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Kanser, kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 6nde gelen 6liim nedenidir.
Hepatoseliiler karsinom, karacigerin primer malign tiimdrlerinin ¢cogunlugunu olusturur.
Dietilnitrozamin (DEN), genetik olarak etkili kimyasal karsinojenlerin biiyiik bir boli-
miinii olusturur ve karacigerde metabolize edilmektedir. DEN, laboratuvar hayvanlarinda
hepatik timorlerin indiikleyicisi olarak bilim diinyasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu calismada da DEN ile deneysel olarak olusturulan karaciger kanseri iizerinde ¢irig
otunun liyofilize bitki yapragi ekstresi (LBE) ile nanopartikiil bitki ekstresinin (NBE) iki
dozunun oral yolla muamelesi ile gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilan si¢anlar biri kontrol olmak tizere her grupta 6 adet sican ola-
cak sekilde; Normal Kontrol (NK), Kanser Kontrol (KK), Kanser+50 mg/kg LBE
(KLBE1), Kanser+100 mg/kg LBE (KLBE2), Kanser+50 mg/kg NBE (KNBE1) ve Kan-
ser+100 mg/kg NBE (KNBE2) olmak iizere toplam 6 grup olusturuldu. DEN ile deneysel
olarak olusturulan karaciger kanseri tizerinde ¢iris otunun liyofilize bitki yaprag: ekstresi
(LBE) ile nanopartikiil bitki ekstresinin (NBE) iki dozu ile muamele edilip sakrifiye edi-
len ratlarda bitki ekstrelerinin hiicresel ve enzimatik immiin sistem etkilerini ortaya koy-
mak igin ratlardan kan, dalak ve akciger ornekleri alinmistir. Kan drneklerinde CD3 " (ol-
gun T lenfosit), CD4" (yardimci T lenfosit), CD8" (siipresor-sitotoksik T lenfosit) hiicre-
leri, CD4"/CD8" orani flow sitometri ile incelenmistir. Keza, Akciger ve dalakta dokula-
rin ise Miyeloperokisdaz (MPO) ve Adenozin deaminaz (ADA) enzim aktivite analizleri
gerceklestirilmistir.

Elde dedilen sonuglara gore; CD3" ve CD8" T hiicreleri KLBE1 grubunda NK ve
KK gruplarina gore anlamli derecede azalmistir. Yine KNBE2 grubu NK ve KK grupla-
rina gore istatistiki agidan anlamli azalma tespit edilmistir. CD4" T hiicreleri ise NK’ya
gore anlamli azalmigtir. Diger yandan immiin sistemin enzimatik biyobelirtegleri olan
olan ADA enziminde kanser kontrol, normal kontrole gore azalmis iken KNBEI,
KNBE2, KLBE1 ve KLBE2 gruplarinda akciger ve dalak dokularinda artmigtir. MPO ile
ilgili olarakta; bitki ekstre takviyesi yapilan gruplarda MPO enzim aktivitesi hem akciger
hem de dalak dokusunda NK ve KK ‘ya gore artig gostermistir. Bu sonuclara gore ciris
otunun kanser tedavisindeki etki mekanizmalarini ve tedavi amacl kullaniminin ortaya
koymak i¢in daha fazla ¢aligma yapilmasina gerek duyuldugu kanaatine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Dietilnitrozamin, Eremurus spectabilis M. Bieb (¢iris otu),
Hiicresel ve Enzimatik Bagisiklik Sistemi, Karaciger karsinomu






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF Eremurus spectabilis M.Bieb (WEED
GRASS) PLANT EXTRACTS ON CELLULAR AND ENZYMATIC IMMUNE
SYSTEM IN THE PROCESS OF EXPERIMENTAL DIETHYLNITROSAMINE-
INDUCED HEPATOCELLULAR CARCINOGENESIS IN RATS

GENC, Dilara
M. Sc., Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Ismail Celik
August 2023, 67 pages

Cancer is the leading cause of death after cardiovascular diseases. Hepatocellular
carcinoma constitutes the majority of primary malignancies of the liver. Diethylnitrosa-
mine (DEN) constitutes a significant portion of genetically effective chemical carcino-
gens. Nitrosamines are metabolized in the liver and possess carcinogenic, teratogenic,
toxic, and mutagenic effects. DEN is widely used as an inducer of hepatic tumors in la-
boratory animals. In this study, it was carried out by oral treatment of two doses of lyop-
hilized plant leaf extract (LBE) and nanoparticle plant extract (NBE) of Asparagus on
experimentally induced liver cancer with DEN.

The rats used in the study were 6 rats in each group, one of which was a control;
Normal Control (NK), Cancer Control (CC), Cancer+50 mg/kg LBE (KLBE1), Can-
cer+100 mg/kg LBE (KLBE2), Cancer+50 mg/kg NBE (KNBEI1) and Cancer+100 mg/
A total of 6 groups were formed as kg NBE (KNBE2). To reveal the cellular and enzyma-
tic immune system effects of plant extracts in rats treated with two doses of lyophilized
plant leaf extract (LBE) and nanoparticle plant extract (NBE) on liver cancer experimen-
tally induced with DEN, blood, spleen and lung samples were taken from rats. CD3" (ma-
ture T lymphocyte), CD4" (helper T lymphocyte), CD8" (suppressor-cytotoxic T lymp-
hocyte) cells and CD4"/CD8" ratio were analyzed by flow cytometry in blood samples.
Also, Myeloperoxidase (MPO) and Adenosine deaminase (ADA) enzyme activities were
analyzed the lung and spleen tissues.

According to the results obtained; CD3" and CD8" T cells KLBEI bases were
successfully reduced by NK and KK purpose. Again, a statistically significant decrease
was found in the KNBE2 group compared to the NK and KK groups. CD4" T cells were
significantly decreased compared to NK. On the other hand, ADA enzyme, which is an
enzymatic biomarker of the immune system, decreased in cancer control compared to
normal control, while it increased in lung and spleen tissues in KNBE1, KNBE2, KLBE1
and KLBE2 groups. Regarding the MPO; In the groups supplemented with plant extract,
MPO enzyme activity increased in both lung and spleen tissues compared to NK and KK.
According to these results, it was concluded that more studies are needed to reveal the
mechanism of action of asparagus in cancer treatment and its therapeutic use.

Keywords: Cellular and Enzymatic Immune System, Diethylnitrosamine, Eremu-
rus spectabilis M.Bieb (Asphodelus), Liver Carcinoma
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1. GIRIS

Hepatoselliiler Karsinom (HSK) ve intrahepatik hiicre duplikasyonu primer kara-
ciger timdorlerinin cogunlugunu olusturur. Diinya ¢apinda her yil yaklasik 800.000 yeni
HSK vakasi teshis edilmistir (Tuncer vd., 2009). Oliim orani oldukca yiiksek olan
HSK’nin, cinsiyeti erkek olanlarda kadin cinsiyetindekilere gore daha sik goriildiigii or-
taya konmustur. HSK; 6zel olarak hepatit B ve C enfeksiyonlariin yiiksek oldugu bol-
gelerde (Bat1 ve Giiney Afrika ve Uzak Dogu) yaygindir (Bosch vd., 2004). Aflatoksin
B1, hepatit B ve C enfeksiyonlari, alkol, fenobarbital, 2-asetilluminoflor, tiyaiketamid ve
nitrozaminlerin HCC olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (Rostkowska vd., 1998).

Dietilnitrozamin, N-Nitrozo alkilamin yapisina sahiptir ve insan sagligini kotii et-
kileyen kanserojen bir kimyasal maddedir (Paula Santos vd., 2014). Dietilnitrosamin; tii-
tiin dumaninin istiinde, kurutulmus ve kizartilan gidalarda, kozmetiklerde, tarim ilagla-
rinda, alkollii iceceklerde, doniistiiriilmiis olan et iiriinleri, tarimdaki kimyasallar, pey-
nirde, yiiksek oranda nitrat iceren yer alt1 sularda ve silgi lifleri gibi endiistriyel {iriinle-
rinde bulunur.

Ciris otu, diinya ¢apinda 50'den fazla tiirii olan Liliaceae familyasinin bir iiyesi
olan Asphodelaceae familyasinin Asphodelus tiiriinii olusturan bitkilerin ortak adidir
(Tuzlaci, 1985; Bursal vd., 2013). Ortadogu, Kafkaslar ve Tiirkiye gibi bir¢ok iilkede
yetistirilmektedir (Pourfarzad vd., 2014). Ulkemizde agirlikl1 olarak Dogu ve Giineydogu
ile I¢ Anadolu bélgelerindeki daglarda yetisir (Karaca vd., 2015). Yére halki tarafindan
dag pirasasi veya giilik olarak bilinen ¢irig otu, 1000-2750 m yiiksekliginde, calilar ara-
sinda ve kayalik yamaglarda yetisir. Bol oldugu yerlere ¢irislik denir. 50-150 cm uzunlu-
gundaki ince yapraklari, 8-14 cm ¢apinda rozetler, yer alt1 organlar1 ve 3-4 cm capinda
etli yumrulardir. Etli yapraklar1 koyu yesil, parlak degil, 20-60 cm uzunlugunda, 3.5-
4.5 cm genisliginde, 6-10 adet buket seklindedir. Yapraklar, B vitaminleri, C, fosfor, de-
mir, bakir, kalsiyum, potasyum, magnezyum ve sodyum igerir. (Karatas vd., 2011, Tosun
vd., 2012, Yildirim vd., 2001). Yapilan bir ¢alismada yapraklar, yetigkinlerin giinliik K,
P, Ca ve Mg ve antioksidan gereksinimlerini karsilamalarina yardimer olabilecek %86-

92 su, %1.14 protein ve %0.8-1.1 kiil icerdigi birdirilmistir. Bitkinin yesil yapraklar: ke-



silip yerden toplanarak (Bursal vd., 2013) yoresel yemekler, otlu peynirin yapiminda kul-
lanilmaktadir (Ozgelik, 1989). Ayrica maya sanayinde, bagcilikta, yiin ayakkabi baglama
ve kaplamada kullanilir (Baytop, 1984).

