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OZET: Bu gahismada, 2 aylik erkek Spraque-Dawley tiirii si-
canlarda  hepatokarsinogenezisin ~ erken  sathasinda
demetoksiviridin (DMV) ve ondan tiiretilmis 1-o-hidroksi-
demetoksiviridin (1-a-hidroksi-DMV)’nin antioksidan siste-
mine diizeltici etkileri arastirildi. Bu amagla deney hayvanlar
10 gruba aynldi. Gruplar, kontrol (1.grup), yag (2.grup),
Dimetil siilfoksit (DMSO) (3.grup), DMV (4.grup), 1-a-
hidroksi-DMV (5.grup), dietilnitrozamine (DEN) (6.grup), 2-
asetilaminofloran (2-AAF) (7.grup), DEN+2-AAF (8.grup),
DEN+2-AAF+DMV  (9.grup) ve DEN+2-AAF+1-o-
hidroksi-DMV olarak diizenlendi. Deneyin 5. haftasinda, eter
anestezisi altinda sicanlarin karacigeri alindi. Karaciger
homojenatlar hazirlanarak, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (Gpx) ile katalaz enzim aktiviteleri ve
malondialdehit (MDA) diizeyleri belirlendi. Karaciger doku
preperatlart H&E boyama yontemi ile histopatolojik olarak
degerlendirildi.

Elde edilen tiim bulgularda kontrole gore tiimor olusturucu
ajanlar disindaki gruplarda fark goriilmezken, DEN+2-
AAF verilen grupta daha 6nemli diizeyde olmak tizere
DEN, 2-AAF verilen gruplarda farkliliklar gozlendi. Dii-
zeltici etkisi oldugunu distindiigiimiz DMV ve 1-o-
hidroksi-DMV ise MDA diizeyi disinda SOD %
inhibisyonu, Gpx ve katalaz aktivitelerini artirarak, diizel-
tici etkisi oldugu belirlenirken histolojik olarak da
hepatosit karyomegali, hepatosit sitomegali, iltihabi hiicre
infiltrasyonu, nekroz ve prenoplastik fokuslarin olusumu-
nu engelledigi ortaya kondu.

Sonu¢ olarak, her iki mantar metabolitinin de
preneoplastik donemde antioksidan sistemi diizeltici etkisi

Yazigma ve tipki basim i¢in; Ars.Gry. Dr. Cengiz M. USTUNER
Eskigehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1, 26480 Eskisehir,

(e-mail: custuner@ogu.edu.tr)

* Bu caligma Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir (Proje No: 200411012)

ortaya kondu. Fakat bu sonucun daha da kesinlesebilmesi
ve preneoplastik donemi takip eden evrelerde antioksidan
sisteme ne gibi etkilerinin olabilecegini ortaya koyabilmek
icin, heniiz ¢ok yeni olan bu konuda, daha ¢ok ¢alismaya
ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan enzimler, DMV, 1-a-
hidroksi-DMV, Hepatokarsinogenezis

ABSTRACT: In this study, the antioxidant activitiy of
demethoxyviridine (DMV) and its analogue 1-a-hydroxy-
demethoxyviridine (1-a-hydroxy-DMV) were investigated
on 2 month old male Spraque-Dawley rats with having
early stage hepatocarcinogenesis. The animals were
divided into 10 groups which are the control, olive oil,
dimethyl sulfoxide (DMSO), DMV, 1-a-hydroxy-DMV,
diethylnitrosamine (DEN), 2-acetylaminoflourine (2-
AAF), DEN + 2-AAF, DEN + 2-AAF + DMV and DEN +
2-AAF + l-o-hydroxy DMV induced male Spraque-
Dawley rat. Liver tissues were removed under ether
anastesia in 5th week of the study. This was followed by
the preparation of the liver tissues evaluated as
histopathologically with H&E staining and homogenates
to study superoxide dismutase dismutase (SOD)
inhibition, glutathione peroxidase (Gpx), catalase activity
in addition to malondialdehyde (MDA) level. There were
no differences observed control groups whereas DEN and
2-AAF treated groups showed differences but not as much
as DEN+2-AAF treated group showed. Pathological
studies were determined histologically for olive oil,
DMSO, DMV and 1-a-hydroxy-DMV induced groups,
and found that there were no differences. The prenoplastic
focus was found in DEN + 2-AAF treated group in studies
carried out histopathologically with H&E staining.

The result showed not only DMV and 1-a-hydroxy-DMV
treated groups has increased to SOD % inhibition, Gpx
and catalase activities with exception of MDA level, but
also they histologically prevented of hepatocyte
caryomegaly, hepatocyte cytomegaly, inflammatory cell
infiltration, necros and preneoplastic focus changes.
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Finally, it was found that both fungi metabolites were
effective on antioxidant system in preneoplastic period of
hepatocarcinogenesis, but there is a need for new studies

to fully determine the effects on following stages after
preneoplastic period.

