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OZET
T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Dietilnitrozamin ile Hepatoselliiler Karsinom Olusturulmus Ratlarda
Resveratroliin Olas1 Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi
Seda CETINKAYA
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
DOKTORA TEZIi / KONYA-2017

Kontrolsiiz hiicre buyumesi ve apopitoz direnci, kanser hucrelerini
karakterize eder. Bu iki ana 6zellik kanser hucrelerinde, hiicre proliferasyonunu ve
apopitozu dogrudan kontrol eden yollar1 diizenleyen anahtar sinyal molekiillerinde
mutasyonlar yoluyla baglatilir. Resveratrol (RSV), dogal olarak olusan bir bitki
polifenoldiir, farkli hastaliklarla miicadele eden biyolojik etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Kardiyo-protektif, néro-protektif, immiino-diizenleyici ve anti-kanser
ozellikleri oldugu bildirilmistir. RSV'nin kanser hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi,
hiicre dongiisii tutuklanmasini ve apopitozu indiikledigi ve bu anti kanser etkilerinin,
bu siireglerde yer alan sinyal molekiillerini modiile etme kabiliyetine bagli oldugu

kesfedilmistir.

Bu c¢alismada resveratroliin, dozlara gore dietilnitrosamin (DEN) ile
indiklenen hepatoselliler karsinoma (HCC) karsi siganlarda kemopreventif etkisini

arastirmay1 amacladik.

HCC olusturmak i¢in, haftada 1 kez olmak lzere 7 hafta boyunca 100 mg/kg
dozunda DEN intraperitonal (i.p.) olarak verildi. 7 hafta sonra DEN ile indiklenmis
HCC karsinomlu siganlara 50, 75 ve 100 mg/kg dozlarinda resveratrol, yedi giin
boyunca i.p. olarak verildi. 56. giiniin sonunda karaciger hasariin biyokimyasal ve
histopatolojik incelenmesi ve HCC insidansina yonelik olarak serum ve karaciger
ornekleri alindi. Karaciger dokularinda histokimyasal olarak hematosilen-eosin ile
immunohistokimyasal olarak da Bax/Bcl-2 ve p53 ile histopatolojik degerlendirmeler
yapildi. Ayrica uygulamaya baslamadan 6nce ve uygulama boyunca haftada bir
tartilarak si¢anlarin agirliklar1 kaydedildi. Antioksidan kapasiteyi arastirmak igin
stperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) duzeyleri

Olglldu. Karaciger hasar1 gostergesi olarak da serumda gama glutamil transpeptidaz

Xiv



(GGT), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalen
fosfataz (ALP) seviyeleri 6l¢uldu.

Calismamizda SOD, GSH ve MDA DEN+Res 100 grubunda her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna en yakin bulunan doz
grubudur. Karaciger enzim aktiviteleri (ALT, AST, ALP, GGT) ise kontrol grubuna
gore DEN+Res 50, DEN+Res 75 ve DEN+Res 100 gruplarinda artarken, DEN

grubuna kiyasla azalmistir.

Sicanlarin karaciger histopatolojisinde de, DEN verilen gruplarda karaciger
portal alanlarda lenfosit infiltrasyonu, karacigeri nodiillere ayiran ya da nodiillere
ayirma egilimi gosteren fibrozis, parankimde displastik degisiklikler, hiicresel atipi
ve tlimor odaklart gozlendi. Bax/Bcl-2 ve p53 isaretlemelerinde resveratroliin 100

mg/kg dozunda apoptotik hicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi.

Sonug olarak; 100 mg/kg resveratrol dozunun hepatik hasarin 6nlenmesi ve
HCC’un tedavisinde potansiyel etkili bir terapdtik ajan adayr olarak

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Hepatoselluler karsinom; resveratrol; apopitozis; in vivo
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ABSTRACT

UNIVERSITY OF NECMETTIN ERBAKAN

INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

Hepatocellular Carcinoma With Dietilnitroza Formed In Rats Investigation Of
The Possible Protective Effect Of Resveratrol
Seda CETINKAYA
Departmant of Histology Embryology
THE DOCTOR OF PHILOSOPHY OF THESIS / KONYA-2017

Uncontrolled cell growth and apoptosis resistance characterize cancer cells. These
two main features are initiated in cancer cells by mutations in key signaling
molecules that regulate cell proliferation and pathways that directly control

apoptosis.

Resveratrol (RSV) is a naturally occurring plant polyphenol that has been
shown to have biological effects against various diseases. It has been reported that
RSV have cardioprotective, neuroprotective, immuno-regulatory and anticancer
properties. It has been discovered that RSV inhibits cancer cell proliferation, induces
cell cycle arrest and apoptosis, and these anti-cancer effects are dependent on the

ability to modulate signal molecules involved in these processes.

In this study, we aimed to investigate the chemopreventive effect of
resveratrol against to HCC induced by different doses of diethylnitrosamine (DEN)

on rats.

DEN was administered intraperitoneally at a dose of 100 mg/kg once weekly
for 7 weeks to generate liver damage. Seven weeks later, resveratrol at doses of 50,
75 and 100 mg/kg was given intraperitoneally for seven days to rats with DEN-
induced HCC carcinoma. At the end of 56 days, serum and liver specimens were
collected for biochemical and histopathological investigation of liver damage and
HCC incidence. Hemotoxilen-eosine and immunohistochemical (Bax/Bcl-2, p53)
histopathological evaluations were performed in liver tissues. Rats body weight were
also recorded before we started the application and weekly throughout the
application. Superoxide dismutase (SOD), glutathione (GSH) and malondialdehyde
(MDA) levels were measured to investigate antioxidant capacity. Gamma glutamyl
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transpeptidase (GGT), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST) and alkaline phosphatase (ALP) levels were measured in serum as indicators

of liver damage.

In our study, although SOD, GSH and MDA DEN + Res 100 groups were not
statistically significant, they were the closest group to the control group. Liver
enzyme activities (ALT, AST, ALP, GGT) were increased in the DEN + Res 50,
DEN+Res 75 and DEN+Res 100 groups compared to the control group, but

decreased compared to the DEN group.

When liver tissues of rats were evaluated histopathologically, lymphocyte
infiltration, fibrosis which tends to differentiate into liver nodules, fibrosis which
tends to separate nodules, dysplastic changes in parenchyma, cellular atypia and
tumor foci were observed in the liver portal areas in the DEN-treated
groups. According to the results of Bax/Bcl-2 and p53, in apoptotic cells a

statistically significant increase that was observed at resveratrol 100 mg/kg dose.

As a result, we believe that a dose of 100 mg/kg resveratrol can be used as a
potential effective therapeutic agent candidate in the prevention of hepatic damage
and in the treatment of HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; resveratrol; apoptosis; in vivo
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1. GIRIS

Kanser, son yirmi yilda farmasétik ve teknolojik ilerlemelere ragmen kiiresel

bir sorun olmaya devam etmektedir (Seyed ve ark 2016).

Yayinlanan raporlar, tim kanser tiirlerinin yaklasik % 90-95'inin alkol
tiketimi, obezite, hava kirliligi, gida katki maddeleri gibi yasam tarzidan
kaynaklandig1 ve geriye kalan % 5-10'unun ise kusurlu genlerden dolay1 ortaya
ciktigin1 gostermektedir. Kanserin tedavisinde, diger ozel tekniklere ek olarak
ameliyat, radyoterapi, antikanser ilaglar1 (kemoterapi) gibi  yontemler
kullanilmaktadir (Irigaray ve ark 2007; de Martel ve ark 2012).

Rezeksiyon, organ nakli ve kemoterapi gibi konvansiyonel kanser
tedavilerinde basar1 oram1 oldukc¢a diisiiktiir. Bu nedenle hastaligin niiksiinii
engellemek (Sirma 2013), kemoterapinin olumsuz yan etkilerini en aza indirgemek
ve kanser hastalarinin yasam kalitesini arttirmak i¢in alternatif terapotik yaklasimlar

gelistirilmektedir.

Kanser yolaklarini etkileyen ve hucresel dengeyi apopitoz lehine yonlendiren
biyoaktif bilesikler giiclii bir terapotik strateji olusturabilir; fitokompaktlar 6nemli
fonksiyonel gida elementleridir, bunlardan birkaginin apopitozun anahtar

diizenleyicileri tizerinde spesifik etkileri oldugu gosterilmistir (Seyed ve ark 2016).

Normal hcrelerin premalign hicrelere veya premalign hicrelerin malign
hiicrelere doniisiimii, dogal kemoprotektif ajanlar ya da sentetik analoglar tarafindan

engellenebilir.

Geleneksel kanser tedavisinde bitkilerin uygulanmasi, arastirmacilarin ilgisini
cekmis olup agirlikli olarak bitki kaynaklarindan gelen dogal biyogesitliligin

fitokompozisyonlarinin arastirilmasina yol agmistir (Seyed ve ark 2016).

Ornegin, iiziimden ekstrakte edilmis resveratrol, farkli kanser tiirlerini tedavi
etmek icin alternatif bir ilag olarak kullanilmistir. Bir¢cok raporda resveratroliin farkli
kanser tiirlerine kars1 genis bir yelpazede koruyucu ve terapotik segenekler sundugu

belirtilmistir (Aluyen ve ark 2012).



Biz de calismamizda insanlarda énemli malign tumorlerden biri olan en sik
goriilen besinci ve diinyadaki kansere bagli 6liim sebeplerinden {igiinciisiinii temsil
eden hepatoseliler karsinomda (HCC) (Ding ve ark 2017) dozlara gore resveratroliin

olas1 koruyucu etkilerini arastirmayi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karaciger
2.1.1. Karaciger Anatomisi

Karaciger intraperitonal bir organ olup abdomen boslugunun Ust bolimiinde sag
hipokondriak ve epigastrik bélgenin biyik bir kismini kapsar. Sol lobu ¢esitli derecelerde sol

hipokondriuma’a da uzanir. Sol lob midenin dniinde yerlesir.

Karacigere direkt olarak komsu olan diyaframa normal pozisyonda iken karacigerin
sag lobunun Ust kenarinin iz diisimi 4.interkostal aralikta bulunur. Karacigerin sol lobunun

Ust kenarinin iz disim ise 5. kostanin biraz daha altinda yer alir (Waschke ve ark 2015).
2.1.2. Karaciger Embriyolojisi

Karaciger primordiumu, onbarsagin kaudal ucunda disa dogru endodermal
epitel ¢ikintis1 olarak gelisimin 3. haftasinin ortasinda gorulir. Hepatik divertikdl
veya karaciger tomurcugu olarak bilinen bu ¢ikinti, perikard boslugu ve yolk sak
arasindaki diyaframi ve bu bolgedeki ventral mezenterleri olusturacak olan
mezodermal plagi, yani septum transversumu penetre eden, hizli proliferasyon
goOsteren hucre dizilerinden olusur. Karaciger hiicreleri septumun icine girmeye
devam ederken, hepatik divertikiil ile Onbarsak (duedonum) arasindaki baglanti
daralarak safra kanalindan kaynaklanan kii¢iik bir ventral ¢ikint1 safra kesesi ve sistik
kanal haline gelir (Sadler 2011).

Hepatik kordlar septum transversuma dogru uzanan vitellin ve umblikal
venler etrafinda diizenlenerek hepatik sintizoidleri meydana getirir. Hepatositler ve
karacigerdeki safra kanallarini ¢evreleyen kiibik epitel endodermden gelisir; Kupffer
hicreleri, hematopoetik hticreler, sinlzoidleri ¢evreleyen endotel hiicreleri ve bag

dokusunda bulunan fibroblastlar mezodermden gelisir (Dudek 2016).

Karaciger hiicreleri, organ kaudale, karin bosluguna ¢ikinti yapacak sekilde
septum transversum mezodermi membran0dz hale gelerek, sirasiyla, kiigik omentumu
ve falsiform ligamenti olusturur. Birlikte Onbarsakla karni on duvar arasindaki

pentoneal baglantiyr olusturur ve ventral mezogastrium adini alir (Sadler 2011).



Karaciger ylizeyindeki mezoderm farklanarak, tist yiizdeki kiigiik bir alan disinda
visseral periton haline gelir. Bu alanda, karaciger orijinal septum transversum ile
olan temasmi devam ettirir. Septumun bu pargasi, yogun mezensimal bir doku
halindedir ve ilerde diyaframin tendinéz pargasini olusturacaktir. Gelecekteki
diaframla temas eden karacigerin bu yiizeyi peritonla hicbir zaman ortiilmez ve

karacigerin ¢iplak bolgesi yani areanuda olarak bilinir (Sadler 2011).

Karacigerin agirligi intrauterin yagsamin 10. haftasinda, toplam viicut
agirhiginin %10’u kadardir ki bu da karacigerin karin boslugunun biiyiik bir kismini
doldurmasina yol agmaktadir. Organin agirligindaki bu fazlalik, kismen siniizoid
sayisinin  yiiksekligine atfedilirse de, bir baska Onemli etken de, gordiigi

hematopoietik fonksiyonlardir.

Hematopoietik aktivite, gebeligin son iki ayinda yavas yavas azalir ve
dogumda geride ancak bir ka¢ hematopoietik hiicre adasi kalir. Artik karacigerin

agirhigr toplam viicut agirliginin %5°1 kadardir.

Karacigerin bir baska Onemli islevi de, 12. haftadan itibaren hepatik
hiicrelerin safra iiretmeye baslamasidir. Bu sirada, safra kesesi ve sistik kanalda
olusmus; sistik kanal hepatik kanalla birleserek koledok kanalin1t meydana getirmis

oldugundan, tiretilen safta barsaga akabilme imkan1 bulmus olur.

Sonug olarak, sindirim kanalinin igeriginin rengi koyu yesil bir hal alir.
Duodenumun pozisyonunda meydana gelen degisiklikler sonucu, koledogun
duodenuma giris yeri baslangictaki anterior pozisyonundan posteriora dogru yer
degistirir ve sonugta koledok duodenumun arkasindan gecer duruma gelir
(Seftalioglu 1998).

2.1.3. Karaciger Histolojisi

Karaciger; yetiskinlerde viicut agirliginin %2-3’Unu olusturan ya da ortalama
1,5-2 kg agirlig1 olan en biiyiik i¢ organdir. Diyaframin hemen altinda, abdomenin
sag, iist kadraninda yerlesmistir; karaciger, viseral periton mezoteli ve ince bir kapsiil
tarafindan sarilmis ve yarik ve oluklara bagli olarak sagda lobus hepatis dexter, solda
lobus hepatis sinister, alt 6nde lobus quadratus ve alt arkada lobus kaudatus olmak

Uzere dort loba ayrilmistir. Bu anatomik siniflandirmanin yani sira kanlanma ve safra
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drenajina gore de sekiz segmente ayrilmaktadir ve cerrahi miidahalelerde bu
segmentlere gore gerceklestirilmektedir (Yildirrm 2014). inferior tarafta, organa
portal ven ve hepatik arterden ¢ift kan desteginin girdigi ve hepatik ven, lenfatikler

ve safra kanalinin ¢iktig1 hilum bolgesinde, kapsiil kalinlasir (Jungueira ve ark 2015).

Karaciger tek bir organ olmasina karsin birgok farkli islevi gerceklestirir;
iistelik bu islevlerin birbiriyle baglantisin1 da saglar. Bu durum, 6zellikle karaciger
anormalliklerinde belirginlesir; ¢iinkii islevlerinin ¢ogu es zamanli olarak bozulur

(Guyton ve Hall 2013).

Bagirsaklardan emilen maddeler portal ven yolu ile karacigere ulastirilir.

Zararl iiriinler detoksifiye edilerek zararsizlastirilir.

Sindirim sisteminden emilen besin maddelerini depolayan karaciger,
depoladigi maddeleri gerektiginde kan dolasimina salgiladigindan, alblminler,
lipoproteinler, glikoproteinler ve protrombin ile fibrinojen gibi kan pihtilagsma
faktorlerini de igeren ¢ok sayida plazma proteinini sentezlediginden dolay1 endokrin
bir organ olarak, Urettigi ginlik 500 ile 1200 ml safrayi kanallar araciligi ile
duodenuma akittigindan dolay1 ekzokrin bir organ olarak degerlendirilir (Eroschenko
2016). Karacigerin (1) kanin filtrasyonu ve depolanmasi, (2) karbonhidratlarin,
proteinlerin, yaglarin, hormonlarin ve yabanci kimyasallarin metabolize edilmesi, (3)
safranin olusumu, (4) vitaminlerin ve demirin depolanmasi ve (5) pihtilagsma

faktorlerinin yapim gibi bir¢ok gorevi vardir (Guyton ve Hall 2013).

Karaciger distan Glisson kapsiilii olarak isimlendirilen fibr6z bag
dokusundan bir kapsiil ile kusatilmistir. Kapsiilden ayrilan ince bag dokusu uzantilar
hem karacigerin seklini korur hem de karacigeri lob ve lobiillere ayirir. Damarlar,
sinirler ve safra kanallar1 bag dokusu icinde ilerler. Karacigerin yapisal ve
fonksiyonel birimleri karaciger lobiilleridir (Esrefoglu 2016). Insan karacigerinde
50.000-100.000 adet lobul bulunur (Guyton ve Hall 2013).