1.1 Karaciger Karsinomu Hiicresel ve Enzimatik Bagisikhik Sistemi

Kanser, son yiizyilda insanligin kars1 karsiya oldugu hastaliklardan biridir ve top-
lumdaki goriilme siklig1 her gegcen giin artmaktadir. Kanser, diinyada ikinci olan 6lim
nedenidir. Kanser aragtirmalarina gore kanser hizla biiyiiyor ve 2030 yilina kadar ilk si-
ray1 alacag1 tahmin ediliyor. Kanser, diinya ¢apinda artan mortalite ile iligkili sosyal so-
runlardan biri haline gelmistir. Her sene diinya genelinde 8 milyondan fazla kisiye teshis
konmaktadir (Jemal vd., 2011). Genellikle karaciger kanserinde yapilan arastirmalar, sag-
likl1 beslenme ve hayat tarz1 degisiklikleri gibi unsurlarla kansere karsi korunabilecegi-
mizi gostermektedir (Anand vd., 2008).

Kanser hiicreleri iki ana 6zellik ile ifade edilir. Birincisi; kanser hiicrelerinin, diger
hiicrelerin bolgelerine yayilarak hiicre boliinmesinin normal sinirlarinin 6tesinde ¢ogal-
masidir. Hiicrelerin cogalmasi kontrol altina alinmazsa kanser veya neoplazi yani birkag
normal kitle (neoplastik hiicre) olusur ve bu tiimérler birleserek tek bir kitle haline geldi-
ginde buna benign denir. Bu durumda cerrahi bir miidahele ile tam bir iyilegme miimk{in-
diir. Ikincisi; tiimor kotii huyluysa ve hiicreler gevre dokuyu istila etmisse malign denir
(Alberts ve Wagman, 2008). Bu hiicrelerin yapisal kriterleri, bliylime hiz, salgilanan spe-
sifik proteinler, lokal invaziv durumlar ve metastaz yapabilme gibi ¢esitli etkiler dikkate
alinarak 1yi huylu ve kétii huylu tiimorler birbirinden ayirt edilebilir (Onat vd., 2006).

Cogu kanserin baglangicta tek bir degistirilmis hiicreden kaynaklandig diisiiniil-
mektedir. Mutant hiicrelerden olusan yeni bir nesilde ¢ok ¢esitli ve sonsuz sayida mutas-
yon ortaya c¢iktiktan sonra kanser hiicrelerinin olugsmaya bagsladig1 séylenmektedir. Bu
tiimorlerin gelisimi, somatik hiicrelerde dogal se¢ilim ve mutasyon yoluyla, genellikle
uzun yillar siiren talihsiz bir evrim siirecini yansitir. Bu durumda, tiimérler doku ve hiicre
tipine gore siniflandirilir. Epitel hiicrelerden kaynaklanan tiimérlerin kanserine sarkom,
melanin iireten pigment hiicrelerinin neden oldugu kanser tiiriine ise melanom denir. Bu-
nunla birlikte, kan hiicrelerinden kaynaklanan birka¢ 16semi tiirli ve sinir sistemi hiicre-

lerinden kaynaklanan tiimorler vardir (Alberts ve Wagman, 2008).



1.1.1 Karaciger Kanseri

Kiiresel olarak, Hepatoselliiler Karsinom (HCC), diinyada en stk meydana gelen
kanser tiirlerinden yedinci siradayken, kanser 6liimlerinde ise ikinci siradadir. Erkeklerde
kadinlara gore 3 kat daha ¢ok goriiliir (Jemal vd., 2011).

HCC'li hastalarin ¢ogu, hepatit B viriisii (HBV), hepatit C viriisii (HCV), kronik
karaciger hastalig1 ve siroz ge¢misine sahiptir (El-Serag ve Rudolph, 2007). Sirozun ne-
denine bagli olarak karaciger kanseri gelisme oranlar1 degiskenlik gdstermektedir. Ulke-
mizde HCC’nin en sik goriilme sebebi hepatit B ve C enfeksiyonlaridir. Bunun yaninda
alkol, karaciger yaglanmasi sonucu meydana gelen siroz ve hepatit C’dir. Fakat artan
obezite ve enfeksiyonlarin kontrol edilebilir olmasi1 nedeniyle, karaciger yaglanmasina
bagli olusan karaciger kanserlerinin ilk sirada olmas1 beklenmektedir. HCC gelisiminin
nedenleri arasinda aflatoksinle kontamine besin tiiketimi, diyabet, obezite, hemokromatoz
kalitsal durumlar ve bir takim metabolik sorunlar yer alir (Montalto vd., 2002; Gomaa vd.,
2008).

Bir karaciger tiimdrii ii¢ boliimden olusur. Bunlar iyi huylu tiimdr, birincil ve ikin-
cil kotli huylu (metastatik) tiimorlerdir. Primer iyi huylu timérler nadirdir ve karaciger
kanserlerinin %5'inden azin1 olusturur. En 6nemlileri hepatik lavmanlar, canli adenomlar
(bezsel kokenli (orijinli) olan veya bezsel bir yapida meydana gelen iyicil (benign) tii-
mor), fokal nodiiler hiperplazi (karaciger parankimindeki arteryel bir malformasyon) ve
safra kanallarinin adenomlaridir. Primer malignitelerin %70'inden fazlasi canli karsinom-
lar, %14'i kolanjio (safra kanal1) karsinomlar ve geri kalant mezenkimal tiimdrlerdir. Co-
cukluk cagi hepatoblastomu, karaciger kanserlerinin %2'sini olusturur. Kolon-hepatik
metastaz en dnemli metastatik tiimordiir. Lenf bezlerinden sonra en sik goriilen metastaz-
lar karacigerdir. Otopside kansere bagli 6liimlerinin %25-50'sinde karaciger metastazi
bulunmustur (Varolgiines vd., 1997).

Karacigere metastaz yapan en yaygin timdorler akciger, meme ve kolondur. Primer
karaciger timorleri ¢ok nadirdir. En sik goriilen iyi huylu lezyonlar kavernéz hemanjiom-
dur (Cildin daha derin katmanlarinda meydana kan damarlarin genislemesi). Losemi ve
lenfoma gibi karacigerden viicudun herhangi bir yerine yayilabilir (Cotran vd., 1994).
Karacigerde en sik goriilen hepatoseliiler karsinom, endemik viral hepatitis tiimorlerin
%20-40'm1 olusturur (Cotran vd., 1994). Karaciger kanserlerinin %83'li az gelismis iilke-

lerde bulunur ve en yiiksek oranlar Asya ve Afrika'dadir (Ferlay vd., 2015). Karaciger



kanseri insidansindaki egilimler diinya capinda degisiklik gdstermektedir. Ornegin, Asya
Pasifik Adasi’ndaki insanlar arasindaki karaciger kanseri oranlari, son 15 yilda ya sabit
kaldig1 ya da azalma egilimi gosterdigi goriildii (Petrick vd., 2016). Kore'de, 1999-2014
yillar1 arasinda karaciger kanseri insidansinin arttig1 bildirilmistir (Jung vd., 2017). Ko-
re'de karaciger kanseri insidansinin en diigiik oldugu neoplazmalardan biridir. Tiim kanser
vakalar i¢in, karaciger kanserinin insidansi erkek bireylerde %1.92 ve kadin bireylerde
%1.65'tr. Giiney Anadolu bolgesinde en sik goriilen kanser tiirleri arasinda kadinlar bi-

reylerde 10., erkekler bireylerde 8. siradadir (Tuncer vd., 1994).

1.1.2 Karaciger Kanserlerini Etkileyen Faktorler

Kanser ¢ok geg tespit edildigi takdirde hastanin 6lmesi muhtemeldir. Karaciger
kanseri 2012 yilinda bildirilen yaklasik 800.000 vaka ile diinya ¢capinda en yaygin kanser
tiriidiir. Karaciger kanseri neredeyse her zaman iilke capinda hastaliga neden olur, ancak
bu hastaligin nedenleri diinya capinda degisir. Bunlara hepatit B viriisii, zay1f beslenme,
hareketsizlik ve mikotoksinler dahildir. Asilar hepatit B'yi 6nleyebilir ve daha iyi saglik
aliskanliklar1 yagl karaciger hastaliklarinin ilerlemesini yavaslatabildgi gibi durdurabilir
de. Tarimdaki iyi uygulama ve saklama kosullar ile kiif gelisimi sinirlandirilabilir (Gra-
vitz, 2014). Kronik hepatit B veya C enfeksiyonu, baz1 metabolik karacigerdeki ve siroz
hastaliklar1 ve karaciger kanseri i¢in risk faktorlerinin %80'inini olusturur (Zhou vd.,
2016). Tehlikeli olan hava kirleticisi de karaciger kanserlerinde risk faktoriidiir. Artan
iiretim nedeniyle daha fazla hava kirleticisine maruz kalmayla da karaciger kanserine ya-
kalanabilecegi bulunmustur (Cicalese vd., 2017).

Karaciger rezeksiyonu, karaciger nakli ve perkiitan rezeksiyon gibi cerrahi miida-
haleler, potansiyel olarak tedavi edilebilir karaciger kanseri i¢in en etkili yaklagimlar ola-
rak kabul edilir. Ne yazik ki, karaciger kanseri hastalarinin sadece %20's1 peperikiiler
olmayan ve metastatik hasar nedeniyle ameliyat edilebilmektedir. Bununla birlikte, klinik
yararin orta diizeyde oldugu ve sorafenibin (tirozin kinaz inhibitdrleri sinifina dahil edilen
bir ilagtir) hastalarin yaklasik %30'unda yararli oldugu ve 6 ayda ilag direncine kars1 ba-
gisiklik kazandigina ulasilmistir (Chen vd., 2015). Ote taraftan, karaciger kanserlerinde



kemoterapi ilaglar1 sinirlidir ve regete ile satilan ilag grubu olan sorafenib en yaygin kul-
lanilandir. Bir faz 3 denemesi, sorafenibin genel sagkalimi ve ilerleme siiresini iyilestire-
bilecegini gostermistir (Bruix vd., 2012; Wu vd., 2014).