Key Words: Antiooxidant enzymes, DMV, 1-a-hidroksi-
DMV, Hepatocarcinogenesis

GIRIS

Karaciger kanseri, kanser ¢esitleri arasinda en
yaygin gruba girer. Bu kanserin olusumunda,
fenobarbital (FB), alkol, aflatoksin B1, hepatit B ve
C viriisleri gibi ajanlar yaninda dietilnitrozamin
(DEN), 2-asetilaminofloran (2-AAF)’de etkilidir (1-
3). Karaciger tiimorii olusturulmasinda kullandigi-
miz ksenobiyotiklerden DEN ve 2-AAF, fare, sigan,
hamster, tavsan, kopek, domuz ve maymun gibi
hayvanlar igin karsinojeniktir (4-7). Kemirgenlere
birlikte uygulanan DEN ve 2-AAF
hepatokarsinogenezizi baslatir ve hepatositlerde
preneoplastik baglangica neden olur (4,8-10).
DEN’in indiikleyici, 2-AAF’nin ise promotdr olarak
mesane ve karacigerde tiimor olusturucu etkiye sa-
hip oldugu bildirilmistir (1,2,9,11,12).

DEN’in metabolitleri, DNA’ya bir ya da iki
oksidasyon saglayan elektron ile kovalent baglana-
rak timor promotorlerinin baglanmasina aracilik
eder (12). Timor promotorii bir stiperoksit anyonu
indiikleyicisi olarak gorev yaparak reaktif oksijen
molekiilleri ve hidrojen peroksit olusumunu saglar.
Bunun sonucunda siiperoksit ve hidrojen peroksit bi-
rikimi gergeklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidan
mekanizmanin azalmasini ve yliksek oranda reaktif
hidroksil radikali olusumunu saglar. Bunun sonu-
cunda DNA’nin yapisinda kopma ve deoksiriboz
pargalanmasi ortaya ¢ikar. Reaktif hidroksil radikal-
leri ayrica, lipid membran yag asitlerinin hidrojen
atomlarini ayirir. Hidroperoksit radikalleri, hidrojen
atomlan ile doymamis ¢ok karbonlu yag asitlerinin
karbonil gruplaniyla birlesme saglayarak, lipid-
hidroperoksit diizenlenmesindeki zincir reaksiyo-
nundan hidrojeni ayirir. Bunun igin, siiperoksit ve
hidroperoksit  radikalleri  lipit  peroksidasyon
(LPO)’nun artmasina neden olur ve hiicre
membraninda hasar artig1 ortaya ¢ikar (11,13).

Promotor olarak fenobarbital (FB) ya da 2-AAF
kullanilan hepatosit hiicrelerinin peroksizomlarinda
biiylime ve sayica artis gozlenirken, peroksizomal
yag asit oksidasyonu ve mikrozomal hidroksilasyon
aktivitesinde artiga neden olur. Bunun sonucunda da;
DNA hasari ve tiimor olusumu ortaya ¢ikar. Olusan
hasarin giderilmesinde, serbest radikallere karsi, sa-
vunma sistemindeki spesifik enzimler rol alir
(14,15). Bu spesifik enzimlerin kullanilmisiyla;
glutatyon peroksidaz (Gpx) ve siiperoksit dimutaz
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(SOD)’da azalma, katalaz ve malondialdehit
(MDA)’da ise artis oldugu belirlenmistir (14,16-19).
Yapilan bir ¢alismada da DEN ve FB kullanilarak
timor olusturuldugunda katalaz ekspresyonunun
azaldig1 bildirilmistir (19). DEN ve FB uygulanan
sicanlarla yapilan ¢aliymada karacigerde, histolojik
olarak, preneoplastik fokus, nodiiller ve hiperplastik
kupffer hiicrelerini belirlenmistir (14).