2.1.4. Karaciger Lopcugunun Gorevi

Karaciger lopgugunun (lobiiliiniin) mimarisinin ii¢ adet kavramsal yaklasimi

bulunmaktadir:

(1) Yapisal parametrelere dayali olan koselerinde portal alan, ortasinda
santral ven bulunan altigen seklindeki Karaciger lopgugunun (lobiiliiniin) klasik

kavramai;

(2) Birbirine komsu lobiillerden aymi safra kanalina safra bosalimi
yaklagimina dayali komsu ii¢ santral venin birlesmesiyle olusan ortasinda portal

alanin bulundugu tiggen seklindeki portal lobil kavrami; ve

(3) Birbirine komsu lobiillerin vendz siniizoidleri boyunca oksijenin dagilim
derecelendirilmesine dayali iki portal alan ile iki santral venin birlesmesiyle olusan
karaciger asinusu kavrami (Kierszenbaum 2006). Asinus, iki portal alan arasindaki
alan: 1. zon, santral ven etrafindaki boliim: 3. zon ve arada kalan alan da: 2. zon
olmak {izere li¢ alana ayrilarak incelenir. Farkli zondaki hiicreler birbirinden farkli
etkilesimlere girerler ve birbirinden farkli aktiviteye sahiptir bunlara bagli olarak da
birbirinden farkli organel dagilimina sahiptirler. Tiim bunlara bagh olarak da farkl
zararli etmenlerden birbirlerinden farkli oranlarda etkilenmektedirler (Esrefoglu

2016). Karaciger metabolik yolaklarda gorevlidir.

Hepatositler birgcok fonksiyona sahiptirler; bilirubin, glukuronid, safra
asitleri, kolesterol, lesitin, fosfolipidler, iyonlar, IgA ve sudan olusan bir sivi olan
safranin salgilanmasi, amino asitlerin ve plazma proteinlerinin tretilip salgilanmast,
aminoasitlerden ve proteinlerden glukoz Uretimi yani glukoneojenez, DER ya da
peroksizomda toksinler ve ilaclarin detoksifikasyonu, IgA’nin Disse araligindan

safra kanalikulerine aktarimi (Gartner ve Hiatt 2014).

Karaciger, protein ve niikleik asitlerin yikimi ile ortaya ¢ikan amonyum
iyonlarindan viicuttaki (renin ¢ogunu sentezlemektedir. Son olarak, karaciger non-
esansiyel amino asitlerin sentezinde ve dontisiimiinde gorevlidir (Ross ve Pawlina
2014).



2.1.5. Hepatositler

Hepatositler, karaciger fonksiyonlarinin birgogundan sorumlu olan parankim
hlcreleridir ve lobuliin merkezinden perifere dogru anastomozlasan hiicre plaklarini
olustururlar. Hepatositler karaciger hacminin yaklasik %80’ini olusturmaktadirlar.
Parankimal olmayan karaciger hiicreleri ise toplam hiicre sayisinin %40’ m1

olusturmasina ragmen, karaciger hacminin % 6,5’ini olusturur (Kmiec 2001).

Hepatositler 20-30 pum capli, ¢ok kenarli, bol GER, DER, mitokondri,
lizozom, peroksizom, lipid damlacigi, glikojen iceren hicrelerdir. Genellikle tek
niikleus icermelerine ragmen, hiicrelerin yaklasik %25°1 iki niikleuslu olabilmektedir

zaman zaman ise niikleus sayisi poliploid olabilmektedir (Gartner ve Hiatt 2014).

Niikleoplazmada heterokromatin daginik kiimeler halinde ve niiklear zarfin
altinda ayr1 bir bant halinde bulunmaktadir. Her niikleusta iki ya da daha fazla iyi

gelismis niikleolus bulunur.

Hepatositler, ortalama 5 aylik yasam siiresiyle en uzun Omirlii sindirim
sistemi hiicrelerindendir ayrica cerrahi, toksisite ya da herhangi baska sebeple kayip
oldugu zaman yiiksek diizeyde rejenerasyon yeteneSiyle bu kaybi1 telafi
etmektedirler.

Hepatotoksik maddeler hepatositlerde lipid birikimine yol agmaktadir bu da
rutin  histolojik  kesitlerde hepatosit i¢cinde yuvarlak bosluklar seklinde
g6zlenmektedir.

Hepatositler ilaglarin, toksinlerin ve viicuda yabanci olan diger proteinlerin

(ksenobiyotikler) indirgenmesinde gorevlidirler.

Hidrofilik olmayan ilag ve toksinlerim bobreklerden temizlenmesi etkin sekilde
gerceklesmemektedir, karaciger bu maddelerin Faz I (oksidasyon) ve Faz Il
(konjugasyon) reaksiyonlariyla c¢oziinebilir hale getirilmesini saglamaktadir.
Cozlnebilir hale gelmis olan maddeler de bdbrekler araciligiyla viicuttan

uzaklastirilmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).



2.1.6. Hepatik Stellat Htcreleri

Hepatik stellat hucreleri, vitamin A depolayan hicreler, Ito hiicreleri,
lipositler, yag depolayan hiicreler olarak da isimlendirilen ve viicuttaki vitamin
A’nin % 80’inin depolanmasindan sorumlu hiicrelerdir. Hepatik stellat hticreler
siniizoidal endotel hiicreleri ile parankimal hiicreler arasindaki boslukta yer
almaktadir. Vitamin A lipid damlaciklarinin iginde retinil palmitat olarak depolanir
ve bu depolama orta zonda pik yapmistir ve santral zonda da en az depolama
gerceklesmektedir. Vitamin A’nin  hemostazinin diizenlenmesi hepatik stellat
hiicrelerce  gerceklestirilmektedir. ~ Hepatik  stellat  hiicrelerin ~ karaciger
rejenerasyonunda ¢ok 6nemli gorevleri bulunmaktadir. Karaciger fibrozunda hepatik
stellat hacreleri vitamin A’y1 kaybedip yogun sekilde kollajen, proteoglikan ve
adeziv proteinler de dahil olmak (zere ekstraseliler matriks bilesenlerinin
sentezlenip salinmasindan sorumludur. Ekstraselller matriks bilesiminin ii¢ boyutlu
yapisi hepatik stellat hicrelerinin proliferasyonu, morfolojisi ve fonksiyonlarini
etkilemektedir (Senoo ve ark 2017).

2.1.7. Kupffer Hucreleri

Kupffer hicreleri sinlzoidlerin iginde bulunan yildiz seklinde, yiksek
endositoz ve fagositoz yetenegine sahip doku makrofajlaridir. Cok sayida enzim ve
sitokin salgilamasinin yani swra yashh ve hasarli eritrositlerin yikilimini da
gerceklestirir (Kmiec 2001). Kupffer hicrelerinin birbirinden farkli boy ve ¢aplarda
sitoplazmik uzantilar1 vardir ve bu uzantilar Disse araligina ya da endotel hiicrelerine
dogru uzanmaktadir. Bu uzantilar sayesinde Kupffer hiicreleri kan ile dogrudan
temas etmektedir. Her bir Kupffer hicresinde sadece bir tane cekirdek
bulunmaktadir. Ayrica Kupffer hiicresinin sitoplazmasinda farkli boyutlarda,
yogunlukta ve sekilde vakuoller bulunmaktadir (Wisse 1974). Kupffer hicrelerinin
sayis1 karacigerdeki hucrelerin toplam sayisinin % 10’u kadardir. Karacigerdeki
yerlesim yerine gore hem fizyolojik fonksiyonlari1 hem de morfolojik 6zellikleri
farkliliklar gostermektedir. Periportal zondaki Kupffer hicreleri, santral ve orta
zondaki Kupffer hiicrelerine gore daha genistir ve daha fazla fagositoz yapmakta ve
daha fazla biyolojik aktivite mediatori tretmektedir (Baffy 2009). Kupffer hiicreleri
ayrica interlokin-6 (IL-6) salgilayarak hepatositlerin akut faz proteinleri Uretimine
yol agmaktadir (Abdullah ve Knolle 2017).



2.1.8. Pit Hucreleri

Karacigerde siniizoid liimenindeki natural Kkiller hiicreleri, pit hiicreleri olarak
adlandirilmaktadir. Pit hicreleri major doku uygunluk kompleksine (MHC) bagh
olmadan tiimor hiicrelerini 6ldiiriir ayrica interferon gama (IFNy) salgilayarak bu
etkiyi giiglendirir (Kmiec 2001). Pit hiicreleri ¢cok sayida kiigiik, yuvarlak, elektron
yogun granuller icerir. Sitoplazmanin diger kisimlarinda endoplazmik retikulum,
kicuk bir Golgi aygiti, serbest ribozomlar ve kiigiik mitokondriler bulunmaktadir. Pit
hiicrelerinin yerlesimi Kupffer hicreleri ile benzerdir ancak fagositik ve endositik
fonksiyonu yoktur (Peng ve ark 2016).

2.2. KARACIGER KANSERI

Karacigerin viicut igerisindeki ¢ok sayidaki gorevi diisiiniildiigiinde bu
organda goriilen kanser tiirlerinin basinda kendi hiicresinden kaynaklanan tiirleri
gelir ve bu malign tiimorlere primer (birincil) karaciger kanseri denmektedir.
Karaciger kanseri, karaciger hiicrelerinde goriilen anormal biiyiime olup, bu anormal

biiylimeler genellikle tiimdr olarak adlandirilmaktadir (Qin veTang 2003).

Hepatosellller karsinom (HCC); viral hepatit enfeksiyonu, alkol tuketimi,
titlin kullanimi, aflatoksin ve bazi diger kimyasal ajanlara maruz kalmanin neden

oldugu ¢ok faktorlii bir hastaliktir (Ting ve ark 2015).
Karacigerin primer (kendine has) malign tiimdrleri sunlardir:

HCC, intrahepatik kolanjioselluler karsinom, hepatokolanjio karsinom,
hepatoblastom, anjiosarkom, epiteloid hemanjioepitelioma ve diger sarkomlardir
(leitomyo sarkom, rabdomyosarkom, indiferansiye embriyonel sarkom). Karaciger
kanserlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu HCC ve intrahepatik kolanjioselliiler karsinom
olusturmaktadir. Intrahepatik kolanjioselliiler karsinom karacier igi safra
kanallarinda olugmaktadir. Karaciger i¢i safra kanallarmin herhangi bir yerinde

olusabilir (Qin veTang 2003).



2.2.1.Hepatoselltler Karsinom

HCC c¢ogunlukla, risk faktorlerinden bir veya daha fazlasi bulunan hastalarda
gorilmektedir. Karacigerde risk faktorlerine baghh devam eden karaciger hasarmin
yaniti, hiicresel dongiideki artig seklinde olur ve bunun sonucunda da rejenerasyon
meydana gelir. Karacigerde herhangi bir etken sonucunda oOncelikle inflamasyon
goriilmektedir. Inflamasyon ardindan fibrozis ve rejenerasyon gelisir. Fibrozis ve
rejenerasyonun gelismesi sirozun en dnemli gostergesidir. HCC’nin yaklasik % 80 ‘i

siroza kokenlidir (Obuz 2015).
2.2.2. Hepatoselluler Karsinom Epidemiyolojisi

HCC, karacigerin en yaygin goriilen primer kanseridir. Diinyada en sik
goriilen besinci Kanser tiiridiir ve kansere bagli tiim oliimlerde tigiincii sirada, yer

almaktadir (Obuz 2015).

Yeni vakalarin tahmini insidanst yilda yaklasik 500.000-1.000.000 civarinda
olmakla birlikte, yi1lda 600.000 6liime neden olmaktadir (Parkin ve ark 1999; Yeh ve
ark 2007). HCC o6zellikle Dogu Asya'da ¢ok yiiksek insidansa sahiptir. (Montalto ve
ark 2002).

Gelismis Bati lilkelerinde HCC insidanst halen nispeten diisiik olsa da,
giderek artmaktadir (Di Bisceglie 2002; Khan ve ark 2002). Amerika Birlesik
Devletleri'nde, son yirmi yilda HCC'nin yillik insidansinda yaklasik %80'lik bir artig
olmustur (EI-Serag ve Mason 1999; Montalto ve ark 2002).

Bu artig belirgin bir sekilde daha ¢ok erkeklerde olmustur ve Afro-Amerikali
erkeklerin insidans hizlari ABD Kafkasya erkeklerine gore daha yuksektir. Bu
yiikksek insidans, gogteki artis ile endemik iilkelerinden gelen HBV ve ayni
donemdeki hepatit C'nin ortaya ¢ikisi ile agiklanmistir (EI-Serag ve Mason 1999; Di
Bisceglie 2002). Diger gelismis batili llkeler de benzer artan egilimler
kaydedilmistir. Italya, Birlesik Krallik, Kanada, Japonya ve Avustralya'da HCC
insidansinda bir artis bildirilmistir (el-Zayadi ve ark 2005).

Atlanta'daki Hastalik Kontrol Merkezi, Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
kronik hepatit C ile ilgili dliimlerin Oniimiizdeki on yil boyunca yilda 8-10 000
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halihazir orandan ii¢ kat artacagi tahmininde bulunmustur. Bu 6liimlerin ¢ogunun
karaciger yetmezligi ve komplikasyonlar1 sebebiyle gergeklesmesi beklenirken,
bunun da HCC'den kaynaklanmas1 beklenmektedir (Di Bisceglie 2002).

Diinya Saglik raporunda (Jong-wook 2003) diinya ¢apinda 714.600 yeni HCC
vakast oldugunu ve bu vakalarin % 71'inin erkek oldugu bildirilmistir. HCC,
solunum sistemi, mide ve kolon/rektum kanserlerinden sonra kanser sebebiyle en
yaygin Olim nedenidir. Ayrica karaciger kanseri kaynakli Olimler erkeklerde 3.,

kadinlarda ise 5. sirada yer almaktadir.

HCC insidans1 yasla birlikte artmakta ve 65 yas lstii niifusta en ylksek
prevalansa erismektedir (EI-Serag 2007; Parikh ve Hyman 2007). Kuzey Amerika ve
Bat1 Avrupa'da HCC 50 yasindan 6nce nadir olmasina ragmen (Bosch ve ark 2004),
son 20 yilda genglere yonelik bir kayda deginilmistir. Bu dururm bati {ilkelerinde,
vakalarin %90'indan fazlasi i¢in gecerlidir; buna karsin Asya ve Afrika'da, siroz
gecmisi olmayan kisilerde, sirozlu karacigeri olanlara kiyasla, HCC vakalarinin

yiizdesi daha fazladir (Montalto ve ark 2002; Okuda 2000).
2.2.3. Risk Faktorleri

HCC'lerin en az % 80" ni hepatit B virlisu (HBV) ve hepatit C virusi (HCV)
sonucu olusan kronik enfeksiyon ile iligkilidir. HBV enfeksiyonlari, viriis ile iliskili
HCC'lerin %75-80'ininden sorumluyken, HCV, %10-20’sinden sorumludur (Perz ve
ark 2006).

Diger risk faktorleri, aflatoksin B1 (AFBI) kontamine gida maddeleri, asiri
alkol tiiketimi, seker hastaligi/obezite ve hemokromatoz, a-1 antitripsin eksikligi,
tirozinemi ve birkag porfiri gibi ender metabolik bozukluklar icerir. Bu nadir
metabolik bozukluklar, kisilerin HCC riskleri artmis olsa da, popiilasyondaki oranlari

az olmasindan dolay1, major risk faktorleri olarak degerlendirilmemektedir.

Yiiksek ve diisiik riskli HCC bolgelerinde baskin risk faktorleri farklilik
gOstermektedir. Asya ve Afrika'nin yiiksek riskli {ilkelerinin ¢ogunda, kronik HBV
enfeksiyonu ve AFBI maruziyeti baslica risk faktorleridir. Aksine, HCV
enfeksiyonu, agir1 alkol tiikketimi ve diyabet/obezite, diisiik riskli HCC bolgelerinde
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daha onemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, bu kaliplara iliskin istisnalar,

dominant risk faktoriiniin HCV enfeksiyonu oldugu Japonya'da ve Misir'da goriiliir.

HCC’nin diinya ¢apindaki insidansi, bu biiylik HCC risk faktorlerinin gegmisi

ve faktorlerin insan popiilasyonlarinda ne kadar siire kaldigi ile ilgilidir.

Alkol tiiketimi, kaydedilen tiim tarih boyunca insanlar arasinda sik goriilen
risk fakrorii iken, yiiksek obezite ve diyabet orani yirminci yiizyilin sonlarinda bir

fenomendir (Simmond 2001).
2.2.3.1. HCV

Epidemiyolojik c¢alismalar, HCV'li hastalarin yaklasik %70 kadarinin
serumda anti-HCV antikoruna sahip oldugunu gostermesi nedeniyle, Bati Avrupa ve
Kuzey Amerika Ulkelerinde HCC icin HCV en énemli risk faktortdir (Colombo ve
ark 1989; Nishioka ve ark 1991; Montalto ve ark 2002).

Karaciger kanseri, HCV ile iligkili siroz hastalarinda kronik karaciger
hastaliginin viral olmayan etiyolojilerinden daha yiiksek oranda goriiliirken, sirozlu
olmayan karacigerde HCV ile iliskili HCC'nin sadece birkag¢ vakasi bildirilmistir; bu,
virsiin muhtemelen mutajenik bir etkisi oldugunu gostermektedir (De Mitri ve ark
1995; el-Refaie ve ark 1996; Montalto ve ark 2002).

HCV enfeksiyonunun prevalansi cografi bolgelere gore onemli oOlciide
degisir. Afrika ve Asya iilkeleri yiiksek HCV enfeksiyon prevalansi sergilerken,
Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya iilkelerinde ise genellikle diisiik prevelans
goriilmistiir (Shepard ve ark 2005; Suruki ve ark 2006). Misir, diinyadaki en yiiksek
HCV prevalansina sahiptir.

