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OZET

Bu ¢alismada antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri olan likopenin ve
genisteinin tiyoasetamidle olusturulan deneysel siroz modelinde koruyucu roliinii
incelemeyi amaclandi.

Calismada esit sayida 5 gruptan olusan 35 adet erkek Wistar Albino ratlar
kullanildi. Birinci grup standart rat yemi ile beslendi. Diger dort gruba hafta iki giin
200 mg/kg thioacetamide (TAA) ip. uyguland1. ikinci gruba yalnizca TAA verildi.
Ugiincii grup TAA +likopen (6 mg/kg p.o), dordiincii grup TAA+genistein (1 mg/kg
p.o), besinci grup TAA-+likopentgensitein aldi. Calisma 8. hafta sonunda
sonlandirildi. Ratlar dekapitasyonla oldiiriilerek biyokimyasal ve histopatolojik
inceleme i¢in serum ve karaciger 6rnekleri alindi. ALT, AST, GGT, LDH diizeyleri
calisildi. Histopatolojik incelemede fibrozis skorlandirildi. a-SMA ekspresyonu i¢in
immunohistokimyasal boyama yapildi. Gruplara ait doku GSH-px, TNF- a, TGF- B,
NFk-B, tip 1 kollajen ve MDA diizeyleri ¢aligildi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda grup 2°de serum ALT, AST, GGT,
LDH, doku TNF-0, TGF-B, MDA, NF-xB ve tip 1 kollajen diizeylerinde anlamli
artis; doku GSH-Px diizeyinde anlamli derece azalma gorildii. Grup 3, 4 ve grup
5’te, grup 2 ile karsilastirildiklarinda serum ALT, AST, GGT, doku TNF-a, TGF-§,
MDA, NF-xB ve tip 1 kollajen diizeylerinde anlamli derecede azalma tespit edildi.
Doku GSH-Px diizeyinde anlamli artis saptandi.

Grup 2’de kontrol grubuyla karsilastirildiginda doku fibrozisi ve a-SMA
expresyonunda anlamli artis saptandi (p<0.001). Grup 3, 4 ve 5’te grup 2’ye gore
fibrozis ve a-SMA expresyonu anlamli olarak daha azdi (p<0.001). Grup 4 ve 5
arasinda fibrozis ve a-SMA skoru a¢isindan anlamli fark yokken, bu iki grup, grup
3’e gore fibrozis ve a-SMA expresyonunu anlamli derecede daha diistiktii (p<0.001).

Gensitein ve likopen oksidatif stress ve inflamasyonu azaltarak siroza karsi
koruyucu etki saglamaktadir. Genistein ve likopen+genistein kombinasyonu fibrozisi
azaltmada likopene gore daha etkili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Karaciger sirozu, tiyoasetamid, likopen, genistein.
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ABSTRACT
THE PREVENTIVE ROLE OF LYCOPENE AND GENISTEIN IN
THIOACETAMIDE INDUCED LIVER CIRRHOSIS

In this study we investigated the protective effect of two antioxidant and
anti-inflammatory nutrients, Icyopene and genistein, against TAA induced liver
cirrhosis.

Thirty five Wistar Albino rats were used and equally divided into 5 groups.
The first group was control group. The other four groups were injected with
intraperitoneal TAA 2 mg/kg for 8 weeks. The sekond was injected TAA alone. The
third group received TAA+lycopene (6 mg/kg p.o.), the foruth grup received
TAA+gensitein (1 mg/kg p.o.) and the fifth group received TAA+lycopene (6 mg/kg
p.o.)+genistein (1 mg/kg p.o.) for 8 weeks. At the end of eight weeks animals were
killed. Plasma ALT, AST, GGT, LDH, GSH-Px and tissue GSH-Px, TNF-a, TGF-j,
NFk-B, MDA and collagene type 1 were studied. Histological analysis for fibrosis
and Immunohistochemical staining for a-SMA were performed.

In TAA group levels of serum ALT, AST, GGT, LDH and tissue TNF-a,
TGF-B, MDA, NF-Kb, type 1 collagene were significantly elevated and levels of
tissue GSH-Px decreased compared with the control group. In group 3, 4, 5 levels of
serum ALT, AST, GGT, LDHand tissue TNF-a, TGF-B, MDA, NF-kB, type 1
collagene were significantly decreased and levels of tissue GSH-Px were elevated.

In group 2 tissue fibrosis and a-SMA expression significantly increased
compared with control group (p<0.001). In group 3, 4, 5 tissue fibrosis and a-SMA
expression significantly decrased compared with group 2 (p<0.001). Tissue fibrosis
and a-SMA experssion were not significantly different in group 4 and 5 but, in both
groups these parameters were significantly lower than group 3.

In conclusion, lycopene and genistein are protective against liver cirrhosis
via diminishing oxidative stress and inflammation. Genistein and genistein+lycopene
combination are more potant than lycopene against liver cirrhosis.

Key words: Liver cirrhosis, thioacetamide, lycopene, gensitein.
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1. GIRIS

Karaciger sirozu, karaciger dokusunda fibroz septalarin ve rejenerasyon
nodiillerinin olusumu ve karaciger morfolojisinin bozulmasi ile karakterize olan
hastalik tablolarmnin ortak adidir. Bati iilkelerinde karaciger sirozuna yol acan en
onemli neden alkol kullanimidir. Uzakdogu, Ortadogu ve Tiirkiye’de ise, baslica
neden viral hepatitlerdir (1). Karaciger sirozu, diinyanin pek ¢ok bolgesinde ve
Tirkiye’de en 6nemli 6liim nedenlerinden birisidir.

Farkli nedenlerle baglayan kronik karaciger hasarmin ortak sonucu karaciger
dokusunun fibrozisidir. Fibrotik siirecin sonunda siroz ortaya c¢ikar. Karaciger
fibrozisi hepatik stellat hiicre (HSH) aktivasyonu ile karakterize edilen ekstraselliiler
matriks (ECM) bilesenlerinin asir1 iiretimi anlamma gelir (2). Ilerleyici fibrozis
siroza yol acarken, baslangic donemindeki fibrozisin reversibl oldugu iddia
edilmistir. Erken donemde sirozun da reversibl olabilecegi yoniinde ciddi deliller
bulunmakla birlikte fibrozisin hangi doneminde reversibl hangi doneminde
irreversibl oldugu konusu heniiz tam olarak ag¢iklik kazanmamastir (3).

Karaciger hasarinda dnemli mekanizmalardan biri oksidatif strestir. {lag/toksin
metabolitleri, iskemi/reperflizyon ve alkol metabolizmasmin sonucunda ortaya ¢ikan
ve reaktif oksijen radikalleri olarak bilinen siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri,
hidrojen peroksit ve hidroksietil radikalleri gibi {riinler, hepatositlerin nekroz ve
apopitozu ile ilgilidir ve HSH aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (4). Hiicrede
reaktif oksijen tilirlerinin ve serbest radikallerin artig1 hiicre hasarmin 6nemli bir
nedenidir. Hiicrede olusan reaktif oksijen radikalleri, antioksidanlar olarak bilinen
mekanizmalarla dengede tutulur. Oksidatif stres; hiicresel oksidan/antioksidan
dengenin oksidan lehine bozulmasi olarak tarif edilebilir (5). Yapilan birgok
calismada karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagh olarak ortaya ¢ikan
karaciger hasar1 ile fibrozis arasinda iliski oldugu gosterilmistir (6).

Karaciger sirozu ve buna bagli komplikasyonlar 6nemli mortalite ve morbidite
sebeplerinden biridir ve sirozun siklig1 giderek artmaktadir. Giiniimiizde karaciger
sirozunun tek tedavisi karaciger naklidir (7). Ancak karaciger nakli verici yetersizligi
nedeniyle her hastaya uygulanamadigi gibi nakil islemine bagli 6nemli oranda
mortalite ve morbidite goriilebilmektedir. Onemli bir mortalite ve morbidite sebebi

olan karaciger sirozunun 6nlenmesi, ilerleyisinin durdurulmasi ve olusan lezyonlarin



gerilemesinin saglanmasi halk sagligi agisindan son derece Onemlidir. Fibrozisin
patofizyolojisi ile 1ilgili bilgiler arttikca sirozun tedavi edilebilir bir hastalik
olabilecegi fikri kuvvet kazanmistr. Bu yonde yapilmis bircok farmakolojik
calismanin yani sira dogal yapili antioksidan bilesikler de son yillarda daha ¢ok
glindeme gelmis tedavi metodlar1 arasindadir. Provitamin A dis1 karotenoidlerden
olan likopen ve flavonoid grubu bir fitoOstrojen olan genistein bu antioksidan
bilesikler arasindadir.

Tiyoasetamid (TAA), deney hayvanlarinda siroz modeli olusturmak amaciyla
siklikla kullanilan gii¢lii bir hepatotoksindir. TAA akut uygulamalarda sentrilobiiler
nekroza ve hepatite (8, 9), kronik uygulamada ise karaciger sirozuna yol agar (10,
11). TAA ile olusturulan karaciger sirozu histolojik olarak viral hepatitler sonucu
olusan karaciger sirozu ile benzerlik gostermektedir (12).

Likopen insan diyetinde en fazla bulunan karotenoid olup giiclii antioksidan
etki gosterdigi bildirilmistir (13, 14). Yapilmis olan cesitli epidemiyolojik ve
deneysel calismalar likopenin prostat kanseri, mide kanseri, meme kanseri, akciger
kanseri gibi ¢esitli kanserlere kars1 koruyucu etki gosterdigini desteklemektedir (15-
17). In vitro c¢alismalar likopenin hepatokarsinoma kars1 faydali etkilerini
desteklemektedir (18).

Genistein bitkilerde ¢ok yaygin bir sekilde bulunan bir fitokimyasal olup
izoflavonlar i¢inde en yiliksek antioksidan aktiviteyi gosteren bilesik olarak
tanimlanmaktadir (19). Anti tiimor, anti-inflamatuvar ve antioksidan etkileri oldugu
bilinen genisteinin Transforming growth faktor-beta-1 (TGF-B1)’in uyar1 yollarmi
modiile ederek bir¢gok hiicresel sistemde hiicre biiylimesini Onleyici etki
gosterebilecegi One siiriilmiistiir (20).

Yakin zamanda yapilan iki ayr1 in vitro calismada genisteinin hepatik
fibrogenezisten sorumlu olan stellat hiicrelerin proliferasyonunu ve aktivasyonunu
inhibe ettigi ve karaciger fibrozisini Onleyici potansiyel etkileri olabilecegi
bildirilmistir (21, 22).

Bu ¢alismada antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri olan likopenin ve
genistein tiyoasetamidle olusturulan deneysel siroz modelinde koruyucu rolleri

incelenmistir



1.1. Karaciger Sirozu

1.1.1. Tamim

Karaciger sirozu, normal parankim dokusunun kaybi, bag dokusunun artisi,
rejenerasyon nodiillerinin olugsmas1 ve vaskiiler yapinin bozulmasi ile karakterize,
kronik, diffiiz ve ilerleyici bir hastaliktir. Sirozun temel unsurlari, fibr6z doku artisi
ve rejenerasyon nodiilleridir. Siroz, klinik olarak hepatoseliiler yetersizlik ve portal

hipertansiyon bulgular ile seyreden 6liimciil bir hastaliktir (23, 24).