DMYV ve 1-a-hidroksi-DMV, wortmannin man-
tarindan tiiretilmis mantar metabolitleridir. DMV,
Nodulisporium hinnuleum mantarindan glukozlu or-
tamda, 1-a-hidroksi-DMYV ise seyreltilmis hidroklo-
rik asitli ortamda, DMV’nin aseton ile muamele
edilmesiyle tiiretilmistir (20,21). DMV ve la-
hidroksi-DMV metabolitleri, onemli bir hiicresel
fonksiyon mediatorii olan PI-3 kinaz gibi bazi en-
zimlerin aktivitelerini inhibe ederek, antitiimor etki
gosterirler (22-24). Wortmannin ya da tiirevlerinin
PI-3 kinaz’in aktivitesi iizerine etkisi arastirildigin-
da, biiyiime faktor reseptorlerince ve p21** onkogen
protein kinazlarca aktif hale getirildigi gosterilmistir
(21,25,26). PI-3 kinaz heterodimer bir yapida olup,
85 kDa (p85) diizenleyici ve 100 kDa katalitik
subunit (pl10)’a sahiptir. PI-3 kinaz, hiicre
membranin fosfolipid’e ait myo-inositolii D-3-OH
pozisyonununda fosforlar. Ayni zamanda fosfotidil
4,5 fosfatin fosforlanmasini saglayarak fosfotidil
3,4,5 fosfati olusturur. Fosfotidil 3,4,5 fosfat da
PLC’yi aktive ederek PIP2'nin hidrolizini stimule
ederek, diagilgliserol (DAG) ve inositol 1,4,5
trifosfot (IP3) donistimiini saglar (21,24,25).
Pankreatik B-hiicrelerinde, wortmanninin PI 3-kinazi
inhibe ederek PLC’nin aktivitesini inhibe ettigi, boy-
lece PIP2'nin hidrolizini engelleyerek, diagilgliserol
(DAG) ve inositol 1,4,5 trifosfot (IP3) olusumunun
engellendigi ortaya konmustur (24). Wortmanninin
in vivo olarak, insan MCF-7 meme kanser hiicreleri
ve murine C3H kanser hiicrelerinin bilylimesini
inhibe ettigi tespit edilmistir (26).

Biz ¢alismamizda, Spraque-Dawley tiirii si¢an-
larda hepatokarsinogenezisin erken sathasinda DMV
ve ondan tiiretilmis 1-o-hidroksi-DMV’in antioksi-
dan sistemi tizerine diizeltici etkilerinin olup olma-
digin1 ortaya koymay1 amagladik.
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GEREC VE YONTEM

Caligmamizda, Eskisehir Osmangazi Universi-
tesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda
yetistirilen, 2 ayhk erkek Spraque-Dawley tiirii si-
canlar kullanilmistir. Spraque-Dawley siganlar, ha-
valandirma ve diger temizlik kurallarina dikkat edi-
lerek muhafaza edilmis yeterince normal ¢gesme suyu
ve pelet yem ile beslenmistir.

DEN, siganlara, 175 mg/kg olacak sekilde 0.1
ml dimetilsiilfoksitte (DMSO)’da ¢oziindiiriilerek
intraperitonal (i.p) olarak uygulandi (1-3,27). 2-AAF
20 mg/kg oraninda 0.1 ml saf zeytin yag1 igerisinde
gavajla uygulandi (1,8,11,28-30). Eskisehir Osman-
gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Bilim
Dalinda iiretilen, DMV ve 1-o-Hidroksi-DMV
metabolitleri de 1.5mg/kg sigan olacak sekilde 0.1
ml DMSO’da ¢6ziindiiriilerek intraperiton (i.p) ola-
rak uygulandi (20,21).

Calismada 86 adet 150-200 gr agirhginda 2 ay-
lik Spraque-Dawley 1rki1 sigan kullanildi. Doz ve de-
ney gruplari tablo 1°de verildi. Tiim gruplar, 8 si-
candan olusurken sadece 8. grupta prenoplastik go-
riiniimiin tam olarak belirlenebilmesi i¢in haftalik
olarak sigan sakrifiye edilmistir, bu nedenle de bu
grubun si¢an sayisi fazla tutulmustur ve son kalan 14
adet sigandan da 8.grup olusturulmustur. Bes hafta-
lik deney uygulamasi sonunda, siganlardan eter
anestezisi altinda karaciger alindi. Siganlardan ali-
nan karaciger ornekleri ikiye béliinerek bir kismi —
86 °C’de superoksit dismutaz (SOD), malindealdehit
(MDA), katalaz ve glutatyon peroksidaz (Gpx)’in
spektrofotometrik 6lgiimii saklandi. Diger bir kismi
da 151k mikroskobide histopatolojik inceleme igin
notral formaline alindi.

SOD aktivite lgiimii i¢in (Fluka®, USA) kiti
kullanildi. Siiperoksit anyonlari (0,),
Ksantin/Ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturu-
lup kromojen soliisyon kullanilarak 6l¢timii yapildi.
Hiicresel glutatyon peroksidaz aktivite 6l¢limil i¢in
(Calbiochem®, USA) kiti kullanild1. Kit indirekt ola-
rak GPx aktivitesini 6lger. GPx ortamdaki organik
peroksit varliginda rediikte glutatyon GSH’1 okside
glutatyona (GSSG) doniistiiriir. Daha sonra digaridan
ortama eklenen NADPH ve glutatyon rediiktaz (GR)
ile okside glutatyon tekrar redukte glutatyona donii-
stir, boylece GSH derigimi sabit tutulur. Olusan
kimyasal tepkimede NADPH’in NADP’ye doniis-
mesi esnasinda spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda absorbanstaki azalma izlenerek okside
glutatyon olusum hiz1 6l¢iilmiis ve GPx enzim akti-
vitesi hesaplanmistir. Lipit peroksidasyonu son

