendirildiginde,
tiimorogenez  siirecinin  daha agresif bir fenotipe yoOnelmis olabilecegini
distindiirmektedir.

Calismamizin ve bu yonde yapilacak ¢aligmalarin giliglendirilmesi amaciyla one
cikan Oneriler asagida sunulmustur:

Kullanilan deneysel HCC modelinde gozlenen tiimor nodiilleri, modelin basariyla
olusturuldugunu gostermis olmakla birlikte, preneoplastik ve neoplastik evrelerin hangi
zamansal doneme karsilik geldiginin net olarak belirlenmesi gerekmektedir. Bu ayrimin
yapilmasi, inflamatuar, anjiyojenik ve invazyonel belirteclerin onarici yanit mi yoksa
timdr progresyonunu destekleyici mekanizmalar m1 dogrultusunda etkili olduklarinin
daha dogru bi¢cimde ortaya konulmasina olanak saglayacaktir.

Kullanilan profilaktik likopen ve NAC bilesiklerinin etkinlik ve giivenliliklerinin
daha net ortaya konulabilmesi i¢in ayritili doz-yanit caligmalarinin yapilmasi
gerekmektedir.

Calismada kullanilan bilesiklerin etki mekanizmalarinin, ilgili sinyal yolaklar1 ve
bunlarla etkilesim halinde olabilecek olas1 yan yolaklar dikkate alinarak biitiinciil bir
yaklasimla degerlendirilmesi gerekmektedir. NF-kB sinyal yolagmin ROS diizeyleri,
inflamatuar, apoptotik, anjiyojenik siiregler ve GST-pi ekspresyonu ile arasindaki iliski
degerlendirilirken, ayrica TNF-a, HIF-1a, JNK, p53 ve Bak gibi belirteglerin sonuglarinin
da ortaya konulmasinin gerekli oldugu anlasilmistir.

Calismada degerlendirilen proteinlerle ilgili genlerin metilasyon diizeylerinin
analiz edilmesi, gozlenen ekspresyon degisiklikleriyle iliskili olup olmadiginin agiga
kavusturulmasi bulgularin daha kapsamli bigimde yorumlanmasina olanak saglayacaktir.

Masum goriinen dogal veya sentetik bilesiklerin, kullanilan doza ve HCC’nin
evresine bagli olarak zit yonlii etkiler gosterebileceginin géz oniinde bulundurulmasinin

son derece dnemli oldugunu vurgulamaktay1z.
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