1.1.2. Simiflama

Karaciger sirozu morfolojik 6zelliklerine, fonksiyonel durumuna, klinik
evresine ve etyolojisine gore simiflandirilabilir. Giiniimiizde klinik uygulamalarda
etyolojik ve klinik evreye gore siniflama daha ¢ok kullanilmaktadir.

1. Morfolojik olarak: Karaciger sirozu, karacigerin makroskopik
goriinlimiine ve olusan nodiillerin 6zelliklerine gore ii¢ morfolojik tip
tanimlanmstir:

a- Makronodiiler siroz: Degisik captaki nodiil ve septalarla karekterize olup,
baz1 nodiillerin ¢ap1 5 cm’ye ulasabilir. Septumlar genellikle kalindir. Postnekrotik
siroz (kronik viral hepatitlere) bu gruba girer.

b- Mikronodiiler siroz: 1 cm’den kiigiik, esit captaki ufak nodiillerin
arasinda diizgiin goriiniimlii, ince septumlar ile karekterizedir. Alkolik siroz bu gruba
girer.

c- Mikstnodiiler siroz: Sirotik karacigerlerin biiylik kism1 bu gruba girer,
makro ve mikronodiiler tipin 6zellikleri birlikte gézlenir.

2. Fonsiyonel simiflama: Aktif, inaktif siroz.

3. Klinik evreye gore siniflama: Kompanse, dekompanse siroz.

1.1.3. Etyoloji

Sirozun nedenleri sosyo-ekonomik ve kiiltiir farkliliklarina gore degisiklikler
gosterir. Bati {ilkelerinde karaciger sirozuna yol acan en Onemli neden alkol
kullannmidir. Sirozun ¢ok ¢esitli nedenleri olsa da viral hepatit ve alkole bagl siroz
gelisimi ¢ok daha siktir (25). 1998-2001 yillarin1 kapsayan 4 yillik donemde 573
vakalik karaciger sirozu serisinde viral hepatitlerin %55, alkoliin %12.4, alkol+viral

hepatitlerinn%4, diger nedenlerin (otoimmiin hepatit, biliyer siroz, metabolik



nedenler v.b.) %12 oraninda rol oynadig1 belirlenmis, vakalarin yaklasik %16.4’iinde

ise bir neden bulunamamistir (Kriptojenik siroz). Viral hepatitlerden HBV’ nin

katkist1 %46, HCV’nin katkis1 %31.3, HDV’nin katkis1 ise %19.6 bulunmustur.

Sonug olarak, lilkemizde etyolojik ajan olarak viral hepatitler, 6zellikle HBV, HCV,
HDV’nin 6nemli rol oynadig1 dikkati ¢cekmistir (Tablo 1) (26).

Tablo 1. Karaciger Sirozu Etyolojisi

A NEDENI KANITLANMIS OLANLAR

1-Kronik hepatitler
a. Viral hepatirler (B.C.D)
b. Otoimmiin hepatitler
2-Alkol
3-Biliyer hastaliklar
a. Primer bilier siroz
b. Primer sklerozan kolanjit
¢. Sekonder bilier siroz
4-Kalitsal metabolik hastaliklar

a. Hemokromatozis
b. Wilson hastalig1
c. Alfa-1 antitripsin eksikligi
d. Kistik fibrozis
e. Glikojen depo hastaliklart
f. Galaktozerni
g. Herediter tirozinemi
h. Herediter thiktoz intoleransi
i. Herediter hemorajik telenjektazi
j. Abetalipoproteineini
k. Porfirya
1. Byler's hastalig
5-Ilag ve toksinler
6-Venoz ¢ikis obstriiksiyonu
a. Budd-Chiari sendromu
b. Veno-okliizif hastalik
7-Kalp yetmezligi
a. Kronik sag kalp yetmezligi
b. Trikiispit yetmezligi
8-Intestinal by-pass cerrahisi
a. Jejunoileal by-pass
b. Gastroplasti
9-Diger sebepler
a. Sitiliz
b. Sarkoidoz

B KANITLANMAMIS NEDENLER
1-Viial hepatit G

2-Sistozomiasis

3-Mikotoksinler

4-Malnutrisyon

5-Obezite

6-Diabetes Mellitus

C NEDENI BiILINMEYENLER
1-Kriptojenik (idyopatik)

2-Indian gocukluk sirozu




1.1.4. Fizyopatogenez

Sirozun patogenezinde dort faktor rol oynamaktadir;

1.Kronik aktif hepatit

2.Steatohepatit

3.Portal fibrozis

4. Sentrilobiiler ( Zon 3) fibrozis

Etyolojide rol oynayan faktorler; bu dort yoldan bir ya da birkagmin etkili
oldugu bir siireci takiben karaciger sirozunu olustururlar (27).

Sirozun baglangicinda etyolojik nedene bagli olarak gelisen hepatoselliiler
hasar ve buna eslik eden iltihabi infiltrasyon séz konusudur. Iltihabi infiltrasyonun
uzun siire devam etmesi karacigerde asir1 bag doku artis1 olarak ifade edilen fibrozise
neden olmaktadwr. Gelisen fibrozis sonucunda karacigerin normal yapist ile
mikrovaskiiler iliskileri bozulmakta ve devam eden bu siire¢ sonucunda karaciger
sirozu gelismektedir. Bu yapisal degisiklikler presinuzoidal alan, sinuzoidler diizeyi
ve postsinuzoidal alanda (santral ven) farkli morfolojik olusumlarla temsil edilir (28,
29). Karaciger sirozunun temel morfolojik gOriiniimiinii olusturan fibrozis;
ekstraselliiler matriksin yapimi (fibrogenezis) ile yikimi (fibrolizis) arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikar. Normal bir karacigerin disse araligi
membran benzeri bir matriks icerir (30). Subendotelyal matriks; kollajen,
glikoproteinler, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar gibi makromolekiillerden
meydana gelir (31). Karaciger fibrotik hale geldiginde, hepatik ESM
kompozisyonunda kalitatif ve kantitatif degisiklikler olusur. Kollajen igerigi 3—5 kat
artar ve subendotelyal araliktaki diisiik dansiteli subendotelyal matriks progresif bir
sekilde, fibril-forming kollajenden zengin olaniyla yer degistirir. Karaciger hasarmi
takiben HSH’ler pasif hiicrelerden kontraktil myofibroblastlara, proliferatif ve
fibrojenik hale gegtigi aktivasyon diye bilinen bir cevap gosterirler. Hepatik fibrozise
yol acan temel faktor HSH aktivasyonudur. HSH aktivasyonu, tekrarlanan sirali ve
sik1 programli bir cevaptir, baslangic ve devam donemleri olmak iizere birbirini takip
eden iki olayla organize olur (30).

1.1.4.1. Baslama

Hepatik stellat hiicre aktivasyonu esnasinda gozlenen en erken degisiklikler

komsu hiicreler olan sinusoidal endotel, Kuffer hiicreleri, hepatositler ve trombositler



tarafindan olusturulmus parakrin stimiilasyonun bir sonucudur. Endotelial
hiicrelerdeki erken hasarlanma seliiller fibronektin olusumunu stimiile eder.
Fibronektin ise HSH’ler lizerinde aktive edici bir etkiye sahiptir. Endotelial hiicreler
ayrica TGF- PB’nin latent formdan aktif olan fibrojenik forma doniisiimiine de
katilabilirler. Trombositler platelet derived growth factor (PDGF), TGF- B1 ve
epidermal growth factor (EGF) yoluyla parakrin stimulus yapan bir diger 6nemli
kaynaktir (32).

Kuffer hiicreleri, sitokinler (6zellikle TGF-B1), reaktif oksijen
intermediatlari/lipid peroksidazlar sayesinde HSH’yi uyararak matriks sentezini,
hiicre proliferasyonunu ve stellate hiicreden retinoid saliverilmesini stimiile ederler.
Boylece HSH aktivasyonuna katkida bulunurlar. Ote yandan aktive Kuffer hiicreleri
farkli mekanizmalarla HSH apoptozuna da yol agmaktadir (33).

Hepatositler de potent bir fibrojenik lipid peroksidaz kaynagidwr. Bir
hasarlanmay1 takiben gelisen hepatosit apoptozu da, apoptozda rol oynayan bir
protein olan Fas araciligiyla HSH’de baslangic doneminin olusmasina neden olur
(34).

Lipit peroksidasyonunun da hepatosit zedelenmesinin ana nedenlerinden biri
oldugu diistiniilmektedir. Lipit peroksidasyonun iiriinlerinden olan malondialdehitin
kollajen gen ekspresyonunu ve iiretimini arttirdigi gosterilmistir. Ayni1 zamanda bu
aldehitik tirtinlerin profibrogenetik sitokinleri (TGF- B1) salan kupffer hiicrelerini de
aktive ettigi bilinmektedir (35). Lipit peroksidasyon yikilim iirlinlerinden olan
aldehitlerin ve heniiz tanimlanmamis benzer {riinlerin de HSH aktivasyonuna,
ozellikle de bagslangic evresi denilen erken donemlerde katkida bulunabildigi
belirtilmistir (36, 37).

1.1.4.2. Siireklilik

Karaciger hasarinda aktivasyon stirdiik¢e, stellat hiicrelerde sirasiyla;

a) Proliferasyon

b) Kemotaksis

c) Fibrogenezis

d) Kontraktilite

e) Matriks degradasyonu
f) Retinoid kayb1



g) Lokosit kemoatraktan1t ve sitokin saliverilmesi gib fenotipik cevaplar

gorilir
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-transkripsiyonel olaylar ilerleyig

-parakrin stimiilasyon -artnug sitokin sekresyonu

-erken ekstraselliller matriks -tirozin kinaz reseptor upregiilasyonu

hasar -artmmg ekstraselliller matriks remodellingi
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¥

beyaz kiire retinoid kaylbi

kemoatraksiyonu
Sekil 1. Karaciger hasarini takiben HSH aktivasyonu (38).

Bu degisimlerin net etkisi ekstraseliiler matriksteki artistir. Ornegin;
proliferasyon ve kemotaksis, hem kollajen iireten hiicre sayisinda bir artisa hem de
her bir hiicrenin daha fazla matriks iiretmesine yol agar. HSH’ler tarafindan sitokin
saliverilmesi inflamatuvar ve fibrojenik doku yanitini artirarak matriks proteazlarinin
normal matriks yerine tipik bir yara skarindaki matriks olusumunu hizlandirabilir.

1.1.4.2.1. Proliferasyon

Hasarli karacigerde, stellat hiicreleri polipeptit yapidaki biiylime faktorlerine
cevap olarak proliferasyona ugrar (30). PDGF stellat hiicre sayisinin arttirilmasinda
baslica sitokindir (39). Stellate Hiicredeki mitojen aktiviteye sahip diger bilesenler
trombin, trombin reseptorleri, EGF, TGFa, bFGF ve leptindir (40-42).

1.1.4.2.2. Kontraksiyon (Kasilma )

Karaciger hasarmi takiben HSH’ler aktive olur ve sessiz hiicrelerden
proliferatif, kontraktil ve fibrojenik miyofibroblastlara doniisiirler (43). HSH’lerin

aktivasyonu ve sonrasinda kasilabilirlik 6zelliklerini kazanmalari, siniizoidlerin
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daralmasini saglar, ayrica ortaya c¢ikan kollajen bantlarda karacigerin biliziismesine
neden olur, boylece portal kan akimi da azalir (44). HSH i¢in en 6nemli kontraktil
uyarici da endotelin-1’dir (30, 44).