iirtinlerinden bir tanesi olan MDA’ nin tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile verdigi renk reaksiyonuna dayanmak-
tadir. MDA o6l¢iimii i¢in Uchiama ve Mihara 1978
metodu uygulandi (31). Katalaz aktivitesi, amonyum
molibdatla stabil bir kompleks olusturan hidrojen
peroksitin spektrofotometrik olarak degerlendirilme-
si temeline dayanan Olgiimler sonucu belirlendi ve
katalaz seviyesinin Gl¢iimii igin Goth 1991 metodu
uygulandi (32).

Hayvanlardan alinan karaciger 6rmeklerinden
her biri (karacigerin tiim loblarindan rasgele 6rnek-
leme y6ntemiyle alinarak) tespit ig¢in %10 tampon-
lanmis nétral formalin soliisyonunda 24-48 saat bi-
rakild1. Orneklerden rutin parafin bloklama yapildik-
tan sonra 4um’lik kesitler alindi. Hazirlanan prepa-
ratlar hematoksilen-eozin boyasi ile boyandi. Leice
Image Analiz sistemi kullanilarak tiim alanlar deger-
lendirilip, goriintiiler CCD kamera ile bilgisayara
aktarildi. Patolojik skorlama negatif ve pozitif belir-
leme metoduna gore yapildi.

Elde edilen bulgular tek yonli ANOVA
varyans analizi ile p < 0.05 6nem belirleyicisi segile-
rek istatistiksel olarak degerlendirildi.

BULGULAR

SOD % inhibisyonu bakimindan, kontrol gru-
buna gore, 2, 3., 4., 5. ve 9. gruplarda fark bulunma-
di (P>0.05). Buna karsilik 6., 7. ve 8. gruplarda ¢ok
o6nemli diizeyde (p< 0.001), 10. grupta ise 6nemli
diizeyde (P<0.01) azalma bulundu (Tablo 2).

Gpx, bakimindan, kontrol grubuna gore, 2., 3.,
4., 5., 7. ve 9. gruplarda fark bulunmadi (P>0.05).
Buna karsilik, 6. ve 8. gruplarda ¢ok 6nemli diizeyde
azalma (p< 0.001) ve 10. grupta ise 6nemli diizeyde
artig (P<0.01) bulundu (Tablo 3).

MDA bakimindan, kontrol grubuna gore, 2., 3.,
4. ve 5., gruplarda fark bulunmazken (P>0.05), 6.,
7., 8., 9. ve 10. gruplar arasinda ¢ok 6nemli diizeyde
artis (p< 0.001) bulundu (Tablo 4) .

Katalaz, bakimindan, kontrol grubuna gore, 2.,
3., 4., 5 ve 9. gruplarda fark bulunmazken
(P>0.05), 10 grupla p< 0.1 diizeyinde azalma ve 6.,
7. ve 8. gruplarda ise ¢ok onemli diizeyde azalma
(p<0.001) bulundu (Tablo 5).

Calismamizdaki karaciger doku 6rnekleri H&E
patolojik degisiklikler negatif ve pozitif olarak de-
gerlendirildi (Tablo 6).

Caligmamizda tiim gruplar, dejeneratif bulgu-
lar, hepatosit karyomegali, hepatosit sitomegali ve
iltihabi hiicre infiltrasyonu olusumu bakimindan de-
gerlendirilmis olup 1., 2., 3., 4., 5. gruplarda
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dejeneratif bozukluklara rastlanmadi (Resim 1). 6.
gruba ait dejeneratif bulgularda, hepatosit
karyomegali, hepatosit sitomegalide de goriildii.
7.gruba  ait, dejeneratif bulgular, hepatosit
karyomegali, hepatosit sitomegali olarak belirlendi.
8.gruba  ait dejeneratif bulgular, hepatosit
karyomegali, hepatosit sitomegali ve iltihabi hiicre

infiltrasyonu olusumu, nekroz ve preneoplastik
fokus belirlendi (Resim 2). 9.gruba ait dejeneratif
bulgular, hepatosit karyomegali ve iltihabi hiicre
infiltrasyonu olusumu  goriildii. 10.gruba ait
dejeneratif bulgular ise hepatosit karyomegali ve il-
tihabi hiicre infiltrasyonu olarak dejeneratif bozuk-
luklar belirlendi (Resim 3).

Tablo 1. Deney gruplar: ve uygulanan dozlar.