Yasl bireylerde, Nil deltas1 gibi kirsal alanlarda ve diisiik sosyal siniflarda,
%60'a kadar daha yiikksek HCV enfeksiyonu oranlari bildirilmistir (Darwish ve ark
1993; el Gohary ve ark 1995; Frank ve ark 2000; Hassan ve ark 2001).

HCV ile enfekte olan hastalarda HCC'nin gelisim riski, altta yatan karaciger
hastaliginin varligi ve ciddiyetine baglidir (Montalto ve ark 2002). HCV ile enfekte

olmus kisilerin %80 kadar1 viriisiin ortadan kaldirilamamasi ve kronik HCV
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enfeksiyonuna ilerlemesi neden olmaktadir (Tsai ve ark 1997; Gruner ve ark 2000;
Suruki ve ark 2006).

HCYV ile enfekte olan hastalarda fibrotik progresyon orani, enfeksiyon zamani
yasi, erkek cinsiyeti, HCV genotipi ve alkol tiiketimi tarafindan etkilenir (Poynard ve
ark 1997; Wiley ve ark 1998). Bu faktorlerden herhangi birinin fibrotik progresyon
orani lizerindeki etkileri disinda, g¢esitli mekanizmalar yoluyla karaciger ile ilgili

komplikasyonlarin baslangicini etkileyip etkilemedigi agik degildir.

2.2.3.2. Aflatoksin B1'in (AFB1) Rolu

AFBI1, Asya'da ve Sahra alt1 Afrika'da Aspergillus spp mantariyla tiretilir;
burada iklim faktorleri ve depolama teknikleri mantarin tahil, misir, yer fistig1 ve

bakliyat gibi gidalarin yaygin bir kirleticisi olmasini saglar.

AFBl'e yiikksek maruz kalmig alanlar, HCC prevalansinin yiiksek oldugu
alanlarla cakismaktadir. HBV ile enfekte hastalarda AFB1'in yiiksek bir sekilde
alimmasinin, HCC gelisimi i¢in ilave bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(Groopman ve ark 1996; Bruix ve ark 2001; Liu ve ark 2005).

Yiiksek HCC prevalansi ve yiiksek aflatoksin alimi alanlarinin ayn1 zamanda
endemik HBV enfeksiyonu olan alanlara karsilik geldigi ve HCC gelisme riski en
yiiksek olan hastalarin, hem HBV hem de AFBl'e maruz kalanlar oldugu
bildirilmistir (Groopman ve ark 1996; Montalto ve ark 2002).

TUmor supresor p53 geninin somatik mutasyonlari, insan HCC kanserinde en
yaygin genetik anomalilerdir ve kanitlar, HCC'de yiiksek p53 degisikliklerini
desteklemektedir.

El Far ve ark, HCC'li hastalardaki p53 mutasyonlarini ve timor derecesi, o-
fetoprotein (AFP) ve HCC patogenezindeki rollerini aydinlatmak ig¢in karaciger
fonksiyon testleri gibi diger prognostik faktorlerle olan iliskisini arastirdilar. Bu
aragtirmacilar saptanan p53 mutasyonlarmin HCC sikligimi yaklasik % 79.5'ten %
86.3'e yiikselttigini bulmugslardir. Ayrica, p5S3 mutasyonu ile timor grade II ve III

igin timor boyutu arasinda anlamli pozitif korelasyon tespit edilmistir. Bu nedenle,
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p53 proteinin serum konsantrasyonunun, HCC riskini 6ngérmek icin potansiyel bir
tarama testi olabilecegini bildirmislerdir (El Far ve ark 2006).

2.2.3.3. Pestisit

Pestisit maruziyeti HCC riskini arttiran onemli ¢evresel faktorlerden biridir.
Pestisitlerin yol agtigi spontan genetik degisiklikler; artan hicre proliferasyonu,
oksidatif stres, apopitoz inhibisyonu ve hiicre 6lim yolaklarinin baskilanmasi gibi
hiicresel olaylara neden olan epigenetik karsinojenlerden olduklar1 diisiiniilmektedir

(Rakitsky ve ark 2000; Ezzat ve ark 2005).
2.2.3.4. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) son zamanlarda karaciger, meme, endometriyum,
pankreas kanseri gibi ¢esitli maligniteler i¢in siipheli bir risk faktorii haline gelmistir.
DM ve HCC arasindaki korelasyon oldukga giicliidiir; 2005 yilinda yapilan 26
caligmanin meta-analizi ile, DM'li bireylerin HCC igin kontrollerden daha yuksek bir
risk tasidigr belirlenmistir. Genel olarak, hipergliseminin kanseri gelistirme riskini

arttirdig1 diistiniilmektedir.

Biiyiik bir Avrupa kohort arastirmasi verilerilerine gore, diger metabolik risk
faktorleri icin diizelme gergeklestikten sonra bile, kan glukozunun HCC i¢in 6nemli

bir risk faktorii oldugu belirlenmistir.

Buna ek olarak, hipergliseminin HCC i¢in 6nemli bir prognostik faktor
oldugu bildirilmektedir. Hiperinsiilinemi ayrica gogiis, kolorektal ve pankreas
kanserleri de dahil olmak iizere ¢esitli tiimorlerin gelisimi i¢in gii¢lii ve bagimsiz bir

risk faktori olarak tanimlanmistir (Baba ve ark 2017).

ABD'de popiilasyon temelli bir arastirmada, diyabetin kronik HCV veya
HBV enfeksiyonu, alkolik karaciger hastalifi veya spesifik olmayan sirozdan

bagimsiz olarak HCC i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu bulunmustur.

Yapilan calismada HCC'lh hastalarin yaklasik % 60' inda, kronik HCV ile
iliskili veya HBV ile iliskili hepatit, alkolik karaciger hastaligr veya diger bilinen

kronik karaciger hastaligi nedeni ile teshis konmamistir. Bu hastalardan % 47'sinde
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diyabet goriildiigii ve diger risk faktorlerine gore daha yiiksek (% 41) orana sahip
oldugu bildirilmistir. Bu da, diyabetin idiyopatik HCC'li hastalarda 6nemli risk
faktorii olabilecegini diisiindiirmiistiir (Davila ve ark 2005).

2.2.3.5. Diyet

Bir¢ok epidemiyolojik calisma diyet ve HCC riski arasindaki iliskiyi

incelemistir (Talamini ve ark 2006) ve sonuglar biraz ¢eligkilidir.

Bazi ¢aligmalar HCC ve yiiksek diyetler (siit, bugday, sebze, balik ve meyve)
arasinda ters bir iliski oldugunu gostermistir. Konuyla ilgili diger ¢alismalar da ise
herhangi bir iligski gdstermedigi belirlenmistir. Yumurta tiiketimine iliskin olarak,
yapilan iki ¢alisma HCC riskiyle ters iligkili oldugunu gosterirken (La Vecchia ve
ark 1988; Yu ve ark 2002); diger ii¢ caligsmada ise artmis bir risk oldugu bildirilmistir
(Yu ve ark 2002; Kurozawa ve ark 2004). Benzer sekilde, iki ¢alisma (Yu ve
ark1993; Braga ve ark1997), et ve hayvan kaynakli protein tiikketiminin, artmis HCC
riski ile iliskili oldugunu, ancak diger ¢calismalarin (La Vecchia ve ark 1988; Fukuda
ve ark 1993) bu bulguyu desteklemedigini ortaya koymustur.

Sharp ve arkadaslari, miso ¢orbasi ve diger soya gidalarinin tiiketilmesinin
HCC riskini azaltabilecegini bildirmislerdir. Bu, epidemiyolojik, hayvansal ve
laboratuar temelli ¢aligmalarin yani sira bazi klinik arastirmalarin sonuglan ile
tutarhidir (Sharp ve ark 2005). Elde edilen bu bulgu, muhtemelen hormonal profili
degistirerek ve hiicre proliferasyonunu azaltarak, HCC riskini azaltan Ostrojen ve
testosteron seviyelerine karsi izoflavonlarin karsit etkisi ile aciklanmaktadir (Sharp

ve ark 2005).

Diger bir meta-analiz ¢alismasinda ise kahve igenler arasinda HCC riskinde
%41'lik bir azalma gorulmektedir (Bravi ve ark 2007). Kahve tiketiminin bu olumlu
etkisi, hem kahvenin yaygin olarak tiiketildigi giiney Avrupa'dan hem de kahve
alimmnin daha az oldugu Japonya'dan kronik karaciger hastaligi olan kisilerle
calisilmistir (Bravi ve ark 2007). Diterpenler, kafestol ve kahweol de dahil olmak
tizere kahve igerisindeki bazi bilesikler, hayvan modelleri ve hiicre kiilturiinde

gosterildigi gibi  kanserojen detoksifikasyonuna katilan ¢oklu enzimlerin
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modulasyonu yoluyla bloke edici ajanlar olarak gorev yapabilir (Yu ve ark1993;
Cavin ve ark 1998; Majer ve ark 2005).

2.2.4. Klinik Bulgular ve Tarama

HCC'nin baglica tan1 yoOntemleri arasinda serum belirtecleri, c¢esitli

goruntileme yontemleri ve histolojik analiz bulunur.
2.2.4.1. Hepatoselltler Karsinomda Radyolojik Gorinttleme Bulgular

Ultrasonografi (US), HCC taramasi i¢in en popiiler yontemdir. US'nin HCC
surveyanst i¢in tanisal basarisi, pek ¢ok faktore baglidir, ancak cogunlukla fokal
karaciger degisikliklerinin boyutu ve karakteristigine, ayrica sonografi uzmaninin

deneyimi ve US donaniminin teknik kalitesine baglidir.

Literatiirde US hassasiyeti, ¢apt 1 cm olan lezyonlarda %70, timor ¢ap1 5
cm'den fazla oldugunda % 90'a yukselmektedir. Spesifiklik %48 ile %94 arasinda
degiskendir (Lim ve ark 2002; Conte ve Duca 2006). HCC, US iizerinde ¢zel bir
morfoloji igermezken ¢ap1 3 cm'den kiiciik lezyonlar homojen ve hipoekoiktir. Artan
fokal nekroz ve mikro-sedimantasyon olustugunda giderek daha heterojen ve
hiperekoik hale gelirler.

Arteryel vaskiilarite ile birlikte bu 6zellik artmis malignite ve kotl prognoz
icin tipiktir. Organik neoplazmlar ve vaskiiler yapilar arasindaki iliskinin daha iyi
gorsellestirilmesine yol agan doppler veya kontrastli US, lezyonlarin net bir sekilde

farklilagsmasi i¢in kullanilabilir.

US muayenesi subjektif ve rekirrensiz oldugu i¢in US'de siiphelenilen tiim
fokal karaciger lezyonlarinin bilgisayar tomografisi (BT) ve/veya manyetik rezonans

goriintiileme (MRI) kullanilarak dogrulanmasi gerekir.

Bu yontemlerin kullanilmast HCC'nin daha dogru bir sekilde %89'a kadar
duyarlilik ve %99'a ulasan spesifiklikte teshis edilmesini saglar (Lim ve ark 2002).
Ne yazik ki, lezyonlarin ¢ap1 1 cm'den az oldugu zaman tanisi o kadar hassas
olamayip sadece %34'tur (Burrel ve ark 2003). Bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma, US

muayenesinde ¢ap1 1 cm'den kii¢iik olan HCC lezyonlarinin sadece %50'sinin

16



kesfedildigini gostermistir. Barselona ©nerilerine gore; bu lezyonlarin en az 6 ay
araliklarla US tarafindan taranmasi gerekir. Timor gelistikce veya capt 1 cm'den

bliyiik oldugunda US, BT ve/veya MRI uygulanmalidir (Llovet ve ark 1999).

Biomarker olarak alfa feto protein (AFP) degerine bakilir ve tiim tetkiklere

ragmen tan1 konulamazsa biyopsi yapilmaktadir.
2.2.4.2. Hepatosellller Karsinomun Histolojik Teshisi

Stipheli bir lezyonun sitolojik muayenesi ince igne aspirasyon biyopsisi
(FNAB) ile yapilabilir. FNAB’in tanisal etkinligi, lezyonun boyutuna, delme igne

¢apina ve uygulayicinin tecriibe seviyesine gore %60 ila %90 arasinda degisir.

Bu teknigin 6zgiilligii ve pozitif prediktif degeri %90 ila %100 arasindadir.
En az komplikasyon riski olan guvenli bir tekniktir (Ebara ve ark 1989; Franca ve
ark 2003; Ding ve He 2004; Franca ve ark 2004). HCC'min kesin tanisi igin
histopatolojik inceleme baslica yontem olarak diistiniilmektedir. Tedavi modalitesini
etkileyen karaciger sirozu varligt onaylanmis veya tiimorlii karaciger dokusu

tizerinde ¢alisma zorunlulugu vardirn (Franga ve ark 2003; Franga ve ark 2004).

Karaciger biyopsisi ile iligkili komplikasyonlar, %0,006 -%0,3 mortalite
oranlar ile diisiiktiir. Ignenin izledigi yol boyunca tiimor tohumlama riski, yaklasik
%3 kadardir (Takamori ve ark 2000; Bravo ve ark 2001; Bialecki ve Di Bisceglie
2005; Chang ve ark 2008). Iki patolojik teknigin bir kombinasyonu tam
performansini artirabilir (Franga ve ark 2003; Franga ve ark 2004).

Bir ¢aligmada sitolojik ve histolojik inceleme duyarliligi her biri igin ayr1 ayr
yaklasik %80 oldugu bildirildi. Iki yontem birlestirildiginde, duyarlilik %89'a kadar
ulagsmaktadir (Caselitz ve ark 2003).

Mikroskobik olarak, HCC hiicrelerinde nukleusun sitoplazmaya goére orani,
trabekiiler yapi, atipik hicreler ve periferik endotelyal sarma artis gosterir (Pitman
1998; Bialecki ve Di Bisceglie 2005).

Patolojik bulgulara gore, iyi diferansiye edilmis tiimorlerde neredeyse normal

gorinen hepatositler gozlenebilirken, kotl diferansiyel HCC'de buyik oranda
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anaplastik ¢ok cekirdekli dev hiicreler de gorilebilmektedir (Robins ve Kumar 1987;
Bialecki ve Di Bisceglie 2005).

2.2.4.3. Serum Markerlarinin Roli

HCC tanisinda 6zellikle 3 serum belirteci kullanilmaktadir; alfa fetoprotein,
Lens culinaris agglutinin-reaktiv alfa-fetoprotein (alfa-fetoprotein-L3), ve vitamin K

antagonisti-1I ile uyarilan proteindir (Yuen ve Lai 2005).

2.2.4.3.1. Alpha-1 fetoprotein (AFP)

Fizyolojik kosullar altinda AFP, yaklasik 70 kDa'lik bir molekiiler agirliga
sahip fetusa Ozgu bir glikoproteindir. Genellikle embriyonik karaciger, vitelline

kesesi hiicreleri ve gebeligin ilk li¢ ayinda fetal barsak yolu tarafindan sentezlenir.

AFP'nin serum konsantrasyonu dogumdan sonra hizla azalir ve yetiskinlerde
ekspresyonu bastirilir. Patolojik olarak, kronik karaciger hastaligi olan, 6zellikle
yiiksek derecede hepatosit rejenerasyonu ile iliskili olan hastalar, kanserin

yoklugunda AFP'yi eksprese edebilir.

Ayrica, AFP’nin ekspresyon seviyesi, hepatokarsinogenezis, embriyonik
karsinom (Gupta ve ark 2003; Grizzi ve ark 2007) gastrik (Chen ve ark 2003) ve
akciger kanserinde yiikselmistir. HCC'li tim hastalarda AFP yiiksek degildir. Siroz
ve/veya hepatik enflamasyonlu bazi hastalarda, bir tiimor bulunmasa bile AFP

yiiksekligi olabilir.

HCC tanisinda total AFP diizeyi tek basina zayif tanisal degere sahipken
karacigerde kitle varliginda goriintiileme kriterleriyle birlikte kullanildiginda esik
deger olarak 400 ng/ml tiizerindeki degerler daha iyi bir tanisal ara¢ olmasim

saglamaktadir (Maringhini ve ark 1988; Soresi ve ark 2003).

Alfa fetoprotein L3 seviyesinin total alfa fetoprotein dlzeyinin Uzerine
cikmasi (>10) kiiciik hepatoselliiler kanserler i¢in spesifiktir. HSK tanisinda vitamin
K antagonisti II ile uyarilan protein, total alfa fetoproteine gore daha spesifiktir ancak

bu test bir cok laboratuvarda mevcut degildir (Daniele ve ark 2004).
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2.3. POLIFENOLLER

Bir takim epidemiyolojik ¢alismalara gore, meyve ve sebze yoniinden zengin
bir diyetin insanlardaki kanser riskinin azalmasiyla iligkili oldugu ve bazi diyet
bilesenlerinin kanseri dnlemede etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Kansere karsi
koruyucu maddelerin ¢ogu, kanserojen aktivasyona karisan enzimleri (faz I) inhibe

ederek etki gosteren dogal polifenollerdir.

Polifenolik bilesikler, insan diyetinde bulunan c¢esitli ikincil metabolitler
grubunu olustururlar. Bu heterojen bilesik grubu, ¢esitli kimyasal 6nleyici ajanlara

karsilik gelir ve asagidaki gruplar halinde siniflandirilmistir:

Fenolik  asitler, stilbenler, flavonoidler ve analoglar. Bireysel
fitokimyasallarin birgogu oncelikle gii¢lii antioksidanlar olup, tiimor gelisimini

durdurma potansiyeline sahiptir.