Karaciger hastaligina yakalanan ve yakalanmayan hastalarda karaciger karsinomu
insidansini karsilagtirmak i¢in retrospektif bir tasarim uygulanmistir. 66.192 kisi hastalik
grubunda ve karaciger hastaligina yakalanmayan birgok saglikli goniillii iizerinde yapilan
bir ¢alismada; yas ve gelir diizeyine gore siniflandirilan her grup arasindaki iligskiyi belir-
lemek i¢in tiim hastalar i¢in Coxorran riskinin regresyonu yapilmistir. Alt gruplarin ana-
lizi, karaciger hastaligimin varliginin hem genglerde hem de yaslilarda 6nemli bir risk
faktorli oldugunu ve ilag kullanan hastalarin (diistik gelirli gruplar) karaciger hastaligi
riskinin daha yiiksek oldugunu ortaya koydu. 50 yas alt1 genglerde karaciger kanseri go-
rilme sikligina dikkat cekmek ve gelir diizeyi diisiik hastalarda karaciger kanseri goriilme
sikligint azaltmak i¢in 6nleme g¢aligmalarina ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir (Suh vd.,

2018).

1.1.3 Karaciger Kanserinin Tanis1 ve Olan Tedavi Yontemi

Hepatoselliiler karsinom 6ldiiriicii bir neoplazmdir. Bazi ¢aligmalarla, canl karsi-
nomlarin sirozlu kisilerde 6nde gelen 6liim sebebi oldugu gosterilmistir (Liccioni vd.,
2014). Karaciger sirozu bu malignite icin en yiiksek risk faktoriidiir (Hartke vd., 2017).

Hiicreler y-pocotrienol ve kemoterapotik ilaglarla tedavi edildiginde sinerjistik et-
kiler gézlenmistir (Ozyurt, 2017). Hepatoselliiler replasmanin ana etiyolojisi, hepatit B
ve hepatit C viriisleri ile kronik enfeksiyondur. Hepio-hiicre replasman tedavisi, timdriin
ilerlemesi ve karacigerin korunmasi dikkate alinarak secilir. Hepatektomi, karaciger
nakli, bolgesel tedavi, gegici refleksoloji, kemoterapi ve radyoterapi tercih edilebilir (Ya-
mashita ve Kaneko, 2016). Erken hepatosit duplikasyonunun tedavisi esas olarak cerrahi
eksizyon ve transplantasyondan olusur, ancak lokal tedavi ve soyefenib, cerrahinin en
ilerlemis oldugu veya cerrahinin gerekli oldugu durumlarda faydalidir. Bazen cerrahi ve
topikal tedavinin bir kombinasyonu gerekebilir. Bu nedenle, hepatoseliiler karsinomun
tedavisinde optimal sonuglar elde etmek icin, optimal tedaviyi ve cesitli tedavilerde za-
manlamay1 belirlemek i¢in multidisipliner bir yaklagimin gerekli oldugu ortaya konmus-

tur (Grandhi vd., 2016).



Karaciger kanserinin tan1 ve tedavisindeki ilerlemeler, hastaligin erken evrele-
rinde tedavi olma sansin1 arttirmistir (Sun vd., 2016). Kanser tedavisinden sonra tekrar-
lama olasiliginin en aza indirilmesi, tiimor kok hiicrelerinin yok edilmesine bagli oldugu
sOylenmektedir. Timor kok hiicreleri, kanser hiicreleri olusmadan 6nce kemoterapiye di-
rengli hiicrelerdir. Tiimdrlerde kanser kok hiicre alt popiilasyonlarinin tanimlanmasi, kan-
ser gelisimine yeni bakis agilari saglar. Bu anlayis, tiimdr kok hiicrelerinin tiimdrleri yok
etmek icin hedeflenebilecegini ve bu sekilde kanser tedavisinin daha etkili olabilecegini
ve hastalik niiksetmesinin dnlenebilecegini diisiindiirmektedir. Genel olarak karaciger
karsinomunda kok hiicrelerin tiimdr biiylimesinden, karaciger yetmezliginden ve niikset-
mesinden ve ayrica kemoterapi ve radyoterapinin basarisizligindan kaynakli olduguna
inanilmaktadir (Xu vd., 2010). Bu bilgi, ¢ogu karaciger kanserinin tedavisinin ¢ogu kan-
ser hiicresini 6ldiiriirken, tedavilerin genellikle yeni tiimdrler olusturabilen kok hiicreler-
den kurtulamadigini géstermektedir. Bu sebeple, kanser kok hiicre teorisi, tiimorlerin tes-

his edilmesi, tedavi edilmesi ve 6nlenmesi hakkinda yeni bilgiler saglar.

1.1.4 Dietilnitrozamin (DEN) ve Hepatoselliiler Karsinom (HCC)

Karaciger, pestisitler, gida katki maddeleri, farmasotikler gibi yiizlerce kimyasalin
ilk hedef bolgesidir. Hepato-kanserojen bilesiklerin belirlenmesi ve karaciger hiicreleri-
nin karsinojen olmasi esnasinda hiicresel ve molekiiler asamalarin anlagilmasi siiregelen
bir zorluktur (Bakiri ve Wagner, 2013).

HCC i¢in hayvan modelleri olusturup calismak hastaligin tani ve tedavisi agisin-
dan olduk¢a 6nemlidir. HCC incelemek i¢in yillardir kemirgen hayvanlar kullanilmistir.
Ratlar, insanlara molekiiler ve genetik benzerlikleri, iireme 6zellikleri, kisa dmrii ve gene-
tik miithendisliginin ulastirdig1 sonsuz 6zellikler sebebiyle eniyi deneysel yollardan biridir
(Bakiri ve Wagner, 2013).

Bazi kimyasallar, uygun dozlarda ve uygun zamanlarda uygulandiginda tiimor olu-
sumunu tetikler. Kimyasal olarak tetiklenmis maddelerin avantaji,insanlarda goriilen yara-
lanma-fibroz-malignite semasina benzemesidir. Bu, onlart HCC arastirmalari i¢in favori
maddeler yapar (Heindryckx vd., 2009).

Nitrozaminler 1956’dan sonra arastirilmis ve 300’e yakin nitrozamin ve N-nitroso

bilesikten %90’ min kanserojen oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bunlarin ¢ogu organa 6zgiidiir.



Ornegin, Dimetilnitrozamin deney hayvanlarinda karaciger kanserine, tiitiine has bazi nit-
rozaminler akciger kanserine yol agar. Nitrozaminler insan ve hayvan dokularinda ayni bi-
cimde yikildigindan, insanlarinda nitrozaminlerin kanserojen 6zelliklerinden etkilenme ih-
timalleri ytliksektir (Scanlan, 2000).

Mutasyona sebep veren bir ilag olan Dietilnitrozamin (DEN), 60'lardan beri ke-
mirgenlerde HCC'yi uyarmak amaciyla kullanilmaktadir (Rajewsky vd., 1966) ve fare-
lerde karaciger kanserini tetiklemede yaygin kullanilan kimyasaldir. DEN, mutajenik
DNA pargalarinin olugsmasina yol agan bir DNA alkilleyicidir.

Erken donemde uygulandiginda kanserojen olan DEN, daha sonraki uygulama-
larda tiimor tetikleyici gerektirir ve bu amagla tiyoasetamid (TAA), fenobarbital (PB),
karbon tetrakloriir (CCl4) ile birlikte kullanilir (Park vd., 2010).

Genelde HCC deneyi olusturmak i¢in iki asamali bir model olarak 6nce genotok-
sik bilesik uygulandiktan sonra bir uyarici uygulanir. Birbaslatici olarak DEN ve bir tegvik
edici ajan olarak Tiyoasetamid (TAA) uygulanabilir (Heindryckx vd., 2009).

Tiyoasetamid (TAA), enjeksiyonla veya icme suyuyla hayvanlara verilebilen bir
hepatotoksindir. 10-15 haftalik uygulamalardan sonra farelerin karacigerlerinde fibrozise
neden olur (Salguero Palacios vd., 2008). Bilesigin oksidasyon 6zellikleri nedeniyle hepa-
totoksik etkiler ortaya ¢ikar bunun sonucunda ise oksidatif stres ve karacigerde hasar gozle-

nebilir (Heindryckx vd., 2009)

1.2 Bagisiklik Sistemi (Immiin Sistem)

Bagisiklik sisteminin rolii, yabanci organizmalar1 tanimak ve bir bagisiklik tepkisi
olusturmak i¢in reaksiyon gostermektir. T ve B lenfositleri 6zellikle bagisiklik sisteminde
yer alir. Lenfositler {i¢ tip yabanci madde ile reaksiyona girer (Lichtman ve Abbas, 1997).

> Lenfositler (6zellikle CD4" T lenfositleri) tolerojenik antijenler ile karsi-
lastiklart zaman ya fonksiyonel duyarsizlik (anerji) sergilerler ya da apoptozdan sonra
oliirler (Immiin Tolerans).

> Lenfositler immiinojenik antijenler ile karsilastiklar1 zaman aktive olurlar
ve bu yabanci antijenlere kars1 bir immiin yanit olustururlar.

> Lenfositler, immiin olmayan antijenler ile karsilastiklar1 zaman, antijeni gérmez-

den gelirler (Lichtman ve Abbas, 1997).