Gruplar n Birinci doz ve diger rutin uygulamalar ikinci uygulamalar
1.Grup )
Kontrol 8 b+ Xem
2.Grup 8 0,1 ml/kg gavaj )
Yag Su+ Yem
3. Grup ; 5 s
DMSO 8 Su+ Yem 1. Haftada 0.1 ml DMSO i.p. olarak verildi
AGr DMV (1,5 mg/kg) DMSO’da ¢oziindiiriile-
rup 8 Su + Yem rek 16., 23., ve 30. giinde bir kez i.p. ola-
DMV s
rak verildi.
5.Grup 1-a-Hidroksi DMV (1,5 mg/kg) DMSQO’da
1-a-Hidroksi 8 Su+ Yem ¢oziindiirtilerek 16., 23., ve 30. giinde bir
DMV kez i.p. olarak verildi.
6.G DEN, 175 mg/kg i.p
-rup 8 | 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek uygulandi -
DEN
Su+ Yem
Deneyin baslamasindan sonra 7., 8., ve 9.
7.Grup giinde 20 mg 2-AAF /kg oraninda
2-AAF 8 Bt Yem DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml yag
icinde gavajla verildi
DEN 175 mglke ip. DEN u'ygulamasmdan 1 hafta sonra 7., 8.
8.Grup 14 | 0.1 ml DMSO’da céziindiirilerek uveuland: | Y€ 9. glinlerde 2-AAF 20 mg/kg oraninda
DEN + 2-AAF : ¢ Ye 0.1 ml DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml
Su+ Yem e . .
yag icinde gavajla verildi
DEN uygulamasindan 1 hafta sonra 7., 8. ve
9.Grup DEN 175 mg/kg i.p. 2. gllerde 2-AAF 2 mp/lgommnda
- s DMSO’da ¢oziindiiriilerek 0.1 ml yag i¢inde
DEN + 2-AAF + 8 | 0.1 ml DMSO’da ¢6ziindiiriilerek uygulandi 1 i
DMV Su+ Yem gavajla verildi ve DMV (1,5 mg/kg) 0.1 ml
DMSQO’da ¢oziindiiriilerek 16.,23., ve 30.
giinde bir kez i.p. olarak verildi
DEN uygulamasindan 1 hafta sonra 7., 8. ve
10.Grup . 9. giinlerde 2-AAF 20 mg/kg oraninda 0.1 ml
DEN+2-AAF+ | o | 01 oar S%?g; 11;2%{1 l;%nléfék oulang | DMSO'da gozindirilerek 0.1 ml yag icinde
1-a-Hidroksi ’ Sgl:l + Yem Ve gavajla verildi ve 1-a-Hidroksi DMV (1,5
DMV mg/kg) DMSO’da ¢6ziindiiriilerek 16., 23.,
ve 30. giinde bir kez i.p. olarak verildi.

Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarinin SOD % inhibisyon degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N _[SOD % inhibisyon

1. Kontrol 8 87,00 + 4,76
2.Zeytin Yag 8 82,28 + 4,82

.DMSO 8 82,57 + 2,93
4. DMV 8 90,57 + 1,90
5. 1-Hidroksi DMV 8 90,67 + 0,53
6. DEN 8 71,14+ 6,09™"
7. 2-AAF 8 7542+ 1,90
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| Gruplar

N

SOD % inhibisyon

8.DEN + 2-AAF

14

7457 + 3,737

9. DEN + 2-AAF + DMV

8

82,14+ 3,71

[10. DEN + 2-AAF + 1-a-Hidroksi DMV

8

79,00 + 2,08

** P<0.01 ***P<0.001

Tablo 3. Kontrol ve deney gruplarinin Gpx degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N Gpx (mU/ml)
1. Kontrol 8 10,28 + 2,56
2.Zeytin Yag 8 10,14 + 1,79
.DMSO 8 12,14 2,54
4. DMV 8 12,57 3,69
5. 1-Hidroksi DMV 8 10,14 + 4,41
6. DEN 8 1,14+ 0,89
7. 2-AAF 8 7,57+ 1,14
8.DEN + 2-AAF 14 3,00+1,417
9. DEN + 2-AAF + DMV 8 9,14 + 2,47
10. DEN + 2-AAF + 1-a-Hidroksi DMV 8 15,85+ 2,26"

** P<0.01 *** P<0.001

Tablo 4. Kontrol ve deney gruplarinin MDA degerleri ve bunlarn istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N MDA (U/ gr yas doku)
1. Kontrol 8 89,28 + 3,25
2.Zeytin Yag 8 87,14+ 9,49
3. DMSO 8 90,28 + 14,87
4. DMV 8 91,28+ 6,10
5. 1-Hidroksi DMV 8 94,14+ 7,10
6. DEN 8 147,00+ 9817
7.2-AAF 8 129,14+ 6,14
8.DEN +2-AAF 14 144,00 + 12,17
9. DEN + 2-AAF + DMV 8 125,28 +10,48""
[10. DEN + 2-AAF + 1-o-Hidroksi DMV 8 132,42 +16,09™"