Polifenolik komponentler fenolik maddeler olarak da bilinir. Dogada ki en
onemli antioksidanlar fenolik maddelerdir. Bitkisel fenolik antioksidanlardan en
yaygin olanlar1 flavonoitler, kumarinler, tokoferoller, sinnamik asit tiirevleri ve
fenolik asitlerdir. Bu maddeler besinlerdeki kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklari bilinmektedir (Vadi 2017).

Bu dogal ajanlar genellikle habis hiicrelerde aktive olan sinyal yollarini
baskilarlar ve normal hiicrelere en az hasarla hucrelerin proliferasyonlarimi bloke

eder (Rajasekaran ve ark 2011).

2.3.1.Polifenollerin Siniflandirilmasi

Polifenol aile iiyelerinin molekiiler agirliklar1 500 ila 3000 Da arasinda
degisirken, yapilar ise oldukea gesitli ve kompleksdirler (Tsao 2010). Polifenoller,
bitkilerde en fazla bulunan fitokimyasal maddelerden biridir ve diger dogal {irtinler
ile karsilastirildiginda insanlar tarafindan en fazla emilimine sahiptir (Scalbert ve

ark 2005).

Polifenol ailesi, fenolik halkalarin sayisina ve bu halkalarin baglanmasina

bagl olarak, flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlar igeren birka¢ ana
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smifa bolinmis olup, her sinifinda binlerce iiyesi bulunmaktadir (Manach ve ark
2004).

Flavonoidler, diyetlerimizdeki en bol polifenollerdir. Oksijen heterosiklinin
oksidasyon derecesine gore gesitli siniflara ayrilabilirler: flavonlar (Hostetler ve ark
2017), flavonollar (Menezes ve ark 2017), izoflavonlar (Ferrazzano ve ark 2011),
antosiyaninler (Prior ve Wu2006), flavanoller, protonosiyanidinler ve flavanonlar
(Vandeputte ve ark 2011) olarak kategorize edilebilir ve grubun en biiyiik sinifidir
(Scalbert ve Williamson 2000).

Fenolik asitler, flavonoidlerden sonra polifenollerin en yaygin ikinci sinifi
olup, siyah cayda bulunur (Wang ve Ho 2009). Bunlar 6nceden benzoik ve sinamik
asit tiirevleri olarak siiflandirilmiglardir (Clifford1999).

Stilbenler bitkilerde yaygin degildir ve yalnizca patojenik istilada
uretilmektedir (Jang ve ark1997).

Son olarak, lignanlar, keten tohumu ve keten tohumu yag: icinde oldukga
zengin olan fitoestrojenlerdir ve en iyi bilinen bilesikler secoisolariciresinol ve
matairesinoldiir. Polifenollerin yapisi, biyoyararlaniminin, farmakokinetik profilinin,
biyomolekiillerle olan etkilesimlerinin ve etkililiginin 6nemli bir belirleyicisidir

(Scalbert ve Williamson 2000).

Polifenoller esas olarak, ikincil bitki bilesiklerinin veya fitokimyasallarin
cesitli smifim1 teskil eden flavonoidler ve nonflavonoidler olarak kategorize
edilebilir. Diyet flavonoidlerinin baslica alt siniflar1 flavonollar, flavonlar, flavan-3-

ols, antosiyanidinler, flavanonlar ve izoflavonlardir (Menezes ve ark 2017).

Nonflavonoidler, stilbenler ve fenolik asitler gibi cesitli polifenol siniflar
icerir. Nonflavonoidlerin 6nemli diyetleri C6-C1 fenolik asitler ve polifenolik C6-
C2-C6 stilbendir. En dikkat c¢ekici fenolik asit ve yenilebilir stilben sirasiyla
gallikasit ve resveratroldir. Stilbenlerin ana besinsel kaynagi resveratroldiir (Hu ve
ark 2017).
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2.3.2. Stilbenoidler ve Anti-inflamatuar Aktivite

Stilbenoidler, farmasotik agidan ¢ok sayida Ozellik tasiyan bilesiklerin bir
sinifidir. Bunlar, iiziim, findik ve ¢aylarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bitki
fitoaleksin polifenoller grubudur. Bitkilerde ki asil goérevi, bitkileri patojenlere ve
mantarlara kars1 korumaktir; dolayisiyla icerikleri ¢ok degiskendir ve strese maruz
kalmasiyla artar. UV radyasyonu, agir metal maruziyeti ve mantar enfeksiyonu,

tiztimleri stilbenoidlerle zenginlestirmek i¢in kullanilabilir.

Stilbenoid igeren bitkiler, halk tibbinda, mide agrisi, hepatit, artrit, idrar yolu
enfeksiyonlari, fungal hastaliklar veya deri iltihaplarinin tedavisinde yaygin sekilde

kullanilmastir.

Stilbenoidlerin tibbi potansiyelleri, doymus yagdan zengin diyet tiiketen
Fransiz halkinin koroner kalp hastaliginin diisiik insidansini agiklayan "Fransiz
paradoksu" olarak adlandirilan, kardiyo proteksiyon fenomeninin arkasinda durdugu
kesfiyle ortaya ¢ikarilmistir. Stilbenoidler, kardiyovaskiiler etkilerin yan1 sira, anti-
inflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle antikarsinojenik, antiviral,

noroprotektif olarak da kullanilmaktadir (Dvorakova ve Landa 2017).
2.3.3. Resveratrol Tarihcesi

Resveratrol, ilk olarak 1930’lu yillarin baslarinda tibbi bir bitki olan
Veratrum grandifolium Loes. fil.’de tanimlanmis olup saglik {izerine etkileri ise;
ozellikle Cin ve Japon bilim adamlar1 basta olmak iizere, bir ¢ok bilim adami
tarafindan uzun yillar arastirilmistir. Polygonum cuspidatum bitkisinin koklerinden
Ozltlenen resveratrol, Japonya ve Cinde halk tarafindan “kojo-kon” adiyla bilinen
geleneksel bir ilag olarak; hipertansiyon, damar tikanikligi, cilt iltihab1 ve allerji gibi
birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Elbe ve ark 2015).

2.3.4. Resveratrol Olusumu ve Sentezi

Resveratrol (3,5,40-trihy-droxystilbene), Polygonum cuspidatum, dut (Morus
tiirleri), tiziim ve kirmizi sarap gibi 70'den fazla bitki tiiriinde dogal olarak olusan ve
fitoaleksin 0Ozelligi gosteren bir stilben grubu bilesiktir (Elbe ve ark 2015).

Iki ¢ift bagdan olusur ve iki izoformu vardir. Bunlar; trans-resveratrol ve cis-
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resveratroldur. Trans-izomer daha kararli formdur; diisik UV 15181 ve yiiksek pH
trans-resvaratroliin cis izomerine doniismesine olanak saglarken, 1s1k, yiiksek
sicaklik veya diisik pH cis-resveratrolin trans formuna donisiimiinii saglar.
Resveratroliin asir1 yiiksek konsantrasyonu kirmizi liziimiin kabugunda bulunur,
ancak yabani ot Polygonum cuspidatum'un kok oOzitlerinde, dut, fisttk ve ¢amda
olugsmaktadir. Taze sikilmig tizimlerin kabugunda 50-100 pg/g resveratrol yer alir.
Resveratroliin dogal fonksiyonu bitkileri enfeksiyona karsi ozellikle de mantar

enfeksiyonlarina (Botrytiscinerea) karsi korumaktir (Shakibaei ve ark 2009).

Uziimlere bu mantar bulasirsa, komsu iiziimlerde resveratrol artar. UV 15181
ya da agir metaller gibi g¢evresel stres, bitkilerdeki resveratrol diizeyini artirir
(Shakibaei ve ark 2009). Resveratrol, stres olusmasiyla yaklasik olarak 24 saatte en
yiikksek seviyeye ulasir ve 42-72 saat sonra stilbenoksidazin aktivasyonu sonucu

resveratrol seviyesi diismeye baslamaktadir (Gogmez ve Seferoglu 2014).

Resveratrol'e karsi son on yildaki ilgi artisi, basta anti-kanserojenik, anti-
enflamatuar, platelet agregasyonunu inhibe edici etki ve kardiyoprotektif
ozelliklerinden ("Fransiz paradoksu" olarak adlandirilan koroner arter korumasi)
kaynaklanmaktadir (Shakibaei ve ark 2009). Bu etkilerin mekanizmalar1 tam olarak
aciklanamamasina ragmen resveratroliin birka¢ biyolojik aktivitelerinin agiklandig:

antiproliferatif etkileri tarif edilmistir (Falchetti ve ark 2001).

Insanlarda, resveratrol esas olarak duodenumda emilir; sigan bagirsagindaki
caligmalar mevcut resveratroliin  yaklasik  %20'sinin  absorbe edildigini
gostermektedir. Bu c¢alismalarda absorbe edilen resveratroliin cogu konjiige
glukuronid formundayken absorbe edilirken, unkonjuge resveratrol ve resveratrol

stilfatin ¢ok az miktar1 absorbe edildigi bildirilmistir (Shakibaei ve ark 2009).

Biyoyararlanim1 diisiik olan resveratrol saglikli bireyler tarafindan
alindiginda plazmadaki maksimum seviyesine 30-60 dakika arasinda ulagmakta ve
kalp, karaciger ve bobrek gibi organlarda birikebilmektedir. Siganlara uygulanan
resveratroliin plazmada ve bobrekte 60, karacigerde 30, kalpte ise 120 dakikada
maksimum derisime ulastigi saptanmistir. Bununla birlikte resveratrol insan

karaciger mikrozomlarinda glukuronidasyon reaksiyonu ile de degisime
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ugrayabilmektedir. Biiyiik oranda idrar yolu ile atilan resveratrolin emilimi ve

dokulara tasinmasi olduk¢a hizli gergeklesmektedir (Ergin ve Yaylali 2013).
2.3.5. Resveratroliin Etkileri

Son zamanlardaki, ¢esitli calismalar, resveratroliin hem in vitro hem de in
vivo genis bir biyolojik ve farmakolojik aktivite sergiledigini ortaya koymustur. Bir
dizi ¢alisma, resveratroliin antioksidan ozelliklere sahip oldugunu (Fauconneau ve
ark 1997), platelet agregasyonunu engelledigini, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
oksidasyonu (Pace-Asciak ve ark 1995, Bertelli ve ark 1995, Frankel ve ark 1993)
ve vaskiler endotelyumun araciligiyla nitrik oksit tiretimini arttirdigini géstermistir.
Bu nedenle bu bilesigin ateroskleroz ve koroner kalp hastaliginin dnlenmesinde

onemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir.

Ayrica, hem siklooksijenaz-1 (SIRT1) (Jang ve ark 1997) hem de
siklooksijenaz-2 (SIRT2) 'yi inhibe edebilmesi prostaglandin biyosentezini down
regile etmesi (Jang veark 1997, Martinez ve Moreno 2000) ve Kkarajena ile
indiklenen pence 6demini baskilamasi ile resveratroliin antiinflamatuar 6zelliklere

sahip oldugu bulunmustur (Jang ve ark 1997).

Ayrica resveratrol, sirtuin (SIRT2, insan SIRTI1 homologu) etkinlestirici
olarak protein ve gen ailesinde énemli bir yer tutar (Moynihan ve ark 2005). SIRT1
DNA tamir geni olarak bilinir. Sirtuinler metabolizmay1 diizenlemede, kanseri ve
yaslanmay1 engellemede ve uzun yasamada strese bagli sinyal transdiiksiyon
yolaklarinda kritik bir baglantiya sahip olup, sessiz ve 6énemli bir diizenleyici olarak
gorev alir (Milne ve ark 2007). Sirtuinler DNA onarim enzimlerini deasetile ederek
aktiflestirir ve DNA’y1 sabitlestirir. Bunlarin yoklugunda ise DNA hasar gormeye
yatkin hale gelir. Dolayisiyla bu mekanizmalar1 baslatan resveratrol sirtuinler

tizerinden yagami uzatabilir (Kumar ve ark 2007).

Birkag fitokimyasal arasinda ortak mekanizmalari takiben, resveratrol birkag
bozulmus sinyal yolu iizerinde baskilayici ajan olarak gorev yapabilir, ayrica normal
hiicrelere kars1 sinirli toksisite ile kanser hiicrelerindeki ¢oklu hedefler iizerindeki

faaliyetini ifade eden islevsel pleiotropik ajan rolii vardir (Varoni ve ark 2016).
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Ayrica  oksidatif stres (DNA  hasari, protein oksidasyonu ve
lipidperoksidasyonu) ile indiiklenen hasar1 azaltmada ve bagisikligi artirmada
antioksidan, antienflamatuar ve immiinomodiilator aktiviteler katki saglamaktadir

(\Varoni ve ark 2016).
2.3.6. Resveratroltn Antikanser Etkileri

Klinik dncesi veriler, kimyasal karsinojen olusumunda yer alan karmasik bir
lic asamal1 siireci igeren; kanserin baslamasi, ilerlemesi, istilast ve metastazi gibi
bircok molekiiler ve biyokimyasal hedeflerle fitokimyasallarin etkilesimi

desteklemektedir (\Varoni ve ark 2016).

Ozellikle son on yilda fitofarmasotikler (yani bitki kokenli dogal bilesikler)
antikanser terapi arastirmalarinda on plana ¢ikmis olup, birgogu su anda klinik
yararlari, etkinlikleri ve kansere bagli hiicre sinyal yolaklar1 iizerindeki etkilerini

aydinlatmak i¢in elestirel bir degerlendirmeye tabi tutulmaktadir.

Resveratrol'un hem in vitro hem de in vivo kemopreventif ve kemoterapotik
etkinlikler sergiledigi gosterilmistir. Resveratroliin yer aldigi sinyal yollarmin

bircogu degerlendirilmis olup, bir¢ok hedefi ve etki mekanizmasi tanimlanmastir.

Aslinda, resveratrolin karsinogenezin ii¢ asamasinda (olusma, baglama ve

ilerleme) da kemopreventif ve kemoterapotik etkinlikler sergiledigi gosterilmistir.

Bu 6zellikler agirlikli olarak hiicre dongiisii kontrolii ve apopitoz indiiksiyonu

aktiviteleri aracili@iyla agiklanmigtir.

Apopitoz 6zellikle doku homeostazinin diizenlenmesinde ¢ok onemli bir rol
oynar ve hiicre 6liimii ile proliferasyon arasindaki dengesizlik tiimor olusumuyla

sonuclanabilir.

Van Ginkel ve ark (2007), artmis resveratrol diizeylerinin, mitokondriyal
intrinsik apoptotik yolun dogrudan aktivasyonunu igeren yaygin timor hiicresi

6liimiiyle baglantili olarak tiimor regresyonuna yol agtig1 sonucuna varmaistir.
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2.4. APOPITOZIiS VE PROLIFERASYON

Apopitoz, genetik olarak belirlenmis hiicrelerin eliminasyonunu igeren

"programlanmis" hiicre 6liimiiniin ayirt edici ve 6nemli bir modeli olarak bilinir.

Apopitoz normal olarak gelisme ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre
popiilasyonlarin1 korumak ic¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya ¢ikar.
Apopitoz, bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi veya hiicreler hastalik veya zararli
ajanlar tarafindan hasar gordiigiinde de savunma mekanizmasi olarak fonksiyon

gosterir.

Hem fizyolojik hem de patolojik olarak apopitozu tetikleyebilecek ¢ok ¢esitli
uyar1 ve kosullar olmasina ragmen, tiim hiicrelerin ayni uyarana tepki olarak 6lmesi

zorunlu degildir.

Radyasyon veya kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglar, bazi hiicrelerde
DNA hasariyla sonuglanir ve bu da p53'e bagimli bir yolak yoluyla apoptotik Sliimle
sonuglanabilir. Kortikosteroidler gibi bazi hormonlar, diger hiicreleri etkilememesine
veya uyarmasina ragmen bazi hiicrelerde (6r. timosit) apoptotik 6ltime neden olabilir.
Bazi hiicreler ligand baglanmasi ve gapraz protein baglanmasi yoluyla apopitoza yol

acabilen Fas veya TNF reseptorlerini sentezler (EImore 2007).
2.4.1. Apopitozis Tarihcesi

Koken olarak “apo (ayrilan)-ptosis (diisen)” den gelen ve Yunancada

“agactan dokiilen yapraklar” anlamina gelmektedir

Hiicrelerin normal yasam siklusunda hiicre proliferasyonu 6nemlidir, ancak
asir1 oldugunda DNA’y1 hedef alan herhangi bir karsinojen etkinligi aktive olabilir.
Genel olarak asir1 hiicre proliferasyonunun kanser gelisimine neden oldugu

bilinmektedir.

Apopitoz hiicre proliferasyonunu duzenleyen ve zit yonde calisan bir
mekanizma olup, apopitozis ve proliferasyon dengesinin ve apopitozis

regilasyonunun bozulmasi ¢esitli kanserlere yol agmaktadir.
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Ker ve arkadaglar1 1972 yilinda apopitozisi ilk kez programlanmis hiicre

6limii olarak tanimlamistir.

Apopitoz gereksiz, yaslanmis veya hasarli hiicreleri ortadan kaldirilmada
onemli bir goreve sahiptir. Apopitoza karsi anormal bir diren¢ durumu ¢esitli

malformasyonlara, otoimmun hastaliklara ve kanser gelisimine yol agabilir.

