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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

7,12-DMBA UYGULANAN RATLARIN KARACiIiGER DOKUSUNDA BAZI APOPTOTIK
MARKERLAR UZERINE LiKOPENIN ETKIiLERI

Can Ali AGCA

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

2009, Sayfa: X+54

Likopen; domates, karpuz, greyfurt, guava gibi meyvelerde yliksek konsantrasyonda
bulunan karotenoit bir bilesiktir. Likopenin tiiketimi ile kanser riski arasinda zit bir iligki vardir. Bu
calisma, Wistar albino ratlarda 7,12- Dimetilbenzantrasen (DMBA) ile olusturulmus karaciger
hasarinda Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 ekspresyonlar1 ile Malondialdehit (MDA) ve
Glutatyon (GSH) diizeyleri iizerine likopenin etkisini belirlemek amaciyla yliriitiilmiistiir.
Arastirmada 30 adet Wistar albino cinsi (8 haftalik, 180-200g) disi rat kullamilmistir. Ratlar, her
grupta 10 adet rat (n=10) bulunacak sekilde Kontrol grubu, DMBA grubu, DMBA+Likopen grubu
olarak rasgele ii¢ gruba ayrilmistir. Kontrol grubu disindaki ratlara 40 mg/kg/canli agirlik dozunda
DMBA arastirmanin birinci ve 30. giiniinde intraperitoneal olarak uygulanmistir. DMBA+Likopen
grubuna 20 mg/kg/giin/canl agirlik dozunda likopen oral yolla uygulanmis ve uygulamaya 20 hafta
siireyle devam edilmistir.

Pro-apoptotik Bax ekspresyonunun, DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
azaldigi, DMBA+Likopen grubunda ise bu oranmn kontrol grubuna yaklastigi belirlenmistir
(P<0.05). Anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunun ise DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna
oranla arttigini, DMBA+Likopen grubunda ise bu oranin kontrol grubuna yaklastigi tespit edilmistir
(P<0.05). Aktif Kaspaz—9 ekspresyonunun, DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
azaldigi, DMBA+Likopen grubunda ise bu oranin kontrol grubuna yaklastigi goriilmiistiir (P<0.05).
Aktif Kaspaz—3 ekspresyonunun, DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla azaldigi,
DMBA-+Likopen grubunda ise bu oranin DMBA grubuna oranla artig1 tespit edilmistir (P<0.05).
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MDA diizeylerinin DMBA grubunda kontrol grubuna oranla daha fazla oldugu, DMBA+Likopen
grubunda kontrole yaklastigi tespit edilmistir (P<0.001). GSH diizeylerinin DMBA grubunda
kontrol grubuna oranla daha az oldugunu, DMBA+Likopen grubunda ise kontrole yaklastig: tespit
edilmistir (P<0.0001).

Sonug olarak, likopen suplemaninin DMBA uygulanan ratlarin karacigerinde anti-apoptotik
Bcl-2’yi inhibe ettigi, pro-apoptotik Bax, aktif Kaspaz—9 ve aktif Kaspaz—3’iin ekspresyonlarini
mitokondriyal hiicre 6lim yolagim kullanarak artirdigi tespit edilmistir. Ayrica likopenin bu

ratlarda MDA’y1 azatdig1 ve GSH arttirdig: belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: DMBA, Likopen, Karaciger, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9,
MDA, GSH
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ABSTRACT
Master Thesis

THE EFFECTS OF LYCOPENE ON SOME APOPTOTIC MARKERS IN LIVER TISSUES
OF 7,12 DMBA APPLIED RATS

Can Ali AGCA
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
2009, Page: X+54

Lycopene is a carotenoid compound found in certain fruit, such as tomato, watermelon,
pink grapefruit and guava in high concentrations. Dietary intake of lycopene is inversely associated
with the risk of cancer. The present study was conducted to decipher the effects of lycopene on the
expression of Bax, Bcl-2, Caspase-9, Caspase-3 with Malondialdehyde (MDA) and Glutathione
(GSH) concentration during 7,12-dimethylbenz[a]-anthracene (DMBA)-induced liver damage in
Wistar albino rats. In this study, 30 female Wistar albino rats (8 week, 180-220g) were used. Rats
were seperated randomly to three groups as Control group, DMBA group and DMBA+Lycopene
group (n=10). Rats were intraperitoneally injected with DMBA (40 mg/ per kg) except control
group. DMBA+Lycopene group daily administrated with lycopene (20 mg/ per kg) by orally for 20
weeks.

Pro-apoptotic Bax expression was decreased in DMBA group compared to control,
however it was close to control group in DMBA+Lycopen group (P<0.05). Anti apoptotic Bcl-2
expression was increased in DMBA group in comparison to control and in DMBA+Lycopen group
this value was close to control group (P<0.05). Activated Caspase-9 expression was lower in
DMBA group according to control group and in DMBA+Lycopen group this value was similar in
control group (P<0.05). Similarly activated Caspase-3 expression decreased in DMBA group in
comparison to controls and in DMBA+Lycopen group this expression became stronger according to
DMBA group (P<0.05). Concentration of MDA was higher DMBA group, it was similar in
DMBA+Lycopen and control groups (£<0.001). Concentration of GSH was lower DMBA group, it
was similar in DMBA+Lycopen and control groups (P<0.0001).
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In conclusion, lycopene supplementation may inhibit expression of Bcl-2 and may increase
pro-apoptotic Bax, activated Caspase-3 and activated Caspase-9 expressions, used by mitochondrial
cell death pathway in the liver of DMBA induced rats. Lycopene supplementation also may

decrease MDA levels and increase GSH levels in rats.

Key Words: DMBA, Lycopene, Liver, Bax, Bcl-2, Caspase-3, Caspase-9, MDA, GSH



1.GIRiS

1.1. 7,12-Dimetilbenzantrasen (DMBA)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar dogada yaygin olarak bulunan kimyasal bir gruptur.
Karbon ve hidrojen iceren organik maddelerin pirolizi veya tam olmayan yanmalar sonucu olusan
iic veya daha fazla aromatik halkali bilesiklerdir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar deney
hayvanlar1 ve insanlarda kuvvetli karsinojenik potansiyele sahip maddelerdir. Son yillarda gelisen
molekiiler  biyoloji  teknikleri ile polisiklik aromatik hidrokarbonlarin  karsinojenik
mekanizmalarimin  anlagilmasinda biiylikk  bir ilerleme saglanmistir. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlar tiimér baglatici, gelistirici ve ilerletici ozellikleri olan potent karsinojenlerdir. Ayni
zamanda deney hayvanlarinda yapilan caligmalarla bu maddelerin immiin sistemi baskilayici
olduklar1 gosterilmistir. Karsinojenik potensiyellerinin yiiksek olusu da bu immiinotoksik etkilerine
baglanmaktadir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar hem hiicresel hem de hiimoral immiiniteyi
inhibe etmektedirler. Ozellikle benzo[a]piren (BaP), 3-metilkolantren (3-MC) ve DMBA’nin, in
vivo hayvan modellerinde ve insan periferal kan hiicreleri ile yapilan in vitro testlerde ¢ok yiiksek
derecede immiinotoksik oldugu saptanmistir [1]. Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ilk olarak
1921 yilinda kanserojen olduklar1 belirlenmistir. Karsinojenezin nasil basladigini, biyomolekiillerle
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin etkilesim mekanizmasini1 agiklamak i¢in bir¢ok caligmalar
yapilmistir. Polisiklik aromatik hidrokarbon ailesinin bir iiyesi olan DMBA yiiksek dozlarda kanseri
baslatan ve devam ettiren bir kanserojendir. Dolayli bir kanserojen olan DMBA’nin kanserojen hale
gelebilmesi icin metabolik aktivasyona ihtiyaci vardir. 7,12-dimetilbenzantrasen metabolizmas1
sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri hiicre icerisinde iiretildigi yerden diger hiicrelere yayilabilir.
Bu reaktif oksijen tiirlerinin lipid peroksidasyonunu baglatmasiyla zararl sonuglar ortaya ¢ikar. Bu
nedenle DMBA uygulanmis hayvanlardaki hepatik lipid peroksidasyonundaki artis, reaktif oksijen

tiirlerinin tiretimini arttirirken antioksidan mekanizmalarda bir azalmaya sebep olur [2,3]

7,12-dimetilbenzantrasen ratlarda meme kanserine neden olan polisiklik aromatik
hidrokarbon olarak bilinir. Polisiklik aromatik hidrokarbondan DNA’ya diol epoxidlerinin kovalent
baglanmasinin tiimor baslangicini tetikledigi kabul edilir. Bu nedenle diol epoxidlerini detoksifiye
eden glutatyon S-transferazlar (GSHs) tarafindan katalize edilen hiicresel reaksiyonlar, tiimor
baslangi¢ riskini azaltmak icin ¢cok onemlidir. 7,12-dimetilbenzantrasen gibi polisiklik aromatik

hidrokarbonlarin serbest radikalleri olusturdugu ve karsinogenezde rol oynadigi goriilmiistiir. Bu



rol, DNA baglarinin kirilmasi ve lipid peroksidasyonu yoluyla hiicresel oksidatif hasar1 meydana
getiren peroksitler, hidroksi ve siiperoksit anyon radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin meydana
getirilmesiyle desteklenmektedir. DNA {iriinlerinin olusumunun yaninda DMBA’nin mutajen
metabolizmadan kaynaklanan oksidatif iirlinleri, protein ve lipid membranlarina zarar vererek
hayati hiicresel fonksiyonlarn yerine getirilmesine engel olur. Reaktif oksijen radikallerini
siipiirmek icin hazir olan ve toksik oksidatif tehditlerden hiicreleri koruyan viicut savunma
sistemleri, ¢cok siklikla doygun hale gelip kusurlu olabilirler. Kusurlu antioksidan sistemler kansere
ve ilac toksisitesine hassasiyeti arttirirlar. Bu nedenle diyetsel antioksidan bilesikler ve
mikrobesinlerin eklenmesi gibi uygun miidahaleler reaktif oksijen radikallerine bagli hiicresel
hasara kars1 korumada gerekli olabilir [4,5]. Deneysel karsinojenlerdeki en sik kullanilan model
bilesiklerden biri DMBA’dir. 7,12-dimetilbenzantrasen, potansiyel mutajenik ve karsinojenik
ozelliklere sahiptir. Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda DMBA’ya maruz birakilan kemirgen
modellerde ya da belirtilen mutajenik cevaplarda tiimorlii hiicre sayilarinda belirgin bir artis oldugu

gozlenmistir [6].