*** P<0.001

Tablo 5. Kontrol ve deney gruplarinin katalaz degerleri ve bunlarin istatistiksel degerlendirilmeleri

Gruplar N Katalaz (kU/ml protein)
1. Kontrol 8 56,28 + 5,85
2.Zeytin Yag 8 57,71+ 3,35
3. DMSO 8 58,42 + 4,57
4. DMV 8 58,42 + 2,87
5. 1-Hidroksi DMV 8 57,71+ 2,42
6. DEN 8 24,85+ 333"
7. 2-AAF 8 4128+ 1,60
8.DEN + 2-AAF 14 2928+ 3,68
9. DEN + 2-AAF + DMV 8 53,00 + 3,36
[10. DEN + 2-AAF + 1-a-Hidroksi DMV 8 47,00+ 424"

*** P<0.001
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Tablo 6. Negatif ve pozitif belirleme metoduna gére karacigerde patolojik skorlama

Gruplar Dejeneratif Hepatosit Hepatosit | iltihabi hiicre | Nekroz | Preneoplastik
bulgular karyomegali sitomegali infiltrasyonu fokus
1. Kontrol 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8)
2.Zeytin Yag 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8)
3. DMSO 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8)
4. DMV 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8)
5. 1-Hidroksi DMV 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8) 0(8)
{6. DEN 12 (8) 12 (8) 8 (8) 0(8) 0(8) 0(8)
7. 2-AAF 8(8) 8(8) 8(8) 0(8) 0(8) 0(8)
.DEN + 2-AAF 56 (14) 56 (14) 13 (14) 16 (14) 16 (14) 56 (14)
9. DEN + 2-AAF + DMV 12 (8) 12 (8) 0(8) 4(8) 0(8) 0(8)
10. DEN + 2-AAF + 1-a-|  12(8) 12.(8) 0(8) 4(8) 0(8) 0(8)
Hidroksi DMV

Resim 1. Kontrol grubuna ait normal goriiniimde karaci-
ger dokusu. H&E, Orj. Biiy.x100

. i - L o »’ £ Sen s
Resim 2. 8. Gruba ait dejeneratif bulgular, hepatosit
karyomegali, hepatosit sitomegali ve iltihabi hiicre
infiltrasyonu olusumu. H&E, Orj. Biiy.x100.
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Resim 3. 8.Gruba ait preneoplastik fokus. H&E, Orj.
Biiy.x200.

TARTISMA

Bu bolimde, ¢alisgmamizda tiimor olusumuna et-
kisi olan DEN ve 2-AAF’nin birlikte siganlara verile-
rek, bir mantar metaboliti olan DMV ve ondan tiiretil-
mis 1-a-hidroksi-DMV’nin SOD, Gpx, katalaz enzim
aktivitelerii MDA diizeyi ve histolojik olarak
preneoplastik fokus, dejeneratif bulgular, hepatosit
karyomegali, iltihabi hiicre filtrasyonu ve nekroza olan
etkileri yoniinden sirasiyla tartigilacaktir.

SOD % inhibisyonu bakimindan, kontrol gruba
gore, 2. (Yag), 3. (DMSO), 4. (DMV) ve 5. (1-a-
hidroksi-DMV) gruplarda fark bulunmadi. Ancak, 6.
(DEN), 7. (2-AAF), 8. (DEN + 2-AAF) gruplarda
¢cok onemli diizeyde, 10. (DEN+2-AAF+1-a-
hidroksi-DMV) grupta ise 6nemli diizeyde azalma
bulunurken, 9. (DEN+2-AAF+DMV) grubun ise
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kontrol diizeyine yaklastigi ortaya kondu. Kontrole
gore, 6., 7. ve 8. gruplarin SOD % inhibisyonundaki
azalmanin nedeni SOD enziminin aktivitesinin en-
gellendigi ya da asirt miktarda O, radikalinin iire-
tilmesi olabilir. Yine, kontrole oranla 10. grupta
onemli diizeyde azalma, 9. grupta ise kontrol grubu-
na yaklastiracak kadar SOD inhibisyonundaki azal-
ma bize aktivitenin arttigin1 géstermektedir. Yapilan
¢aligmalarda, DEN ve FB uygulanan si¢anlarin ka-
racigerinde SOD aktivitesinde azalma belirlemisler-
dir. Bu g¢alisma ile SOD’un savunma sistemi igin
¢ok onemli oldugunu ortaya konmustur. SOD’un,
antioksidan olarak gorev yaparak, zar ve sitozolde
serbest radikallerin neden oldugu hasara karsi sa-
vunma yaptig1 belirtilmigtir. SOD’un oksijen radika-
lini hidrojen peroksit haline doniistiirdiigii, bu olusan
hidrojen peroksiti de katalaz ve Gpx’in suya déniis-
tirdiigi bildirilmistir. Kanserli hiicrelerde, normal
hiicreye gére SOD miktarinin daha yiiksek olmasi-
nin nedeni olarak, tiimor hiicrelerinde serbest oksi-
jen radikallerinin asir1 derecede iiretilmesini (14),
DEN ve 2-AAF’nin sigan karacigeri hiicrelerinde
SOD aktivitesini artirdigi belirlemislerdir (29). Bi-
zim ¢aligmamizda da azalma oldugu ortaya konmus-
tur. Ama ilk kez denenmeleri nedeniyle, DMV ve 1-
a-hidroksi-DMV’nin etkilerini arastirilmasi agisin-
dan herhangi karsilagtirma yapilamamigtir.