Apopitoz  degisik yollarla regiile edilebilir. Genellikle de hicre

membranindaki 6liim reseptorlerinin aktive olmasi ile apopitoz baslatilir.

Hiicre membraninda ki bu 6lum reseptorleri, TNF, Fas ve TRAIL (TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand)’dir. Bu reseptorlerin aktivasyonu kaspaz-8 ve

kaspaz-10 gibi baslatici kaspaz’lar1 aktivite etmektedir.

Baglatic1 kaspazlar, kaspaz 3 gibi efektor kaspaz’lar1 aktive eder. Aktive olan
efektor kaspazlar da hiicre i¢in yasamsal olan proteinleri ayristirir ve hiicre 6liimiine
neden olurlar (Canbaloglu 2007).

2.4.2. Resveratroliin Mitokondri Yolag:

Mitokondriyal disfonksiyon apopitoz icin 6nemli bir sinyaldir. Intrinsik

apoptotik sinyal yolagiyla 6len hiicrelerde mitokondri merkezi bir rol oynar.

Zar potansiyelinin kaybi, sitokrom ¢ ve Smac/diablo’nun mitokondriyumdan
salinmasina ve APAF-1 araciligiyla kaspaz-9'un aktivasyonuna yol acar, bu da
kaspaz-3'Un aktivasyonunu tetikleyerek mitokondriye bagli Bcl-2/Bax oraninin

azalmasiyla apopitoz sinyali verebilir.

Resveratrol muamelesi, sitokrom ¢ ve Smac/diablo salinimina bagli olarak
mitokondriyal intrinsik apoptotik yolagin bilesenlerinin aktivasyonuna ve sonug

olarak da timor hicresinin 6limane neden olur (Van ve ark 2007).

Dolayisiyla apopitozu engellemek igin mitokondrial membran biitiinliigliniin
korunmasi gereklidir. Mitokondri membran biitiinliigli 6nemli 6lgiide Bcl-2 ailesi
tarafindan kontrol edilmektedir. Bcl-2 ailesi hem Bcl-2, Bcl-xI, bfl-1/A1 gibi
antiapoptotik Uyeleri hem de bid, bak, bad, bax gibi proapopitotik (yeleri
icermektedir.
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Bcl-2 ailesinin proapopitotik tUyeleri mitokondri dis zarinda porlar olusturur.
Olusan bu porlardan proapopitotik proteinler sitoplazmaya girerler. Antiapoptotik
tiyeler ise mitokondri zarinda por olusumunu engelleyerek, apopitozisi arttiran
proteinlerin  mitokondriden sitoplazmaya gecmesini onlerler. Bcl-2 ailesinin
proapopitotik ve antiapopitotik tiyeleri arasindaki denge énemlidir ve antiapopitotik
fenotipe dogru bir artis normal hiicrelerin siirekli prolifere olan malign hiicrelere
doniisiimiine neden olabilir. HCC ve losemilerde Bcl-2 ailesinin asir1 ekspresyonu

rapor edilmistir (Canbaloglu 2007).
2.4.3. Resveratrolin p53-Bagimh Yolag:

Resveratrol, hiicre oOliim reseptorleri yolagi (Fas/CD95), p53 ve p2l’i
diizenleyerek mitokondri bagimli yolak ve mitokondride baz1 yolaklarin
aktiflestirilmesi ~ veya  durdurulmasi  yoluyla da  hiicreyi  apopitoza

yonlendirebilmektedir.

p53-bagimli yolakta; apopitoz faktori olan p300 / CBP ile iliskili faktor
(PCAF) resveratrol ile uyarilmaktadir ve p53 koaktivatoriidiir. Resveratrol birgok
insan kanseri hiicre hatlarinda p53’tin N- ve C- terminal serin bdlgelerini
fosforlayarak, p53’in asetilasyonunu uyarmaktadir (Fulda ve Debatin 2004,
Vallianou ve ark 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi Destekleme Protokolii tarafindan 161418003 proje numarasiyla

desteklenmistir.

Arastirmamiz Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan hayvan etigi agisindan uygun goriilmiistiir ve

26.02.2016-2016-006 karar sayisi ile kabul edilmistir.
3.1. Gereg
3.1.1. Kullamlan Maddeler, Kitler ve Antikorlar

e DMSO (Sigma)

¢ Resveratrol (Sigma)

e SOD ELISA Kiti (Abcam)

e MDA ELISA Kiti (Abcam)

e GSH Ratio Detection Assay Kit (Fluorometric —Green) ab138881
e AST, ALT, ALP, GGT

e Santra Cruz Bcl-2 (sc-7382),

e Santra Cruz Bax (sc-23959)

e Santra Cruz P53 (sc-6243)

3.2. Deney Hayvanlari

Calismamizda deney hayvani olarak kullanilmak {izere 42 adet 180-200 gr
agirhginda  Wistar  Albino tiirii  erkek siganlar kobay deney hayvanlar

laboratuarindan temin edilmistir.

Calismada etik kurallara uygun olarak deneye tabi tutulan her hayvana deney
stiresince sicaklik (202 °C), nem (%50+5) ve havalandirma (15 kez/saat %2100
temiz hava) imkanlar1 standart olarak saglanmistir. Ayrica tim odalar 12/12 saat
aydinlik-karanlik peryodunda tutulmustur. GUn icerisinde siganlarin genel saglik
durumlari, genel gligsiizliikk, yem ve su aliminda azalma, dispne, cilt-tily degisikligi

ve kafes temizligi takip edilmistir.
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3.3. Calisma Gruplan

Deney hayvanlar1 deney gruplarinda 7 hayvan olacak sekilde rastgele 6 gruba

ayrildu.
Grup No Denek Ozellikleri Kisaltma
Sayisi
Grup | 7adet (n=7)  Saglikli kontrol grubu Kontrol
Grup Il 7adet (n=7) Sadece ¢ozlici madde verilen grup DMSO
Grup Il 7adet (h=7) HCC olustulmus grup DEN
Grup IV 7adet (n=7) HCC olusturma sonrast 50 DEN+Res 50
mg/kg/giin resveratrol uygulanan
grup
GrupV  7adet(n=7) HCC olusturma sonrast 75 DEN+Res75
mg/kg/giin resveratrol uygulanan
grup
Grup VI 7adet(n=7) HCC olusturma sonrast 100 DEN+Res100
mg/kg/glin resveratrol uygulanan
grup

Tablo 3.1. Deney gruplari

Gruplar:
Grup I: Kontrol: Tek doz %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi i.p. 56 gin boyunca

verildi.
Grup I1: DMSO: 1/1 oraninda i.p.olarak yedi giin boyunca verildi.

Grup IlI: Dietilnitrozamin (DEN): DEN ile karaciger hasari olusturmak
icin haftada 1 kez olmak zere 7 hafta boyunca 100 mg/kg dozunda i.p. olarak verildi

(1).

Grup 1V: DEN+Res 50: DEN haftada 1 kez 100 mg/kg dozunda 7 hafta
boyunca i.p. olarak verilerek karaciger hasar1 olusturuldu. 24 saat sonra DMSO
¢ozlcusu icinde resveratrol 50 mg/kg/glin dozda yedi giin boyunca periton ici verildi.

Grup V: DEN+Res 75: DEN haftada 1 kez 100 mg/kg dozunda 7 hafta
boyunca i.p. olarak verilerek karaciger hasari olusturuldu. 24 saat sonra DMSO

¢ozlcusl icinde resveratrol 75 mg/kg/glin dozda yedi giin boyunca periton igi verildi.

Grup VI: DEN+Resveratrol 100: DEN haftada 1 kez 100 mg/kg dozunda 7

hafta boyunca i.p. olarak verilerek karaciger hasari olusturuldu. 24 saat sonra DMSO

29



¢ozlcusl icinde resveratrol 100 mg/kg/giin dozda yedi giin boyunca periton igi

verildi.
3.4. Sicanlarda HCC Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda hepatoselliiler karsinom sigan modeli olustururken, doz
ayarlamasi icin literatiirlerden yararlanarak on calisma yapilmistir. On c¢alisma
sonucunda Wistar Albino tiirii erkek siganlardan aldigimiz karaciger dokularmin
histopatolojik incelemeleri yapilmig olup hazirlanan preparatlarda hepatoselliiler

karsinom go6zlendikten sonra deneye baglanmustir.

Calismamizda olusturdugumuz hepatoselliiler karsinom sican modeli; 100
mg/kg dozunda DEN i.p. olarak haftada 1 kez olmak Ulzere 7 hafta uygulanarak

olusturulmustur.
3.5. Resveratroliin Hazirlanmasi ve Verilmesi

Resveratrol (Sigma, USA) DMSO icinde ¢6zdirildi ve DMSO dozunun

etkilerinin izlenmesi icin DM SO kontrol grubu olusturuldu.
3.6. Viicut Agirhklarinin Olgiilmesi

Uygulamaya baglamadan 6nce ve uygulama boyunca hafta bir tartilarak

sicanlarin agirliklar kaydedildi.
3.7. Dokularin ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

56 gln suren uygulama sonunda 50 mg/kg ketamin HCI+10 mg/kg ksilazin
HCI enjeksiyonu ile anestezi altinda enjektorle deneklerin kalplerine girilerek

heparinli tiiplere kan 6rnekleri alindi.

Alinan kan 6rneklerinden kan SOD, GSH, MDA, AST, ALT, ALP ve GGT
parametrelerinin  Ol¢iilmesi icin santrifiijleme islemiyle plazma elde edilerek,
numuneler 6l¢iimleri yapilincaya kadar -20°C’ de derin dondurucuda saklandi. Kan
ornekleri alindiktan sonra oldiiriilen sicanlarin karin bosluklar1 agilarak karaciger
dokular1 makroskobik olarak incelendikten sonra mikroskobik bulgular yoniinden

degerlendirilmek amaciyla %10’luk nétral formaldehit soliisyonuna konuldu.

30



Mikroskobik inceleme igin parafin bloklardan mikrotom ile 5 pm kalinliginda
alman, kesitler rutin hemotoksilen-eozin boyamasi i¢in normal lamlara ve
immunohistokimya boyamasi igin poly-L lysne kapli lamlara alindi. Daha sonra
hemotoksilen-cozin boyama gergeklestirilen kesitler ve immiin boyama ile Bax/Bcl,
p53 markerlarina bakilan kesitler incelenerek apopitozis ve resveratroliin dozlara

gore olasi koruyucu etkisi degerlendirildi.
3.8. Histolojik Uygulamalar
3.8. 1. Isitk Mikroskobu i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Konvansiyonel 151tk mikroskobu islemlerinin tiimii Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Bu amagla karaciger dokular1 %10’luk tamponlu nétral formaldehit
(100 ml %37’1ik formalin solisyonu, 900 ml distile su, 6,5 gram NaHPOa, 4 gram
NaH2PO4H20) fiksatoriinde 72 saat tespit edilmistir. Bundan sonraki asamada ise
karaciger doku oOrneklerinin parafin bloklarin1 hazirlayabilmek i¢in doku takip

asamasina gecilmistir.

Kimyasal Uygulama suresi
%70 Alkol 1saat bekletme
%80 Alkol 1saat bekletme
%95 Alkol 1saat bekletme
%95 Alkol Il 1saat bekletme
%100 Alkol I 1saat bekletme
%2100 Alkol 11 1saat bekletme
Ksilol 1 1saat bekletme
Ksilol 11 1saat bekletme

%50 Parafin - %50 Ksilol

Parafin |

1saat bekletme

1saat bekletme

Parafin 11 1saat bekletme
Parafin 111 1saat bekletme
Bloklama

Tablo 3.2. Doku takip yontemi
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3.8.2. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Doku takip islemi sonrasi doku orneklerinin parafin bloklarindan mikrotom
(Leica DSC2) ile 5 um’lik kesitler, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama i¢in rodajli
lamlar Gzerine alindi. Daha sonra deparafinizasyon islemi gergeklestirildikten sonra

asagida siralanan islemlere tabi tutularak boyama iglemi gergeklestirildi.

Hematoksilen-Eozin (H-E) Kesitlerin Boyanma islemleri

Kimyasal Madde ve Uygulama Suresi (dKk)
1. Ksilol’de 20 dk. bekletme

2. 96’lik etil alkol serisinde 5 dk. bekletme 1
3. %96’k etil alkol serisinde 5 dk. bekletme 11
. %80’lik etil alkol 5 dk. bekletme

. Distile sudan gecirme

. Hemotoksilen boyasinda 1 dk bekletme

. Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarma

. Cesme suyunda yikama

© o0 N O o1 b

. Eozin solisyonunda 2 dk bekletme

10. Suda 1 dk yikama

11. %70’lik etil alkolde 5 dk bekletme

12. %80’lik etil alkolde 5 dk bekletme

13. %96’lik etil alkolde serisinde 5 dk bekletme |
14. %96’1ik etil alkolde serisinde 5 dk bekletme 11
15. Ksilol serilerinde 5 dk bekletme |

16. Ksilol serilerinde 5 dk bekletme |

Tablo 3.3. H-E boyama yontemi basamaklari

3.9. Immunohistokimyasal Incelemeler

Doku takibi islemi sonrasi doku orneklerinin parafin bloklardan mikrotom
(Leica DSC2) ile 5 um’lik kesitler immiinohistokimya i¢in poly-L lysne kapli cam
lamlar Uzerine alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak boyama

islemi gerceklestirildi.
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3.9.1. Bax/Bcl-2 ve p53 Boyama Yontemi

Islem Suresi
Deparafinizasyon 1 saat
Distile su 5 dakika
Antijenleri ag1ga ¢ikarmak igin (sitrat tamponu i¢inde) mikrodalga 2x5 dakika
firinda 1s1 uygulamasi yapildi.

Daha sonra oda 1sisinda sogumaya birakildi. 20-25 dakika
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS), (pH: 7,6) 5 dakika
%3’liik H20: (endojen peroksidaz aktivitesini engellemek igin) 20 dakika
Distile su 5 dakika
PBS’de yikama 2x5 dakika
Super blok (V-Blok) 7 dakika
Distile su, PBS Bekletme
Primer antikor 1 saat
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
Sekonder antikor 20 dakika
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
Streptavidin peroksidase 20 dakika
Distile su, PBS’de yikama ve tekrar temiz PBS 5 dakika
ABC kromojen 15 dakika
Distile su 5 dakika
Zit boya olarak Mayer’s Hematoksilen 8 dakika
Akarsuda akitma 1 dakika
Amonyakli su 1-2 saniye
Distile su 1-2 saniye

Su bazli kapatma medyumu ile kapatma

Tablo 3.4. Bax/Bcl-2 ve p53 immiinohistokimya boyama basamaklari

Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (BX-051 Olympus)
incelenerek fotograflari ¢ekildi. Hiicrelerdeki Bax/Bcl-2 ve p53 ekspresyonlart,

boyanmalarin yogunluk derecesine gore belirlendi.
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Bax/Bcl-2 ve p53 boyamada derecelendirme asagidaki kriterlere gore yapildi.
0: Hi¢ boyanma yok
+1: Zayif boyanma var
+2: Orta Siddette boyanma var

+3: Kuvvetli sekilde boyanma var
3.10. Isik Mikroskobik Islemler

Konvansiyonel 151tk mikroskobu islemlerinin timi Necmettin Erbakan
Universitesi Tip  Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ~ Anabilim  Dal

Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Isik Mikroskobu Islemlerinde Kullanilan Cihazlar;
Mikrotom Cihazi: Leica DSC2

Isik Mikroskobu: Nikon eclipse E100

Kamera: Olympus DP72

Isik Mikroskobunda Kullanilan Sarf Malzemeler:

Paraplast (McCormick 501006), hematoksilen (Merck), eosin (Merck), lam
(76mmX26mm), lamel (22mmX22 mm), formaldehit (Merck)

3.11. istatistik

Calismamizda siganlarin Uygulamaya baslamadan once ve uygulama boyunca
haftada bir tartilarak kaydedilen agirliklari Paired Sample T Testi uygulanarak
degerlendirildi. SOD, GSH, MDA, ALT, AST, GGT ve ALP degerlerine One way
Anova, Duncan Testi uygulandi. Bax/Bcl-2 ve p53 boyanma yogunluguna gore
degerlendirme yapildi. Histopatolojik veriler Kruscal Wallis testi ile gruplar arasinda
fark oldugu belirlendi (P=0,001). Hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢in
Man Whitney U testi ile ikili gruplar karsilastirildi (p<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg Bulgulan

Tiim gruplardaki sicanlarin agirlik Ol¢timleri, deneyin basinda ve deney boyunca

haftada 1 kez tartilarak yapimistir.

Deney Bagslangici Deney Sonu

Ortalama+Standart Ortalama+Standart

hata hata
KONTROL 235,248,98 » P 409+16,13 2
DMSO 239,25+4,51 % P 439,25+20,38 2
DEN 242,245,4 P 339,8+11,01 P
DEN+ Res 50 231,6+4,58 b 291+19,05 P
DEN+Res 75 224,847,842 313,2421,39 P
DEN+ Res 100 248+2,44 0 325+16,85 P

Tablo 4.1. Deney gruplarinin viicut agirhigi bulgulari, Paired Sample T Test

Bu sonuglara gére DEN verilen si¢anlarin viicut agirliklar: kontrol ve DMSO

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml azalis gostermistir.

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Deney sonunda kan serumlar1 Teknik Kimya Medikalde analiz edildi. Elde

edilen sonuclar tablolarda verilmis olup, farkli harfler istatistiki olarak anlamlilig

g6stermektedir (p<0,05).