1.1.4.2.3. Fibrogenezis

Karaciger fibrozisi, 6zellikle tip 1 kollajen olmak iizere iizere asir1 diizeyde
ESM bilesenlerinin iiretimi ve depolanmasiyla karakterizedir. HSH karaciger
fibrozisi sirasinda skar dokusunun asir1 Uretiminden sorumludur (43). HSH
tarafindan ESM iiretilmesi i¢in dominant uyaran TGF- p1°dir (30). Lipit
peroksidasyon tiriinleri de ESM {iiretiminin 6nemli bir uyaranidir (45).

1.1.4.2.4. Matriks yikimi

Fibroz doku olusumunda matriks proteinlerinin yikimi onemlidir. Bunu
metalloproteinaz denilen bir grup enzim saglar (2). Normal karaciger dokusunda
matriks proteinlerinden matriks metalloproteinazlar (MMPs), ESM ile bazal
membran komponentlerini parcalama yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko
iceren homolog bir enzim ailesidir. MMPs’1 inhibe eden bazi faktorler mevcuttur.
Bunlardan metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri (TIMPs) in  vivo
kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin regiilasyonunda 6nemli rol oynarlar. MMPs ve
TIMPs arasinda bulunan oran cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerde degismekte ve
boylece bunlar arasindaki denge degisik patolojik durumlarin patogenezinde onemli
bir rol oynayabilmektedir (46).

1.1.4.2.5. Stellat hiicre kemotaksisi

Aktif HSH’ler hasarli alana goc¢ ederler. PDGF ve monosit kemotaktik
protein-1 (MCP-1) aktif HSH’lerin kemoatraktanlar1 olarak tanimlanirlar ama bu
molekiiller dinlenme halindeki HSH’de gorev yapmazlar (47).

1.1.4.2.6. Retinoid kaybi

Disse araliginda bulunan yag ve A vitamini depolamak ile gorevli olan
HSH’ler siroz gelisimi sirasinda aktive olarak retinil ester depolarini kaybeder ve
miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler (48). Retinoid kaybmm HSH’lerin
aktive olmasi1 i¢in gerekli olup olmadigi ve retinoidlerin, aktivasyonu

hizlandirabilecegi ya da onleyebilecegi tam olarak anlasilabilmis degildir.



1.1.4.2.7. Sitokinlerin serbest birakilmasi ve lokosit kemoatraksiyonu
Sitokinlerin iiretilmeleri veya aktivitelerinin arttirilmasi, stellat hiicre aktivasyonun
devami i¢in ¢ok Onemlidir. Stellat hiicreler, notrofil ve monosit kemoatraktanlar
salarak, inflamasyonu arttirabilirler. Anahtar inflamatuvar kemokinler; koloni
stimule edici faktér ve MCP-1"dir (30).

1.1.4.3. Fibrozisin siiresi ve geri doniisiimii

Fibroziste ilerleme siiresi etkene, ¢evresel faktorlere ve genetige gore degisir.
Ornegin, biliyer bir obstrilksiyonda baslangigtan yaklastk 10 ay sonra siroz
gelisirken, kronik Hepatit-C infeksiyonunda alkol yoksa siroza ilerleme yaklasik 20
yili almaktadir. Ostrojenin antifibrojenik etkilerinden dolay1 kadinlarda fibrozis
gelisimi erkeklere gore daha yavastir (49, 50). Fibrozis siiresince ortaya ¢ikan ECM
proteinaz aktivasyonundaki yetersizlik sebebiyle hasarli karaciger dokusunun normal
yaptya yeniden doniistiiriilmesi ¢cok kolay degildir. Ancak fibrojenik uyarilma
engellenebilirse aktif HSH miktar1 azalir ve bu yolla HSH aktivasyonu yavaslar.
Mevcut proteinazlarin etkisiyle fibrozis geriye dondiiriilebilir (51). Fibrozisin tedavi
ile geriledigine dair ciddi kanitlar mevcuttur. Buna, alkolik sirozlarda alkoliin
birakilmasi, otoimmiin  hepatitlerde = immiinsiipresif tedavi  kullanilmasi,
hemokromatoziste flebotomi yapilmasi, Hepatit B’de lamivudin, Hepatit C’de ve
Hepatit D’de interferon kullanilmasi, primer biliyer sirozda ursodeoksikolik asid ve
metotreksat kullanilmasi ile asikar sirozun gerileyebildigi 6rnekleri sayilabilir (52).
Eger siroz hizla olugmussa tamamiyla diizelme ihtimali vardir. Buna 6rnek; karbon
tetrakloriir veya safra yollar1 ligasyonu ile fare karacigerde olusturulmus fibrozisin,
etken kaldirildiginda tamamen diizelmesidir (53). Karbon tetrakloriirle olusturulan
deneysel siroz modellerinde karbon tetrakloriiriin sekiz hafta verilmesiyle fibrozis
gelistigi gosterilmistir. Sekiz haftadan sonra karbon tetrakloriiriin kesilmesiyle
karacigerin normal morfolojiye dondiigii gésterilmesine karsin bu siire oniki haftay1
gectiginde karbon tetrakloriir kesilse bile fibroziste kismen diizelme saglanabildigi
gosterilmistir (54).

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller: Dis orbitallerinde bir veya birden fazla paylagiimamis
elektron iceren molekiillerdir (55). Serbest radikaller aerobik hiicre metabolizmasmin

bir {irlinii olarak siirekli tiretilmekte olup, protein, lipid ve niikleik asit gibi makro



molekiillerle etkilesmeler1 sonucu, hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda Onemli
degisikliklere neden olmaktadwr. Serbest radikaller antioksidan savunma
mekanizmalar1 ile dengede tutulur ve normal sartlar altinda organizma kendini
antioksidan mekanizmalarla korur. Serbest radikallerin sebep oldugu hasar
sonucunda bazi enzimler inaktive, bazi enzimler ise uygun inhibit6riin inaktivasyonu
ile aktive olurlar. Fazla miktarda disiilfit bagi iceren ekstraselliiler proteinler
hidroksil ve peroksil radikal saldirisina daha hassastirlar. Serbest radikal (6zellikle
hidroksil) saldiris1 sonrast DNA’da hasar olusur. Bunun sonucunda; sitotoksisite,
mutasyon ve malign transformasyon potansiyeli meydana gelir. Reaktif oksijen
tiirlerinin yikic1 etkilerine en fazla maruz kalan biyolojik molekiiller lipidlerdir.
Hiicre membran1 serbest oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona girebilen ¢oklu
doymamis yag asitlerinden olduk¢a zengindir. Coklu doymamis yag asitleri serbest
radikal hasarma Ozellikle hassastir ve bu oksidatif hasara “lipid peroksidasyonu”
denir. Lipid peroksidasyonu, oksijen tiirevi serbest radikaller tarafindan tetiklenen
oksidatif stresin en Onemli organik gostergelerinden birisidir. Uc¢ karbonlu bir
ketoaldehid olan malondialdehid (MDA) normal metabolik sartlarda, once asetat
veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs siklusu ile CO2’e indirgenerek
atilir. Fakat asir1 lipid peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara
hasar verir (56). Biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin dlciilmesinde giiniimiizde
en yaygin metod MDA 6Slgtimiidiir (57).

Serbest radikallerin hiicre membrani ile reaksiyona girmesi sonucunda
membran akiskanlhiginda azalma ve permiabilite degisiklikleri meydana gelir.
Hiicrelerden basta potasyum olmak lizere cesitli elektrolitlerin kaybini artirirlar.
Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar ve litik enzimleri (elastaz, proteaz,
fosfolipaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz) aktive ederler. Kapiller ve
veniillerin endotelyal tabakalarinda olusan bu hasarlar, permiablite artisina ve
plazmanm, hatta eritrositlerin ekstravazasyonuna yol acar. In vitro olarak, serbest
oksijen radikalleri, lipid peroksidazlarm olusumundan dolayi, indirekt olarak
arasidonik asit metabolizmasini uyararak prostaglandin, tromboksan ve lokotrien
konsantrasyonlarini artirir. Bunun sonucu, permeabilite degisimleri ile mikro ve
makro dolagim bozukluklar1 gozlenir. Bunlara ek olarak mitokondrial oksidasyon,

hemoglobin tarafindan oksijen transportu ve sitokrom P450 aktivitesi gibi bircok
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fizyolojik reaksiyonlarda serbest radikal mekanizmalarinin temel rol oynadigi
disiiniilmektedir (5, 58, 59). Serbest radikaller; normal metabolik olaylar sirasinda
meydana gelebildikleri gibi ¢cok ¢esitli dis etkenlere bagh olarak da olusabilirler (60).
Ekzojen kaynaklar; hava kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik
oksijenin yiiksek konsantrasyonlari), iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar, alkol,
patojenik bakteri ve viriislerdir. Endojen kaynaklar ise; mitokondriyal elektron
transport sistemi, endoplazmik retikulum, arasidonik asit metabolizmasi, redoks
dongiisii, fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar, notrofil, eozinofil) ve
endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz, indolamin dioksijenaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz,
siklooksijenaz, lipooksijenaz, monoamin oksidaz gibi oksidan enzimler ve
otooksidasyon reaksiyonlaridir (61, 62).

Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri, silfiir
merkezli radikaller vb. molekiillerden olusurlar (63). reaktif oksijen tiirlerine
superoksit (O2), hidroksil radikali (OH"), alkoksil radikali (RO"), peroksil radikali
(ROO") ve hidroperoksil radikaliOOH") 6rnek verilebilir. Nitrik oksit (NO") ve
nitrojen dioksit (NO2 ") radikalleri de reaktif nitrojen tiirlerini olusturur.

Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit (H202), peroksinitrit
(ONOOQO" ), hipoklorik asit (HOCI), hipobromoz asit (HOBr) gibi diger reaktiflere
doniisebilir. Gerek karcigere hasar veren ajanin oksidatif yapisindan dolay1
kendisinden agiga ¢ikan, gerekse de inflamatuvar hiicreler tarafindan karacigerde
iiretilen serbest radikallerin daha once belirtildigi gibi karaciger hasarinda 6nemli
rolleri vardir. Serbest radikaller, hepatosit nekrozu ve apopitozu ile HSH
aktivasyonuna katilmaktadir (64, 65).

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 geciktirmek ya da onlemek icin gelistirilen savunma sistemleri antioksidanlar
olarak bilinir. Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma
veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine “toplayici etki”, serbest
oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma
veya inaktif sekile doniistirme islemine “baskilayict etki”, serbest oksijen

radikallerini kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kiran etkiye “zincir kirict
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etki” ve tamir fonksiyonuna da “onarici etki” denir (59). Antioksidanlar endojen
(organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen (disaridan besinlerle alinan) kaynakl
olmak iizere iki gruba ayrilir (66). Hiicre disinda ve hiicrede farkli organellerde
yerleserek savunma mekanizmasinda rol oynayan antioksidanlar enzimatik yapida
olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler. Hiicre dig1 savunma; albiimin,
bilirubin, seruloplazmin, tlrik asit gibi molekiilleri igermektedir. Asil antioksidan
savunmay1 hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler saglamaktadir. Bu enzimler
siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz

ve katalazdir.