1.2. Apoptozis (Programh Hiicre Oliimii)

Asirt hiicre 6liimii veya hiicre 6liimiine karsi olan direng, hiicresel homeostaziyi bozar ve
organ fonksiyonlarmi etkileyerek sonrasinda organizmanin yasamuni etkiler [7]. Organizmada
gorevini tamamlamis ya da hasara ugramis hiicrelerin ¢evre hiicrelere zarar vermeden ortadan
kaldirilmasin saglayan, genetik olarak kontrol edilen programlanmis hiicre 6liimiine apoptozis
denir [8]. 1970’lere kadar bilinen tek hiicre 6liimii nekrozdu ve bu yiizden hiicre 6liimii fizyolojik
olmayan zararli bir olay gibi goriiniiyordu. Ilk kez Kerr ve arkadaslari tarafindan 1972’de
tammlanan programli hiicre 6limil ya da diger adiyla apoptozis, biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda,
gelismede ve homeostazin siirdiiriilmesinde vazgecilmez bir rolii vardir. Embriyo doneminden
baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik mekanizma ve programli hiicre 6limii vardir. Buna gore
bazi hiicreler yillarca yasarken bazi hiicreler ise sadece birkag saat yasayabilmektedir [9]. Her hiicre
dogar, cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve oliir (apoptozis). Biitiin bu olaylar
dogal bir denge halinde siirer gider. Doku homeostazisi yani yapim ve yikimin bir diizen igerisinde
olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir. Son yillarda,
bu dengenin bozulmasinin bircok énemli hastaligin patogenezinde rol aldig1 gosterilmistir. Ornegin;
artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin karsinogeneziste rol aldigi diisiiniilmektedir [10].

Apoptotik hiicre 6liim programi; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici



faktor—1 (Apaf-1) olmak lizere iic ana bilesen icerir. Bu anahtar bilesenlerin biyokimyasal
aktivasyonu, apoptoziste gozlenen morfolojik degisikliklerden, mitokondiriyal hasardan, ¢ekirdek
zart kirilmalarindan, DNA fragmentasyonundan, kromatin kondansasyonundan ve apoptotik
cisimciklerin sekillenmesinden sorumludur [9].

Apoptoziste bilinen iki yolak vardir. Intrinsik (icsel) yolak olarak da adlandirilan
mitokondriyal yolak, hiicre icinde olusan sinyallere bagh olarak baslar. Ekstrinsik (digsal) yolakta
ise sinyal hiicre digindan 6liim reseptor araciligi ile baslar [7].

Apoptozisde hiicreler nekrozisden farkli olarak tek tek etkilenir; hacimce kiiciiliir, komsu
hiicrelerle temast kaybederler. Bu olay hizla gerceklesirken aymi anda hiicrede degisik yiizey
cikintilar1 ve kivrintilar1 olusur. Bunlarin membranla ¢evrili olarak hiicreden ayrilmasiyla apoptotik
cisimler meydana gelir. Mitokondriler, nekrozla 6len hiicrelerin aksine baslangictan itibaren normal
yapidadirlar. Nekrozdan farkli olarak apoptozisde hiicre zar1 saglamdir. Bu nedenle inflamasyona
neden olmaz. Biitiin onemli yapisal degisiklik cekirdekte baglayarak izlenir. Cekirdek zarinin
altinda kromatin materyali yogunlasir ve kaba, biiylik kiimeler yapar. Buralarda niiklear porlar
secilemez. Cekirdek diizensizlesir ve ileri evrelerde niiklear parcalara boliiniir. Cekirdekgik genisler
ve graniilleri kaba kiimeler halinde dagilir. Sitopldzmada acik renk vakuoller gelisir. Sonucta
membranla c¢evrili yuvarlak veya oval apoptotik cisimler meydana gelir. Olusan bu apoptotik

cisimler daha sonra komsu ve diger hiicreler tarafindan fagosite edilir [11].

1.2.1 Oliim Reseptorleri

Protein yapisinda olan sitokinler, hedef hiicrelerde spesifik reseptorlere baglanmak suretiyle
hiicre ¢cogalmasi ve farklilasmasim1 kontrol etmektedirler. Yapisal ozelliklerine gore ii¢ gruba
ayrilirlar. Bunlar; TNF (Timér Nekroz Faktor), sitokin bagimli biiylime faktorii ve helikal
sitokinlerdir [12]. Oliim reseptorleri; TNF reseptor gen ailesine aittir. Bilinen oliim reseptorleri; Fas
(APO-1/CD95), TNF-R1 (TNF reseptorii—1), TNF-R2 (TNF reseptorii-2), DR3 ve DR6 dir. Bu
reseptorlerin en ¢ok bilinenleri Fas ve TNF-R1, karaciger dokusunda fazla miktarda bulunur [13].

Onemli bir apoptotik faktor olan Fas Ligand (FasL), TNF ailesinin bir iiyesidir [12]. FasL,
apoptozisi baglatmak {lizere hedef hiicrede spesifik reseptorlere baglanirlar (Sekil 1). FasL’in
reseptorii olan Fas, APO-1 veya CD-95 adiyla da bilinen bir tip—1 membran proteinidir [14, 15].
FasL, sitotoksik T lenfositlerde (CTL) ve natural killer (NK) hiicrelerde bulunur [16, 17]. FasL,
Tip-II membran proteini gibi N terminali sitoplazmada, C terminali ise ekstraselliiler alana dogru

uzanmaktadir. Hedef hiicrede bulunan reseptdr FasL ile baglandiginda apoptozisi aktive eder.



Benzer sekilde, TNF ligand, reseptorleri TNF-R1 veya TNF-R2 ile baglandiginda apoptozisi aktive

eder (Sekil 1). TNF-R1, pek cok dokuda bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden sorumlu iken
TNF-R2, timositlerde TNF bagimli sinyalden sorumludur [16].

A 1L

LI YFas Ligand

Fas

Kaspaz & |

ﬁ' 2l ;—' Kaspaz Kaskad
-«
L

FamD Ew Ol Alan

B

= .I —_—

Gl Alar

FADD q B :
Apoptozis

kaspaz & Ta MF-KE
g TRADD TRA

J_-_ . L
5}

% Faspaz Kaskad:

¥
| g
DHA Pargalanmmas l

DHA Paralannmas

Sekil 1. TNF ve FAS aracili 6liim yolag: [16]

TNF-R1 ve Fas’in sitoplazmik parcasinda bulunan yaklasik 80 aminoasitlik homolog
bolgeler, 6liim sinyalinin iletimini sagladiklarindan 6liim bolgeleri olarak adlandirilmiglardir. TNF,
hedef hiicredeki TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorleri ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. Bu
reseptor polipeptidlerin sitoplazmik boliimleri, 6liim alani adi verilen bir aminoasit dizisini
icermektedir. Bu bolgeler, FADD (Fas lle Iliskili Oliim Bolgesi) ve TRADD (TNF-R1 ile iliskili
Olim Bolgesi) olarak adlandirilir. TRADD, TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorlerinin, FADD ise Fas
reseptoriiniin 6liim bolgesidir [16]. Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara
baglanip onlar1 aktive ederler. Membrana bagli TNF ve FasL’in metalloproteinaz enzimleri araciligi
ile proteolizi sonucunda membrandan ayrilip serbest hale gecen formlari mevcuttur. Bu serbest
formlarina, solubl TNF ve solubl FasL adi verilmektedir [16,18-21]. Solubl formda bulunan TNF ve
FasL’da apoptozisi aktive etmektedir. Ancak membrana bagli TNF ve FasL’m, spesifik

reseptorlerini aktive etmekte solubl formlarindan daha etkili olduklar1 saptanmistir. Sonug¢ olarak



apoptozis FasL veya TNF ligandin hedef hiicredeki ilgili reseptorleri ile baglanmasi ile tetiklenir.
Oliim sinyali bundan sonraki asamada bu 6liim bolgeleri iizerinden hiicre cekirdegine kadar ileti

kaskad aracilig ile iletilir [16,17].

1.2.2. Bcl-2 Ailesi Proteinleri

Hiicre 6liim yolaginda, apoptozisin hiicre ici kritik kontrol noktasint Bcl-2 protein ailesi
olusturmaktadir. Bcl-2 ailesi, aile iiyesi proteinlerin kendi aralarinda ve mitokondri membran
biitiinliigiinii saglayan diger proteinler ile cesitli etkilesimler saglayarak apoptozisi diizenleyen genis
bir gruptur. Son arastirmalar Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan diizenlenen apoptozis mekanizmasi
izerine yogunlagmustir [22-24]. Aile iiyesi proteinlerin bircogu bir hastalik durumundan o&tiirii
tammlanmigtir ve bu yiizden ilk olarak onkogenlerin hiicresel ¢ogalmay:1 artirmasi bakimindan
benzer nitelikler tasidigi diistiniilmiistiir [25-28]. Daha sonralar1 Bcl-2 nin hiicre ¢ogalmasini
tetiklemesinden ¢ok hiicre oliimiinii engelleyici fonksiyonlar1 kesfedilmistir [29,30]. Bcl-2 protein
ailesi hiicre oliimiinii engellemesi ile neoplastik gelisime izin veren bir onkogen sinifidir. Ailenin ilk
tiyesi olan “Bcl-2” B-hiicre lenfomasinda tanimlandigindan bu adi almistir. Bel-2 proteinin memeli
hiicrelerinde kesfinden sonra Bcl-2 ailesinin 20 ye yakin iiyesi tantmlanmustir [31](Sekil 2).