Bagisiklik sisteminin amaci yabancit maddelerin viicuda girmesini engellemek ve
varsa hastalik sebebini yok etmektir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin yabanci bir maddeye
verdigi tepkiye "bagisiklik tepkisi" denir. Bu sistemi inceleyen bilime "immiinoloji" de-
nir. Bagisiklik mikrobiyal, toksik veya alerjik yollarla taninma sistemlerine gore memeli
konakg¢ida olmayan, mikrop ve toksinlerle paylasilan maddeleri dogustan sahip olunan
mekanizmalarla bilen dogal (innate) bagisiklik sistemi ve gen diizenleme sistemleri ile
orijinal yapilar i¢in 6zgiilliikk saglayan kazanilmis (adaptif) bagisiklik sistemi olarak iki

gruba ayrilir (Chaplin, 2010).

1.2.1 Dogal Bagisikik (Innate)

Dogustan gelen bagisiklik mekanizmasi, radyasyon ve biyokimyasal maddeler yo-
luyla mikroorganizmalara ve zarar gérmiis dokulara kars1 bir bagisiklik tepkisi olusma-
sina neden olur. Hemen hemen tiim organizmalar ¢esitli dogustan gelen bagisiklik meka-
nizmalarina sahiptir. Dogustan gelen bagisikligin temel gorevi, yabanci organizmalari ta-
nimak ve onlara kars1 bir bagisiklik tepkisi olusturmaktir. Dogustan gelen bagisiklik, ko-
nuk ve konuk olmayan yapilar arasinda ayrim yapar, ancak bu mekanizma antijene 6zgii
degildir. Mikroplarin evrimsel olarak korunan yapisindaki belirli molekiillere ¢arparak
calisir (Mannoz, lipopolisakkarit vb.). Dogustan gelen bagisiklik, yabanci mikroplara
hizla yanit verir, ancak bu tepkilerin anilarini yaratmaz. Tamamlayict sistemin eleman-
lar1, proteinler ve akut faz sitokinleri gibi bazi kimyasal aracilar, dokular1 patojenlerin
istilasindan korumak i¢in inflamatuar yanitta yer alir. Bagisiklik yanitinin alt1 hizi ve bu
yanitin 6nceden tasarlanmis gelisimi, bu yanitin 6zgilliiglinti ve uyarlanabilirligini engel-
ler. Dogustan gelen bagisiklik sisteminin yanit kanallar1 daginik ve non-spesifik oldugun-
dan, bu bagisiklik yanit1 sirasinda bir miktar hasar meydana gelebilir. Spesifik olmamakla
birlikte dogustan gelen bagisiklik ¢ok etkilidir ve genellikle viicudu mikroorganizmalarin
yayilmasina kars1 korur ve patojenleri yok eder.

Mikroorganizmalarin hastaliga neden olma yetenekleri genellikle dogal bagisik-
liktan kagma ve direnme yeteneklerine baglidir. Dogal bagisiklik sistemi birgok sistem
tarafindan diizenlenir. Bu sistemlerdeki hiicreler makrofajlar, dentritik hiicreleri, nétro-
filler, mast hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) ve dogal lenfoid hiicreleridir. Bu hiic-

relerden makrafajlar ve nétrofillerin fonksiyonu fagositoz yapmalaridir.



Notrofillerin bir bagka islevi ise patajenlerin ortadan yok olmasini saglayan en-
zimlere sahip olmalaridir. Notrofil hiicrelerin Omiirleri kisa iken makrofajlarin onlara
gore daha uzundur. Ve makrofajlar T lenfositlere antijen olusumunda da gorev alirlar
(Silva ve Correia-Neves, 2012). Dentritik hiicreler dogal ve adaptif bagisiklik arasinda
haberci hiicre olarak gorev alarak adaptif bagisikligi baglatir (Wang vd., 2018). Bazofiller
ve mast hiicreleri alerji gibi akut yangisal tepkilerin olusmasina katki saglarlar. Mast hiic-
releri kan damarlarinin etrafindaki bag dokularda bulunuyorken, bazofiller dolasimda bu-
lunurlar. Graniilositlerden eizonofiller fagosit 6zelligi var olan fakat fagosit ugrayamaya-
cak kadar biiylik olan parazitlerin yok edilmesini saglarlar. NK hiicreleri de viriis ile mu-

amele olan hiicreleri veya tiimdr hiicrelerini yok etmede gorev alir (Paul ve Lal, 2017).

1.2.2 Kazanilmis Bagisikhik (Edinsel, Adaptif)

Bir anlamda, viicuda sigrayan dogustan gelen bagisiklik elemanlarini istila eden
yabanci mikroorganizmalar, adaptif bagisiklik mekanizmasini harekete gegirir.

Edinilmis bagisiklikta, uzun bir siire boyunca bir bagisiklik tepkisi olusur, ancak
bagisiklik bir antijen hedefi oldugu i¢in hafiza biriktirilir, bu nedenle viicut ayn1 antijenle

karsilastiginda, bagisiklik tepkisi daha kisa siirede gergeklesir.

1.2.3 Humoral immunite

B lenfositlerin ve bu lenfositlerin uyarilmasiyla meydana gelen antijenlere 6zgii
immunoglobulin yapidaki antikorlar humoral bagisiklikta esas gorev alan molekiillerdir.
B lenfositlerin gelisimi kemik iliginde baslayip dalakta son bulur. B hiicrelerine antijen
baglanmasi ve aktive olmasindan sonra proliferasyona ugrarlar ve hizl bir sekilde antikor
salgilanmaya baslar. B hiicreleri antijenlerin bulundugu germinal merkeze girer ve burada
somatik hipermutasyona ugrar ve antikorun antijene baglanmasinda artis gozlenir. Bu ar-
tig sonucu B hiicreleri hafiza hiicrelerine ya da plazmablastlara doniisebilir (Heesters vd.,

2016; Yuseff vd., 2013).



1.2.4 Hiicresel immunite

Immiin hafizanin olusmasinda ve homeostazinin siirdiiriilmesinde gorev alan T
hiicreleri hiicresel immiin yaniti olustururlar. T lenfositleri tiimor gibi gesitli antijenleri
taniyan reseptorleri ifade ederler. T hiicre reseptorleri (TCR), CD4" CD8" gibi alt tiirlere
timiista ayrilir (Famili vd., 2017).

1.2.5 T Lenfositler

Kemik iliginden gelen T hiicreleri timusta biiyiir ve bagisiklik sisteminin ¢alisma
seviyelerine ulasir. Hiicreler, gelisim sirasinda timusa T (TCR) hiicre reseptdrlerini alir.
T hiicreleri kemikte kendi antijenlerini yabanci antijenlerden ayirt etme yetenegi kazanir
ve daha sonra periferik dolagima geger. Bazi olgun T hiicreleri, CD4" 'ii ve digerleri CD8"
ylizey molekiillerini ithal eder. Periferik kan lenfositlerinin ¢ogu, CD4" ylizey antijenini
tagtyan bir tiir T lenfosittir. CD4" molekiiliinii tasiyan T lenfositler, T-eksikligi olan T
lenfositler (THA, T helper) ve CD8" molekiiliinii tagtyan T lenfositler (CD8" T), sitotok-
sik T lenfositlerdir. T lenfositleri, bagisiklik yanitinda dnemli bir rol oynar (Janeway vd.,
2001).

T Lenfosit’leri

> Yardimci1 T Lenfositi

> Sitotoksik T Lenfositi

> Diizenleyici T Lenfositi alt gruplarindan olusmaktadir.

Sitotoksik T lenfositler, hiicre ici patojenlere karsi bagisiklikta rol oynar. Patoje-
nik reseptorler, patojenle enfekte olmus hiicrelerin ylizeyinde bulunur. Bu reseptorleri
taniyabilen ve bu reseptorlere 6zgii olan sitotoksik T hiicreleri, bunlarla temasa geger.
Reseptorle temas eden T hiicreleri, enfekte olmus hiicreye bir 6liim isareti gonderir. Bu
6liim i1zinden sonra istiridye hiicreleri 6ldiiglinde enfeksiyon ortadan kalkar. T hiicreleri
ve ilgili reseptorleri bir iliski ile baglanir. T hiicreleri, gerekli bagisiklik tepkisini olustur-
mak icin dogru sekilde sunmali ve bu antijenleri tanimalidir. T hiicreleri, antijenleri T
hiicresi reseptorii (TCR) araciligiyla tanir. TCR'ler bir bagisiklik tepkisi saglar. TCR'ler
tagidiklar1 polipeptit zincirine gore gruplandirilir. Periferik kandaki ¢ogu T hiicresi (%90-
95) TCRAPR'y1 getirir ve antijene baglanma MHC'ye bagimlidir. TCRAR hiicreleri, CD4"
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veya CD8" yiizey molekiillerini tagir ve dogrudan bagigiklik yanitlarinda yer alir. T hiic-
relerinin kii¢iik bir boliimii (%10-15) ayrica TCayd tasir. Genellikle epidermis ve mukus
yiizeylerde bulunurlar. Farkindalik y Markets, TCR MHC ile baglantil1 degildir.

1.2.6 T Lenfositlerinin Antijenleri Islemesi ve Tanimasi

Antijen sunan hiicreler, vakuole giren antijenleri pinositoz ve fagositoz yoluyla
ayirir. 10-15 amino asitlik bir fragmana atanan antijen parcaciklari, insan 16kosit antije-
nine (HLA) baglanir, hiicre yiizeyine taginir ve T hiicrelerine sunulur.

HLA molekiilleri, antijenleri bagisiklik sisteminin etkili hiicrelerinden T hiicrele-
rine tagir ve antijenlerden bir bagisiklik tepkisi olusumunda ilk adimdir. Serbest formdaki
antijenin sitoplazmasinda, proteozom tarafindan 8-9 amino aside boliiniir, antijen mole-
kiiliinden endoplazmik retikuluma taginir ve daha sonra MHC sinifi molekiillere ve on-

lardan T hiicrelerine sunulur (Janeway vd., 2001).