1.3.1. Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar
1.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Iki molekiil siiperoksit anyonunun iki molekiil proton ile reaksiyonunu
katalizleyerek onlar1 H;O,’ye ve molekiiler oksijene dismute eden bir

metalloenzimdir.
O, + 02'_‘1‘2}IJr %00y H,0,+0,

Iki reaktif oksijen tiiriinii, radikal olmayan molekiillere ddniistiirmesi
nedeniyle antioksidan sistemin O6nemli 6gelerinden birisidir. Oksijen kullanimi
yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ve doku PO, artisiyla artar. Buna
karsilik hiicre dis1 stvilarda SOD aktivitesi ¢ok distiktiir (67). Sitozolik SOD (Cu-
ZnSOD, SOD1), Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD2) ve Ekstraselliiller SOD (EC-
SOD, SOD3) olmak {izere ii¢ tipi vardir.

1.3.1.2. Katalaz(KAT)

Peoksizomlarda lokalize, dort tane hem grubu bulunan hemoproteindir.
Karaciger, bobrek ve eritrositlerde aktivitesi yiiksektir. HyO, ‘i1 oksijen ve suya

parcalar (68).
2 H,O, —&414t4z 2 H,O + O,

1.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz (GR)
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ‘m iki substrati vardir. Substratlarindan biri
olan H,O, suya, diger substrat1 olan organik hidroperoksit alkole indirgenirken, bu

sirada koenzim rediikte
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2 GSH

NADP’ ROOH veya H~O5

Glutatyon rediiktaz Glutatyon peroksidaz

NADPH + H' ROH veya H>O
GSSG

Glukoz 6-fostat

Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz
Glukoz
Sekil 2. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduktazin katalizledigi reaksiyon.

(GSH) ise yiikseltgenir. Olusan yiikseltgenmis glulatyon (GSSG), glutatyon
rediiktaz enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar indirgenmis
glutatyona doniisiir. Kullanilan koenzim NADPH, esas olarak pentoz fosfat
yolundan sentezlenir (69).

Genel olarak GSH-Px’in H,0O;’e kars1 en belirgin savunma sistemi oldugu
disiiniilmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en ¢ok karaciger ve eritrositte aktif
olarak bulunmaktadir (70). Glutatyon Rediiktaz hiicresel GSH redox siklusundan
sorumlu olup endojen peroksitlerin detoksifikasyonu i¢in 6nemlidir (71).

1.3.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar; hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu
multifonksiyonel protein ailesidir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica detoksifiye
edici sistemdir (72). Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda o©nemli rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipid
hidroperoksitlere karst GST’ler, selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi
gosterirler. GST’ler, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak

organizmadan uzaklagmasini saglamaktadir (73).
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1.3.1.5. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PDH)
Pentoz fosfat yolunun oksidatif faz hiz kisitlayic1 enzimidir. G6PDH
eksikliginde oksidan ajanlarin detoksifiye edilememesi sonucu hemolitik anemi

olusur. Insanlarda hastaliga neden olan en sik gériilen enzim anomalisidir (74).

1.3.2. Enzimatik Yapida Olmayan Antioksidanlar

1.3.2.1. Askorbik asit (C vitamini)

Gicli bir indirgeyici ajan ve antioksidandir. Askorbik asitin antioksidan
mekanizmalar1 singlet oksijenin siipiiriilmesi ve molekiiler oksijenin ortadan
kaldirilmast esasmna dayanir. C vitamini, fagositoz i¢cin de gereklidir. C vitamini,
antioksidan etkileri yaninda organizmada fenton reaksiyonunda ferri demiri ferro
demire indirgeyerek hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan siiperoksit
radikalinin iiretimine neden olur. Bu etkisi sebebiyle askorbik asit ayni zamanda
prooksidan olarak kabul edilmektedir. Fakat bu tip etkisinin sadece diisiik
konsantrasyonlarda goriildiigii daha yiliksek konsantrasyonlarda ise glicli bir
antioksidan olarak etki gosterdigi kabul edilmistir (62, 75). Askorbik asitin radikalik
formu glutatyon sistemi tarafindan askorbik asite yeniden doniistiiriiliir (76).

1.3.2.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon viicudun birgok hiicresinde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel
proteinlerini oksidan ajanlara kars1 koruyan bir tripeptitdir (77). Glutatyon, hidrojen
peroksitin suya doniistiiriilmesindeki gérevinin yanisira hidroksil radikali, peroksil
radikali ve peroksinitrit gibi serbest radikallerle reaksiyona girerek serbest radikal
hasarmi Onlemektedir (69). GSH; DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin
onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarm yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin
inaktif hale doniistiiriilmesinde (detoksifikasyon) gorev yapmaktadir (78).

1.3.2.3. E vitamini

E vitamini sekiz farkli formda bulunan ve yagda ¢oziilebilen bir vitamindir. E
vitamininin insanlardaki en aktif formu a-tokoferol olup gii¢clii bir biyolojik
antioksidandir. Temel antioksidan islevi lipit peroksidasyonuna karsi koruma

saglamaktir (79).
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1.3.2.4. Albumin

Albumin viicutta bir¢ok fonksiyonuna ek olarak bakir iyonunu baglama
yetenegine de sahiptir ve boylece bakir iyonuna bagli lipit peroksidasyonunu ve
hidroksil radikali olusumunu inhibe eder (80).

1.3.2.5. Transferrin

Transferrin plazmada bulunan demiri baglayan bir glikoproteindir. Serbest
demiri baglayarak demirin lipit peroksidasyon tepkimelerini bagslatmasini
onlemektedir (81).

1.3.2.6. Seruloplazmin

Bakir baglayan bir glikoproteindir. Seruloplazminin ferrooksidaz aktivitesi
demir iyonuna bagl lipit peroksidasyonunu inhibe eder (81).

1.3.2.7. Karotenoidler

B-karoten ve likopen gibi karotenoidler hiicreleri ve organizmay1 korumada
onemli rolleri vardir (82). Karotenoidler biyolojik sistemlerdeki en efektif singlet
oksijen sondiiriicli maddelerdendir (83).

1.3.2.8. Bilirubin

Bilirubin, siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (84).

1.3.2.9. Urat

Urat, normal plazma konsantrasyonunda siiperoksit, hidroksil, peroksi
radikallerini ve singlet oksijeni temizler, fakat lipit radikalleri lizerine etkisi yoktur (
84).

1.3.2.10. Melatonin

Melatonin, hidroksil radikalini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir.
Lipofilik yapida olmasindan dolayr kan beyin bariyerini rahat gecer ve ¢ok genis bir
dagilimda antioksidan aktivite gosterir (84).

1.4. Tiyoasetamid (TAA)

Tiyoasetamid, nekrojenik ve kanserojen olan, thiono- siilfiir igeren bir
bilesiktir (85, 86). Cogunlukla hayvanlarda fulminant hepatik yetmezlik ve karaciger
sirozu gibi deneysel modelleri olusturmak i¢in kullanilir (87, 88). Hepatotoksik ajan
olarak bilinen TAA (CH3-C(S)NH2) ger¢ekte fungusit olarak kullanilir. Deneylerde

diisiik dozlarda verildiginde kronik hepatiti takiben siroz meydana gelirken; oldiiriicii
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dozlarda verilmesi halinde karacigerde siddetli sentrilobiiler nekroza neden olur (89,
90).

Tiyoastemid, NADPH ve sitokrom P 450 gerektiren mikrozomal
monooksijenaz sistemi araciligiyla yogun metabolik islemler sonucu zararh
metabolitlerine doniislip hepatik makromolekiillere kovalent baglanmasi sonucunda
karacigerde hasara neden olur (90-92). Karacigerde TAA 6nce CYP2E1 ile TAA
siilfokside metabolize olur. TAA siilfoksitte (TASO) ileri metabolizmalarla TAA S-
diokside (TASO2) doniisiir. Karacigerde asil hasara neden olanda bu iki bilesiktir.
TASO; hiicre oliimii, mitokondriyal aktivitenin azalmasi, cekirdek volumii ve
kalsiyum iyonunun hiicre i¢i konsantrasyonunun artmasi, hiicre zar1 gecirgenliginde
degisiklikler gibi etkilere neden olur (93).

Tiyoasetamidin tek ve biiyiik bir dozunun (200 mg/kg) 12 saatte nekroza yol
actigi, 24 ila 30 saatte ise nekrozun yani sira mononikleer inflamasyon cevabi
gelistigi bildirilmistir. Diizelme 36 saatte baslamakta ve karaciger 7 glinde normale
donmektedir (94). Ayrica TAA verildikten ii¢ ay sonra karacigerde fibrozis,
rejeneratif nodiiller ve ayrica sirozun karakteristikleri olan portal hipertansiyon ve
hiperdinamik sirkiilasyon gozlendigi rapor edilmistir (95).

Tiyoasetamidin  biyotransformasyonu esnasinda hem flavin igeren
monooksijenez hem de sitokrom P450 sistemi hidrojen peroksitin katalizlenmesiyle
olusan, superoksit anyonunu dioksijene c¢evirir. Boylece oksidatif hasarla iligkili
olarak karacigerdeki bozulmalara onciilik eder (91, 96). TAA verilmesini takiben
karaciger hiicrelerinde tetraploit hiicrelerin yok oldugu, MDA olusumunun arttig1 ve
glutatyonun azaldig1 goriilmiistiir (97-99). Serbest radikallerin neden oldugu lipid
peroksidasyonuda TAA indiiksiyonlu karaciger fibrozisinin ilerlemesine neden olur.

1.5. Likopen

Likopen, karotenoid grubundan bir antioksidandir (100). Bitkiler ve
mikroroganizmalar  tarafindan  fotosentez  esnasinda  151Z1 emmek  ve
fotosensitizasyona karst korumak icin sentezlenen dogal bir pigmenttir (101).
Domates ve domates iriinleri (sal¢a, ketcap, sos, domates suyu), karpuz, kayisi,
kusburnu, pembe greyfurt, papaya ve guava gibi bitkilerde yiiksek miktarlarda
bulunur ve bu bitkilere kirmizi rengi verir (102, 103). Likopenin insan viicudunda

sentezi miimkiin degildir, ancak depo edilebilir (104). Diiz bir sira halinde dizilmis
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11 konjuge ve 2 konjuge olmamis ¢ift bag iceren agik hidrokarbon zincirinden
olusmaktadrr (Sekil 3). Molekiiler formiili C40HS56, molekiil agirligr 536,85
daltondur (101, 105). Diger bazi karotenoidlerden farkli olarak likopen, terminal B3-
iyonik halkas1 icermediginden A vitamini aktivitesinden yoksundur (106). Likopenin
giiclii antioksidan 06zelliginin yapisindaki konjuge ¢ift baglardan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Likopenin antioksidan aktivitesi, tekli oksijen gruplari yok etme
ozelligi ve peroksit radikallerini yakalama ozellikleriyle belirlenir (104). Likopen
miktar1 6zellikle kirmizi meyve ve sebzelerin tiirline, olgunluguna ve yetistirildigi
cevrenin kosullarma gore farklilik gosterir. Islenmis domates iiriinlerindeki likopenin
biyoyararliligi, ham domates iiriinlerinden daha fazladir (107, 108). Besinlerle alinan
likopenin insanlarda %10-30 kadar1 emilir (109). Islenmis domates iiriinlerindeki

likopenin ¢ig domatesle kiyaslandiginda daha 1yi emildigi bildirilmistir (106).