SOD MDA GSH
KONTROL 0,4%0,05 0,210,016 0,250,009 °
DMSO 0,350,01%¢ 0,220,008 " 0,230,004 2*
DEN 0,25:0,02" 0,280,004 0,180,018°
DEN+Res50 | 0,28+0,006"¢ | 0,25+0,011b¢ 0,2£0,014 b<
DEN+Res 75 | 0,3+0,02b« 0,24%0,012%b.¢ 0,1940,015b<
DEN+ Res 100 | 0,32¢0,01%b< | 0,24+0,01%" 0,2240,012

Tablo 4.2. Deney gruplariin antioksidan kapasitelerinin karsilagtiritlmasi, One Way Anova, Duncan
Testi

Serum SOD seviyesi kontrol grubunda DMSO ve DEN+Res100 grubuna goére

yuksek bulunduysa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. DEN,
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DEN+Res 50 ve DEN+Res75 gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlamli artma

gostermistir.

Serum SOD seviyesi DMSO grubunda kontrol grubuna gore diisiik olarak,
DEN+Res 50, DEN+Res 75, DEN+Res 100 gruplarma gore ise yiiksek olarak
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. DEN grubuna gére ise

istatistiksel olarak anlamli artma gostermistir.

Serum SOD seviyesi DEN grubunda tiim gruplara gore diisiik olarak bulundu
ancak bu farklilik DEN+Res 50 ve DEN+Res75 gruplarina gore istatistiksel olarak

anlamlilik gostermemistir.

Serum SOD seviyesi DEN+Res 50 grubunda DEN grubuna gore yiksek
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamamistir. DMSO, DEN+Res
75 ve DEN+Res 100 grubuna gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi, kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli azalma

gostermistir.

Serum SOD seviyesi DEN+Res 75 grubunda DEN ve DEN+Res 50
gruplarma gore yiiksek olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigtir. DMSO ve DEN+Res 100 gruplarina gore diisikk olarak bulundu
ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, Kontrol grubuna gore ise

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum SOD seviyesi DEN+Res 100 grubunda kontrol ile DMSO gruplarina
gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara

gore ise yliksek olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir.

Serum MDA seviyesi kontrol grubunda DMSO, DEN+Res 100 ve DEN+Res
75 gruplarina gore diisiik olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi, diger gruplara gore ise istatistiksel olarak anlamli azalma gdstermistir.

Serum MDA seviyesi DMSO grubunda kontrol grubuna gore yiksek olarak
bulundu ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi, DEN-+Res 100,
DEN+Res 75 ve DEN+ Res 50 gruplarina gore diisiik bulunda ancak istatistiki olarak
anlamli fark bulunmadi, DEN grubuna gore ise istatistiki olarak anlamli azalma

gostermistir.
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Serum MDA seviyesi DEN grubunda DEN+Res 50 ve DEN+Res 75
gruplaria gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi,

diger gruplara gore ise istatistiksel olarak anlamli artma gostermistir.

Serum MDA seviyesi DEN+Res 50 grubunda DEN grubuna gore diisiik
olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN-+Res
75,DEN+ Res 100 ve DMSO gruplarina gore yiiksek olarak bulundu ancak
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, kontrol grubuna gore ise anlamli anlamli

artma gostermistir.

Serum MDA seviyesi DEN+Res 75 grubunda DEN ve DEN+ Res 50
gruplarma gore diisiik olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, DEN+ Res 100, DMSO ve kontrol gruplarina gére yiiksek bulundu ancak

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamamastir.

Serum MDA seviyesi DEN+Res 100 grubunda kontrol ve DMSO grularina
gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN+Res 75
ve DEN+Res 50 gruplarina gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi, DEN grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli azalma

gostermistir.

Serum GSH seviyeleri kontrol grubunda DMSO ve DEN+Res 100 grubuna
gore yliksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara

gore ise istatistiksel olarak anlamli artma gostermistir.

Serum GSH seviyeleri DMSO grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulundu
ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN+Res 50, DEN+Res 75 ve
DEN+Res 100 gruplarina gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi, DEN grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli artma gostermistir.

Serum GSH seviyeleri DEN grubunda DEN+Res50 ve DEN+Res 75
gruplaria gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi,

diger gruplara gore ise istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum GSH seviyeleri DEN+Res 50 grubunda DEN ve DEN+Res 75

gruplarina gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi,
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DEN+Res 100 ve DMSO gruplarina gore diisiik olarak bulundu ancak istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadi, kontrol grubuna gore ise anlamli azalma gostermistir.

AST ALT ALP GGT
KONTROL | 108 6+21,07% | 40#3,3° 222,4433,012 | 2,440,242
DMSO 103,5¢11,2% | 47,545,262 322462,96 2 2,2510,25 2
DEN 252,8+35,087 | 187425810 | 721,2¢106,26° | 16,2¢4,5P

DEN+Res 50 | 515 14435 74P | 130,14+13,11P | 683,424112,01P | 9,2842,27 2P

DEN+Res 75 | 789 33+42,71P | 183,66+32,21P | 678,83+35,02° 1%16i2'23
a,

DEN+Res 100 | 508,83+23,44® | 149,5+21,88° | 615,5¢62,72° 1%16i2r49
a,

Tablo 4.3. Deney gruplarinin serum biyokimya parametrelerinin karsilastirilmasi, One Way Anova,
Duncan Testi

Serum AST seviyeleri kontrol grubunda DMSO grubuna gore yuksek
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore ise

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum AST seviyeleri DMSO grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulundu
ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore ise istatistiksel

olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum AST seviyeleri DEN grubunda DEN+Res 50 ve DEN+Res 100
gruplarma gore yiiksek olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, DEN+Res 75 grubuna gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel olarak

anlamli artma gostermistir.

Serum AST seviyeleri DEN+Res 50 grubunda DEN ve DEN+Res 75
gruplaria gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi,
DEN-+Res 100 grubuna gore yuksek olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlamli

artma gostermistir.

Serum AST seviyeleri DEN+Res 75 grubunda DEN, DEN+Res 50 ve
DEN+Res 100 gruplarina gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
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bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel anlamli artma

gostermistir.

Serum AST seviyeleri DEN+Res 100 grubunda DEN, DEN+Res 50 ve
DEN+Res 75 gruplaria gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli artma

gostermistir.

Serum ALT seviyeleri kontrol grubunda DMSO grubuna gore diisiik bulundu
ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore ise istatistiksel

olarak anlamli azalma gdstermistir.

Serum ALT seviyeleri DMSO grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olarak
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore ise

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum ALT seviyeleri DEN grubunda DEN+Res 50, DEN+Res75 ve
DEN+Res 100 gruplarina gore yliksek olarak bulundu ancak istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel olarak

anlamli artma gostermistir.

Serum ALT seviyeleri DEN+Res 50 grubunda DEN, DEN+Res75 ve
DEN+Res 100 gruplarina gore diisiik olarak bulundu ancak istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi, kontrol grubu ve DMSO grubuna gére ise istatistiksel olarak

anlaml1 artma gostermistir.

Serum ALT seviyeleri DEN+Res 75 grubunda DEN grubuna gore diisiik
olarak bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN+RES 50 ve
DEN-+Res 75 gruplarina gore yliksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, kontrol grubu ve DMSO gruplaria gore ise istatistiksel olarak anlaml

artma gostermistir.

Serum ALT seviyeleri DEN+Res 100 grubunda DEN ve DEN+Res 75
gruplarina gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlmali fark bulunmadi,
DEN+Res 50 grubuna gore yliksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlamli artma

gostermistir.
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Serum ALP seviyeleri kontrol grubunda DMSO grubuna gore diisiik olarak
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore ise

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum ALP seviyeleri DMSO grubunda kontrol grubuna goére yuksek
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore ise

istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir.

Serum ALP seviyeleri DEN grubunda kontrol ve DMSO gruplarina goére
istatistiksel anlamli yiiksek olarak bulundu, diger gruplara gore ise yiiksek

bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Serum ALP seviyeleri DEN+Res 50 grubunda DEN grubuna goére diisiik
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN+Res75 ve DEN+Res
100 gruplarma gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlamli artma

gostermistir.

Serum ALP seviyeleri DEN+Res 75 grubunda DEN ve DEN+Res50
gruplara gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
DEN+Res 100 grubuna gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi, kontrol ve DMSO gruplarina gore ise istatistiksel olarak anlamli artma

gostermistir.

Serum ALP seviyeleri DEN+Res 100 grubunda kontrol ve DMSO grubuna
gore istatistiksel anlamli yiiksek olarak bulundu, diger gruplara gére diisiik bulundu

ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum GGT seviyeleri kontrol grubunda DMSO grubuna gore yiksek
bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN grubuna gore
istatistiksel anlamli diisiik olarak bulundu, diger gruplara gore diisiik bulundu ancak

istatistiksel olarak anlmali fark bulunmamaistir.

Serum GGT seviyeleri DMSO grubunda DEN grubuna gore istatistiksel
anlaml diisiik olarak bulundu, diger gruplara gore diisiik olarak bulundu ancak

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir.
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Serum GGT seviyeleri DEN grubunda kontrol ve DMSO grubuna gore
istatistiksel anlamli yiliksek olarak bulundu, diger gruplara gore yiiksek olarak

bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Serum GGT seviyeleri DEN+Res 50 grubunda kontrol ve DMSO gruplarina
gore istatistiksel anlamli yiiksek olarak bulundu, diger gruplara gore diisiik bulundu

ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Serum GGT seviyeleri DEN+Res 75 grubunda kontrol ve DMSO gruplarina
gore istatistiksel anlamli yliksek olarak bulundu, DEN ve DEN+Res 100 gruplarina
gore diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, DEN+Res 50

grubuna gore yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Serum GGT seviyeleri DEN+Res 100 grubunda kontrol ve DMSO gruplarina
gore istatistiksel anlamli yiiksek olarak bulundu, DEN grubuna gore diisiik bulundu
ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi, diger gruplara gore yiiksek bulundu

ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
4.3. Histopatolojik Bulgular

Karaciger dokularmin histopatolojileri degerlendirildiginde DEN uygulanan
gruplarda, sinuzoidal dilatasyon ve dejenerasyon, vaskuler konjesyon, portal
alanlarda lenfosit infiltrasyonu, karacigeri nodiillere ayiran ya da nodiillere ayirma
egilimi gosteren fibrozis, parankimde displastik degisiklikler, nekroz, hiicresel atipi

ve genis tlimor odaklar gozlendi.
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Grup P

DMSO KONTROL 0,371
DMSO DEN 0,005
DMSO DEN+Res 50 0,007
DMSO DEN+Res 75 0,007
DMSO DEN+Res 100 0,007
KONTROL DEN 0,004
KONTROL DEN+Res 50 0,005
KONTROL DEN+Res 75 0,005
KONTROL DEN+Res 100 0,015
DEN DEN+Res 50 0,317
DEN DEN+Res 75 0,014
DEN DEN+Res 100 0,004
DEN+Res 50 DEN+Res 75 0,072
DEN+Res 50 | DEN+Res 100 0,005
DEN+Res 75 DEN+Res 100 0,005

Tablo 4.4. Deney gruplarinin fibrozis skorlamas1 (Kruscal Wallis testi)

Fibrozis, Kruscal Wallis testi ile gruplar arasinda fark oldugu belirlendi
(P=0,000). DEN grubuyla
karsilastirildiginda DEN+Res 50 (p=0,317) ve DEN+Res 75 (p=0,317)

Deney gruplarinin fibrozis skorlamasina gore
grublari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmemistir. Ancak DEN+Res 75
grubunda lenfosit infiltrasyonu, fibrozis ve noduler yapilarda azalma goézlenmistir.

DEN+Res 100 grubunda ise istatistiksel olarak anlamlilik g6zlendi (p=0,004).

” W

Resim 4.1. Lenfosit infiitrasyonu {)
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Resim 4.2. Atipik hiicreler (ok

atipik hiicre (ok), konjesyon (+)

Resim 4.3. Fokal nekrotik alan (*),
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Karaciger dokusu kontrol kesiti; vena centralis (ok) etrafinda normal 1ginsal
dizilim gosteren hepatosit kordonlart kordonlar arasinda yer alan siniizoidler
gorulmektedir.

(a3 e ‘
5

i H-E boyamasi

Resim 4.5. DMSO pozif kontrol grubuna ait karaciger kesi

DMSO grubuna ait karaciger kesiti kontrol grubuna gore arasinda fark
gozlenmemistir.
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Resim 4.6. DEN grubuna ait karaciger kesitiH-E boyamasi

Karacigeri nodiillere ayiran ya da nodiillere ayirma egilimi gosteren fibrozis,
parankimde displastik degisiklikler ve atipik hticreler gortlmektedir.
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Resim 4.9. DEN+Res 100 grubuna ait karaciger kesiti H-E boyamasi
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4.4. Immiinohistokimya Bulgular1
Bax/ Bcl-2 ve p53’iin immiinohistokimyasal boyanmasi semikantitatif olarak

degerlendirildi. Buna gore skorlama kriterleri tablodaki gibidir.

Hi¢ Boyanma

Zayif Boyanma

Orta Siddette Boyanma

Wl N | O

Kuvvetli Sekilde Boyanma

Bcl-2 ekspresyonunda Kruscal Wallis testi ile gruplar arasinda fark oldugu
belirlendi (P=0,001). Hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢cin Man
Whitney U testi ile ikili gruplar karsilastirildi (p<0,05).

Grup P

DMSO KONTROL 0,655
DMSO DEN 0,009
DMSO DEN+Res 50 0,027
DMSO DEN+Res 75 0,055
DMSO DEN+Res 100 0,866
KONTROL DEN 0,006
KONTROL DEN+Res 50 0,016
KONTROL DEN+Res 75 0,031
KONTROL DEN+Res 100 0,513
DEN DEN+Res 50 0,065
DEN DEN+Res 75 0,014
DEN DEN+Res 100 0,005
DEN+Res 50 | DEN+Res 75 0,339
DEN+Res 50 | DEN+Res 100 0,018
DEN+Res 75 | DEN+Res 100 0,095

Tablo 4.5. Bcl-2 ekspresyonunun gruplar arasi karsilagtirmada gosterdigi degisimler

DMSO grubu kontrol (p=0,655), DEN+Res 75 (p=0,055) ve DEN+Res 100
(p=0,866) gruplariyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak
DEN (p=0,009), DEN+Res 50 (p=0,027) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunmustur.

Kontrol grubu DEN (p=0,006), DEN+Res 50, (p=0,016) ve DEN+Res 75
(P=0,031) gruplariyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik bulunmustur. Ancak
DEN+Res 100 grubu arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p=0,513).
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DEN grubu DEN+Res 75 (p=0,014) ve DEN+Res 100 (p=0,005) gruplariyla
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik bulunmustur. Ancak DEN+Res 50 grubu

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,065).

DEN+Res 50 ve DEN+Res 75 gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir (p=0,339). DEN+Res 50 ve DEN+Res 100 gruplari arasinda anlaml
fark bulunmustur (p=0,018). DEN+Res 75 ve DEN+Res 100 gruplari arasinda

anlamli fark gézlenmemistir (p=0,095).

Tiim gruplarin Bcl-2 ekspresyonlar1 degerlendirildiginde DEN+Res 100°deki
ekspresyon seviyesi kontrole en yakin doz grubu oldugu gézlenmistir.

Bax ekspresyonunda Kruscal Wallis testi ile gruplar arasinda fark oldugu
belirlendi (P=0,000). Hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢in Man
Whitney U testi ile ikili gruplar karsilastirildi (p<0,05).

Grup P
DMSO KONTROL 0,655
DMSO DEN 0,18
DMSO DEN+Res 50 0,107
DMSO DEN+Res 75 0,023
DMSO DEN+Res 100 0,023
KONTROL | DEN 0,093
KONTROL | DEN+Res 50 0,058
KONTROL | DEN+Res 75 0,014
KONTROL | DEN+Res 100 0,014
DEN DEN+Res 50 0,513
DEN DEN+Res 75 0,072
DEN DEN+Res 100 0,028
DEN+Res 50 | DEN+Res 75 0,221
DEN+Res 50 | DEN+Res 100 0,044
DEN+Res 75 | DEN+Res 100 0,074

Tablo 4.6. Bax ekspresyonunun gruplar arasi karsilastirmada gosterdigi degisimler

DMSO grubu kontrol (p=0,655), DEN (p=0,18) ve DEN+Res 50 (p=0,107).
gruplariyla kiyaslandiginda anlaml bir farklilik gézlenmemistir. Ancak DEN+Res 75
(P=0,023) ve DEN+Res 100 (P=0,023) gruplar1 arasinda anlamli farklilik

bulunmustur.

Kontrol grubu DEN (p=0,093) ve DEN+Res 50 (p=0,058) gruplariyla
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak DEN+Res 75 (p=0,014)
ve DEN+Res 100 (p=0,014) gruplari arasinda anlamli fark bulunmustur.
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DEN grubu DEN+Res 50 (p=0,513) ve DEN+Res 75 (p=0,072) gruplariyla
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Ancak DEN+Res 100

(p=0,028) grubu arasinda anlamli fark bulunmustur.

DEN+Res 50 ve DEN+Res 75 gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamaistir
(p=0,221).

DEN+Res 50 ve DEN+Res 100 gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur
(p=0,044). DEN+Res 75 ve DEN+Res 100 gruplari arasinda anlamli fark
gozlenmemistir (p=0,074).