1.2.7 T Lenfositinin Antijenleri Tamimasi ve Aktive Etmesi

T-hiicresi aktivasyonu igin ilk sinyal, simnif I veya sinif II MHC molekiillerinin
antijen baglama alanlar ile etkilesimi yoluyla meydana gelir ve bu da TCR anahtar blok
modeliyle sonuglanir. MHC molekiilii insanlarda HLA olarak adlandirilir. CD8" hiicre-
leri, MHC MHC sinifi molekiiller tarafindan sunulan antijenleri tanir ve T CD4" hiicreleri,
MHC sinif II molekiilleri tarafindan sunulan antijenleri tanir.

T hiicresi ylizeyinde uyarilan CD28 molekiillerinin tepkisini takiben, antijen su-
nan hiicreler iizerindeki ligandlar hakkinda ikincil bir rapor olusur. Bu yanittan once, yal-
nizca 12 T hiicresi, ilk sinyal tarafindan yeterince aktive edilmedikleri i¢in islev géremez-
ler.

Ugiincii sinyal, TCR'nin antijenle etkilesiminden sonra hiicrelere giren sinyaller
yoluyla ¢esitli genlerin transkripsiyonu ve sitokin sentezidir. Bu olaydan sonra protein

tirozin kinaz aktivitesi artar.
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1.2.8 T Hiicre Reseptor Kompleksi

TCR'ler ¢cok siifli komplekslerdir ve ligand baglama ve hiicre aktivasyon sinyal-
leri iiretebilirler. TCR, bir peptit-MHC kompleksinden ve bir baglayici alan A/p hetero-
dimerinden olusur. Kiigiik bir heterodimer alt kiimesi y/d mevcuttur. o/p ve y/6 degisken
ve sabit alanlardan olusur. Antikorlarla benzer sekilde, TCR'nin antijen baglayici degis-
ken bolgesi, T hiicresi gelisimi sirasinda birlesen gen segmentlerinin yeniden diizenleme-
lerinden kaynaklanir. Bu siireg, antijenitede ¢esitlilik potansiyeli sunar.

Toplam 1018 TCR tiirevi elde edilebilir, ancak Timusta olgunlagsma sirasinda
uzaklastirilmasi nedeniyle fonksiyonel popiilasyon beklenenden daha azdir. Zenginles-
tirme programini tamamlayan her hiicre, gen segmenti {iretimi tarafindan kodlanan ben-
zersiz bir TCR getirir. Dalakta dolasan lenfomalar, lenf nodlar1 ve T hiicreleri hemen
hemen her sekilde taninabilir ve tanindiklarinda sayilari artabilir.

Calismalar, A/B'nin A/B'nin heterodimerizasyonundan sonra hiicre i¢i sinyalleri
iletme yeteneginden yoksun oldugunu gdstermistir. Bu tasimay1 saglayan, o/p heteroko-
valent ad1 verilen bir protein kompleksidir. CD3", heterodimerler olarak tanimlanan iig
alt birim € ve y'dan olusur ve alt birimler birleserek homodimerler olusturur. Her alt birim,
zincirleri ayr1 ayr1 sokan bir amino asit yapis1 olan bagisiklik tepkisine (ITAM) dayal bir
etkinlestirici motif icerir. A, g, y bir ITAM, { tre ITM igerir. Ure tirozin, CD3" i¢in ge-
reklidir ve zincirin kodunu iletir. TCR a/B zinciri, peptit-MHC kompleksine baglandi-
ginda fosforik asittir. Fosforilasyondan sonra element, T6 hiicrelerinin aktivasyonunda
bir sinyal zincirinin basladigi diger proteinler igin bir baglanma noktasi haline gelir. CD4"
ve CD8" proteinleri de sinyal iletiminde yer alir. Bu partner sporcular, uygun MHC komp-
lekslerini (CD4"-MHC sinif II, CD8"-MHC sinif I), biri kina olan ve ITAM araciligiyla

fosforile edilebilen sinyal molekiillerine baglar (Malissen, 2003).

1.2.9 T Hiicre Reseptor Sinyal Iletimi

Ne ligand baglama alan1 ne de CD3" proteini, T hiicrelerinde igsel bir enzimatik
fonksiyona sahip degildir. Bu nedenle, proteinlerin tirositinaz (PTK) aktivasyonunun
MHC kompleks peptitleri ile iligkili olup olmadig a¢ik degildir. Bununla birlikte, hiicre

ylizeyindeki TCR birikimi, siiregte dnemli bir rol oynayan CD3™ proteininin konforunu
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degistirir. T hiicrelerinin uyarilmasindan hemen sonra, PTK'lerin SRC (LCK ve FYN)
ailesi aktive edilir. En 6nemli SH2 alanini igeren protein, SYK protein ailesinin bir iiyesi
olan PTK'dir. Boylece, ligand TCR'nin baglanmasi, enzim reseptér kompleksinin, sitop-
lazmik proteinlerin aktivasyonu ve agregasyonundan sonra aktif bir PTK'ya doniistiiriil-
mesine izin verir.

ZAP-70'in aktivasyonu, T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in 6nemli olan ikincil haber-
cilerin olusumunu tetikleyen birden fazla fosailasyon substratina yol agar. TCR gen seg-
mentlerindeki rastgele degisiklikler nedeniyle kendiliginden reaktif TCR olusumunu 6n-
lemek miimkiin degildir.

T hiicre zenginlestirme programlari antijene reaktif T hiicrelerini ortadan kaldirir
ancak bu islem %100 basarili degildir. Bu nedenle konuk hiicreleri korumak i¢in daha
fazla mekanizmaya ihtiyag vardir. Iki sinyal gereklidir. Biri TCR araciligiyla, digeri ise
T hiicresi aktivasyonu i¢in yardime1 uyarici reseptor araciligryladir. Bu kostimiilatorlerin
en iyi bilineni CD28 yiizey proteinidir.

Bu kapsamli uyarict gereksinim, otoimmiinizasyonu 6nleyerek T hiicrelerinin ak-
tivasyonuna izin verir. Bunun nedeni, antijen sunan hiicreler tizerindeki CD80/CD86 li-
gandlarinin yalnizca tehlike sinyallerinin varliginda yukari regiile edilmesidir. CD28, bir-
kac TCR ile uyarilan yolu giiclendirir ve spesifik olarak sposfotidyositol-3 kinazi aktive
eder. CD28 sinyali olmadan TCR baglanmasi, T hiicresi ¢agrisinin degistirilmis bir fonk-

siyonel durumu ile sonuglanir (Salomon ve Bluestone, 2001).

1.2.10 T Hiicre Cogalmasi

Spesifik peptit antijenlerine yanit veren naif T hiicreleri diisiiktiir ve patojenlerle
basa ¢ikmak i¢in ¢ogalmalar1 gerekir. Bu nedenle, peptit kompleksi TCR-MHC ile ortak
eksitator reseptorlerin kombinasyonu ve uyarilmasinin bir baska sonucu, klonal prolife-
rasyondur. TCR ve CD28 stimiilasyonu iizerindeki ikincil dallanma kaskinin bir sonucu,
T hiicrelerinin proliferasyonu i¢in gerekli olan bu sitokin olan IL-2"nin tiretimidir. Diger
bir sonug, IL-2 i¢in yiiksek-yliksek reseptdriin yukari regiilasyonudur. Boylece aktive T
hiicreleri, sitokinlerdeki bu artiglara yanit verebilir. Proliferasyon i¢in IL-2 reseptorii ara-
ciligryla sinyal verilmesi gereklidir. TCR gibi, IL-2 reseptorii de ikincil haber dizisini

baslatmak i¢in sitokinleri kullanir (Anderton ve Wraith, 2002)
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1.2.11 T Hiicresinin Gelisimi

T hiicre bagisikliginin yeterli olabilmesi i¢in, sekonder lenfoid organlarda ¢ok sa-
yida olgun T hiicresinin bulunmasi gerekir. Bu hiicre popiilasyonu, yasam boyunca tiim
yabanc1 antijenleri tantyabilen zengin bir TCR repertuarina sahip olmalidir. Sadece ya-
banci antijenleri tantyan T hiicrelerinin ¢evreye dagilmasi ve antijenlerine yanit veren T
hiicrelerinin gelisimini tamamlamamasi 6nemlidir.

T hiicreleri timus da olgunlasir. En iyi bilineni o/ T hiicreleri olmak iizere birgok
T lenfosit alt tipi vardir. T /3 hiicrelerinin antijen reseptorleri, hem NK hem de T hiicre-
lerinde ortak 6zelliklere sahip olan ve timusta meydana gelen, dogal olarak dldiiriicii T
(NKT) hiicrelerinde bulunur. TCR geni yeniden diizenlemeleri, TCR'nin a lokusundan
kaynaklanir. Bu donemde korteksten subkortikal bosluga gecerler. Farkliliklar ve iler-
leme, IL-7 reseptorii yoluyla meydana gelen T hiicreleri tizerindeki Centik reseptdrleri ile
spesifik olmayan Centik reseptorleri arasindaki raporlama ile diizenlenir. Bu agsamadan
itibaren, T hiicresi gelisimi, cogalmasi ve hayatta kalmasi, TCR sinyaline baglidir. Hem
CD4" hem de CD8+ ifade eden timositler artik ¢ift pozitif olarak adlandirilmaktadir ve
pozitif ve negatif secime izin vermektedir. Toplam T hiicrelerinin gelisimi i¢in iki kontrol
noktasinin asilmasi gerekir ve timus tarafindan sunulan peptit-MHC kompleksleri tara-
findan uyarilmayan TCR T hiicreleri apoptoz ile dlebilir. Diisiik afiniteyi taniyanlar po-
zitif olgun T hiicrelerine doniisiir (pozitif secilim). MHC I tarafindan uyarilan TCR'ler
CD8", MHC II tarafindan uyarilan TCR’ler ise CD4" haline gelir (Germain, 2002). Ti-
mositler timik kalsinom ile yiiksek afinitede TCR-peptid MHC kompleksi meydana geti-
riyorsa apoprozis olur (negatif se¢ilim). Negatif se¢ilim immiinolojik tolerans i¢in 6nem-

lidir. Fakat tam anlamiyla etkili degildir (Palmer, 2003).