Sekil 3. Likopenin kimyasal yapisi.

Likopen organizmada yaygim bir sekilde dagilim gosterir. Bazi ¢alismalarda
ratlarda tek doz likopen uygulamasindan sonra likopenin birikim yerinin dncelikle
karaciger oldugu, bunun disinda akciger, prostat, meme bezi ve serumda da 6nemli
miktarlarda biriktigi goriilmiistiir (104). Likopen, karotenoidler arasinda en giiglii
antioksidandir. Yiiksek diizeyde domates tiiketimi sonucunda yiiksek antioksidan
diizeye ulagsmakta ve boylece lipid, protein ve DNA ’nin oksidasyonunda azalmaya
yol acmaktadir (106, 110). Likopen in vivo ve in vitro sartlarda reaktif oksijen
tiirevlerinin etkisini ndtralize ederek lipid, protein ve DNA’y1 oksidatif hasarlara
kars1 korur, hiicrelerin ve dokularm korunmasina ve iyilesmesine yardimci olur (111,
112). Bir calismada domates lriinlerinden saglanan giinliik 40 mg’lik likopen
tiiketiminin koroner kalp hastaliklar1 ve aterosklerozun gelisiminde 6nemli rolii olan
LDL seviyesini diisiirdiigli tespit edilmistir (113). Baska bir ¢alismada giinliik

diizenli tiiketilen likopenin akciger kanseri riskini azalttigi gosterilmistir (114).
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Deneysel olarak olusturulan gastrik kanserlerde likopenin antioksidan kapasiteyi
artrrarak, lipid peroksidasyonunu azalttig1 gosterilmistir (115).

Likopenin kanser dnleyici ve kalp-damar hastaliklariyla iliskili faydali etkileri
yaninda degisik sistem hastaliklar1 tizerine de olumlu etkileri bulunmaktadir.
Mohanty ve ark. (116) infertil erkeklerde likopenin sperm yogunlugu ve motilitesini
gosteren seminal sivilarmin kalitesini 6nemli derecede artirdigini belirlemislerdir.
Rao ve ark. (117, 118) likopenin osteoblast aktivasyonunu artirirken osteoklast
aktivasyonu azalttigin1 ve likopenin osteoporozisin dnlenmesinde etkili oldugunu
rapor etmislerdir. Alkol kullananlarda yapilan bir klinik calismada likopenin, alkol
kullananlarda karaciger hasarmin gostergesi olan GGT seviyesi ile ters iligkili oldugu
gosterilmistir (119). Rao ve ark. (120), likopenin prostat, meme, servikal, ovariyal,
karaciger ve diger organlarin gesitli kanserlerini azalttigini bildirmislerdir. Yapilan
bir vaka kontrol ¢alismasinda prostat kanserli hastalarda serum likopen seviyelerinin
onemli derecede azaldigi goriilmiistiir. Bu ¢alisma sonucanda: Kanserin likopen
emilimini bozdugu ve ya prostat kanserinde likopen kullaniminmn arttig1 sonucuna
varilmigtir (101).

1.6. Genistein

Genistein (4°,5,7,-trihidroksiizoflavon), anti-oksidan, anti-timdér ve anti-
inflamatuvar 06zellikleri bulunan, izoflavon yapisinda bir fitodstrojendir (121).
Genistein bitkisel kaynakli, difenolik bir molekiil olup yap1 ve fonksiyon olarak 17f3-
ostradiole benzerlik gostermektedir (Sekil ) (122).

HO. HO

OH

17p-6stradiol Genistein
Sekil 4. Genistein ve 17B-0stradioliin kimyasal yapis1 (15).

Genistein, bifenolik yapisindan dolay1 Ostrojen reseptorlerine baglanarak
endojen Ostrojenin etkilerine benzeyen veya etkilerini diizenleyen 0Ostrojen
reseptOrlerine agonisti veya antagonisti olarak islev gorebilmektedir (123). Genistein

aynt zamanda progesteron, androjen ve oksitosin reseptdr ekspresyonunu
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etkilemektedir (124). Diger izoflavonlarda oldugu gibi baslica kaynak soya
driinleridir (125).

Genistein serbest radikallerin temizlenmesinde gorev almakta ve boylelikle
DNA hasarina karsi hiicreyi korumaktadir (126). Katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve rediiktaz gibi c¢esitli antioksidan enzimleri stimiile
etmektedir (127). Genistein, bir transkripsiyon faktérii olan ve sitokinler, hiicre
ylizey reseptorleri, adhezyon molekiilleri ve akut faz proteinleri gibi inflamasyonla
iliskili ¢esitli diizenlenebilir genlerin ekspresyonunda 6nemli bir rol oynayan NFk-
B’yi inhibe der (128).

Her ne kadar genisteinin biyolojik aktivitesi c¢ogunlukla Ostrojen
reseptorlerine olan kompetatif affinitesi ile iligkilendirilse de, genistein ayn1 zamanda
apopitozis, hiicre bliylimesinin diizenlenmesi ve diger sinyal yollariyla etkilesmek
gibi biyokimyasal mekanizmalarla, belki de Ostrojenik aktivitesinden bagimsiz olarak
kanser riskini azaltmaktadir. Genisteinin, kanser hiicrelerinde siklikla asir1 miktarda
bulunan bir enzim olan tirozin protein kinazm spesifik bir inhibitorii oldugunun
gosterilmesi farkli koruyucu mekanizmalarin arastirilmasmin yolunu agmistir (129).
Yapilan cesitli calismalarda genisteinin, mitojen aktive eden kinaz (MAPK),
ribozomal S6 kinaz, DNA topoizomeraz I ve II gibi sinyal iletiminde gorevli, hiicre
farklilasmas1 ve proliferasyonunda etkili c¢esitli enzimlerin inhibitorii oldugu
gosterilmistir (130-132).

Goreceli olarak fazla miktarda soya ihtiva eden yiyecek tiiketen Asyali
kadinlar, Amerika’ya yerlesmis ve batili beslenme aligkanliklarin1 benimsemis ikinci
kusak Asyali gogmen kadmlar ile karsilastirildiginda meme kanseri insidansi oldukca
disik bulunmustur (133). Diyet ile soya alimi ile azalmis endometriyum kanser
insidans1 da bildirilmistir (134). Izofalavonlardan zengin diyetle beslenen iilkelerde,
bat1 iilkelerine gére meme ve endometrial kanserlerinin yani sira prostat kanser
oraninin da diisilk olmasi izoflavonlarin Gstrojenik etkilerinin yani sira androjen
reseptorleri ile iligkili hastaliklarda faydali etkilerinin olabilecegini gostermektedir.
Kompetatif radyoligand baglanma analizlerinde, fitodstrojenler androjen
reseptorlerine baglanma gdstermislerdir. Ancak fitoOstrojenlerin anti-androjenik
etkilerinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak aydnlatilamamistir (135).

Spontan prostat kanseri olusan transjenik farelerde doza bagli olarak genisteinin
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adenokarsinom gelisimini O6nemli Olglide azalttig1 ortaya konulmustur (136).
(Caligmalar genisteinin meme ve prostat gibi hormona bagli kanser tiirlerinin yanisira,
mide, mesane, kolon, rektum, karaciger ve pankreas gibi diger kanser tiirlerine karsi
koruyucu olabilecegini gdstermektedir (137-142).

Genisteinin, karaciger ve yag dokusunda lipid metabolizmasma direk
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Genistein, hepatositlerde glukozun lipitlere
donilistimiinii azaltmakta ve ortama serbest yag asitlerinin salinimmi arttirmaktadir
(143). Yakin zamanda yapilan iki in vitro ¢aligmada genisteinin rat hepatik steallat
hiicrelerinin proliferasyon ve aktivasyonunu inhibe ettigi ve karaciger fibrozisini

onleyici potansiyel etkileri olabilecegi bildirilmistir (21, 22).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Gruplarin Olusturulmasi

Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay1
alimdiktan sonra, standart deneysel hayvan ¢aligmalari etik kurallarina uygun olarak,
Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)’ nde yapildi. Bu ¢alismada
agirliklar1 ortalama 220 gram olan 35 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar 22+1 °C sicaklik ve 12 saat 1gik/karanlik siklusunun saglandigi ortamda etik
kurallara uygun olarak muhafaza edildi. Hayvanlarin beslenmesinde, standart pellet
yemi ve ¢esme suyu kullanildi. Tiim deney siiresince ratlarm kilolar takip edildi.

Ratlar her bir grupta 7 tane olmak tizere toplam 5 gruba ayrildi:

Grup I (kontrol grubu) (n=7): Bazal diyet + 8 hafta boyunca intraperitoneal
serum fizyolojik verildi.

Grup II (tiyoasetamid grubu) (n=7) : Bazal diyet + 8 hafta boyunca haftada
iki kez 200 mg/kg tiyoasetamid intra peritoneal (i.p) + serum fizyolojik i.p verildi.

Grup III (likopen grubu) (n=7) : Bazal diyet + 8 hafta boyunca haftada iki
kez 200 mg/kg tiyoasetamid 1.p + 6 mg/kg/giin likopen p. o verildi.

Grup IV (genistein grubu) (n=7) : Bazal diyet + 8 hafta boyunca haftada iki
kez 200 mg/kg tiyoasetamid 1.p + 1 mg/kg/giin genistein p.o verildi.

Grup V (likopen + genistein)(n=7) : Bazal diyet + 8 hafta boyunca haftada
iki kez 200 mg/kg tiyoasetamid i.p + 1 mg/kg/giin genistein p.o + giinlik 6
mg/kg/giin CA likopen p. o verildi.

Genistein (Bonistein, DSM, Switzerland) %30 luk 0.5 ml dimethyl sulfoxide
icerisinde ¢Ozdiiriiliip ratlara gavaj yoluyla verildi. Likopen (Redivivo, DSM,
Switzerland) distile suda ¢ozdiiriilerek gavaj yoluyla verildi. Tiyoasetamid (Sigma-
Aldrich Chemical Co. USA) 8 hafta boyunca haftada iki kez 200 mg/kg olacak
sekilde hazirlanip intraperitonal olarak uygulandi. Bu maddenin hazirlanmasinda
¢Oziicli olarak distile su kullanildi.

Deney protokoliiniin 8. haftas1 tamamlandiktan sonra ratlar bir gecelik a¢lig1
takiben anestezi altinda dekapite edildi ve kan ornekleri toplandi. Alinan kan
ornekleri 5000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij edildikten sonra elde edilen serum
orenekleri analiz edilinceye kadar -20 °C de saklandi. Abdomenleri acilip

karacigerleri doku biitiinliigli bozulmadan ¢ikartildiktan sonra tartild1 ve kaydedildi.
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Karacigerin farkli bolgelerinden doku 6rnekleri alinip % 10’luk formalin soliisyonu
ile tespit edildi. Ayn1 giin Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda
parafin bloklar1 hazirland.