Gpx diizeyinde, kontrol grublari ve DEN+2-
AAF+DMYV verilen gruplar arasinda fark bulunmaz-
ken DEN ve DEN2-AAF verilen gruplarda g¢ok
o6nemli diizeyde azalma ve DEN+2-AAF+1-a-
hidroksi-DMV verilen grupta ise 6nemli diizeyde ar-
tig bulundu. Bu bulgular sonucunda Gpx’in, DEN ve
2-AAF uygulanan gruplarda Gpx’in ¢ok 6nemli dii-
zeyde azaldigi, DMV ’nin de 1-o-hidroksi-DMV ka-
dar olmasa da Gpx diizeyini artiric1 etkisinin oldugu
belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, DEN ve FB
uygulanan siganlarda, Gpx’in azaldigini, savunma
sisteminde rol almasi nedeniyle bu azalmanin 6nem-
li oldugu ortaya konmustur. SOD’un oksijen radika-
lini hidrojen peroksit haline doniistiirdtigii, bu olusan
hidrojen peroksiti de katalaz ve Gpx’in suya doniis-
tiirdiigli ortaya konmustur (14). Bu ¢alismada oldu-
gu gibi bizim ¢aligmamizda da, DEN ve 2-AAF’nin
Gpx aktivitesini azalttig1 belirlenmistir.

MDA diizeyinde, kontrol grubuna gore, 2., 3.,
4. ve 5. gruplarda fark bulunmazken, 6., 7., 8., 9. ve
10. gruplar arasinda ¢ok Snemli diizeyde artis bu-
lundu. Bu bulgulara gére DEN ve 2-AAF’nin LPO
(Lipit Peroksidasyon)’nun ikinci iriinii olan
MDA’y1 artirdigi, ancak buna DMV ve l-o-
hidroksi-DMV’nin artan bu degerleri istatistiksel

olarak kontrol grubuna yaklastirmadig: tesbit edildi.
Bu sonuca gore siiperoksit ve hidroperoksit radikal-
leri LPO’nun artmasini saglayarak, hiicre zar1 hasa-
rinin artisina neden olmuslardir. Koruyucu olarak
ise, bu metabolitlerin herhangi bir etkisine rastlan-
mamistir. Yapilan ¢alismalarda, DEN ve FB ile
olusturduklar1 hepatik tiimor olusumu ile antioksi-
danlar arasindaki iligkiyi su sekilde agiklamislardir;
DEN’in metabolitleri DNA’ya bir ya da iki
oksidasyon saglayan elektron ile kovalent baglana-
rak tiimoér promotdrlerinin baglanmasina aracilik
eder. Tiimér promotori, bir stiperoksit anyonu in-
diikleyicisi olarak gorev yaparak reaktif oksijen mo-
lekiilleri ve hidrojen peroksit olusumunu saglar. Bu-
nun sonucunda stiperoksit ve hidrojen peroksit biri-
kimi gergeklesir. Bu birikim, koruyucu antioksidan
mekanizmanin azalmasini, yiiksek oranda reaktif
hidroksil radikali olusumunu saglar. Olugan hidrok-
sil radikallerinin deoksiribozda pargalanmalara do-
layisiyla DNA kiriklarina neden oldugu, reaktif hid-
roksil radikallerinin, lipit membranda yer alan yag
asitlerindeki hidrojen atomlarini ayirdigi, bu hidro-
jen atomlar1 da doymamis ¢ok karbonlu yag asitleri-
nin karbonil gruplariyla birleserek hidroperoksit ra-
dikallerini olusturarak lipit-hidroperoksit olusumu
sirasinda  hidrojeni ayirdigi ve bu durumun,
siiperoksit ve hidroperoksit radikallerinin LPO arti-
sina, dolayistyla hiicre zarinda hasara neden oldugu
belirtilmistir (13). Yapilan farkli bir derlemede de
MDA’nn lipit peroksidasyonunun ikinci {iriinii ol-
dugunu ve onun belirleyicisi niteligini tasidigini be-
lirtmistir (17). Yapilan bir ¢alismada, siganlara DEN
ve FB uyguladiklari siganlarin karaciger doku hiicre-
lerinde, radikal olusumu sonucunda olusan lipit
peroksidasyonun  ikinci  {irinii  olan MDA
(malondialdehit)’da artis oldugunu belirtmislerdir
(14). Bu sonuglar, bizim ¢alismamizda tesbit ettigi-
miz MDA diizeyinin artis1 ile paralellik gostermek-
tedir. DMV ve 1-o-hidroksi-DMV metabolitlerinin,
MDA diizeyine olan etkilerinin aragtirildig1 herhangi
bir ¢aligmaya rastlayamadigimizdan bunlarla ilgili
karsilagtirma yapilamamustir.