1.2.12 T Hiicre Fonksiyonlar:

T hiicreleri timustan ayrildiktan sonra sekonder lenfoid organlarda gezinir. Heniiz
bir antijenle etkilesime girmemis olan hiicreler saf T hiicreleridir. Saf T hiicreleri, spesifik
bir antijenle karsilagsmadiklarinda, lenfoid dokuyu terk eder ve kan dolagimina yeniden

katilirlar.
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Cogalma ve farklilasma programlari, saf T hiicresi yeniden temas ettiginde T hiic-
relerini aktive eder. Bu nedenle antijene hizli yanit verir. Naif ve aktiflestirilmis T hiicre-
leri arasindaki fark, hiicre yilizeyindeki kemokin ve integrin reseptorlerin ifadesinde yat-
maktadir. CD4" ve CDS8" hiicreleri, islevsel olgunluga ulasmak i¢in benzer farklilasma
stireclerinden geger, ancak enfeksiyona kars1 bagisiklik tepkisinde farkli roller oynar. Saf
hiicrelerin her iki soyu da, TCR'nin MHC peptit kompleksi etkilesimi ile aktive edilir.
Fark, antijen karsilasmalarinda yerel sitokin ortamiyla etkilesime giren TCR sinyal giicii-
niin, diger t-hiicresi yiizey reseptorlerinin, ligandlarin ve ligandlarin uyarilmasindan etki-
lenir. Bu sinyallerin kombinasyonu, imza transkripsiyon faktorlerinin ve anahtar efektor
molekiillerin ifadesini gelistirerek olgun T-hiicre fonksiyonunu gosterir (Zhu ve Paul,

2010).

1.2.13 T Hiicresi Yorgunlugu

Normal kosullar altinda akut enfeksiyon, patojenik T hiicrelerinin ekspresyonunu,
patojenlerin temizlenmesini ve hafiza T hiicrelerinin gelisimini tetikler. Bununla birlikte,
HBV, HCV ve HIV gibi baz1 patojenler, benzersiz patojen hiicrelerine ragmen tamamen
ortadan kaldirilmadan yasam boyu devam eder. Bu kalic1 enfeksiyonlar, kronik antijene
sebep olup T hiiclerini 6ldiiren ve enfeksiyonu kontrol etmeye yardimci olan sitokinlerin
tiretmini durdurur. CD8" yorgun T hiicreleri TNF-a iiretemez ve enfekte olan hiicreleri
parcalayamaz. Boylece, T CD8" hiicreleri tamamen duyarsiz hale gelir ve sonunda apop-
toz gegirir. Islevsel yanit kaybindan yorulan hiicreler, hiicre yiizeyi inhibitdrlerinin resep-
torlerini diizenler. Bunlardan en bilineni programlanmis hiicre 6liimii 1'dir (PD1). PD-1

stimiilasyonu, T hiicrelerinin tepkisini baskilar (Day vd., 2006; Jin vd., 2011).

1.2.14 T ve B Lenfositleri
Normal lenfoid dokuda T ve B hiicreleri olmak {iizere iki tip hiicre gozlenir. T

lenfositleri aktif lenfosit gelisiminden sorumlu iken, B lenfositleri antikor olusumundan

sorumludur. T ve B hiicreleri kemik iliginde olusur. T lenfositlerinin olgunlasma asamasi
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timiista gerceklestigi i¢in T lenfositlaeri adini almistir ve T lenfositleri hiicresel immiini-
teden mesuldiir. B lenfositler ise antikor yapiminda gorevlidir ve once karaciger daha
sonra ise kemik iliginde olusur. B lenfositleri humoral bagisikliktan mesuldiir.

T lenfositleri kemik iliginde olustuktan sonra timusa geger. Cok hizli boliiniir ve
antijenlere karst cevap olusturmak lizere sekillenir. Bu sekilde gelisen T lenfositleri ti-
mustan ayrilarak lenfoid dokulara yerlesir. CD3", CD4" ve CD8" molekiilleri kok hiicre-
lerin yiizeyindeki reseptorlerde yoklardir fakat timustan gegerken T hiicrelerine farklila-
sirlar. CD4" ve CD8" molekiilleri arasinda sayisal veya aktivite yoniinden bir tutarsizlik
s6z konusu oldugunda hiicresel bagisikligin bozuldugu anlasilir. Ornegin AIDS hastali-
ginda CD4"/CD8" oran1 azalmistir. Yani CD4 " hiicre sayis1t HIV viriisii nedeniyle bozul-

mustur.

1.3  Miyeloperokisdaz (MPO) ve Adenozin Deaminaz (ADA)

1.3.1 Adenozin Deaminaz (ADA)

Adenosindaminaz (ADA), piirin niikleotit metabolizmasini azaltmada adenosin ve
deoksidenozinin geri doniistiiriilmiis hidrolitik deaminasyonunu katalize eden bir amino-
idolazdir (Kaneko vd., 1996). Adenosin ve deoksidenozin metabolizmasinda 6nemli bir
adimdir ve bu niikleotitleri pilirin metabolizmasinin bir parcasi olarak kapsiilleyebilir.
Adenozin, adacik adenosini (AK) veya deaminasyon yoluyla deaminaz amplifikasyonu
ile inozinamonofosfora (IMP) inozine donistiiriiliir (Koizumi vd., 1993).

Adaciklarin ana biyolojik islevi, lenfositleri adenozin, deoksidenosintrifosfat
(DATP) ve deoksisedenozindifosfanin (DADP) toksik etkilerinden korumak, bdylece
lenfositlerin ve lenfositlerin bagisiklik fonksiyonunu azaltmaktir (Senesi vd., 1990).

ADA, ¢esitli arastirmacilarin sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunduguna inandiklari,
insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak bulunan bir enzimdir (Kane, 1992).

Bazi aragtirmacilar, adacik aktivitesi ile immiin dissal fonksiyonlar arasindaki ilis-
kiyi arastirmis ve enzim eksikliginin, proliferasyon inhibisyonu ile, 6zellikle T lenfosit-
lerinin farklilagmas ile iligkili oldugunu beyan etmis, bu da 'hiicrelerin yiiksek diizeyde

bozulmasina' isaret etmektedir (Onodera vd., 1998).

16



Miirin ADA genini Wilson ve arkadaslari, Escherichia coli’de rekombinant se-
kilde yapmislar ve yapisini incelemislerdir. E. Coli ve fare dizileri % 33 benziyorken,
insan ve dizileri arasinda % 83 benzerlik bulunmuslardir. Kataliz ve Substrat baglama
bolgeleri i¢in oldukg¢a 6nemli artiklar1 barindirir. Bunlar kristallografik yontemlerle tespit
edilmistir (Dolezal, 2001).

ADA enziminin iki tir inhibitorii mevcuttur. Bu inhibitorler incelemelerde, viral
enfeksiyon tedavilerinde ve malign hiicrelerde kullanighdir. Ayrica ilaglar insan T ve B
hiicre tiimorlerinde immiin yanit1 diizenlemektedir (Lluis vd., 1998).

Adenozin deaminazin hiicre dis1 sekline Ekto-ADA adi verilir ve bazi hiicrelerde
bu sekilde bulunmaktadir. Ekto-ADA, hiicre-hiicre baglantilarinin kurulmasinda rol oy-
namaktadir. Yani Ekto-ADA lenfoid dokularin gelismesini saglamaktadir (Lluis vd.,
1998). ADA lenfoid hiicre farklilasmasini saglayan enzimdir. Immiinitenin degistigi bir-
¢ok hastaligr denetlemede kullanilmistir. ADA enzimi insandaki lenfoid dokularda bu-
lunmakta ve monositler ile makrofajlarin olgunlasmasinda da gérev almaktadir. Hiicreler
farklilasip cogaldik¢a ADA enzim aktivitesi seviyesinde degisimler meydana gelmekte-
dir. T lenfositler ve monositler ADA aktivitesine sahiptirler. T ve B lenfositlerde ADA
diizeyi fazladir fakat T lenfositlerde 6zellikle T4 ve T8lerde yiiksek derecede bulunmak-
tadir. Bundan dolayi hiicresel immiinitenin ve T hiicre etkinlestirmesi ADA diizeyi bir
belirtectir (Yoneyama vd., 2003; Ates vd., 2005). ADA’nin enzimatik aktivitesi adenozin
diizeyini diizenlemektedir. Adenozin 6zellikle niikleik asidler i¢in dnemli bir sinyal mo-

lekiiliidiir (Lluis vd., 1998; Dolezal, 2001).

1.3.2 Miyeloperokisdaz (MPO)

Miloperoksidaz (MPO), (H20> ossidoradiiktaz), memeli nétrofillerinin graniille-
rinde bulunan bir enzimdir ve fagositik bakterilerin yok edilmesinde 6nemli rol oynar.
Tanimlanan {i¢ tip enzim vardir: I, II ve III. Kristal yapinin X-1s1n1 incelemesi, her MPO
molekiiliiniin iki alt birimden olustugunu dogruladi. Toplam molekiiler agirligr 140.000
daltondur ve 2, 2 uzun polipeptit zincirine ve 2 yarda sahiptir. MPO, 1940'larda verdo-
peroksidaz olarak biliniyordu, ancak daha sonra miyeloperoksidaz olarak yeniden adlan-
dirildi. Ortalama olarak, toplam enzim agirliginin %3-4'ti karbonhidrattir. Bircok en-

zimde oldugu gibi, bazi inhibitorlerin (ayn1 zamanda asitler olarak da adlandirilir) bir dizi
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inhibitoriin aktivitesini bloke ettigi rapor edilmistir (Fenna, 1987; Klebanoff, 1968).
MPO'nun tiikiiriikte olduguna dair kanitlar var. Ancak tiikiiriikten kaynaklandigi igin pe-

roksidaz olarak tanimlanir (Giiven vd., 1996).