Bcl-2 protein ailesinin anti-apoptotik Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 gibi baz1 tiyeleri apoptozisi
baskilar iken pro-apoptotik Bax ve Bak gibi liyeleri ise apoptozisi etkinlestirmektedir. Bax ve Bak
gibi proapoptotik iiyelerin aktivasyonu sitokrom-c nin mitokondriden hiicreye gecisini uyarir iken
Bcl-2 gibi anti-apoptotik iiyeler ise bu durumu baskilamaktadir. Bel-2 ailesi iiyeleri, pro apoptotik
Bax ve Bak uyarisi ile gecirgen mitokondiriyal dis membranin sitokrom-c ve diger proteinlerin

salinmasi, dolayisiyla kaspazlarin aktivasyonunu ve hiicre yikimint uyarmaktadir [32].
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Sekil 2. Bcl-2 ailesi proteinlerinin sematik diyagrami [33]

Hiicrelerde ¢oklu-domaine sahip proapoptotik Bax ve Bak monomer olarak bulunmaktadir.
Inaktif Bax ya sitoplazmada ya da zayif bir bicimde membrana bagl olarak bulunur ve bu proteinin
hidrofobik cebi C-terminalindeki heliks ile doldurulmus durumdadir. Oliim sinyali alindiginda Bax
homodimerize olur ve mitokondri dis membranina girer. Mitokondride konuglanmis olan inaktif
Bak bu 6liim sinyaline yanit verirken yapisal degisim gegirir, dimerize olur ve aktivite kazanir.
Boylece mitokondri dis membram gecirgen bir yapr kazanir. Bu gecirgenlik sitokrom-c yi de

kapsayan diger membran bosluk proteinlerinin salinmasina olanak verir [31].
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Sekil 3. Bax’n aktivasyonu [34]

Bax sitoplazmada diger faktorlere bagli ve inaktif formda bulunur. Sinyaller alindiginda
Bax ve Bak’in yapis1 degisir. Bu proteinlerin N-terminal kisimlar: proteinin icerisine gémiilii olarak
bulunur sinyal alimiyla beraber hedef hale gelir (Sekil 4). Bax mitokondri membranina transloke
olduktan sonra dig mitokondri membranina entegre olur. Bu sirada Bax ve Bak oligomerize olur ve
mitokondri dis membranini gecirgen hale getirirler [34]. Gegirgen hale gelen mitokondri
membranindan Sitokrom-c salindiginda sitoplazmadaki APAF-1 ile baglanarak Kaspaz-9 un
aktivasyonu ile apoptozom yapisi olusur [35].

Bcl-2 proteini apoptozis esnasinda; pro-apoptotik aile iiyelerine baglanarak onlarin
inhibisyonu, mitokondri mebranindaki iyon akist ve sitokrom-c salimimi gibi bircok islevi
diizenlemektedir. Biitiin aile tiyeleri tarafindan diizenlenen tek bir mekanizma yoktur ancak Bcl-2
ailesinin hem pro- hem de anti-apoptotik iiyelerinin diizenledigi ¢esitli mekanizmalar vardir. Hem
pro- hem de anti-apoptotik iiyeler ve onlarin birbirleri ile etkilesimleri diger proteinlerin
fonksiyonlarini nétralize edebilir. Bu durum hassas dengenin siirdiiriilmesini saglar. Ancak pro ya
da anti-apoptotik iiyelerin ekspresyon diizeylerindeki degisim, hiicrenin yasamla 6liim arasindaki
dengesini etkilemektedir. Bunun sonucunda aile iiyelerinin dimerizasyonu, onlarin bireysel
aktivitelerinde anahtar rol oynamaktadir. Ornegin; Bcl-2 ve Bcl-xL Bax’in aktivitesini nétralize
etmek icin onunla eslesebilme yetenegine sahiptir. Bax normalde sitoplazmada monomer olarak

bulunur fakat apoptotik sinyal bu proteinin Bax/Bax homodimeri seklinde sitoplazmada



cogalmasina neden olur. Homodimer konumuna gecen Bax daha sonra mitokondriye transloke
olmaktadir [36, 37]. Bax’in yapisindaki bu konformasyonel degisimin temel nedeninin pH ta
meydana gelen degisimler ile olacag: iddia edilmistir. Bu teori; apoptozisi 6nlemek ya da baslatmak
icin Bcl-2 aile iiyeleri ile digerlerinin nasil etkilestigini gosterirken, bireysel proteinler tarafindan
apoptozis’in molekiiler diizeyde baslatilmasi tam olarak agiklanamamustir. Bdylesi bir hipotez, Bcl-
2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik ve Bax gibi pro-apoptotik iiyelerin lipid membranindaki iletken iyon
kanallarim tipki mitokondri membraninda Ca** K* ve CI' gibi iyonlarin degisimine neden olduklari
gibi sekillendirebilmesiyle aciklanir. Bu degisimler apoptozise has olan mitokondrinin sigsmesi gibi
mitokondriyal anormalliklere neden olabilir. Bu yol sayesinde, aile iiyelerinin ekspresyon diizeyleri
apoptozisin baslangicim1 diizenleyebilirler. Eger hiicredeki Bcl-2'nin ekspresyon diizeyi Bax ’in
diizeyinden daha fazla ise hiicre apoptozisden kac¢inir. Fakat hiicredeki Bax’in ekspresyon diizeyi
Bcl-2 den daha fazla ise hiicre apoptozise yonelir [24].

Apoptozisin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir diger olay ise pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin fosforilasyonudur. Ornegin, Bad fosforile olmadigi durumda iken Bcl-2 ve
Bcl-xL‘i dimerize edebilir ve bdylece onlarin anti apoptotik aktivitelerini Bax’in homadimerize
olmasini saglayarak notralize eder. Bununla birlikte fosforile durumda iken 14-3-3 proteini ile
ayrilmistir ve apoptozis etkilesimi saglanamayarak Bcl-2 ve Bcl-xL tarafindan inhibe edilemez.

Yani pro-apoptotik rolii baskilanmaktadir [38].
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Sekil 4. Bcl-2 protein ailesinin apoptozisteki iglevleri [39]

Bcl-2 protein ailesinin apoptozisteki iglevlerini siralayacak olursak;

Mitokondri membraninda por olusumu saglayarak sitokrom-c ve diger proteinlerinin
salinmasina aracilik eder.

Pro ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri arasinda heterodimer olusumunu saglar.
Kaspazlarin diizenlenmesini saglar.

Mitokondrideki mevcut diger proteinler ile etkilesimi saglar. Bu etkilesimler por
olusturarak sitokrom-c salinimini veya mitokondri homeostasisidir.

Zay1f secici iyon kanali olustururlar [39] (Sekil 5).



1.2.3. Mitokondrinin rolii ve Bcl-2 Ailesi’nin fonksiyonlari

Mitokondri, hiicre 6liimiiniin (apoptozis) kontrol edilmesinde 6nemli bir role sahiptir.
Hiicrenin iki ana 6liim yolagindan biri olan ic¢sel yolak, mitokondri aracilifi ile gerceklesmektedir.
Mitokondri; AIF (Apoptozis Indiikleyici Faktor), sitokrom-c gibi bircok pro-apoptotik proteini
icermektedir. Bu faktorler mitokondriyal membranlardan salinirlar. Mitokondri membraninda
bulunan porlarin, hiicre stresi, serbest radikal hasar1 ya da biiyiime faktorii yoksunlugu gibi
apoptotik sinyal tarafindan baslatilan ve pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesi iiyelerinin aktivasyonu
boyunca bicimlendigi diisiiniilmektedir. Mitokondri ayni zamanda olim reseptoriinden gelen
apoptotik sinyalin Bcl-2 protein ailesi vasitasiyla artirilmasinda onemli rol oynamaktadir [40].
Apoptozisin biitiin yolaklar1 kaspazlarin aktivasyonunda birlesir ve proteazlar, hiicrelerin yikiminda
inflamasyona neden olmadan ve etkin bir sekilde organize olurlar. Kaspazlarin aktivasyonuna
onciiliikk eden iki ana yolak vardir. Bunlardan birincisi dogrudan kaspaz—8 aktivasyonuna onciiliik
eden ve hiicre yiizeyi reseptorleri vasitasiyla baslatilan digsal yolaktir. Ikincisi ise mitokondrinin
aracilik ettigi i¢sel yolaktir. Apoptozis kontroliiniin mitokondriyal asamas1 kaspaz aktivasyonu ile
degil Bcl-2 protein ailesi araciligi ile yiiriitiiliir. Kaspaz aktivasyonunda mitokondrinin bilinen roli;
mitokondriyal membrandan sitoplazmaya sitokrom-c ve Apaf-1 gibi kaspazlar1 aktiflestirici
proteinlerin  salimmuni  diizenlemektir (Sekil 2). Sitokrom-c mitokondriden salindiginda

sitoplazmadaki Apaf-1 ile baglanarak kaspaz—9’un da aktivasyonu ile apoptozom yapist olusur

[35].
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Sekil 5. Bcl-2 protein ailesinin mitokondri iizerine etkisi [41]

Mitokondriden salinan diger proteinlerde kaspazlarin aktivasyonunda cok onemli role
sahiptir, belkide bu onem hiicrelerin uzun siire yasamalarinda etkilidir [42]. Bcl-2 protein ailesi,
mitokondriyal membran boyunca sitokrom-c ve diger proteinlerin salintmini diizenler [43]. Bcl-2
protein ailesi, mitokondriyal hasarda; mitokondriye ait porlarin acilmasi ve apoptogenik proteinlerin
mitokondriden sitoplazmaya salinmasini diizenler. Apoptozis tetiklendiginde mitokondriden
sitoplazmaya sitokrom-c ve apoptozis uyarici faktor (AIF) salinir. Hem sitokrom-c hem de AIF
Kaspazlar olarak ta adlandirilan hiicre i¢indeki sistein proteazlari aktiflestirmede genis bir etkiye

sahiptirler [44].
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1.2.4.Kaspazlar