Tim gruplarin Bax ekspresyonlar1 degerlendirildiginde DEN+Res 100 deki
ekspresyon seviyesi anlamli bir artig gostermistir.

P53, Kruscal Wallis testi ile gruplar arasinda fark oldugu belirlendi
(P=0,000). Hangi gruplar arasinda fark oldugunu anlamak i¢in Man Whitney U testi
ile ikili gruplar karsilastirildi (p<0,05).

Grup P

DMSO KONTROL 0,866
DMSO DEN 0,655
DMSO DEN+Res 50 0,273
DMSO DEN+Res 75 0,009
DMSO DEN+Res 100 0,009
KONTROL | DEN 0,513
KONTROL | DEN+Res 50 0,189
KONTROL | DEN+Res 75 0,005
KONTROL | DEN+Res 100 0,005
DEN DEN+Res 50 0,419
DEN DEN+Res 75 0,006
DEN DEN+Res 100 0,006
DEN+Res 50 | DEN+Res 75 0,018
DEN+Res 50 | DEN+Res 100 0,009
DEN+Res 75 | DEN+Res 100 0,072

Tablo 4.7. P53 ekspresyonunun gruplar arasi karsilagtirmada gosterdigi degisimler

DMSO grubu kontrol (0,866), DEN (P=0,655) ve DEN+Res 50 (P=0,273)
gruplariyla kiyaslandiginda anlamli bir farklilik g6zlenmemistir. Ancak DEN+Res 75
(P=0,009) ve DEN+Res 100 (P=0,009) gruplar1 arasinda anlamli farklilik

bulunmustur.

Kontrol grubu DEN (p=0,513) ve DEN+Res 50 (p=0,189) gruplariyla
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Ancak DEN+Res 75 (p=0,005)
ve DEN+Res 100 (p=0,005) gruplari arasinda anlamli fark bulunmustur.
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DEN grubu DEN+Res 75 (p=0,006) ve DEN+Res 100 (p=0,006) gruplariyla
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik goézlenmistir. Ancak DEN+Res 50 (p=0,419)

grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamastir.

DEN+Res 50 ve DEN+Res 75 gruplari arasinda anlamli bir fark gézlenmistir
(p=0,018).

DEN+Res 50 ve DEN+Res 100 gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (p=0,009). DEN+Res 75 ve DEN+Res 100 gruplart arasinda anlamli bir
fark gézlenmemistir (p=0,072).

Tim gruplarin p53 ekspresyonlart degerlendirildiginde DEN+Res 75 ve
DEN+Res 100°deki ekspresyon seviyesi anlamli bir artig gostermistir.

Resim 4.10. DMSO grubuna ait karaciger dokusunun immUnohistoimyasaI Ba eksprsyonunun
goruntusu
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Resim 4.12. DEN
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ekspresyonunun gorintisu

ekspresyonunun goriintiisii

Resim 4.14. DEN+Res

75 grubuna

ait karaciger dokusunun

immiunohistokimyasal

Bax
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Resim 4.15. DEN+Res 100 grubun ait araciger dokusunun mmi]oistokimasal Bax
ekspresyonunun goriintiisi

Resim 4.16. DMSO grubua ait kaciger osunun immnohistokyasal Bcl- espresyonuun
goruntusu
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Resim 4.17. Kontrol grubuna ait karacger dokusunun imminohistokimyasal Bcl-2 eksprsyonunun
goruntusd
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Resim 4.18. DEN grubuna ait karaciger dokusunun imminohistokimyasal Bcl-2 ekspresyonunun
goruntusu
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Resim 4.19. DEN+Res 50 gruua grubua ait karcer dokusunun immnohistokimyasal Bcl-2
ekspresyonunun gorintisu
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Resim 4.20. DEN+Res 75 grubun grub ait karciger dokusunun imm[]nohitomysal Bcl-2
ekspresyonunun goriintisi
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Resim 4.21. DEN+Res 100 grubna grubuna ait karaciger dokusunun imm[]nohstokimyas
ekspresyonunun gorintisu

Resim 4.22. DMSO grubuna grubuna ait kciger dokusunun immiiohistokimyasal 53

ekspresyonunun goriintiisii
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Resim 4.23. Kontrol gruuna grubuna ait karaciger dokusunun imminohistokimyasal p53
ekspresyonunun gorintisu

Resim 4.24. DEN grubuna . grubuna ait karacigr dokusunun imUnhistokimyasaI 53
ekspresyonunun gorintisii
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Resim 4.25. DEN+Res 50 grubuna grubuna ait karaciger dokusunun immiinohistokimyasal p53
ekspresyonunun goriintisu

Resim 4.26. DEN+Res 75 grubuna grubuna ait karaciger dokusunun imminohistokimyasal p53
ekspresyonunun gorintisii
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Resim 4.27. DEN+Res 100 grubuna grubuna ait karaciger dokusunun immunohistokimyasal p53
ekspresyonunun gorintisu
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5. TARTISMA VE SONUC

Gunumuzde klasik tedavi yontemleri kanser tedavisinde ¢ok dnemi bir yere
sahiptir (Aggarwal ve Shishodia 2006) ancak kanser hiicrelerinde gelisen ilag direnci,
timoriin metastaz ve anjiyogenez potansiyeli, tiimoriin heterojen yapisi ve
kemoterap6tik ajanlarin  yan etkileri gibi problemler goriilebilmektedir. Bu
problemler HCC tedavisinde basarmin elde edilmesinde giincel sorunlarin
olusmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, son yillarda kanser tedavisinde giincel
yaklasim olarak kemoterapotik ajanlar ile birlikte gesitli etken maddelerin, bitkisel
Oziitlerin veya kemoterapdtik ila¢g kombinasyonlarinin etkilerinin arastirildigi birgok

in vitro ve in vivo ¢alismalar yapilmaktadir (Yurdacan 2017).

Kanser tedavisinde ¢esitli dogal veya sentetik maddelerin kullanilmasindaki
amag, kanser hicre proliferasyonunun engellemesi ve apopitozun tetiklenmesidir
(Aggarwal ve Shishodia 2006).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar 6zellikle iiziim ¢ekirdeginde ve kabugunda
bol miktarda bulunan ve antioksidan 6zelligi iyi bilinen polifenolik bilesiklerden biri

olan resveratroliin kanserden koruyucu etkisinin olabilecegini ortaya koymuslardir

(Aggarwal ve Shishodia 2006).

Resveratroliin, dogal bir bilesik olarak, bircok tibbi hastalik i¢in besleyici ve
terapotik madde olarak kullanimi, preklinik calismalarda genis bir sekilde
arastiritlmigtir. Cerrahi ve kemoterapi de dahil olmak iizere geleneksel tedavilerle
iligkili yiiksek riskler nedeniyle kanser hastalar1 i¢in kullanim1 6zellikle 6nemlidir.
Bununla birlikte, resveratrol, in vitro ve in vivo olarak kanserler iizerinde c¢esitli
yolaklar1 hedefleyerek kemoterapotik etkilere sahip oldugu gosterilmis olan, umut

verici bir anti kanser ajanidir (Berman ve ark 2017).

Cesitli caligmalarda resveratrolin kanser hiicre hatlarinda sitotoksiteyi ve
apopitozisi indiikleyici 6zellikleri olabilecegi gosterilmistir. Bu etkileri ile kanser
hiicrelerinin proliferasyon hizini diisiirebilecegine dair yayinlar bulunmaktadir (Ayla

2007).
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Biz de c¢alismamizda, resveratroliin yiiksek antioksidan Ozelligi ve
antikarsinojenik etkilerinden dolayt HCC da degisen dozlarda resveratrolii

kullanmay tercih ettik.

Hepatoselliler karsinom (HCC), hepatit B, hepatit C, diger viral
enfeksiyonlar, alkolik karaciger hastaligi, hemokromatozis ve non-alkolik
steatohepatit gibi kronik karaciger hastaliklarinin komplikasyonu olarak ortaya

¢ikabilir. HCC erkeklerde kadinlara oranla 3-5 kat daha fazla gorilmektedir

Naugler ve ark (2007) HCC’daki bu cinsiyete bagh farkliligin altinda yatan
mekanizmalar1 anlayabilmek i¢in kimyasal bir karsinojen olan DEN ile HCC
olusumunu indiiklemiglerdir. Bu ajan erkek farelerin %100’inde HCC’ye neden

olurken, es zamanli dogan disi farelerin sadece %10-30’unda HCC olugmustur.

Naugler ve ark (2007) erkek farelere dstrojen verilmesinin HCC olusumunu
tetikleyen kimyasal maddelerin olusmasmi Onledigini gdstermislerdir. Bu fare
modelindeki HCC gelisim sekli, insanlarda gelisen HCC’den farklidir ve insandaki
HCC ile direk olarak karsilastirilamaz. Ancak DEN ile indiiklenen HCC hayvan
modelinin histolojik ve genetik gostergeleri, kotii prognozlu insan HCC’u ile
benzerdir. Bununla birlikte insan HCC’sinde goriilen inflamasyona baglilik ve

cinsiyet farkliligida benzerlik gostermektedir.

Interldkin-6 (IL-6) enfeksiyon ve sistemik inflamasyon sonrasi biiyiik dl¢iide
hepatik cevaptan sorumlu olan multifonksiyonel bir sitokindir. Alkolik hepatit, HBV,
HCV enfeksiyonlar1 ve yagli karaciger hastaligi gibi kronik karaciger
inflamasyonuna yol agan durumlarda serumda IL-6 konsantrasyonlar1 artist HCC

gelismesine neden olabilir.

IL-6 ile etkilenmis farelere Ostrojen verilmesi sonucunda, hasarin azalmasi
Ostrojenin IL-6  olusumuna neden olan sinyalizasyonu  zayiflattigini
diisiindiirmektedir. Ostrojenin, bu etkisinden dolayr HCC’nin, erkeklerde disilere
gore daha fazla goriilmesinin sebebi olabilecegi diisiiniilmektedir (Naugler ve ark
2007). Biz de galismamizda, DEN’nin erkek si¢anlarda HCC olusturma ihtimalinin
daha yiiksek oldugunu g6z oninde bulundurarak, Wistar albino erkek siganlari

kullanmay1 tercih ettik.
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DEN tiitiin dumani, kozmetik, benzin, siit, et iirlinleri, kizartilmis balik ve
alkollii icecekler gibi cesitli islenmis gidalarda bulunan en Onemli c¢evresel
kanserojen maddelerden biridir. DEN ayrica in vivo fizyolojik kosullar altinda

sindirilmis ikincil aminler ve nitritlerden olusur.

Gelisen gida teknolojisi ile beraber gidalarin uzun siire muhafazasi amaciyla
¢ok yogun olarak kullanilan nitrat, nitrit gibi katki maddelerinin nitrozaminlere
doniismesi ve degisen beslenme aliskanliklart (w-3 yag asiti oram1 diistiik, doymus
yag ve kolesterol orani yliksek diyetler) organizmada geriye doniissiiz hasarlar

meydana getirmektedir (Atakisi ve Ozcan 2005).

Insanlar hem eksojen hem de endojen yollarla nitrozamin bilesiklerine maruz
kalirlar. Endojen olarak, diyetteki nitratlar ve nitritler, gastrointestinal yolda
nitrostabilaminler (genellikle protein agisindan zengin gidalarda bulunur) ile
reaksiyona girdigi zaman, nitrozaminlerin iiretimi i¢in 6nciil maddeler olarak gorev

yapabilir (Zhu ve ark 2014).

Ayrica sigara icmek, tiitlin ¢igneme aliskanligi, bazi kisisel bakim iiriinlerinin
(kozmetik, sampuan gibi) kullanimi, klorlanmis havuzda yiizme ve en yaygin olarak
da tiiketilen gida maddeleri ile N- nitrozo bilesikleri alinmaktadir. Bunlara ek olarak
mikrobiyal dayanikliligin artirilmasi amaciyla et triinleri, balik ve peynirlere ilave
edilen nitrit tuzlarinin gidalarin icerigindeki aminlerle tepkimeye girmesi sonucunda
viicuda alimi seklinde gerceklesmektedir. N-nitrozo bilesiklerinin olusumunda;
besinlerin pisirilme sekli, pisirilme siiresi ve uygulanan 1s1 da etkilidir. Ozellikle
kizartilarak pisirilen nitritle kiirlenmis etlerde, N-nitrozo bilesiklerinin daha fazla

olustugu bilinmektedir (Cakmak ve ark 2009).

Arastirilan birgok N-nitrozo bilesigi i¢inde, insanlarin laboratuvar disinda
maruz kalabilecegi ¢ok az sayida, kararli ve dogrudan etkili olmayan nitrozamin
mevcuttur. Bu nitrozaminlerin deney hayvanlarinda karaciger, akciger, bobrek,
mesane, pankreas, yemek borusu ve dil gibi ¢esitli organlarda kanser olusumunu
tetikledigi ancak cilt, beyin, kolon ve kemiklerde kanser olusumuna sebep olmadigi
rapor edilmistir. Alkilnitrozoiireler veya alkilnitrozokarbamatlar gibi dogrudan etkili
nitrozaminlerin ise sinir sistemi, mide, gastrointestinal sistem ve kemiklerde timor

olusturdugu bildirilmistir (Cakmak ve ark 2009).
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Olduk¢a taninmis olan nitrozaminler karsinojenik bilesiklerdir ve DEN

hepatik karsinoma neden olan bir nitrozamin bilesigidir (Yamada ve ark 2006).

DEN DNA'nin yapisim1 degistiren reaktif elektrofilik ara maddelere
metabolize olur ve hepatokarsinojenik g¢alismalar i¢in iki asamada (baslatma ve
gelistirme) baslatic1 bir ajan olarak gorev yapar (Sreepriya ve Bali 2006). Ayrica
mutasyona ugramis karaciger hiicrelerinin sayisinin artmasina katkida bulunarak,
postnekrotik hepatoselliler ¢cogalmay: uyarir ve bu nedenle karaciger ¢alismalarinda
model olarak kabul edilmektedir (Kang ve ark 2007).

Biz de ¢alismamizda DEN ile hepatoselliiler karsinom olusturarak metabolik
olaylarin ¢ogunun meydana geldigi icin ve bu durumdan en cok etkilenen organ

olmasindan dolay1 karacigerde resveratroliin dozlara gore olasi etkilerini inceledik.

Bishayee ve Dhir (2009) yaptiklar1 ¢alismada DEN ile indiiklenen gruplarin
karacigerlerinde makroskopik olarak nodiiller goézlenmistir. Caligmamizda da
bununla uyumlu olarak DEN verilen gruplarda makroskopik olarak nodiller

gbzlenmistir.

Kadasa ve ark (2015) tarafindan yapilan c¢alismada kontrol grubundaki
siganlarin histolojik kesitleri, normal hepatik-lob organizasyonu, normal hepatositler
ve siniizoidal mimari gostermistir. , DEN (200 mg/kg tek doz) uygulanan siganlarda,
portal alanin fokal replasmanini, ¢ogunlukla yikilmis membran, yetersiz bazofilik
sitoplazma ve genis vezikiiler ¢ekirdeklerle birlikte, sayisiz mitoz yaninda, kolangio

adenokarsinom adaciklari ile genis fibroz yapilar gosterilmistir.

Rajasekaran ve ark (2011) yaptiklari galismada DEN (200 mg/kg tek doz) ile
indiiklenmis HCC'den alinan karaciger boliimlerinin histopatolojik godzlemlerinde,
hiicre topluluklari, hepatositlerin 1sinsal dizilimindeki kayiplar ile hepatosit

yapisindaki degisiklikleri ve siniizoidal infiltrasyonu gozlemlemislerdir.

Khan ve ark (2017) Wistar albino erkek sicanlarda DEN indiiksiyonu ile
HCC olusturmuslardir. DEN, misir yag1 igerisinde ¢oziindiiriiliip, intragastrik gavaj
kullanilarak iki doz olarak (180 mg/kg viicut agirhigi; 15 gln arayla) oral yoldan
uygulanmistir. DEN'i takiben, karacigerin karakteristik histolojik ozellikleri, yani

radyal olarak diizenlenmis hepatositlere sahip altigen lobiiler yapi, ortadaki merkez
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ven ve periferik portal triad daginik veya kayiplar (hasarlanmis) sekilde gozlenmistir.
Bu da, oksidatif stres ile baglayan, membran hasari, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
hiicresel atipiye ve sonug¢ olarak HCC'ye doniisiime neden olan olay zincirini

gostermistir.

Zhao ve ark (2014) 12 hafta sureyle haftada iki kez DEN'in (50 mg/kg) i.p.
enjeksiyonunu yaparak hepatokarsinom sigan modeli olusturmuslardir. DEN'in diisiik
dozuyla kesintili olarak indiiklenen hepatokarsinom sican modelinin seyri, insan
birincil hepatokarsinom olusum sureciyle benzerdir. Buna ek olarak, indiklenen
hepatokarsinom orani1 daha yiiksektir ve mortalite tek bir mega doz DEN'den

diistiktiir.

Biz de ¢alismamizda mortalite riskini diistirmek i¢in 7 hafta siireyle haftada 1
kez 100 mg/kg DEN’nin i.p. enjeksiyonu ile HCC sican modeli olusturduk.
Calismamizda kontrol grubu karaciger histolojik kesitleri, merkezi venden lobiiler
cevreye dogru yayilan bir ila iki hiicreli kalin karaciger kordlarindan olusan karaciger
lobillerinin normal organizasyonunu sergiledi. DMSO grubu karaciger dokularti, orta
derecede vendz ve siniizoidal okliizyon gosterdi ve kontrol grubuyla anlamli fark
yoktu. DEN uygulanan grupta ise safra kanali proliferasyonu, siniizoidal dilatasyon
ve dejenerasyon, vaskiler konjesyon, portal alanlarda lenfosit infiltrasyonu,
lobiillerinin organizasyonun bozumasi, fibrozis parankimde displastik degisiklikler,

nekroz, hiicresel atipi ve genis tiimor odaklart gozlendi.