1.3.3 Antibakteriyel Etkisi

MPO, H>O: (hidrojen peroksit) ile halojen iyonlarinin (bromiir, kloriir) varliginda
antibakteriyel etki gosterir. Halojenler, iyodiirler, bromiirler ve kloriirlerle ayn1 etki sira-
sina gore siralanir. Yani en etkili kombinasyon MPO"™ H202" I"dir. Diger halojenlerin

konsantrasyonunun arttirilmasi antibakteriyel etkiyi arttirir.

“H,O:'nin antibakteriyel mekanizmalardaki rolii, mikrobiyal
metabolizma tizerindeki etkisidir. H>O: tek basina antibakteriyel
etkiye de sahiptir” (Marshall ve Lands, 1986).

Ortamdaki H20: fagositotik hiicreler tarafindan iiretilir ve salinir. H2O2 konsant-
rasyonu da antibakteriyel mekanizmada ¢ok 6nemli bir rol oynar. Bu konsantrasyon azal-
dikca antibakteriyel etki azalir. MPO L, 1I ve 111, antibakteriyel mekanizmalarda bagimsiz
roller oynayabilir. En giiclii etki MPO'dan olusur. Bu etkideki fark, hedef hiicrelere MPO
seklindeki baglanmanin giiclinden kaynaklanmaktadir (Carranza vd., 2006).

1.4  Eremurus spectabilis M.Bieb (Ciris Otu)

Ciris otunun besleyici 6zelliginden dolay1 sebze olarak tiiketilebilen, sanayide ve
kesme cigek sanayinde siis toprak bitkisi olarak kullanilabilen, tiikenmis bir yabani bitki
tiirtidiir. Liliaceae familyasinin Eremurus cinsine aittir. Bu tiirlin yaklasik 50 tiirti vardir.
Eremurus tiirleri, Ortadogu, Kafkaslar ve Tiirkiye dahil gliney ve Asya bolgelerinde bu-
lunur (Tuzlaci, 1985). Ot gibi yenen Eremurus tiirlerinin tiirlerinden biridir. Anadolu’da
Eremurus spectabilis M.Bieb. ve Eremurus cappadocus olmak iizere sadece iki tiir rapor
edilmistir (Giingdr, 2002). Tiirkiye'nin I¢ ve Dogu Anadolu bolgelerindeki daglarda yay-
gindir. Bitki 1000-2750 m yiikseklikte bozkir, calilik, kayalik yamag ve taglarin iizerine
yayilir.

Tibbi, yabani ve endemik bitki tiirlerinin yok olmasi tiiriin biiylimesi, devamliligi

ve stirdiiriilebilirligi i¢in 6nemlidir. Eremurus spectabilis M.Bieb. mevcut haliyle tehlike
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altinda degildir, ancak dogadan veya koklerin yok edilmesi veya bitkilerin yerden sokiil-
mesi gibi yerel popiilasyonlar tarafindan bitki toplama sirasinda bilinmeden toplanir. Do-
layisiyla bu tiirlerin korunmasi ve 1slahina baglanmasi i¢in gerekli adimlarin atilmasi ge-

netik kaynaklarimizin devamliligi ag¢isindan 6nemlidir.

1.4.1 Ciris Otunun Kullanim Alanlar1 ve Besin Degeri
1.4.1.1 Gida Olarak Kullanim

Bitkinin taze siirgiin ve yapraklar pisirilerek sebze olarak tiiketilmektedir. Ciris
otunun bulgur pilavi, ¢orbasi, béregi, etli ve etsiz yemekleri yapilir (Alpaslan ve Onal,
2016, Unver Algay vd., 2018). Filizlerin yani sira kokleri de corba yapiminda kullanilir
(Wendelbo, 1982).

1.4.1.2 Tibbi Olarak Nasil Kullanilir?

Ciris otu merhem haline getirildikten sonra uyuz ve frengi tedavisinde kullanil-
mistir (Baytop, 1984). Yapilan calismalarda yapraklarinin ezilmesiyle elde edilen 6ziitiin
mantar ve egzama hastaliklarinin tedavisinde, kokiiniin kaynatilmasiyla elde edilen
0ziitlin ise diyabet tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (Tuzlact ve Dogan, 2010). Ayrica
Eremurus spectabilis M.Bieb. yapraklarindan elde edilen bir flavonoid olan isoorientin'in
de etkili oldugu belirlenmistir. Boylece antikanserojen etkiye sahip oldugu gozlemlen-

mistir (Giindogdu vd., 2018).

1.4.1.3 Sanayide Nasil Kullanilir?

Eremurus spectabilis M.Bieb. kokleri kurutulduktan sonra olusan toz dogal yapis-

tiric1 olarak kullanilmaktadir (Dashti vd., 2005).

1.4.1.4 Besin Degerleri

Mineral agisindan da ¢ok zengin olan bitkiler, 1yi C vitamini ve antioksidan kay-

naklaridir. Eremurus spectabilis M.Bieb’ de (100 g 6rnekte); 92 g nem, 0.46 g yag, 0.12
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gr protein, 4.06 g karbonhidrat, 0.73 g kiil, 2.75 g diyet lifi, 25.9 kcal/ 100 g; K (2.63 mg),
Ca (76 mg), 1.5 mg Na, 42.8 mg P, 15.2 mg Mg, 2.4 mg Fe, 0.36 mg Zn, 0.08 mg Cu gibi
mineral maddeler; C vitamini (129 mg) agisindan da ¢ok zengin oldugunu bulmuslardir”

(Tuzlaci, 1987; Tuncer, 2018).

1.4.1.5 Ciris Bitkisinin Morfolojik Ozellikleri

“Ciriglerin yetistigi alanlara ¢irislik denir (Sekil 1a). Eremurus
spectabilis M. Bieb yumrulu kéklere sahiptir. Kékleri pul pul do-
kiilmiis, etli, sulu, kahverengimsi sari, kalin, ig seklinde, uca
dogru sivrilen yapidadr.” (Sekil Ic) (Giingor, 2002; Akdag,
2019).

“Rizomlar kisadir ve kéklere yapisiktir (Sekil Ic). Yapraklar
govde kismuni olusturur. Yapraklar rozet seklinde, tiiysiiz ve ug-
lara dogru incelir.” (Sekil 1b) (Keskiner ve Tuncer, 2019).

“Bitkinin boyu 50 ile 100 cm arasinda degismektedir. Cigek sal-
kimlart 15-70 cm uzunlugundadir. Cicekler acik sari, ¢an sek-
linde ve herstiktir ” (Giingor, 2002, Tuncer, 2018).

“Ciceklenme Haziran-Temmuz aylarinda gergeklesir ve birkag
ay strer (Sekil 1d). Meyve yesil renkli olup 3 karpellidir. Her
karpelde 4 tohum ve her meyvede 12 tohum vardir (Sekil 1d-f).
Tohumlari keskin, dar kanath, tiggen ve kahverengimsi renkli-
dir.” (Sekil 1g). (Tuncer, 2018, Akdag, 2019)
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Sekil 1.1 Eremurus spectabilis M.Bieb; (a) cirislik alan, (b) yaprak, (c) kok ve rizom,
(d-e-f) meyve, (g) tohum (Keskiner ve Tuncer, 2019) (Fotograf: K. Keskiner)

1.5 Arastirmanin Amaci

Bitkilerin sekonder bilesenlere sahip olduklari baz1 etken maddeler ile koruyucu ve
antioksidan etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir. Giiniimiiz diinyasinin sartlar1 sentetik
ilaclar yerine, dogal {irlinlerin tedavi giiclinii kullanmanin yollarin1 gegmiste oldugu gibi
giinlimiizde de aramaktadir. Sentetik gida katki maddelerinin yerini dogal antioksidanlar
ile degistirme ¢abalar1 da artmaktadir.

Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanimi oldukga eskidir. Tarih boyunca nesil-
lerden nesillere aktarilan deneyim ve tedavi yontemleri, bu alandaki birikimleri olustur-
maktadir (Oztiirk ve Ozgelik, 1991). Giiniimiizde de hastaliklarin tedavisinde ve hastalik-
lardan korunma amagli olarak bitkisel ilaglar kullanilmaktadir. Mevcut ilaglarin 1/4'i bit-
kisel kokenlidir ve bunlarin bir¢ogunda bitkiden elde edilmek istenen etken madde, labo-
ratuvar ortaminda kopya edilmektedir. Son yillarda sentetik ilaglarla meydana gelebilen
ciddi yan etkilerin yol a¢tig1 medikal ve ekonomik sorunlar, endiistrilesmis tilkelerdeki
cevre kirliliginin giiglendirdigi ekolojik yaklasimlar ve hareketler, kiiratif tedavileri he-
nliz miimkiin olmayan bir¢ok kronik hastaligin olusturdugu tehdit, dogalligin her zaman