Kaspazlar spesifik substrat bolgesine sahip olan ve hedef proteinleri aspartik asit
bolgesinden sonra kesen hiicre ici sistein proteazlaridir (C-Asp-ase; C: sistein amino asiti simgesi,
Asp: aspartik asit, -ase: kesici enzim eki) [45]. Saglikli hiicrelerde kaspaz molekiilleri cogunlukla,
pro-Kaspaz olarak adlandirilan, monomerik zimojen halde bulunmaktadirlar. Inaktif haldeki pro-
Kaspaz enzimleri apoptozis sinyalinin alinmasiyla birlikte diger kaspazlar tarafindan aspartik asit
biriminden kesilerek aktive edilirler. Aktive olan kaspaz diger kaspazlar1 keserek inaktif formdan
aktif forma donustiiriiliir [46]. Kaspaz enzimleri biiyiik ve kiiciik olmak iizere iki alt birimden
olusur ve enzimin N-terminalinde pro-domain bdlgesi bulunur. Enzimin bilyiik ve kiiciik alt
birimleri birbirleriyle etkileserek enzimin aktif merkezini olustururlar ve bu aktif merkezde ise
sistein amino asit’i yer alir . Kaspaz enzimlerinin pro-domainleri cesitlilik gosterir; CARD ( Kaspaz
Giiglendirme Alani) ve DED (Oliim Efektor Bolgesi) enzimin pro- domaininde bulunan 6zel
motiflerdir ve protein-protein etkilesiminde gorev alirlar. Kristalografi calismalari, iki tane
heterodimerin bir araya gelerek tetramer yapida aktif kaspaz enzimini olusturdugunu ortaya
koymustur [47,48]. Hiicre ici ve hiicre dis1 bir¢cok sinyalin, apoptozis boyunca kaspazlarin baslatici
ve etkin olarak ayrilan her iki sinifimin da aktivasyonunu diizenledigi bilinir. Apoptozis esnasinda
proteolitik olarak aktive olan kaspazlarin tiimii aslinda inaktif zimojen (pro-Kaspaz) olarak iiretilir.
Baslatict  kaspazlar -2, -8, -9 ve -10, multiprotein-komplekslerindeki pro-domainin
giiclendirilmesinden sonra otokatalitik aktivasyonla aktiflesirler, etkin kaspazlar pro-Kaspaz-3, -6,

ve -7 ise baglatict kaspazlar tarafindan aktiflestirilirler [31].

Pro-dozain Binyiils Alt B Fawciil Alt Boim
DED-CAL) rzo rid

Sekil 6. Kaspaz’in yapis1 [45]
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Tablo 1. Kaspazlarin siniflandiriimasi

Kaspaz Domain Diizenleyici

Baslatic1 Kaspazlar

RAIDD
Kaspaz -2 CARD RIP
TRADD
FADD
Kaspaz -8 DED
FLIP
APAF-1
IAPs
Kaspaz -9 CARD
DIABLO
HtrA2
FADD
Kaspaz -10 DED
FLIP
Etkin Kaspazlar
Kaspaz—9
IAPs
Kaspaz -3 -
DIABLO
HtrA2
Kaspaz—-3
Kaspaz -6 -
?
Kaspaz—9
IAPs
Kaspaz -7 -
DIABLO
HtrA2
Kaspaz -14 - -
Sitokin Kaspazlar
ASC
Kaspaz -1 CARD
Ipaf
Kaspaz -4 CARD Kaspaz—8
Kaspaz -5 CARD
Kaspaz -11 CARD
Kaspaz -12 - Kaspaz—8
Kaspaz -13 -

13

islev

Sinir ve B- hiicrelerinde apoptozisi baslatma.

Oliim reseptorleri aracihidi ile apoptozisi

baglatma.

Apoptozis

Oliim reseptorleri aracihidi ile apoptozisi

baglatma.

Apoptozis

Kromatin kondenzasyonu, apoptotik

cisimcikler.

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Inflamasyon

Inflamasyon
Inflamasyon
Inflamasyon
Bilinmiyor

Bilinmiyor



1.2.4.1. Kaspazlarin Aktivasyonu

Kaspaz ailesi liyelerini inaktif formdan aktif forma doniistiiren genel olarak iki yolak
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; 6liim sinyali-uyarmasi, 6liim reseptorii aracili yolaktir. Digeri
ise; stres kaynakli, mitokondri aracili yolaktir (6rnegin: Kaspaz—9 bagimli yolak ).

Oliim reseptorii aracili yolakta Fas ligandi (FasL) ve TNF gibi 6liim sinyalleri, plazma
membraninda yer alan Fas ve TNF reseptor (TNFR)-1 gibi reseptorlerle belirli bir bi¢cimde
tanimlanabilirler. Fas, Fas ile ilgili 6liim alanina (FADD) baglanabilir (ya da TNFR- ile ilgili 6liim
alam TRADD) ve FADD’nin agregasyonuna ve DED ’lerin (Oliim etkin bolgeleri) ortaya
cikmasina neden olur. Bunlar pro-Kaspaz-8’in pro-domainindeki DED’ler ile etkilesime neden
olurlar, bdylece plazma membraninin sitoplazmik kisminda lokalize olan pro-Kaspaz-8’in
oligomerizasyonu uyarirlar. Daha sonra biiyiik karmasik bir molekiil bi¢imlenir. Kaspazlarin
aktivasyonu hiicre tiplerine gore farklilik gostermektedir. Soyle ki; Tip 1 hiicrelerinde (Bazi
Lenfoid Hiicreler ) Kaspaz—8’ler hareketli bir sekilde aktif olurlar ve pro-Kaspazlarin akis yoniinde
dogrudan aktif olabilirler. Tip 2 hiicrelerinde ise (Tip 1 hiicrelerinin disinda) Kaspaz—8 az miktarda
aktive olurken pro-Kazpaz-3’iin dogrudan aktive olmasi: imkansizdir. Ancak, mitokondri aracili
yolakta aktif olabilirler. Mitokondri aracili kaspaz aktivasyon yolagi ise; sitokrom-c, AIF ve diger
molekiillerin mitokondriden salinim ile s6z konusu pro-Kaspazlarin aktivasyonu gerceklesmektedir

[49-52].
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Sekil 7. Kaspazlarin aktivasyonu

Soyle ki; sitokrom-c bagimli yolakta pro-Kaspaz-8’in aktivasyonu icin ne FADD ile
etkilesimi ne de DISC kompleksinin olusumu gerekir [53]. Mitokondri aracili pro-kaspaz
aktivasyonunda, pro-Kaspaz—9’un aktivasyonu hiicresel stres olustugunda (6rnegin: DNA hasari)
mitokondri gecis porlariin acilmasini uyararak sitoplazmadaki pro-apoptotik proteinler aktive
olacaktir. Boylece mitokondride lokalize olmus sitokrom-c sitoplazmaya saliverilecektir.
Sitoplazmada bulunan dATP (Deoksiadenozin trifosfat) ya da ATP’nin, Apaf-1 ile
oligomerizasyonu gerceklesir ve sitoplazmik pro-Kaspaz-9, dATP ve sitokrom-c oligomerize olmusg
Apaf-1 ile birlikte “Apoptozom” olarak bilinen biiyiik kompleks bir olusumla sonuc¢lanir. Apaf-1’in
N-terminali ve pro-Kaspaz-9’un pro-domain’i CARD’a sahiptir [50].

Apaf-1 ve pro-Kaspaz—9 sahip olduklar1 bu alan sayesinde diger proteinlerle
etkilesmektedir. Aktif olan Kaspaz-9, pro-Kaspaz-3 ve pro-Kaspaz—7’leri aktif hale getirir.
Aktiflesen Kaspaz—3, aktivasyon yolaginda pozitif feedback ile pro-Kaspaz-9’u aktif hale
getirecektir [54] (Sekil 7).
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1.3. Likopen

1.3.1. Likopenin Yapisi

Likopen, coklu doymamis hidrokarbon diiz zincirinde 11 adet konjuge ve 2 adet non-
konjuge olmak iizere toplam 13 cift bag bulunduran hidrokarbon zincirin a¢ik formundan olusur.
Ayni zamanda siklik olmayan acik polien zincirine sahip ve B iyonon halkasi icermedigi icin A
vitamini aktivitesinden yoksun bir karotenoidtir. Alfa-karoten zincirinin sonunda acik bir B-halkasi

bulunur (Sekil 8).

Sekil 8. Likopenin yapisi

Kimyasal reaksiyonlarda yiiksek veya diisiik enerjide bu baglar trans formundan mono veya
poli cis izomerizasyonuna maruz kalabilir. Likopen genellikle all-trans ve 5-cis, 9-cis, 13-cis ve 15-
cis izomeri formu ile taninir[55-58]. Konjuge cift bag yapisi linear bir hat olusturarak diger
karotenoidlerden daha uzun olmasini saglar. Asiklik yapr ise likopenin simetrik bir yapida olmasina
olanak saglamaktadir. Bu yiizden likopen vitamin A aktivitesinden yoksundur. Likopenin kirmizi
rengi konjuge polien yapisina sahip olmasindan ileri gelir [55].

Yapisindaki konjuge cift baglar likopeni gii¢lii bir antioksidan yaptig1 goriisiine
inanilmaktadir. Likopenin antioksidan aktivitesi, tekli oksijen gruplar1 yok etme 6zelligi ve peroksit
radikallerini yakalama ozellikleriyle belirlenir. Likopenin tekli oksijen ('O,) gruplarini yok etme
kapasitesi a-, f-karoten ve luteinden ¢ok daha gii¢liidiir. Likopenin bu kabiliyeti f-karotenden 2 kat,
o-tokoferol (Vitamin E)’den ise 10 kat daha fazladir. Likopenin bu kabiliyetinin, yapisinda fazla
sayida bulunan cift baglardan dolay1 olduguna inanilmaktadir [57,58].

Insan plazmasinda en yiiksek diizeyde bulunan karotenoidlerden biri olan Likopenin yar1
omrii 2-3 giindiir. Miktar olarak B-karotenden ve diger diyetsel karotenoidlerden daha fazla

bulunur. Lipofilik 6zelliginden dolay: likopen alindiktan sonra yag misellerinin yapisina katilir ve

16



pasif diffuzyon yoluyla bagirsak mukozasindan emilip karacigere tasinir. Buradan dolasima gecerek
organizmanin ¢ok cesitli dokularma ulasir. Likopen Oncelikle plazmadaki diisiik (LDL) ve cok
diisiik yogunluktaki lipoprotein (VLDL) lere tasimir. Likopen kandaki LDL ve VLDL miktarini
arttirir. Likopen ayrica karacigerde, bobrek iistii bezlerinde, testislerde ve prostatta bulunur [59].