2.2. Biyokimyasal Analizlerlerin Yapilmasi

Serum AST, ALT, GGT ve LDH diizeyleri Olympus AU 600 otoanalizorle
Olympus kitler kullanilarak ¢alisildi. Serum GSH-Px uygun ticari kit kullanilarak
ELISA yontemiyle calisildi. Doku GSH-Px (Anti-Glutathione Peroxidase 1 antibody,
Abcam, Cambridge, UK), TNF-a (Anti-TNF alpha antibody, Abcam, Cambridge,
UK), TGF-B (Anti-TGF beta antibody, Abcam, Cambridge, UK ), NF-kB (Anti-
NF«kB p65 antibody, Abcam, Cambridge, UK), kollajen tip 1 ( Anti-Collagene type |
antibody, Abcam Cambridge, UK) kitleri kullanilarak Western Blot yontemiyle
calisildi. Karaciger dokusunda malondialdehit (MDA) seviyesi yiiksek basmglt sivi
kromatografisiyle (HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japan) analiz edildi.

2.3. Histopatolojik Degerlendirme

Parafin ile fikse edilmis bloklardan bes mikrometre kalinliginda karaciger
kesitleri alinarak konvansiyonel histopatolojik inceleme icin Hematoksilen eozin
(H&E) ile boyandi. Fibrozis degerlendirilmesi icin Masson Trichrom boyamasi
kullanildi. Boyanan preparatlar Olympus BX-50 151k mikroskobu ile x40, x100, x200
ve x400 biiyiitmelerde bu konuda uzman patolog tarafindan kor olarak incelendi.

H&E ve Masson Trichrom boyalar1 ile boyanan preparatlarin tiim alanlari
x400 biiylitme ile 151k mikroskobunda incelendi. Histopatolojik degerlendirmede
doku fibrozisi metavir skorlama sistemine gore degerlendirildi (144).

Skor 0: Fibrozis yok

Skor 1: Portal bolgelerde genisleme var, septa olusumu yok

Skor 2: Portal bolgelerde genisleme var, seyrek septa olusumu var

Skor 3: Belirgin septa olusumu var, siroz yok

Skor 4: Siroz

inflamsyon, x400 biiyiitmede 10 rasgele alanda mm?* de inflamatuvar hiicreler
sayilarak ortalamasi alindi ve mm® deki inflamatuvar hiicre sayisi belirlendi. Nekroz,

mm” deki nekrotik odak sayisi olarak belirlendi (145).
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2.4. Immunohistokimyasal inceleme
Hepatik stellat hiicrelerinin (HSH) aktivasyonunu gostermek icin karaciger
dokusu immunohistokimyasal olarak a-SMA (a-smooth muscle actin) ile boyandi.
Karaciger dokusunda a-SMA reaktif HSH’ nin varlig1 semikantitatif olarak skorland1
(146).
Skor 0: Boyanma yok veya ¢ok az sayida hiicrede boyanma var.
Skor 1: Sinuzoidal alanda HSH’lerin % 30’undan azinda boyanma var.
Skor 2: Sinuzoidal alanda HSH’lerin % 31-60’inda boyanma var.
Skor 3: Sinuzoidal alanda HSH’lerin % 61-90’inda boyanma var.
Skor 4: Sinuzoidal alanda HSH’lerin % 90’indan fazlasinda diffiiz boyanma var.
2.5. Istatistiksel Analiz
Gruplardan elde edilen veriler ortalama+standart sapma olarak verildi.
Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS 13.0 paket programu kullanildi. Parametreler
degerlendirilirken gruplardan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Kruskal-

Wallis varyans analizi ve Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0.05 degeri anlaml1
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bazal ve haftalik agirhk olciimleri

Calisma 35 adet Wistar albino cinsi rat iizerinde yapildi. Calismanin 6.
haftasinda 3. gruptan ve 5. gruptan birer adet, 8. haftasinda 5. gruptan 1 rat eksitus
oldu. Gruplar arasinda ratlarin bazal agirliklarinin ortalamasi yoniinden istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). Caligma sonunda kontrol grubunun
agirlik ortalamasmin TAA (p<0.05) ve TAA+L (p<0.05) grubuna anlamli derecede
agirhik artis1 saptandi. Gruplarin karaciger agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 2. Gruplardaki rat ve karaciger agirliklarr*

Grup Bazalagirhk (gr) Son agirhk (gr) Karaciger
Agirhgi (gr)

Grup 1

(Kontrol) 218.29+7.73 280.57+18.18" 9.51+0.48
Grup 2

(TAA) 219.71£14.50 221.29+6.69° 10.12+0.94
Grup 3

(TAA+Lik) 218.14+7.40 238.67+3.05° 10.92+0.27
Grup 4

(TAA+Gen) 219+5.85 254+8.18*° 9.82+0.69
Grup 5

(TAA+Lik+Gen) 219.29+8.73 249+16.62*° 10.68+1.1

* Veriler ortalama + Standart hata olarak sunulmustur.
a—d: Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark istatistiki olarak anlamlidir. P<0.05

3.2. Karaciger agirhklan

Gruplar arasinda baslangi¢ karaciger agirliklar1 bakimindan istatistiksel
olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05). Calisma sonunda TAA ve TAA+L
gruplarinda diger gruplarla karsilastirildiginda kilo artisinin anlamli oranda daha az

oldugu goriildii (P<0.05)
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3.3. Biyokimyasal ol¢iimler

Tablo 3. Gruplara ait biyokimya sonuglar

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

kontrol TAA TAA+L TAA+ G TAA+L+G
ALT(U/L) 74.14+£327  101.83+8.20%%* 82.75+9.23 74715237 88.33+11.78"
AST(U/L) 160.5£21.3  324.17+20.7%%* 182.75+55.79* 178.29+12.21% 184.67+43.70°
GGT(U/L) 0.43£0.30  2.83+1.512% * 0.25+0.25™ 0.57+0.30™ 0.33+0.33"
LDH(U/L) 2269+385  6504+920% * 3179+1487" 23024713 20344676
GSH-Px (serum) 14724262 920+171 115697 103282 1099+140
GSH-Px (Doku) 100+6.16 59.19+10.73%** 81.13+10.35%¢ 78.23:+4 341 105.13+2.69"*
TNF-0 (Doku) 100+13.4 256.6+£11.03%%* 183.39+4.82"# ¢4 188.9+15. 4" 1+ 131.79+3.14%
TGF-p (Doku) 100+3.80 165.64+3.62%%* 130.45:+8.33%%¢ 133.87+8.19"# ¢+ 110.63+6.10"*
NF-xB (Doku) 100£10.66  245.8+10.1%%* 170+12.32%% 4 147.84+24.60""+ 103.73+3.78%*
MDA(nmol/gr) (Doku) 11.09£0.55  21.08+1.01%#* 15.6620.47" 16.83£0.94™ 14.39+0.85"
Kollajen tip 1 (Doku) 100+2.59 131.43:44.13%%* 119.0746.16"+1 116.79+3.31% 101.23+36.9%*

Veriler ortalama + Standart hata olarak sunulmustur.

*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

*TAA grubu ile karsilastirildiginda
tTAA+L +G grubu ile karsilastirildiginda :  p<0.05
TAA: Tiyoasetamid , L: likopen, G: Genistein.

: *p<0.05
: #p<0.05

3.3.1. Biyokimyasal parametreler

Calismamizda TAA grubunda ALT (p<0.001), AST (p<0.001), LDH

*¥p<0.01  F*F ¥p<0.001
# p<0.01 #5<0.001
+1p<0.01 11 p<0.001

(p<0.01) ve GGT (p<0.001) degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek saptandi. TAA+L, TAA+G ve TAA+L+G gruplarinda ALT
(srrastyla p<0.05, p<0.001 ve p<0.05) , AST (p<0.05), GGT (p<0.01) ve LDH

(srrastyla p<0.05, p<0.01, p<0.01) degerleri TAA grubuyla karsilastirildiginda

anlamli diislis saptandi. TAA+L, TAA+G ve TAA+L+G gruplar1 arasinda anlamli

fark saptanmadi (P>0.05).

3.3.2. Serum GSH-Px diizeyi
Calismamizda TAA+L, TAA+G ve TAA+ L+G gruplarinda serum GSH-Px

diizeyleri TAA grubuyla karsilastirildiginda daha yiiksek saptanmasma ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0.05).
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3.3.3. Doku GSH-Px diizeyleri

Calismamizda TAA grubunda, kontrol grubuna gére doku GSH-Px diizeyinde
anlaml derecede diisiis saptand1 (P<0.001). TAA grubuna gore, TAA+L (P<0.05),
TAA+G (P<0.05) ve TAA+L+G (P<0.001) gruplarinda GSH-Px diizeylerinde
anlaml artis saptandi.
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a—d: Farkli harfi tastyan gruplar arast fark istatistiki olarak anlamlidir.
Sekil 5. Gruplara ait doku GSH-Px diizeyleri.

Calismamizda TAA+L ve TAA+G gruplar1 arasinda GSH-Px bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05). TAA+L ve TAA+G
gruplarinda doku GSH-Px diizeyleri kontrol grubu ve TAA+L+G grubuna goére
anlamli olarak diisiik saptandi (p<0.05). TAA+L+G grubunda GSH-Px diizeyi
bakimmdan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0.05).

3.3.4. Doku TNF-a diizeyleri

Doku TNF-a diizeyi TAA grubunda diger gruplara gore anlamli olarak
yiiksek saptandi (p<0.001). TAA+L ve TAA+G gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklhilik saptanmadi (p>0.05). TAA+L ve TAA+G gruplarinda doku TNF-a
diizeyleri TAA+L+G grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.01 ve
p<0.001). TAA+L+G grubunda doku TNF-o diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecde yiiksek saptandi (p<0.05).
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a-c: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.
Sekil 6. Gruplara ait doku TNF-a diizeyleri.

3.3.5. Doku TGF-p diizeyleri

Calismamizda TAA grubunda kontrol grubu, TAA+L, TAA+G ve
TAA+L+G gruplariyla karsilastirildiginda Doku TGF-B diizeyinin anlamli olarak
arttig1 gozlendi (p<0.001). TAA+L ve TAA+G gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05). TAA+L+G grubunda, TAA+L ve TAA+G
gruplarma gore TGF-B diizeyi anlamli derecde diisiikti (p<0.05 ve p<0.01).
TAA+L+G grubunda doku TGF- diizeyi bakimindan kontrol grubu ile istatistiksel

olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.

Sekil 7. Gruplara ait doku TGF-f diizeyleri.
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3.3.6. Doku NF-kB diizeyleri

Kontrol grubuyla karsilastirldiginda TAA grubunda doku NF-xB diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli oranda arttig1 gozlendi (p<0.001). TAA+L, TAA+G ve
TAA+L+G gruplarinda doku NF-kB diizeyinde TAA grubuyla karsilastirildiginda
anlaml olarak diisiis oldugu gozlendi (p<0.001). TAA+L ve TAA+G gruplarinda
doku NF-xB diizeyleri TAA+L+G grubuna gore daha anlamli olarak daha yiiksek
saptandi. (p<0.01, p<0.05). TAA+L ve TAA+G gruplar1 arasinda anlamh farklilik
saptanmadi (p>0.05). TAA+L+G ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmadi (p>0.05).
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a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir.
Sekil 8. Gruplara ait Doku NFkB diizeyleri

3.3.7. Doku tip 1 kollajen diizeyleri

Kontrol grubuyla karsilastirldiginda TAA grubunda doku tip 1 kollajen
diizeyinin istatistiksel olarak anlamli oranda arttig1 gozlendi (p<0.001). TAA+L,
TAA+G ve TAA+L+G gruplarinda TAA grubuyla karsilastirildiginda doku tip 1
kollajen diizeyinde anlamli olarak diisiis oldugu gozlendi (p<0.05, p<0.05 ve
p<0.001). TAA+L+G grubunda, TAA+L ve TAA+G gruplarina gore doku tip 1
kollajen diizeyi anlamli derecede daha diisiiktii (p<0.01, p<0.05). TAA+L ve
TAA+G gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05).