Katalaz aktivitesinde, kontrol grubuna gore,
prenoplastik fokus olusumuna neden olan DEN ve
2-AAF’nin katalaz aktivitesini azalttigini1 ya da asir
kullanim nedeni ile azaldigi, DMV’de daha fazla
olmak iizere 1-a-hidroksi-DMV’nin bu aktivasyonu
artirarak, kontrol diizeyine yaklastirdig: belirlendi.
Yapilan ¢alismalarda, katalazin savunma sistemi i¢in
¢ok onemli oldugu ve toksik etki sonucunda olusan
serbest oksijen radikallerini SOD ile beraber hidro-
jen peroksite ve suya doniistiirdiigii ve bunun sonu-
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cunda da Gpx’de de belirtildigi tizere, Gpx’in bu
olusan hidrojen peroksiti yakaladig1 ve bunun sonu-
cunda da katalaz ve diger enzim sistemlerinin bunla-
r1 suya doniistiirdiigiinii (14), siganlara FB uygulan-
diginda hepatosit sitozoliinde katalaz aktivitesinde
azalma oldugunu (15) ortaya koymuslardir. Bizim
¢alismamizin sonuglar1 da bu galisma ile paralellik
gostermektedir. Ancak yapilan diger ¢aligmalarda,
DEN ve 2-AAF uyguladiklar siganlarda (16) ve
hepatosit kiiltiiriine FB uyguladiklar1 ¢aligmalarda
katalazda artis oldugu belirtilmistir (19). Bu sonug-
lar, bizim sonucumuz ile uyumlu degildir.

Histolojik olarak ¢aligmamizda kontrol grupla-
rina gére DEN ve 2-AAF verilen gruplarda patolojik
bulgularin bulunmasi ve o6zellikle preneoplastik
fokuslarin goériilmesi yaptigimiz ¢aligmanin seyrinin
dogru oldugunu gostermektedir. Bu patolojik bulgu-
lar bize tiimér olusumunun bagladigini ve bu timor
olusumuna etkisini incelememiz nedeniyle daha ileri
asamasinin beklenilmemesi gerektigini ve dogru
zamanda DMV ve 1-a-hidroksi-DMV uyguladigi-
miz1 gostermistir. Ozelliklede, DMV ve I-a-
hidroksi-DMV uyguladigimiz gruplarda patolojik
olarak bir diizelme olmustur. Yapilan ¢aligmalarda,
wortmannini Swiss T-hiicrelerine uyguladiklarinda,
PI 3-kinaz inhibe ederek tiimor olusumunu etkiledi-
gini ortaya koymuslardir (25). Yapilan farkli bir ¢a-
ligmada da, pankreatik B-hiicrelerinde
wortmanninin, insiilin sekresyonunu inhibe ettigi
tespit edilmis olup, sonugta wortmanninin PI 3-
kinaz1 inhibe ederek PLC’nin aktivitesini inhibe et-
mektedir. Boylece PIP2'nin hidrolizinin engellendi-
gini ve dolayisiyla diagilgliserol (DAG) ve inositol
1,4,5 trifosfot (IP3) olusumunun engellendigi ortaya
konmustur (24). Farkli bir c¢alismada ise,
wortmannin ve onun yapisal analogu olan DMV’i
Swiss 3T3 hiicrelerine uygulamislar, bu maddelerin
PI 3- kinazi inhibe ederek PLC’yi inaktive ettigi ve
PIP,’nin hidrolizini engelleyerek DAG ve IP3 akti-
vitesini durdurdugunu belirtmislerdir (22).

Sonug¢ olarak, her iki mantar metabolitinin
preneoplastik donemde antioksidanlara karsi etkili
oldugu ortaya kondu. Fakat bu sonucun daha da ke-
sinlesebilmesi ve preneoplastik donemi takip eden
evrelerde, ne gibi etkilerinin olabilecegini ortaya
koyabilmek i¢in, heniiz ¢ok yeni olan bu konuda,
yapilacak yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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