Diyet icgerisindeki likopenin baslica kaynaklar1 kirmizi meyve ve sebzelerin tiiriine,
olgunluguna ve yetistirildigi cevrenin kosullarina gore farklilik gosterir. Likopen; domates ve
domates iiriinleri (salca, ketcap, sos, domates suyu), karpuz, kayisi, kusburnu, pembe greyfurt,
papaya ve guava gibi bitkilerde yiiksek miktarlarda bulunur [60]. Olgun domateste yaklasik olarak
%80-90 arasinda likopen bulunur. Cig domateste normal olarak 3-5 mg/100g miktarinda bulunur.
Varyeteye gore likopen miktar1 degismekle birlikte 9,27 mg/100g dan fazla, bazi koyu kirmizi
renkli domateslerde 15 mg/100g diizeyinde likopen bulunabilmektedir. Domatesin olgunlugu
likopen miktarmi artirir [55].

Domates iriinleri ile birlikte zeytinyag tiikketimi plazmadaki antioksidan aktiviteleri
diizenlerken aycicegi yag: ile tiikketimi bu 6zelligi saglamaz [61]. Likopen iceren karotenoidler lipit
miselleri ile birleserek bagirsak mukoza yiizeyinden absorpsiyonu pasif difiizyon seklindedir.
Likopen silomikron yapilara dahil edilerek karacigere tasinmak {lizere lenfatik sisteme birakilir, ve
en fazla hepatositler ve az miktarda ise dalakta birikir [62,63]. Karotenoidlerin diger organlara
dagilmasi plazmada lipoproteinlerle beraberdir [64]. Besin kaynaklarinda likopenin trans formu
hakimken insan plazmasinda total likopenin % 50’si cis formundadir. Canli sistemlerde
izomerizasyonun gerekip gerekmedigi veya cis likopenin tercih edilmesinin sebebi tam olarak

bilinmemektedir [62].

1.3.2. Likopenin Antikanserojen Etkisi

Likopen bircok kanser tiiriinde, kanserli hiicrelerin cogalmasmni etkili bir sekilde
baskilamaktadir. Likopenin kansere karsi olas1 korucu etkisiyle ilgili epidemiyolojik ¢caligmalarin
yani sira, bircok hayvan, doku ve hiicre kiiltiir calismalar1 likopenin antikarsinojenik potansiyelinin
oldugunu gostermistir [58]. Yapilan bir calismada, Hamsterlere DMBA uygulanarak olusturulan
yanak kesesi tiimoriine domates ezmesinin etkileri incelenmistir. 14 haftalik deney sonucunda
domates ezmesinin Hamsterlarin yanak keselerinde olusan tiimérleri azaltmig oldugu tespit
edilmistir. Domates ezmesi, hedef organlarda lipid peroksidasyonu ayarlayarak ve antioksidanlari

destekleyerek kemoterapik etkisini gostermistir [65].
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Likopen’in antioksidan seviyelerini arastirmak amaciyla yapilan bagka bir ¢alismada,
Hamsterlarin yanak keselerinde DMBA uygulanarak kanser olusumu saglanmustir. 2,5 mg/kg
likopen uygulamasi yapilmis ve calisma sonucunda likopenin DMBA’ya bagimli olusan
karsinomalar1 anlamli bir sekilde bastirdig1 gézlenmistir [66]. Yapilan bir hiicre kiiltiir calismasinda
ise kullanilan endometrial, meme ve akciger kanser hiicrelerinde likopenin antiproliferatif etkisinin
oldugu ortaya konmustur ve likopenin bu kanser hiicrelerinin gelisip ¢ogalmasim inhibe ettigini
saptanmustir. Likopen endometrial kanser hiicrelerinin gelisiminin baskilanmasinin yani sira insiilin

benzeri biiyiime faktorii I’den kaynaklanan ¢ogalmay1 da baskilamigtir [58].

Likopen ayni zamanda prostat kanserinde terapétik ajan olarak kullanilabilecegi, Kiiciik ve
arkadaslar1 [67], tarafindan prostat kanserli hastalarda likopen aliminin etkilerinin arastirildig:
klinik caligmalarda gosterilmistir. Prostatektomiden Once hastalar ii¢ hafta boyunca giinde iki kez
15 mg likopen almislardir. Ug hafta sonunda likopen alanlarin %80’inde daha kiiciik tiimor
goriiliirken kontrollerin %45’ inde daha kiigiiktii. Sonuclara gore likopen grubunda plazma prostat-
spesifik antijen sayesinde %18 azalma goriiliirken, kontrollerde %14 artis goriilmiistiir. Giinliik 30
mg likopen alimi prostat kanserindeki klinik markerlerin diizeltilmesinde yeterli olabilecegi ve

hastaligin tedavisinde yararli olabilecegini gostermektedir [58].

1.3.2.1. Hiicre Dongiisiinii Durdurucu Etkisi

Yapilan arastirmalarda likopenin prostat ve uterus kanser hiicrelerinin gelisimlerini inhibe
ettigi ortaya konmustur. Likopen’in hiicre gelisimindeki D1 dongiisiinii diizenleyerek hiicresel
dongiideki GO/G1 fazi arasinda tutukluga onciiliik ettigi saptanmustir. GO/G1 arasindaki tutukluk
likopenle tedavi edilen 16semi hiicrelerinde ve endometrial kanser hiicrelerinde gozlenmistir [68-

71].
1.3.2.2. Haberlesmeyi Artirici Etkisi

Yapilan arastirmalar likopenin hiicreler arasi birlesme yerlerindeki haberlesmede etkisi
bulundugu ve doku homeostazisinde anahtar rol oynadigimi ortaya koymustur. Hiicreler arasi

birlesme yerleri iki komsu hiicre arasindaki baglant1 kanallaridir. Bu kanallar sayesinde hiicreler

aras1 sinyal molekiilleri ve besinler gibi kii¢clik molekiillerin degis dokusu saglanir [72-74].

18



1.3.2.3. IGF-1 Sinyal iletimini inhibe Edici Etkisi

Serum Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) konsantrasyondaki artis prostat kanseri
gibi kanser tiplerinde risk artis1 ile ilgilidir [75]. IGF-1 kan seviyesinin yiiksek olusu karaciger,
kolon, rektum ve prostat kanseri risklerinin artisin1 dnceden haber veren belirteclerdendir. Likopen,
MCEF-7 gogiis kanser hiicrelerinde uyarilmis IGF-1 artistm 6nemli derecede diisiirmiistiir.
Inhibisyon gelisimi G1/S hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin gecikmesiyle iliskilidir. Bu etki IGF-1
baglayan proteinlerin likopenle diizenlenmesi araciligi ile olabilir [76]. Rat prostat kanser
modelinde yapilan ¢aligmalarda besinlere 200 ppm likopen eklenmesi ile prostat tiimorlerindeki

lokal IGF-1 ekspresyonunun diisiiriildiigii saptanmustir [77].

1.3.3. Likopenin Antioksidatif EtKisi

Cesitli stres faktorleri etkisi ile agiga c¢ikan reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; lipidler,
proteinler ve DNA gibi kritik hiicresel biyomolekiilleri etkileyerek kanser gibi kronik hastaliklara
yatkinligr artirmaktadir. Bu sebeple antioksidanlarin diyetle alinmasi stratejik molekiillerin
korunmasi ve oksidatif zarardan korunmada 6nemli rol oynadigi belirtilmistir [78-80]. Plazmanin
antioksidan kapasitesinin, antioksidan bilesiklerin konsantrasyonlarina ve sinerjilerine bagli oldugu
ve bu olayin 6zellikle oksidatif zarara karsi lipoproteinlerle savunmada suda c¢oziinen ve lipofilik
antioksidanlar arasinda var olan etkilesimden kaynaklandigi saptanmustir [81]. Karotenoidlerin
insan lenfositlerini singlet oksijen zararindan korudugu, bazi1 kanser cesitlerini igeren bir takim
dejeneratif bozukluk risklerini diisiirdiigii rapor edilmistir. Likopen in vitro kosullarda giiclii bir
antioksidan ozellik gosterirken in vivo ortamlarda DNA, protein ve lipidlerin oksidasyonuna karsi
koruyucudur [82]. Likopenin ratlarda in vivo sartlarda ve hiicre kiiltiiriinde oksidatif DNA hasarim
azalttig1 saptanmistir [83]. Ayrica ¢ok sayida yapilan klinik calismalarda domates tiiketiminin, insan
lokositlerinde oksidatif DNA hasarini 6nledigi kanitlanmistir [84]. Yine Bowen ve arkadaslar1 [85],
likopen bakimindan zengin diyetin prostattaki oksidatif DNA zararini azalttigin tespit etmislerdir.
Likopenin antioksidan 6zelliklerinin yan1 sira antikanserojen, gelisim faktoérleri, bazi hormonlar ve
sitokinlerin sinyal iletimi, hiicresel haberlesme ve hiicre 6liimlerini diizenleme gibi 6nemli biyolojik

siireclere etkileri de bulunmaktadir [86].
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Bu bilgilerin 15181 altinda, bu arastirmada, likopen’in 7,12-dimetilbenzantrasen (DMBA)
uygulanan ratlarin karaciger dokusundaki bazi apoptotik markerlar iizerine etkileri arastirilacaktir.
Bu amagla, tiimor biomarkerlarindan olan Bax, Bcl-2, Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 proteinlerinin

karaciger dokusundaki ekspresyon diizeyleri ve ayrica MDA ve GSH diizeyleri belirlenecektir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hayvan Materyali

Frrat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onayr alindiktan sonra
(Tarih: 02.07.2008, Toplanti: 7, Karar No:38) caligmalara baslandu.

Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda 6zel olarak
hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su da
paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal musluk suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig
Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi. Ratlara verilen
yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 2.’de gosterilmistir. Ratlarin deneysel uygulama

yapilacak sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 2. Diyetin bilesimi

Yem maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmast: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olusmustur.
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2.2. Deneme Diizeni

Deneysel caligmalara baslamadan Once, cikabilecek aksakliklarin asgariye indirilmesi
amaciyla 6n calisma yapildi. Deney hayvanlarinin bulunduklart ortam sicakligr 22+2 °C ve 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde takip edildi. Hayvanlara yem ve su ad libitum olarak
verildi. Deneysel caligmalarda, ortalama agirliklar1 180-200 g olan toplam 30 adet Wistar albino

cinsi disi rat kullanildi. Ratlar rastgele asagidaki sekilde gruplandirildi:

1. Kontrol Grubu (n=10): DMBA uygulanmayan ve bazal diyetle beslenen grup.
2. DMBA Grubu (n=10): DMBA uygulanan ve bazal diyetle beslenen grup.
3. DMBA+ Likopen Grubu (n=10): DMBA uygulanan ve 20 mg/kg/giin/canli agirhik

likopen verilen grup.