28



Collagen . - e

AKIN I WSS @O S

150 - a
— b b
P
:E d ¢
<100 -
E
E
= 50 -
Z
=3
a
0 T T T
‘@O(\\(O\ Y .(,\—\, ,(,\,C? ‘(*\;\—C’)

a-d: Farkl harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir.

Sekil 9. Gruplara ait doku kollajen tip 1 diizeyleri

3.3.8. lipid peroksidasyonu bulgular

Karaciger dokusunda MDA HPLC ile 6lgiildii. TAA grubunda MDA
diizeyinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriildii (p<0.001). TAA+L,
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a-d: Farkl harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir.
Sekil 10. Gruplara ait MDA diizeyleri.

Calismamizda TAA+G, TAA+L+G gruplarinda, TAA grubuna gére MDA
diizeyinde anlamli olarak azalma saptandi (p<<0.001, p<0.01 ve p<0.001). TAA+L,
TAA+G ve TAA+L+G gruplar1 birbirleriyle karsilastirildiginda anlamli farklilik
saptanmadi (p>0.05)
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3.4. Histopatolojik bulgular

Tablo 4. Gruplara ait histopatolojik inceleme sonuclar1

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
kontrol TAA TAA+L TAA+G TAA+L+G
Fibrozis 0 3.2940.18%**  ].58+0.20" 0,72+0.184"+ 0.43£0.20"++
inflamasyon 1.97+0.24 7.64+0.87%%*%  4.23+0.40" 3.43+0.35" 1+ 2.84+0.38" 41+
Nekroz 0.043£0.029  0.94+0.25%**  (,80:£0.164 0.23+0.05" 0.17+0.04%
a-SMA 0 3.43+0.20%%*  1.86+0.14" 0.57+0.20"% 0.43+0.20"+
*Kontrol grubu ile karsilastirildiginda : *p<0.05 * *p<0.01 * ** *p<0.001
*TAA grubu ile karsilastirildiginda : "p<0.05 # p<0.01 #5<0.001
FTAA+L grubu ile karsilastirildiginda . Tp<0.05 T1 p<0.01 11 p<0.001

TAA: Tiyoasetamid, L: likopen, G: Genistein
Histopatolojik degerlendirmede doku fibrozisi metavir skorlama sistemine

gore degerlendirildi (144). HSH aktivasyonunu gostermek icin karaciger dokusu
immunohistokimyasal olarak a-SMA (a-smooth muscle actin) ile boyand
Karaciger dokusunda o-SMA reaktif HSH’nin varhigi semikantitatif olarak
skorland1 (145).

Histopatolojik degerlendirme sonucunda sonucunda TAA grubunda belirgin
fibrozis ve siroz olusumu goriildii (3.29+0.118). TAA grubunda kontrol grubuna
gore fibrozis, inflamasyon ve nekrozda anlamli derecede artig goriildii (p<<0.001).
TAA+L, TAA+G, TAA+L+G gruplarinda fibrozis gelisiminin ve inflamasyonun
TAA grubuna gore anlamli derecede azaldigi gozlendi (p<0.001). TAA+G ve
TAA+L+ G gruplarinda, TAA+L grubu ile karsilastirildiginda fibrozis gelisiminin
daha az oldugu goriildii (p<0.05 ve p<0.001). TAA+G ve TAA+L+G gruplarinda
fibrozis skoru bakimindan anlamli fark yoktu (p>0.05).

Immunohistokimyasal incelemede a-SMA reaktif HSH sayisinda kontrol
grubuna gore anlamli artig tespit edildi (p<0.001). TAA+L, TAA+G ve TAA+L+G
gruplarinda TAA ile karsilastirildiginda aktin boyanma anlamli derecede daha azdi
(p<0.001). TAA+L ve TAA+G arasinda anlalml farklilik yokken, TAA+L+G
grubunda TAA+L grubuna gore aktin boyanmasi daha azdi (p<0.001).
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Sekil 11. Kontrol grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik goriiniimii

(H&E, x200).

Sekil 12. TAA grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik goriiniimii
(Masson Trichrom, x200). Belirgin fibrozis ve rejenerasyon nodiilleri olusumu

goriilmektedir.
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Sekil 13. TAA+Likopen grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Masson Trichrom, x200). Likopen tedavisi ile fibrozisde belirgin

azalma oldugu ve rejenerasyon nodiillerinin kayboldugu goriilmektedir.

Sekil 14. TAA+Genistein grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (Masson Trichrom, x200). Sekilde fibrozis olusumunda belirgin azalma

oldugu ve rejenerasyon nodiillerinin kayboldugu goriilmektedir.
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Sekil 15. TAA+likopentgenistein grubu ratlara ait karaciger dokusunun
histopatolojik goriiniimii (Masson Trichrom, x200) . Sekilde fibrozis olusumunda

belirgin azalma oldugu ve rejenerasyon nodiillerinin kayboldugu goriilmektedir.

Sekil 16. Kontrol grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik goériiniimii.

(aktin boyasi, x200 ).
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Sekil 17. TAA grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik goriiniimii
(aktin boyast x200). Sekilde immunohistokimyasal incelemede o-SMA

expresyonunda belirgin artig goriilmektedir.

Sekil 18. TAA+likopen grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii (aktin boyasi, x200). Sekilde immunohistokimyasal incelemede likopen

tedavisinin TAAA verilen ratlarda a-SMA expresyonunu azalttig1 goriilmektedir.
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Sekil 19. TAA+Genistein grubu ratlara ait karaciger dokusunun histopatolojik
goriiniimii ( aktin boyasi, x200). Sekilde immunohistokimyasal incelemede
genistein tedavisinin TAA verilen ratlarda a-SMA expresyonunu likopene gore

daha fazla azalttig1 goriilmektedir.

Sekil 20. TAA-+Likopent+Genistein grubu ratlara ait karaciger dokusunun
histopatolojik goriiniimii (aktin boyasi, x200). Immunohistokimyasal incelemede
genistein+likopen tedavisinin a-SMA expresyonunu genisteine benzer oranda

azalttig1 goriilmektedir.



4. TARTISMA

Karacigerde inflamasyonu ve lipid peroksidasyonunu artirarak karaciger
hasar1 olusturan TAA deneysel siroz modelinde yaygm olarak kullanilmaktadir.
Bizim calismamizda da 8 hafta sonunda TAA verilen ratlarda karacigerde fibrozis ve
rejenerasyon nodiilleri olusturduk. Immiinohistokimyasal incelemede de dokuda
HSH aktivasyonunun gdstergesi olan a-SMA expresyonunda ve fibrozis belirteci
olan tip 1 kollajen diizeyinde anlamli derecede artis saptadik. Ayn1 sekilde karaciger
parankim hasarinin degerlendirilmesinde kullanilan serum ALT, AST, GGT ve LDH
diizeylerinde anlamli artis saptadik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, dokuda
ozellikle H,O;’ye kars1 en belirgin savunma sistemi olan antioksidan enzim GSH-Px
diizeyinde anlamli derecede diisiis saptadik. Dokuda TNF-a, NF-«B, TGF-, MDA
diizeylerinde anlamli derecede artis tespit ettik. Literatiirde TAA ile karaciger hasar1
olusturulmus ¢ok sayida deneysel calismada da benzer sonuglar elde edilmistir (147-
158).

Calismamizda likopen, genistein ve likopen+genistein verilen gruplarda tek
basina TAA verilen grupla karsilastirildiginda karaciger dokusunda fibrozis
skorunun anlamli olarak daha az oldugunu gordiik. Immiinohistokimyasal
incelemede o-SMA expresyonunun anlamli olarak daha az oldugunu tespit ettik. Bu
iic grupta histopatolojik incelemeyi destekler nitelikte, dokuda fibrozisin belirteci
olan tip 1 kollajen diizeyi de TAA grubuna gore anlamli derecede daha diisiik
oldugunu tespit ettik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda genistein verilen grupta
kollajen ve a-SMA skorlar1 bakimmdan anlamli fark saptamadik. Ancak likopen
verilen grupta fibrozis ve a-SMA skorlarmin kontrol grubuna goére anlamli derecede
daha yiiksek oldugunu saptadik. Genisteinin likopene gore fibrozis ve a-SMA
expresyonunu azaltmada daha etkili oldugunu gordiik. Salas ve ark. (159) gensiteinin
biliyer obstriiksiyon ile olusturulmus fibrozis ve kolestaza karsi koruyucu etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmada genisteinin HSH aktivasyonunu inhibe ederek karacigerde tip
1 kollajen miktarin1 azalttiimi1 ve karaciger fibrozunu oOnledigini belirtmislerdir.
Wardi ve ark. (147) beta-karotenin TAA ile olusturulmus deneysel karaciger
sirozuna kars1 roliinii arastirdiklar1 calismada beta karoten ve likopenin HSH
aktivasyonu ve oksidatif stresi azaltarak karaciger fibrozisini ve kollajen

metabolizmasmin {ritinii olan hidroksiprolin diizeyini azalttigini, ancak likopen
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verilen ratlarda fibrozis skorundaki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli derecede
olmadigmi bildirmislerdir. Bahgecioglu ve ark. (160), yagdan zengin diyetle
olusturduklar1 deneysel non-alkolik yagli karaciger modelinde likopenin lipid
peroksidasyonunu ve inflamasyonu azaltarak yaglanmayi Onledigini ve o-SMA
expresyonunu azalttigmi bildirmislerdir. Liu ve ark. (22) yaptiklar1 bir in vitro
calismada genisteinin PDGF ile uyarilmis HSH proliferasyonunu ve dolayisiyla a-
SMA expresyonunu anlamli derecede azalttigini tespit etmiglerdir. Calismamizda da
likopen ve genisteinin karacigerde fibrozisi azalttigini, ancak genisteinin fibrozisi
onlemede likopene gore daha etkili oldugunu tespit ettik. Muhtemelen likopen ve
genisteinin bu etkileri, lipid peroksidasyonunu ve inflamasyonu azaltarak HSH
aktivasyonunu 6nlemelerine baghdir.

Calismamizda TAA ile beraber verilen likopen, genistein ve
likopen+genisteinin, serum ALT, AST ve GGT diizeylerinin TAA grubuna gore
anlamli derecede diisiirdiiklerini saptadik. Bu sonug, histopatolojik incelemede
gozlemledigimiz gibi, likopen ve genisteinin karaciger parankim hasarina karsi
koruyucu etki sagladiklar1 goriistinii desteklemektedir. Literatiirde likopen ve
genisteinin  karaciger hasarinin azaltarak serum ALT ve AST diizeylerini
diistirdiikleri ile 1lgili ¢ok sayida ¢alisma vardir (160-164).