Rajasekaran ve ark (2011) yaptiklar1 ¢galismada DEN (200 mg/kg tek doz) ile
indiiklenmis HCC'den, giinde 1 kez (20 mg/kg) 15 giin boyunca resveratrol ile tedavi
edilen gruplarda (erken ve ileri asamalar HCC) ise hem hepatosit yapisinda diizelme
hem de siniizoidal infiltrasyonda bir azalma ve hepatositlerin 1smsal diziliminde

belirgin diizelme oldugunu goézlemislerdir.

DEN+50 mg/kg resveratrol grubunda DEN grubu ile kiyaslandiginda, nodiil

insidans1 azalmig, ancak sonug istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir.

100 mg/kg veya 300 mg/kg dozunda resveratrol tedavisi alan gruplar DEN
grubu ile kiyaslandiginda ise nodiil insidansinin anlamli olarak (p<0.05) azaldigi

gbzlemlenmistir.
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Her (¢ resveratrol dozu (50 mg/kg, 100 mg/kg, 300 mg/kg) ile tedavi edilen
gruplarin, her bir gruptaki toplam nodiil sayisinin DEN grubuna kiyasla ¢ok daha az
oldugu goriilmesine ragmen, sonuclarin 100 mg/kg, 300 mg/kg resveratrol (p<
0.001) alan gruplar i¢in daha belirgin oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, grup 50
mg/kg, 100 mg/kg, 300 mg/kg dozunda resveratrol tedavisi alan gruplar nodul
yogunlugunun DEN grubundan daha az oldugu ancak 100 mg/kg ve 300 mg/kg
resveratrol tedavisi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) oldugu

gorilmistiir (Bishayee ve ark 2009).

Calismamizda deney gruplarimin fibrozis skorlamasina bakildiginda DEN
grubuna gére DEN+Res 50 ve DEN+Res 75 grubunda istatistiksel olarak anlamlilik
yoktur. Ancak DEN+Res 75 grubunda lenfosit infiltrasyonu, fibrozis ve noduler
yapilarda azalma gozlenmistir. DEN+Res 100 grubunda ise istatistiksel olarak

anlamlilik gozlendi.

DEN ile indiiklenen hepatokarsinomlu sicanlarda goriilen istah azalmasi,
dolayisiyla yiyecek aliminda azalma ve kilo kaybi, hepatokarsinojene maruz

kaldiktan sonra azalmis karaciger fonksiyonunun dolayli bir gostergesi olabilir.

Onceki caligmalar, hepatokarsinomun hizli ve ilerleyici bir viicut agirhg
kayb1 ile sonug¢landigini, 6zellikle viseral proteinlerin nispeten korunmasi ile iskelet
kast ve yag dokusu icin belirgin oldugunu gostermistir; bu azalma, esasen

hizlandirilmis protein katabolizmasi tarafindan agiklanabilir (Zhao ve ark 2014).

Granado-Serrano ve ark (2009) karaciger hasarimi indiiklemek i¢in ii¢ grup
sicana 14 ve 28. giinlerde salin iginde seyreltilmis 200 mg/kg DEN’i i.p. olarak
enjekten etmislerdir. DEN uygulanmasindan sonra tiim hayvanlar grubunda nihai

viicut agirliklarinin ve gida tiikketiminin azaldigini bildirmislerdir.

Krishnan ve ark (2017) yaptig1 calismada da Ito ve Balan Rajan'in yontemini
uygulayarak, 15. ve 22. giinlerde, DEN'den tek bir doz i.p. olarak (200 mg/kg b.wt,
salin kullanildi), sicanlara verilmistir. DEN verilen sicanlarda viicut agirhigi artisi

anlamli olarak azalmistir (p<0.05, 0.01).

Calismamizda uygulamaya baglamadan 6nce ve uygulama boyunca haftada

bir deney gruplarindaki tiim sicanlarin agirliklart kaydedilmistir. Kaydedilen viicut
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agirhigr sonucglarma gore DEN verilen sicanlarin viicut agirliklart kontrol grubuna

gore anlamli olarak azalmistir.

Hepatotoksik kimyasallarin ¢ogu karaciger hiicrelerine, karacigerde lipid
peroksidasyonu ve diger oksidatif hasarlar1 artirarak zarar verir (Chen ve ark 2012).
Lipid peroksidasyon seviyesi DEN verilmesinden 3 ile 24 saat sonra artmaktadir

(Yesennia ve ark 2005).

Karaciger fonksiyonlarinin bozulmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iretilmesi ve vital biyomembranlarindaki makromolekiillere zarar veren lipid
peroksidasyona neden olan koruyucu fizyolojik kisimlarin (antioksidan savunma
mekanizmas1 sistemleri gibi) bozulmasiyla olusan oksidatif doku hasarina baglh

olabilir.

Anti-oksidatif savunma sistemi, lipid peroksidasyonunun baslatilmasinda
onemli bir rol oynayan ROS'u sipdrebilir. Bu savunma sistemi, enzimatik ve
enzimatik olmayan bilesenler araciligiyla ¢alisir. GSH-Px ve SOD, viicutta serbest
radikalleri yok etmek icin kullanilan en 6nemli enzimlerdir. GSH toksik kimyasallar
tarafindan tiretilen elektrofilik kisimlar1 temizler ve daha az toksik iirlinlere konjuge

eder (Chen ve ark 2012).

Karahan ve ark (2006) serbest radikal temizleyicisi olan ve hiicre
biitiinliigliniin korunmasinda rol oynayan GSH seviyesinin DEN verilen grupta
kontrol grubuna gore azaldigimi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadigimi gostermislerdir (p>0,05). GSH seviyesindeki bu azalmalar istatistiksel
olarak anlamli olmasa da, bu azalmanin dokularin oksidatif strese karsi bir tepkisi

olabilecegini bildirmislerdir (Karahan ve Yilmaz 2006).

Nitrosoaminlerin meydana getirdigi, etkin oksijen gruplarinin artmasiyla
karakterize oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA
duzeylerinde artma ve GSH duzeyleri ile GSH-Px ve CAT gibi antioksidan enzim
aktivitelerinde degisiklikler goriliir. Nitrozoamin uygulamalar1 sonucunda kan,
karaciger ve bobrekte GSH diizeylerinin azaldigi goézlenmekle birlikte, bu

azalmalarin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (Karahan ve Yilmaz

2006).
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Granado-Serrano ve ark (2009)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada da DEN

uygulanmis grupta GSH miktar1 kontrol grubuna gore 6nemli oranda azalmistir.

Yapilan diger calismalara gére DEN gruplarinda, SOD, CAT, GSH-Px ve GR
aktivitesinde ve GSH diizeyinde belirgin bir diisiis ve MDA diizeyinde belirgin bir

artis oldugunu gostermisler ve sonuclarin Onceki calismalarla uyumlu oldugunu

bildirmislerdir (Dewa ve ark 2009; Farombi ve ark 2009).

Genel olarak, DEN tarafindan indiiklenen karaciger hasari, karaciger hiicresi
metabolizmasinin bozulmasi ve membran instabilitesine baglhidir ve daha sonra
serum enziminin aktivitelerinde belirgin degisikliklere neden olur (Al-Rejaie ve ark
2009).

Calismamizda SOD, GSH ve MDA seviyeleri resveratrol verilen gruplar
icerisinde DEN+Res 100 grubu her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da

kontrol grubuna en yakin doz grubudur.

ALT, AST, ALP, GGT ve TBL aktivitesinin karaciger fonksiyonunu temsil
ettigini ve artmis diizeylerinin hepatik hasarin hassas gostergeleri oldugu

bilinmektedir (Singh ve ark 2009).

AST ve ALT amino asitlerin ketoasitler haline doniistiiriilmesi ile dogrudan
iligkili enzimlerdir ve HCC kosullarinda artar (Chen ve ark 2012). Ayrica sican
serumunda GGT'min belirgin olarak yiikselmesi, bu enzimin plazma zarindan
dolasima ge¢mesiyle agiklanabilir. Bu da karsinogenezin sonucu olarak hiicre zari

hasarina isaret etmektedir (Bulle ve ark 1990).

Chen ve ark (2012) plazma AST, ALT, ALP, GGT ve AFU'nun
aktivitesindeki artistn  DEN'in  hepatik  disfonksiyonu  indiikleyebilecegini

gostermislerdir.

Rajasekaran ve ark (2011) yaptiklar1 calismada DEN (200 mg/kg tek doz) ile
uyarilan HCC’da, aminotransferazlar (ALT, AST), fosfatazlar (ALP, ACP), y-GT ve
LDH gibi birka¢ serum isaretleyici enzim aktivitesinde belirgin bir artis oldugunu
gostermislerdir. Tiim bu isaretleyici enzimler, HCC indiiksiyonu iizerine istatistiksel

olarak anlamli bir artis gostermislerdir (p<0.001). Hem pre-HCC (erken) hem de
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post-HCC (ileri) gruplarinda resveratrol (20 mg/kg giinde 1 kez 15 gin), tedavi
edilmemis DEN grubu ile karsilastirildiginda, bu isaretleyici enzimlerin aktivitesini
onemli 6lciide azaltti. Istatistiksel analizler, bu enzimlerin resveratrol ile muamele
edilmis ve tedavi edilmemis gruplar arasindaki aktivitelerinde belirgin bir farkliliga

karsin, anlamlilik diizeyi arasinda farkliliklar oldugunu gostermistir.

Bu enzimlerin p-degerleri: AST, p<0.001; ALT, p<0.001; ALP, p<0.05;
ACP, p<0.01; 5-Nuc, p<0.01; y-GT, p<0.001; ve LDH, p<0.001. Resveratrolle
muamele edilen 'kontrol' siganlarin (HCC'siz) enzim aktivitelerinde herhangi bir
degisiklik gostermedigini ve enzim aktiviteleri lizerindeki resveratrol bagimli etkinin

HCC tastyan siganlarla sinirli veya secici oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, Karaciger belirte¢ enzimlerinin analizi, DEN'in indiikledigi
HCC'nin, AST (p<0.01), ALT (p<0.001), ALP (p<0.05), ACP (p<0.001), 5'-Nuc
(p<0.05), y-GT (p<0.001) ve LDH (p<0.001) gibi enzimlerin aktivitelerini 6nemli
Olglide arttirdigin1 gosterdi. Serum belirteci enzimlere benzer sekilde, karaciger
belirte¢ enzimlerinin, HCC tastyan siganlarda resveratrol tedavisine bagli olarak

aktivitelerinde bir diisiis gosterdi.

Ozellikle, resveratrol verilen pre-HCC (erken) grup, post-HCC (ileri) grup ile
karsilagtirildiginda karaciger belirte¢ enzimlerinde istatistiksel olarak 6nemli bir
farklilik vardi (Rajasekaran ve ark 2011).

Karaciger fonksiyon enzimlerinden biri olan ALP, kanalikiiler bolgedeki lipid
membrana yakindan baglidir. ALP'de artmis diizey, safra akisindaki patolojik
degisimi yansitir. Bu nedenle, ekstrahepatik veya intra-hepatik safra akigina olan

herhangi bir miidahale, ALP serum seviyesinin artmasina yol acar (Nair ve ark

1998).

Al-Rejaie ve ark (2009) deneyden sekiz hafta sonra DEN uygulanmasi,
kontrol grubuna kiyasla serum ALT, GGT ve ALP bakimindan sirasiyla% 316,
152%, ve %219 artisa sebep oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda resveratrol verilen gruplarda karaciger enzim aktiviteleri
(ALT, AST, ALP, GGT) kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
gosterdi. DEN grubu ise muhtemelen DEN'in yol actig1 hepatik hasar1 yansitan
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karaciger enzimleri seviyesinde (ALT, AST, ALP, GGT) kontrol grubuna kiyasla

onemli derecede bir artis gosterdi.

Her ne kadar kontrol grubuna gére DEN+Res 50, DEN+Res 75 ve DEN+Res
100 gruplarimin karaciger enzim diizeylerinde artma goriilmiisse de, DEN grubuna
kiyasla bir azalma gorilmistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
Ancak resveratrolin DEN'in yol agtig1 karaciger enzim diizeylerindeki artis1 diisiirme
egilimi, karaciger fonksiyonlar1 {izerinde koruyucu etkisi olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu veriler resveratroliin DEN'in indiikledigi hepatokarsinogenez

tizerinde Onleyici etkisi oldugu umut verici bir sonug anlamina gelmektedir.

Krishnan ve ark (2017) hepatik bdlgede apoptotik ve anti-apoptotik iliskili
proteinlerin, yani Bcl-2, COX-2 ve iNOS'un ekspresyonunu, imminohistokimyasal
yontemle incelemislerdir. Ilging bir sekilde, bu ii¢ proteinin immiin boyamas,
agirlikli  olarak DEN ile tedavi edilen tiim hayvanlarin hepatositlerinin

sitoplazmasinda tespit edilmistir.

Ozellikle kurkumin, resveratrol, guggulsteron, flavopiridol, betulinik asit,
ursolik asit, indol-3-karbinol, zerumbon, evodiamin ve yesil ¢ay polifenolleri gibi
fitokimyasal maddelerin de ¢esitli kanser hiicre hatlarinda Bcl-2 ve Bcl-XL gibi
apopitoz baskilayici1 proteinlerin ekspresyonunu down regiile ettigi bilinmektedir

(Anto ve ark 2002).

Rajasekaran ve ark (2011) resveratrol tedavisinin, Bcl-2 (anti-apoptotik) ve
Bax (pro-apoptotik) gibi apoptotik diizenleyicilerin, HCC tasiyan si¢anlarda hem
transkripsiyonel (mMRNA) hem de translasyonel (protein seviyelerinde) ifadeyi

etkiledigini bildirmislerdir.

Semikantitatif PCR analizi, DEN ile uyarilan hepatokarsinogenez sirasinda
Bcl-2 mRNA diizeyinin indiiksiyonunu gostermistir. Buna karsin resveratrol tedavisi,
antiapopitozu bloke ederek Bcl-2 mRNA’nin ifadesini azaltmistir. Bununla birlikte,
pro-apoptotik Bax proteininin seviyesi, resveratrol ile muamele edilen HCC'de hem
mRNA hem de protein seviyelerinde belirgin sekilde artmistir ve bu da apoptotik
sinyal yolagini desteklemektedir (Rajasekaran ve ark 2011).
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Ou ve ark (2014) yaptiklar1 ¢aligmada resveratroliin, anti-apoptotik Bcl-2
protein ekspresyonunu inhibe ettigini ve pro-apoptotik Bax proteinininve tumor
slpresor p53 proteininin ekspresyonunu artirdigini  bildirmislerdir. Bu nedenle
resveratroliin, bir kaspaz ve p53'e bagimli yolak yoluyla apoptotik hiicre 6limdind
indiikledigini disiinmiiglerdir. Bizim g¢alismamizda gozlemlendigi gibi resveratrol
tedavisi lizerine p53 yolaginin aktivasyonu daha Once bir¢ok calismada da rapor

edilmistir (Kuo ve ark 2002).

Bagka bir calismada da, p53'in ekspresyonu resveratrol tedavisine bagl
olarak artmig ve p53'e bagl apoptotik yolagin aktivasyonunu gosterilmistir. Ayrica
HCC tasiyan siganlarda p53 ekspresyonunda belirgin bir azalma goriilmeside,
sicanlarda DEN kaynakli hepatokarsinogenezis ile ilgili anti-apoptotik ve onkojenik
mekanizmay1 dogrulamaktadir. Bu ¢alisma, sigan HCC'sinde sirasiyla iki temel pro-
apoptotik ve anti-apoptotik protein olan Bax'in up regiilasyonunu ve Bcl-2'nin down

regiilasyonunu gostermistir (Rajasekaran ve ark 2011).

Calismamizda da immiinohistokimyasal skorlama sonucu, DEN grubuna gore
DEN+Res 50 ve DEN-+Res 75 gruplart kiyaslandiginda Bcl-2 ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte azalma gozlendi. DEN+Res 100
grubunda ise Bcl-2 ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu.
DEN grubuna gore, resveratrol uygulanan gruplarda Bax ve P53 ekspresyonlari ise
artan resveratrol seviyeleri ile birlikte artmistir. Ancak sadece DEN-+Res 100
grubunda istatistiksel olarak anlamli artis gdzlenmistir. Bulgularimiz diger

calismalarla da uyumluluk géstermistir.

Sonu¢ olarak; histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal
bulgulardan yola g¢ikarak artan resveratrol seviyeleri ile birlikte HCC’de iyilesme
gozlenmistir. Dolayisiyla 100 mg/kg resveratrol dozunun DEN'in indiikledigi
hepatokarsinogenez iizerinde Onleyici etkisinin olmasi, apopitozisi indiuklemesi ve
antioksidan kapasiteyi arttirmasi, resveratroliin HCC tedavisinde umut verici bir
yaklasim olabilecegi One siiriilebilir. Ayrica insan ¢alismalarimin heniiz kisith
olmasindan dolayr resveratroliin doz ve kullanim siireleri ile ilgili en uygun

degerlerin belirlenmesi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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