Bu arastirmada, kontrol grubu disindaki ratlara 40 mg/kg/canli agirlhik dozunda 7,12-
dimetilbenzantrasen (Sigma Chemical Company, USA) arastirmanin birinci ve 30. giiniinde
intraperitoneal olarak uygulanmistir. DMBA+Likopen grubuna 20 mg/kg/giin/canli agirlik dozunda
likopen oral yolla uygulanmis ve uygulamaya 20 hafta siireyle devam edilmistir. 20 hafta siiren
arastirma sonunda hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek doku ornekleri alinmis ve analizler

yapilincaya kadar —70 °C’ de saklanmustir.

2.3. Orneklerin Ahnmasi

Deneysel uygulamalar sonrasinda etik kurulun aldigi kararlara uygun olarak dekapite edilen
ratlarin karacigerleri almarak, kuru buzda hemen donduruldu. Ornekler darasi alinmis olan tiiplere
aktarildi. Agirliklart hassas terazide tartilarak belirlendi ve analizler yapilincaya kadar —70 °C’ de

saklandi.

2.4. Orneklerin Hazirlanmasi

Karaciger 6rneklerinin hazirlanmasinda, Tuzcu [87], tarafindan uygulanan homojenizasyon
yontemi kullanildi. Taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v) oraminda homojenizasyon
soliisyonunda [10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid (PMSF),

5uM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)] karaciger dokusu cam homojenizator yardimiyla soguk
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ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 °C’ de 60 dakika siireyle 60.000
x g’de santrifiij edildi. Ilk siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak LPO ve GSH analizleri
yapilincaya kadar 70 °C’ de saklandi. Pelletler, esit hacimde ilave edilen homojenizasyon
solusyonunda [25 mM Tris-HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —100 ve % 1’lik SDS]
yeniden siispanse edildi. +4 °C’ de 2 saat inkilbasyona birakildi ve homojenatlar sogutmali
santrifiijde +4 °C’ de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen 2. siipernatantlar
mikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in =70 “C’ de saklandh.

2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi(SDS-PAGE)

SDS-PAGE elektoforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir. Amonyum
persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi stabilizatorii saglayict ortamda akrilamid
monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun
zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-PAGE analizinde jelin
yapisinda yer alan sodyum dodesilsiilfat (SDS) deterjamin bulunmas: ile proteinler kendilerini
olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Bdylece protein agregasyonu dnlenmektedir. SDS
molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler negatif yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid
kompleksleri, molekiil agirliklarina bagli olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden
molekiillerin agirliklari; ayni jel lizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir.
Mutasyon gecirmis veya cesitli olumsuz cevre faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi proteinlerin yeterince
sentezlenmemesi gibi Ozellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye calisilir. Protein molekiillerinin
hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru
olur. Incelenecek protein molekiilleri sayet 0—43 kDa aralifia tekabiil ediyorsa akrilamidin
konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukar: ise akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asagi
diigiiriilir. Diger bir ifade ile molekiiliin agirligi arttikca akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir.
Akrilamid konsantrasyonunun artigi, jel icerisindeki ara bogluklarin daha sik olmasina sebep

olmaktadir. Dolayisiyla protein molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir [87].
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Kullamlan ¢ozeltiler

e 1.5M Tris-HCI (pH 8.8)

e (.5M Tris-HCI (pH 6.8)

® 9% 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢cozeltisi (SDS)

® %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

®* %10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)

e N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)

e (Gliserin

e 2-B-merkaptoethanol

*  9%0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi

® Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
»  %0.1 Coomassie blue R-250

» %45 Metanol
» %10 Glasiyal asetik asit
» %45 Distile su

* Boya cikarma cozeltisi (Destain solusyon/100ml):
» %45 Metanol

» %10 Glasiyal asetik asit
» %45 Distile su

e Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):
» Tris base 9.0 gr

» Glisin 43.0 gr

> Distile su 600 ml
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SDS-PAGE icin jellerin hazirlanmasi;

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (% 12) Miktar
Distile su 3.35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED Sul
Toplam 10.0 ml
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiifat (%10) 50 ul
TEMED 10 ul
Toplam 10.0 ml
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Ornek solusyonlarin hazirlanmasi Miktar Son konsantrasyon

1 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25 ml 0.125M
% 10 SDS 1.6 ml %4
%0.05 bromofenol blue 0.2 ml %0.002
Gliserol 0.8 ml % 20
2-B-merkaptoethanol 0.4 ml %10
Distile su 3.75 ml -
Toplam 8.0 ml -

2.5.1. Orneklerin SDS-PAGE ile Analizi

Serbest ve serbest olmayan protein ornekleri Laemmli [88], tarafindan belirtildigi sekilde
hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi.

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek iizere 10
ml’ lik separating jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun
bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha
arasina aktarildi. Iki cam levha arasma jel ilave edilirken iist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi
kadar (=1cm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel
yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin
polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise

sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin dolgu maddesi olarak ifade edilen stacking jel, 10 ml kadar hazirlandi.
Hazirlanan bu jel soliisyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla, jel kasetine
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bogluklar dolduruldu. Bu dolgu, iki camin en iist
seviyesine kadar tamamlandi. Stacking jel ¢cok cabuk polimerize oldugundan islemlerin kisa siirede
yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi. Tarak,

polimerlesmesi tamamlanan jelden cikarildi. Bu iglem sirasinda jel de meydana gelen ve drneklerin
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birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez
tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii soliisyonu; 0,125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, %0.002
oraninda Bromofenol mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde hazirlandi.

Yaklasik olarak 150 1 olarak alinan her bir protein érnegine esit oranda ¢oziicli soliisyondan ilave

edildi ve iyice karistirildi. Tarak disinin genisligine bagli olarak hazirladigimiz karigimdan 10-20

W1 kadar transfer edildi. Tank icerisine yeterli miktarda tank soliisyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10 dakika
sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak goézle izlenilebilen mavi boya band: jelin alt

kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrilarak
aradaki jel cikarildi. Protein bantlarimin goriiniir hale gelebilmesi icin bu jel % 1.25’lik Coomassie
blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en fazla bir gece boyunca oda sicakliginda

bekletildi.

Boya soliisyonundan alinan jel boyay: giderici soliisyon (destain soliisyon) ortamina alindi.
Ara sira calkalanarak protein bantlarimin disindaki boya maddesi uzaklastirildi. Boya giderici
soliisyonda 5’er dakika bekletildi ve soliisyon dokiildii. Jel tekrar boya giderici ortama alindi ve bu
islem 2-3 kez tekrarlandi. Bdoylece jel lizerinde bulunan protein bantlarinin disindaki boya
giderilmis olundu. Jel iizerinde goriiniir hale gelen protein bantlarimin fotograflar1 bir kamera

yardimiyla ¢ekildi.

2.6. Western Blot

Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde go¢ ettirilen proteinlerin,
nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan once calisilan 6rneklerdeki proteinler elektriksel ortamda
poliakrilamid jel tizerinde go¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE’de
gerceklestirilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada
gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik
olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroselilloz membranda protein baglanmamis bolgelerin

ilgisiz proteinlerle kaplanmasi1 (bloklama), 6zgilil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise
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proteinlerin goriintiilenme asamalaridir. Nitroselilloz membrana transfer sirasinda jel ile nitroseliiloz
membran kars1 karsiya getirilmekte ve bunlar filtre kdgitlar1 arasina yerlestirilmektedir. Jelin
biiyiikliigii ile orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin transferi
saglanmaktadir. Nitroselilloz membranin 6zgiil olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih
edilmektedir. Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalmizca tek bir epitopa 0Ozgiil olmalar1 ve cok giiclii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolayr avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, monoklonal
antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, ¢alisilan proteinler arasinda benzer epitop
bolgeleri bulunmakta ise capraz reaksiyonlar sonucunda yalanci pozitiflikler ortaya cikabilmektedir.
Poliklonal antikorlarin kullanilmast durumunda aym nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik
ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin
en biiyiik dezavantaji, SDS-PAGE ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan
kaldirilmasidir. Belirlenmeye calisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise monoklonal
antikor-epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda,
poliklonal antikorla ¢alisiimasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir. Ozgiil antikorlarda
raportor madde olarak genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler kullanilmaktadir. Enzim olarak
alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri tercih edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve kromojen
maddeleri birbirinden farklidir. Son yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligini arttirmak
amaciyla peroksidazla isaretli avidin biyotin sisteminin kullamimi yayginlagmistir. Kullanilan

kromojenlerin en 6nemli 6zelligi ¢dziinmeyen renkli tiriinler olusturmalaridir [87].

2.6.1 Orneklerin Western Blot ile Analizi

Karaciger orneklerinin Western blot analizleri Tuzcu [87], tarafindan uygulanan metoda

gore yapildi.