Timor Nekrozis Faktor-a proinflamatuvar bir sitokindir. Apoptozis ve
hepatosit hasarinda rol alir. Ayrica TNF-a organizmalarin ¢ogunda bulunan ve
ozellikle ¢esitli inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunda gorevli bir transkripsiyon
faktorii olan NF-xB aktivasyonunu uyarir. Fibrozis siirecinde aktive olan NF-kB bir
yandan HSH proliferasyonuna yol agarken, bir yandan da HSH’nin apoptozunu
engellemektedir (165). Calismamizda da likopen ve genisteinin bu iki
proinflamatuvar sitokini inhibe ederek inflamasyonu azalttiklarini tespit ettik.
Likopen, genistein ve likopen+genistein verilen gruplarda, dokuda TNF-a ve NF-xB
diizeylerini TAA grubuyla karsilastirildiginda anlamli olarak daha diisiik saptadik.
Literatiirde mevcut ¢alismalar da likopen ve genisteinin bu iki proinflamatuvar
sitokin iizerinde inhibitér etki gosterdiklerini belirtmektedir. Bahgecioglu ve ark.
(160), likopenin non-alkolik vyaglh karaciger modelinde koruyucu etkisini
arastirdiklar1 calismada, likopenin serum TNF-o diizeyini disiirdiigiinii  ve

inflamasyonu azalttigin1 saptamiglardir. Wang ve ark. (166), likopen ve domates
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Oziiniin ~ deneysel = non-alkolik  yagli  karaciger = zemininde  gelisen
hepatokarsinogenezise karsi koruyucu roliinii arastirdiklar1 c¢alismada, likopenin
TNF-a ve NF-kB aktivasyonunun inhibe ederek karacigerde inflamatuvar odaklar1
azalttigun1 tespit etmislerdir. Yalniz ve ark. (163), non-alkolik yagl karaciger
modelinde genisteinin koruyucu roliinii arastirdiklar1 deneysel bir c¢alismada
genisteinin plazma TNF-a diizeyini dislirerek inflamasyonu azalttigmi ve
hepatosteatoza karsi koruma sagladigini tespit etmislerdir. Raffoul ve ark. (164),
yaptiklar1 in vitro calismada radyasyona maruz birakilan prostat hiicrelerinde
genisteinin  NF-kB’y1 inhibe ederek diizenliyici hiicre dongii proterinlerindeki
radyasyona bagli degisikleri onledigini tespit etmislerdir. Likopen ve genisteinin,
inflamatuvar ve fibrogenetik sitokinlerin ekspresyonunu saglayan TNF-a ve NF-xB’
yi inhibe etmelerinin, inflamasyonu azaltarak fibrozis olusumunu Onlemelerinde
onemli bir mekanizma oldugu diisiincesindeyiz.

Calismamizda likopen ve genisteinin lipid peroksidasyonunu azalttigini
saptadik. Likopen, genistein ve likopen+genistein tedavilerinin, TAA verilen grupla
karsilastirildiginda dokuda lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyinde
anlamli diisis sagladiklarim1 tespit ettik. Likopen ve genisteinin lipid
peroksidasyonuyla iliskileri ile ilgili yapilmis ¢alismalarda da benzer sonuglar elde
edilmistir. Wang ve ark. (166) likopen ve domates 6ziiniin deneysel non-alkolik yagl
karacigere baglh olusan hepatokarsinogenezise karsi koruyucu roliinii arastirdiklari
calismada, likopenin lipid peroksidasyonunu azaltarak doku MDA diizeyinin
disiirdiigiinii tespit etmislerdir. Kuzu ve ark. (162), genisteinin karbon tetrakloriirle
olusturulan akut karaciger hasarma kars1 koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢alismada
genisteinin doku MDA diizeyini diistirdligiinii  tespit etmislerdir. Bu ¢alismalar
disinda literatiirde likopen ve genisteinin lipid peroksidasyonunu inhibe ettiklerini
bildiren ¢ok sayida calisma vardir (160, 163). Lipit peroksidasyonunun hepatosit
zedelenmesinin  ana nedenlerinden  biri  oldugu disiiniilmektedir.  Lipit
peroksidasyonun iiriinlerinden olan MDA’ ’nin kollajen gen ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Ayni zamanda bu aldehitik tirlinlerin profibrogenetik sitokinleri (TGF-
B1) salan kupffer hiicrelerini de aktive ettigi bilinmektedir (35). Likopen ve

genisteinin, siroz patogenezinde onemli etkenlerden olan lipid peroksidasyonunu
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onlemeleri, siroza karsi koruyucu etki gostermelerinde temel mekanizmalardan
biridir.

Calismamizda likopen ve genisteinin lipid peroksidasyonunu azaltmalarinin
yanisira, H,O;’yi ortadan kaldirmada onemli bir antioksidan enzim olan GSH-Px
diizeyini de artirdiklarini tespit ettik. Likopen, genistein ve likopen+genistein verilen
gruplarda TAA verilen grupla karsilastirildiginda doku GSH-Px diizeyleri anlamli
olarak daha yiiksekti. Likopen ve genisteinin doku GSH-Px diizeyleri tizerindeki
etkileri benzer saptandi. Gensitein+likopen kombinasyonunun bu iki gruba gore
GSH-Px diizeyinde daha fazla artis sagladigin1 gérdiik. Serum GSH-Px degerlerinde
likopen, genistein ve likopentgenistein verilen gruplarda TAA grubuna gore daha
yiiksekti, ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi. Literatiirde
likopen ve genisteinin GSH-Px diizeyini artirarak antioksidan o6zellik sergiledigini
belirten ¢ok sayida calisma vardwr. Deng ve ark. (161), likopenin civa ile
olusturulmus karaciger hasarma kars1 koruyucu etkisini arastirdiklar: bir ¢alismada,
likopenin lipid peroksidasyonunu ve serbest radikalolusumunu azaltarak, GSH-Px,
SOD gibi antioksidan enzim diizeylerinin artirarak hepatotoksisiteyi azalttigini
saptamislardir. Hsu ve ark. (167), domates salcainin lipid diisiiriicii ve antioksidan
etkilerini arastirdiklar1  deneysel bir ¢alismada domates salgcasmnin lipid
peroksidasyonunu azalttigini, GSH-Px, SOD ve CAT gibi antioksdan enzim
diizeylerinin arttirdigin tespit etmislerdir. Mohamed Salih ve ark. (168), fruktoz ile
olusturulmus deneysel non-alkolik yagli karaciger modelinde genisteini fruktozla
beslenen ratlarda doku GSH-Px diizeyini artirdigini, antioksidan ve anti-inflamatuvar
etki gostererek hepatosteatoza karsi koruyucu etki sagladigini saptamiglardir. GSH-
Px, en ¢ok karaciger ve eritrositte aktif olarak bulunan ve 6zellikle H,O,’e kars1 en
belirgin savunma sistemi oldugu diisiiniilen antioksidan bir enzimdir. Bu sonuglara
gore genistein ve likopenin, lipid peroksidasyonunu azaltmalarinin yanisira, 6zellikle
H,0,’yi ortadan kaldirmada 6nemli antioksidan olan GSH-Px diizeyini de artirarak
karaciger hasarinda O6nemli mekanizmalardan biri olan oksidatif strese karsi
koruyucu etki gosterdiklerini ortaya koymaktadir.

Calismamizda likopen ve genisteinin fibrogenezis siirecinde en 6nemli sitokin
olan TGF-B’y1 inhibe derek antifibrotik etki gosterdiklerini saptadik. TGF-p,

HSH’nin aktivasyonu, proliferasyonu ve karaciger dokusunda fibrogenezisde etkili
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bir sitokindir (30, 32, 42). Karaciger fibrozisinin gelismesinde stellat hiicreler
tarafindan ESM tiiretilmesi i¢in dominant uyaran TGF-B1°dir (30). TGF-f antifibrotik
tedavi yaklagimlar1 icerisinde en kapsamli arastirilan sitokinlerden biridir. TGF-fB’nin
yarigmact reseptdr antagonistlerinin  karaciger hasarmin baglangicindaki ve
seyrindeki uygulamalarinda etkili oldugu bildirilmistir (171, 172). Calismamizda
likopen, genistein ve likopentgenistein verilen ratlarda TAA verilen ratlarla
karsilastirildiginda doku TGF-B diizeyini anlamli derecede daha diisiik saptadik.
Literatiirde gnistein ve likopenin TGF-B diizeyini diisiirerek anti-inflamatuvar ve
antifibrotik 6zellik gdsterdiklerini belirten ¢cok sayida ¢alisma vardir. Palanisamy ve
ark. (169), deneysel bir ¢alismada gensiteinin, fruktozla beslenen ratlarda bobrek
dokusunda TGF-$ ve NF-«kB diizeyini azaltarak anti-inflamatuvar ve antifibrotik etki
gosterdigini saptamuslardir. Ji ve ark. (170), genisteinin yagdan zengin diyetle
olusturulan deneysel non-alkolik yagli karaciger modelinde koruyucu etkisini
arastirdiklar1 bir calisgamada genisteinin lipid peroksidasyonunu azalttigin1 ve TNF-a
ve NF-kB, IL-6 ve TGF-B diizeyinde diisme saglayarak inflamasyonu azalttigini ve
karaciger hasarma kars1 koruuyucu etki gosterdigini tespit etmislerdir. Likopen ve
genisteinin fibrogenezis siirecinde temel sitokinlerden biri olan TGF-B’yi inhibe
etmeleri antifibrotik etki gOstermelerinde ©Onemli mekanizmalardan bir1 gibi
goriinmektedir.

Sonu¢ olarak; genistein ve likopenin TAA ile olusturulmus karaciger
sirozuna kars1 Onleyici rolleri vardir. Genistein likopene gore daha gii¢lii koruma
saglamaktadir. Genisteintlikopen kombinasyonu genistein tedavisine ek fayda
saglamamaktadir. Likopen ve genistein iki Onemli pro-inflamatuvar sitokin olan
TNF-a ve NF-«kB ve profibrogenetik sitokin TGF-B’y1 inhibe ederek anti-
inflamatuvar ve antifibrotik etki gostermektedir. Ayrica bu iki madde lipid
peroksidasyonunu Onleyerek ve antioksidan enzim diizeylerini artirarak oksidatif
stresi azaltmaktadir. Genistein ve likopenin siroza karst koruyucu etkileri

muhtemelen oksidatif stresi ve inflamasyonu 6nlemelerine baghdir.
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6. OZGECMIS

1981 yilinda Bitlis’in Mutki ilgesine bagli Kocainis koylinde dogdum.
Ilkokulu Haskoéy 100. Yil Gazi ilkdgretim Okulu’nda, ortaokulu Mus Anadolu
Lisesi’nde okudum. Lisenin birinci ve ikinci smifin1 Elazig Kaya Karakaya Fen
Lisesi’nde okudukta sonra son smifi Mus Haskdy Cok Programli Lisesi’nde okudum.
2008 yilinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi'nden mezun oldum. Mezun
olduktan sonra 5 ay Van Gevas Ilge Hastanesi’nde pratisyen olarak ¢alistim. 2009
yilinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dalr’nda

basladigim uzmanlik egitimime halen devam etmekteyim.
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