Jeldeki  proteinlerin  nitroselilloz membrana aktartmu  (blotlama): SDS-PAGE
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. Nitroseliiloz membrana transferin
gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroseliilloz membran (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bicimde karsi karsiya getirildi ve bunlar filtre

kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon soliisyonuyla doyuruldu.
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Sogutulmus tampon soliisyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek icin 60 dakika boyunca

150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlart engellemek igin nitroseliloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama islemi bittikten sonra
petri kutularma alinan nitroseliilloz membranlar tampon soliisyonla [NaH,PO,.2H,O (0.025 M),
Na,HPO,.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)] calkalayici iizerinde 3 kez 5’er dakika olacak sekilde
yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM NaH,PO, (pH:
7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum albumini ile 37 °C’ de 90 dakikalik inkiibasyonla
bloklandu.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat Bax, Bcl-2,
Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 antikorlar1 kullanildi. Bax primer antikoru % 0.05 oraninda Tween-20
bulanan tamponda 1:500 oraninda hazirlanarak kullanildi. Bcl-2, Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 primer
antikorlar1 ise % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:100 oraninda hazirlanarak kullanildi.
Nitroselilloz membranlar primer antikorlar ile +4 “C’ de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha
sonraki safhada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5’er dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama
islemi tamamlandiktan sonra nitroseliloz membranlar % 0.05 oraminda Tween-20 bulanan
tamponda 1:1000 oraminda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit
immiinoglobulinle 37 °C’ de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz

membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda %
0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la reaksiyon
sonucu nitroseliilloz membranlar iizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriiniir hale geldi. 5-10
dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriilditkten sonra
nitroseliiloz membranlar iyice yikandi. Nitroselilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra,
bantlarin rélatif yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklar1 Image
analyses system (Image J National Institute of Health Bethesda, USA) programi kullanilarak analiz
edildi.
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2.7. Orneklerde Malondialdehit (MDA) Analizi

Karaciger orneklerindeki MDA konsantrasyonu yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC,
Shimadzu, Tokyo, Japan) kullanilarak 6lgiildii [89], 250 nm'de Inertsil S5y C-18 (15 cm x 4,6 mm)
kolonu kullanildi.

HPLC icin Doku Homojenizasyonu:
. Her deney gurubundan 150’ser mg karaciger dokusu alindu.

. Uzerine 450 pl deiyonize su ve 50 pl butilat hidroksitoluen (BHT) eklenerek cam

homojenizatdrde doku pargalandi.

0.5 M HCIOy4’ den 500 pl ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii.
. Karisim 4500 devir/dk. hizla sogutmali santrifiijde 5 dk. boyunca santrifiijlendi.

. Supernatant kisimlar dikkatlice alinarak HPLC viallerine aktarildi.

Tiim islemler boyunca homojenatlar ve kimyasallar 1s1iktan korundu ayrica soguk zincire

riayet edildi.
HPLC’ de MDA Analizi:
[ Hareketli faz olarak 30 mM KH,PO, - metanol (% 82,5 — 17,5; pH: 4) kullanildi.
. 250 nm'de Inertsil Sy C—18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanilds.
. Akis hiz1 1 ml/dakika olarak belirlendi.

MDA i¢in geri kazanim % 98,8 olarak bulundu.

2.8. Orneklerde Glutatyon (GSH) Analizi

Orneklerdeki Glutatyon (GSH) seviyeleri, GSH-400 (Oxis International, Inc., Portland,
USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.
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Kullanilan maddeler:

Ayrrag I (R1); 0.2 N HCI de hazirlannus 1.2 x 10> M kromojenik ayirag solusyonu,

Ayirag II (R2); % 30 NaOH,

Tampon solusyonu (S3); 0.2 mM dietilen triamin penta asetik asit (DTPA) ve % 25 (w/v)
lubrol iceren 20 mM potasyum fosfat (pH: 7.8) solusyonu.

Yontem:

Y

Standart solusyonlarimin hazirlanmasi:

Standart konsantrasyonu (umol/L): 0 20 40 60 80 100
Tampon S3 (u): 900 860 820 780 740 700
GSH calisma solusyonu (0.5 mmol) (ul):0 40 80 120 160 200

Kor, standart ve ornekler i¢in polipropilen mikrosantrifiij tiipleri hazirland.

Standartlar icin hazirlanmis tiiplere degisik konsantrasyonlarda hazirlanmis standart
solusyonlarindan 100 pl alindr ve 900 pl tampon solusyonu ilave edildi.

Kor i¢in hazirlanmis tiipe 100 pl kor solusyonu alindir ve 900 pl tampon solusyonu ilave
edildi.

Ornekler i¢in hazirlanmus tiiplerin her birine 100 pl ornek alindi ve 900 upl tampon
solusyonu ilave edildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin her birine 50 pl R1 ayiracindan eklendi ve vorteksle iyice
karistirildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin her birine 50 pul R2 ayrracindan ilave edilerek karanlik
ortamda 25 °C’ de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Ornekler kiivetlere aktarildi ve absorbanslar1 400 nm’de spektrofotometrede okundu.
Orneklerin okunan absorbans degerleri, kitte verilen formiil kullamlarak ve diliisyon

oranlar1 gdz 6niinde bulundurularak hesaplandi.
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2.9, istatistiksel Analizler

Veriler SAS [90], paket programinda PROC GLM prosediirii ile analiz edildi. Grupigi
farklilig1 ortaya koymak amaciyla Fisher pst hoc testi uyguland:. Istatistiksel anlamlilik P<0.05
olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Karaciger doku homojenatlarinda pro-apoptotik Bax, anti- apoptotik Bcl-2, aktif Kaspaz-3,
aktif Kaspaz—9 ekspresyonlari, MDA ve GSH diizeyleri sirasi ile Sekil 9, 10, 11, 12, 13 ve 14 de
gosterilmistir.

Bax ekspresyonu kontrole géore DMBA uygulanan ratlarda 6nemli diizeyde azalmig ancak

likopen suplemantasyonu ile Bax diizeyinde artis tespit edilmistir (P<0.05) (Sekil 9).
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Sekil 9. DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda pro-apoptotik Bax ekspresyon
diizeyleri. a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan
onemlidir (P< 0.05).
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Bcl-2 ekspresyonu kontrole gore DMBA uygulanan ratlarda 6nemli diizeyde artmis ancak
likopen suplemantasyonu ile Bcl-2 diizeyinde bir azalma tespit edilmistir (P<0.05) (Sekil 10).
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Sekil 10. DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda anti-apoptotik Bcl-2
ekspresyon diizeyleri. a-c: Farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel
bakimdan 6nemlidir (P<0.05).
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Aktif Kaspaz-9 ekspresyonu kontrole gore DMBA uygulanan ratlarda 6nemli diizeyde
azalmig ancak likopen suplemantasyonu ile Aktif Kaspaz-9 diizeyinde artis tespit edilmistir

(P<0.05) (Sekil 11).
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Sekil 11. DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda aktif Kaspaz—9 ekspresyon
diizeyleri. a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan
onemlidir (P< 0.05).
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Aktif Kaspaz-3 ekspresyonu kontrole gore DMBA uygulanan ratlarda 6nemli diizeyde
azalmis ancak likopen suplemantasyonu ile Aktif Kaspaz-3 diizeyinde artis tespit edilmistir

(P<0.05) (Sekil 12).
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Sekil 12. DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda aktif Kaspaz—3 ekspresyon
diizeyleri. a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatisliksel bakimdan
onemlidir (P< 0.05).
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Karaciger; MDA diizeyi kontrol, DMBA ve DMBA+Likopen grubunda sirasi ile 40.5,

113.1 ve 66.4 nmol/g olarak tespit edilmistir (P<0.001) (Sekil 13).
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Sekil 13. DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda MDA
diizeyleri. a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatisliksel bakimdan 6nemlidir (P<0.001).
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Karaciger; GSH diizeyi kontrol, DMBA ve DMBA+Likopen grubunda sirasi ile 1390.8,
1169.9 ve 1362.3 pmol/L olarak tespit edilmistir (P<0.001) (Sekil 14).
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Sekil 14. DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda GSH
diizeyleri. a-c: Farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatisliksel bakimdan 6nemlidir (P<0.0001).
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4.TARTISMA ve SONUC

Hiicre i¢i sinyal agindaki islevsel anormallikler, kritik hiicresel bilesenler tarafindan
siirdiiriilen homeostazinin bozulmasina neden olur. Bu da; pre-malign ve malign doniisiimiinii
hizlandirmaktadir [91]. Apoptozis, cok hiicreli organizmalarin normal gelisimi esnasinda ve
yetigkin yasamlar1 boyunca gerceklesmektedir. Normalde apoptozis; gelisim, yaslanma ve
dokulardaki hiicre popiilasyonunun devamliliginin siirdiiriilmesi icin homeostatik mekanizma
siiresince gerceklesir. Apoptozis, pek cok farkli sinyal yolagi ve hiicre 6liimii esnasindaki
degisikliklerin sonucunu iceren kompleks bir siirectir. Apoptotik mekanizma, anti-apoptotik ve pro-
apoptotik proteinler arasindaki denge degisiminin sonucunda tetiklenir. Apoptozis, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 engellemede kullanilan etkin stratejilerden bir tanesidir [92]. Apoptozisi
uyarmas: ile anti kanserojenik etkiye sahip olan pek cok kemopreventif ajan vardir [93].
Kemopreventif ajanlar, tiimér hiicrelerinin mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi ile apoptozisi
indiikleyen kesin bir role sahiptirler [94]. Hem in vitro hem de in vivo ¢aligmalardan elde edilen
kanitlar, kimyasal ajanlar tarafindan tetiklenen tiimor gelisiminin apoptozisi baskiladigi tespit
edilmistir [95]. Bunun yam sira Curcumin, resveratrol ve flavon gibi dogal bilesenlerin, yapilan in
vitro ¢alismalarda pre-maling ve maling hiicrelerde apoptozisi uyardig: rapor edilmistir[96-98].

Likopen, domateste bulunan major bir karotenoittir ve diger karotenoidlerle
karsilastirildiginda daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir [99]. Likopenin
anti kanserojen etkisi, hayvanlarda olusturulan kanser modellerinde tespit edilmistir [100].

Bu c¢alismada, potansiyel mutajenik ve karsinojenik 6zelliklere sahip olan 7,12-
dimetilbenzantrasen (DMBA) uygulanan ratlarin karaciger dokusunda apoptoziste énemli rolleri
olan Bax, Bcl-2, Kaspaz—-9, Kaspaz—3, MDA ve GSH iizerine likopen suplemantasyonunun etkileri
arastirimistir.

Apoptozis, biyomolekiillerin biiyiik bir kisminida igeren, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
efektorler tarafindan diizenlenmektedir. Bcl-2 ailesi iiyeleri, apoptozisin uyarimasinda ve anti-
kanser tedavisinde hedef olarak dikkate alinmaktadir [101, 102]. Onkoprotein olan anti-apoptotik
Bcl-2, fonksiyon olarak apoptozisin baskilanmasi ve tiimor gerilemesinin negatif yonde
diizenlenmesine neden olur [103, 104]. Ote yandan pro-apoptotik Bax’in, anti-apoptotik Bcl-2
tizerine olan onciil dominanst apoptozis olusumunu tesvik eder [105]. Bu calismada, karaciger
dokusundaki pro-apoptotik Bax ekspresyonunun, DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla
azaldigi, DMBA+Likopen grubunda ise bu oranin kontrol grubuna yaklastigini gézlemlenmistir.

Anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunun ise DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla artigini,
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DMBA+Likopen grubunda ise bu oranin kontrol grubuna yaklastigini tespit edilmistir. Bu
calismada Likopen suplemantasyonu, pro-apoptotik Bax’in (Sekil 9) ekspresyonunu artirmak ve
anti-apoptotik Bcl-2’nin (Sekil 10) ekspresyonunu baskilamak suretiyle Bax/Bcl-2’nin dengesini
Bax yoniinde bozdugu gozlemlenmistir. Bax/Bcl-2 proteinleri arasindaki bu iligki likopen
suplemantasyonunun mitokondriyal yolagit kullanarak apoptozisi uyardigimi dogrulamaktadir.
Yapilan benzer calismalarda apoptozis esnasinda anti-apoptotik Bcl-2 proteine gore pro-apoptotik
Bax’in oraninin artigr gézlemlenmistir [106]. Karla ve arkadaslar1 [107], DMBA uygulamasiyla
ratlar iizerinde olusturulan deri tiimorlerinde anti-apoptotik Bcl-2 proteinin ekspresyonunun
azaldigini, pro-apoptotik Bax proteinin ise ekspresyonun artigimi rapor etmislerdir. Liu ve
arkadaslar1 da [108], ratlarda DMBA ile uyarilan meme kanserinde, anti-apoptotik Bcl-2 protein
ekspresyonunun azaldigini, pro-apoptotik Bax proteinin ise ekspresyonunun artigini ve apoptozisi
uyardigint bildirmislerdir. Bir diger ¢calismada ise Chaudhary ve arkadaslar1 [109], DMBA/TPA ile
olusturulan deri tiimorlerinde anti-apoptotik Bcl-2 proteinin ekspresyonunun azaldigini, pro-
apoptotik Bax proteinin ise ekspresyonun artigim1 ve bu degisimin apoptozisi tetikledigini rapor
etmislerdir.

Mitokondri, apoptoziste 6nemli bir yeri olan kavsak noktasi iken, Bax ise mitokondriyal
fonksiyon bozuklugunun baglangicinda temel bir rol oynar Bax’in hiicre i¢i hareketi mitokondri
membran potansiyalinin kaybolmasi ve gecirgen porlarin sekillenmesi ile dis membrandaki
acikliklar boyunca sitokrom-c’nin saliverilmesini icerir. Salinan sitokrom-c, sonradan pro-kaspaz-
3’tin aktif Kaspaz—3 haline doniismesini saglayan, Kaspaz—-9, sitokrom-c ve Apaf-1 den olusan
“Apoptozom” halini alir [106]. Bu c¢aligmada, karaciger dokusundaki aktif Kaspaz-9
ekspresyonunun, DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla azaldigi, DMBA+Likopen
grubunda ise bu oramin kontrol grubuna yaklastigim1i goézlemlenmistir. Mitokondriyal yolagin
gostergesi niteliginde olan ve apoptozomun yapisinda yer alan aktif Kaspaz—9 (Sekil 11)
ekspresyonunun likopen suplemantasyonu ile seviyesinin arttirildig: tespit edilmistir. Bhattacharyya
ve arkadaslar1 [110] DMBA ile olusturduklar1 deri tiimorlerinde aktif Kaspaz—9 ekspresyonun
arigim bildirmislerdir. Giganti ve arkadaslar1 da [111], DMBA ile olusturduklari meme bezi
timoriinde aktif Kaspaz—9 ekspresyonunun artisinin anlamli oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir
baska caligmada ise Kundoor ve arkadaglar1 [112], tiiysiiz farelere DMBA uygulayarak olusturulan
deri tiimorlerinde aktif Kaspaz—9 ekspresyonun artifint bildirmislerdir. Kalra ve arkadaslari,
DMBA [107], uygulamasiyla ratlar iizerinde olusan tiimorlerde aktif Kaspaz—9 ekspresyonun

artigini tespit etmislerdir.
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Kaspaz ailesine ait proteolitik bir enzim olan Kaspaz-3 (32 kDa), hiicre icerisinde Onciisii
olarak daima pro-Kaspaz—3 (20 kDa) halinde bulunmaktadir. Pro-Kaspaz-3’iin aktiflesmesi,
apoptotik aktivitenin belirleyicisidir [106, 113], Bu caligmamda aktif kaspaz—3 ekspresyonunun,
DMBA uygulanan grupta kontrol grubuna oranla azaldigini, DMBA+Likopen grubunda ise bu
oranmin DMBA grubuna oranla artig1 gdzlemlenmistir. Apoptoziste, hiicre icin hayati éneme sahip
hedef proteinleri parcalayan aktif Kaspaz—3 ekspresyonunun, likopen suplemantasyonu ile
seviyesinin artirilldigr tespit edilmistir  (Sekil 12). Kalra ve arkadaslari, [107], DMBA
uygulamasiyla ratlar iizerinde olusan tiimorlerde aktif Kaspaz—3 ekspresyonun artigini tespit
etmiglerdir Bhattacharyyave arkadaslar1 da [110], DMBA ile olusturduklar1 deri tiimérlerinde aktif

Kaspaz-3 ekspresyonunun artigini bildirmislerdir.

Reaktif oksijen tiirlerinin meydana gelmesi ve membran lipidlerinin peroksidasyonu,
normal biyokimyasal siireci etkileyerek kanser olusumunun baslangici ile iliskilidir. Serbest
radikallerin iiretimi, hedef doku ve hiicredeki antioksidan seviyenin azalmasina bagli olarak
oksidatif stresin uyarilmasi kanser olusumunda 6nemli rol oynamaktadir [115]. Oksidatif stres ve
lipid peroksidasyonun olusma sikligi, kanser olusma siireciyle iligkilidir [116], MDA diisiik
molekiiler agirlikli bir aldehittir ve serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitlerini etkilemesiyle
de {Uretilebilir. MDA, oksidatif hasarin Oonemli bir gostergesi olup kanser gelisimi esnasinda
antioksidanlarin diizenlenmesi ve lipid peroksidasyonunda 6nemli rol oynar [117]. Tarafimizdan
yiirlitiilen bu caliygmada, DMBA uygulanan grubun MDA seviyesinin kontrol grubuna oranla daha
fazla oldugunu, DMBA+Likopen grubunda ise MDA seviyesinin kontrole yaklastigini tespit
edilmistir. Calismada, karacigerdeki MDA diizeyinin likopen suplemantasyonu ile diisiiriildiigi
tespit edilmistir (Sekil 13). Arulkumaranve arkadaslari [118], DMBA uygulamasinin karaciger
dokusuna ait MDA diizeyinin artigini bildirmislerdir. Bishayee ve arkadaslar1 da [119], DMBA ile
olusturduklar1 meme kanserinde karacigerdeki MDA diizeyinin yiikseldigini tespit etmislerdir.
Sahin ve arkadaslar1 [120], ise; diyetsel domates tozunun serum ve karacigerdeki MDA diizeyini
diisiirdiigiinii tespit etmislerdir. Yapilan bir diger calismada, Sahin ve arkadaslari [69], likopen

suplemantasyonunun serum ve karacigerdeki MDA diizeyini diislirdiigiinii tespit etmislerdir.

Glutatyon, tripeptid yapida bir molekiil olup, glutamik asit, sistein ve glisin amino
asitlerinden olugsmustur. y-Glutamil-Sisteinil-Glisin diye de adlandirilir. GSH, memeli hiicrelerinde
12 mM iizerindeki konsantrasyonlarda mevcut olan bir tiyol bilesigidir [121]. GSH reaktif oksijen
tiirlerinin dogrudan toksik etkisini notralize ederek hiicreyi oksidatif stresten koruyan bir bilesiktir

[122]. Mishra ve arkadaslar1 [123] artan GSH seviyesinin, serbest radikalleri nétarlize ederek
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DMBA ile uyarilmis meme kanserinin inhibisyonunu sagladigim1 bildirmislerdir. Bu calismada
DMBA uygulanan grubun GSH seviyesinin kontrol grubuna oranla daha az oldugunu,
DMBA-+Likopen grubunda ise GSH seviyesinin kontrole yaklastigi tespit edilmistir. Likopen
suplemantasyonunun, karaciger dokusundaki GSH seviyesini artigim tespit edilmistir (Sekil 14).
Yapilan bir baska calismada ise DMBA uygulanarak olusturulan Hamsterlarin yanak keseleri
karsinogenezinde, domates ezmesinin etkisi incelenmistir. Deney sonucunda peroksidasyonu ve
GSH bagimli antioksidanlar, tiimor, karaciger ve eritrositlerde ol¢iilmiistiir. Domates ezmesinin
uygulanmasi; lipid proksidasyonunu diizenlemis GSH ve GSH-bagimli enzimleri arttirmustir [65].
Choi ve arkadaslar1 [124], DMBA ile olusturduklari oksidatif streste GSH diizeyinin artigim
bildirmislerdir.

Sonug¢ olarak DMBA uygulanan ratlarin karaciger dokusunda, anti-apoptotik Bcl-2’nin
inhibisyonunu, pro-apoptotik Bax, aktif Kaspaz—9 ve aktif Kaspaz—3’iin ekspresyonlarini arttiran
likopen suplemantasyonunun, mitokondriyal hiicre 6lim yolagim kullanarak apoptozisi uyardigi
tespit edilmistir (Sekil 15). Ayrica likopenin bu ratlarda MDA’y1 azathg ve GSH artirdigt
belirlenmistir. Potansiyel kemoterapdotik ajan olan likopen, ortaya konulan kemopreventif etkisiyle

in vivo ve in vitro ¢aligmalarda molekiiler hedefe yonelik olarak kullanilabilir.
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Sekil 15. Likopen suplemaninin DMBA uygulanan ratlarin karaciger

dokusundaki apoptotik proteinler tizerine etkileri.
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