etkili ve yan etkiden arinmis oldugu diisiincesi gibi bircok etmene bagli olarak bitkisel
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tedavi yeniden popiiler duruma gelmistir. Kanserde bitkisel tedavi, yani fitoterapinin kul-
lanilmasi, 6zellikle tibbi tedavinin yan etkisinin azaltilmasi, bozuk olan bagisiklik siste-
minin diizeltilmesi ve desteklenmesi, tedavinin yararinin artirilmasi, kanser hiicrelerinin
metastaz yapma yeteneginin azaltilmasi, kanser kok hiicrelerinin 6ldiiriilmesi i¢in tibbi
tedavinin yaninda veya sonrasinda yardimci tedavi olarak kullanilir
Ulkemizde ¢iris otu gida olarak tiiketilmesinin yanisira ¢ok eskiden beri tedavi
amaciyla da yararlanilmaktadir. Ozellikle Arap hekimler tarafindan ¢iris kokiinden hazir-
lanan merhemler uyuz ve frengi tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Halk arasinda ¢i-
risin adet soktiiriicii, siit arttirici, egzama, sivilce ve ¢iban, hemoroit, sagkiran, mafsal
agrilarinin tedavisinde ilag olarak kullanildig belirtilmektedir. Onceki ¢alismalarla dogal
bir antioksidan 6zellik gosteren fenolik ve flavonoid bilesikleri, ¢iris bitki ekstrelerinde
yiiksek miktarda bulunmustur. Fenolik ve flavonoid bilesiklerin fazla miktarda olmasi
cirisin antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugunu 6n bilgisini gostermektedir.
Calismamizda; dietilnitrozamin ile deneysel olarak olusturulan karaciger kanseri
tizerinde ¢iris otunun liyofilize bitki ekstresi (LBE) ve nanopartikiil bitki ekstresi (NBE)
ile muamele edilip sakrifiye edilen ratlarda bitki ekstrelerinin hiicresel ve enzimatik im-
miinolojik etkilerini ortaya koymak i¢in ratlardan kan, dalak ve akciger drnekleri alindi.
Kan 6rneklerinde CD3™ (olgun T lenfosit), CD4" (yardimci T lenfosit), CD8" (siipresor-
sitotoksik T lenfosit) hiicreleri ile CD4"/CD8" orani ortaya konmustur. Keza, Akciger ve
dalakta Miyeloperokisdaz (MPO) ve Adenozin deaminaz (ADA) enzim aktivite analizleri
gerceklestirilmistir. Cirig bitkisi halk arasinda besleyici ve cesitli hastaliklarda kullanil-
masina ragmen hepatoslliiler karsinomada hiicresel ve enzimatik bagisiklik sistemine et-
kisi bilinmemektedir. Yapilan bu yiiksek lisans caligmasi ile ¢iris otu liyofilize bitki yap-
rag1 ekstreleri deneysel karaciger kanserinde hiicresel ve enzimatik bagisiklik sistemi tize-
rinde etkinligini belirlemeyi hedeflemekteyiz. Bu ¢alisma ile lilkemizde yaygin olarak
yetisen ¢iris bitkisi ektrelerinin bagisiklik sistemine olan etkisi bakimindan literatiire ve

ekonomiye katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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2. KAYNAK BILDIRISLERI

Kanserli hiicre ile normal hiicre karsilastirildigi zaman biyokimyasal sistemle-
rinde bir¢ok fark vardir. Kanserli hiicrenin genetik programinda meydana gelen degisim-
ler bu farliligin nedenidir. Tekrarlayan genetik degisimler sonucu gen ekspresyonunun
varyasyonu sonucu olusan protein miktari ve aktivitesinde farkliliklar gozlenmektedir.

Cogu kanser tiirii lizerine yapilan arastirmalar, saglikli beslenme ve yasam tarzi
degisiklikleri sunarak kansere karsi korunabileceginizi gostermektedir (Anand vd., 2008).
Kanser, diinya ¢apinda artan mortalite ile iliskili sosyal sorunlardan biri olmustur. Her yil
diinya capinda 8 milyonun listiinde kisiye teshis konuyor (Jemal vd., 2011).

Uzun yillardir kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan yontemler arasinda cerrahi yak-
lagimlar, kemoterapi ve radyasyon tedavisi yer almaktadir. Kanser ve rehabilitasyon sira-
sinda kullanilan tedavi sekli, kanser hastalarinda maddi kayiplara ve psikolojik sikintilara
yol agmaktadir (Gruenberger vd., 2015). Karaciger kanserlerinin %83 civar1 az gelismis
olan iilkelerde bulunur ve en yiiksek oranlar Asya ve Afrika iilkelerindedir (Ferlay vd.,
2015).

Karaciger kanseri insidansindaki egilimler diinyada degisiklik gosterir. Ornegin,
Asya Pasifik Adasindaki insanlar arasindaki karaciger kanseri oranlari, son 15 yilda stabil
kaldig1 ya da azalma egilimi gosterdigi rapor edilmistir (Petrick vd., 2016). Kore bolge-
sinde, toplam karaciger kanserinin insidanst 1999'dan 2014'e arttig1 bildirildi (Jung vd.,
2017).

Karaciger hastaligina yakalanan ve yakalanmayan hastalarin karaciger karsinomu
insidansini karsilastirmak igin retrospektif bir tasarim uygulandi. 66.192 hasta ve karaci-
ger hastaligina yakalanmayan bir¢ok saglikli goniillii izerinde yapilan bir ¢aligmada; yas
ve gelir diizeyine gore siniflandirilan her grup arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in tiim has-
talar i¢cin Coxorran riskinin regresyonu yapildi. Alt gruplarin analizi, karaciger hastaligi-
nin varliginin hem genglerde hem de yaglilarda 6nemli bir risk faktorii oldugunu ve ilag
kullanan hastalarin (diisiik gelirli gruplar) karaciger hastalig1 riskinin daha yiiksek oldu-
gunu ortaya koydu. 50 yas alt1 bireylerde karaciger kanseri goriilme sikligina dikkat ¢ek-
mek ve gelir diizeyi diisiik hastalarda karaciger kanseri goriilme sikligini azaltmak i¢in

onleme ¢alismalarina ihtiya¢ oldugu bildirilmektedir (Suh vd., 2018).



Bitkiler senelerdir hastaliklarin tedavi etmede ve hastaliklardan korunmada kulla-
nilmaktadir. Kullanilan ilaglarin ¢ogu bitkiseldir ve laboratuvarda ¢ogaltilirlar. Sentetik
ilaglarin sebep oldugu yan etkilerin artmasi sonucu bitkisel kaynakli tedaviler giinlimiizde
daha revactadir. Kanserde fitoterapi metastaz yapmayi, kanserli kok hiicrelerin yok edil-
mesini, bagisikligin desteklenmesini saglamak icin kullanilan bir yontemdir.

Ciris otunun c¢esitli hastaliklarin tedavisi ile ilgili bazi ¢alismalar sunlardir:

Ulkemizde genelde gida olarak kullanilan ¢iris otu tedavi yontemi hatta hastalik-
lardan korunmak i¢inde halk arasinda kullanilan bir bitki ¢esididir. Siit arttirmada, egza-
mada, dermatolojik hastaliklarda, hemoroitte ¢iris otu siklikla kullanilmaktadir (Kurtul-
mus vd., 2009).

Yine, kanserli hiicrelerin arastirildig1 bir ¢aligmada, ¢iris otunun sulu ekstratlari-
nin normal diploid 3T3 fibroblast hiicrelerinde 16semi hiicrelerine (K562 ve HL-60) ki-
yasla daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglara gore, ¢iris otunda bulunan antikanser molekiillerinin segici antilosemik ilag
potansiyeli olabilecegini diisiindiirmektedir (Morad vd., 2015)

Eremurus spectabilis M.Bieb.’un alternatif tipta farkli tiir hastaliklarin tedavi-
sinde yararlanildig1 bilinmektedir. Yapraklarinin ezilmesiyle elde edilen suyun, fungal
hastaliklarin ve egzamanin tedavisinde (Tuzlact ve Dogan, 2010), koklerin kaynatilmasi
ile elde edilen suyun ise, seker hastaliginin tedavisinde kullanildig: bilinmektedir (Tuzlaci
ve Dogan, 2010). Bunun yanisira sa¢ kiran, basur, idrar soktiiriicii, bagisiklik sistemini
arttiricr viicuttaki mikroplari 6ldiiriicii 6zelligi ve antioksidan etkisi vardir. Frengi ve uyuz
tedavisinde kokleri iyice ogiitiildiikten sonra olusan merhem kullanilmaktadir (Baytop,
1984). Yine kokleri igerdigi frukto-oligosakkaritler sebebiyle probiyotik endiistrisi i¢in
Onem arz etmektedir.

Geleneksel olarak Eremurus spectabilis M.Bieb.’1n yapraklar1 mide-bagirsak ra-
hatsizliklarinda kullanilmaktadir. Deneysel olarak indometazin ile indiiklenen ratlar tize-
rine yapilan bir ¢alismada mide tilseri olusturulmustur. Calisma sonunda yapilan analizler
neticesinde ¢iris (Eremurus spectabilis M.Bieb.)’un antiiilser etki gosterdigi tespit edil-
mistir. Eremurus spectabilis M. Bieb. kokleri biiylimeleri sirasinda yiiksek diizeyde fruk-
tan biriktirir. Deneysel karaciger karsinoma olustumak i¢in Dietilnitrozaminin (DEN) ile

ilgili baz1 ¢caligmalar sunlardir:
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Dietilnitrozaminin serbest radikal olusturmasi istenen bir ¢caligmada kisa zaman
icerisinde karacigerde serbest radikallerin olustugu gézlenmistir. Bir bitki olan Altin ¢i-
legin antioksidan kapasitesinin arastirildigi bir ¢alismada DEN ve CCls ile olusturulan
karaciger kanseri modelinde farkli gruplara farkli dozlarda bitki ekstresi ve DEN verilmis
ve sonugta karaciger enzimlerinde, timor markir seviyesinde diisiis oldugu belirlenirken;
antioksidan belirtecleri olan bazi1 enzimlerde diisiis gézlenmistir (Hassan ve vd., 2017).

Amereh vd. (2017), igdenin kanser onleyici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
ratlar DEN ile muamele etmislerdir. Aspartat transaminaz gibi baz1 karaciger biyobelir-
teclerinin seviyelerinde azalma tespit edilmistir. DEN verilmis ratlara, igde bitki ekstre-
leri uygulanmis ve antioksidan etki gostermistir. DEN uygulanan ratlarda hurmanin anti-
timor etkisi arastirilmis ve kontrol gruplarina kiyasla SOD, CAT gibi serbesrt radikal
onleyici enzimlerin lipit peroksidasyon seviyelerinde azalma gdzlenmistir (Khan vd.,
2017).

Dai vd. (2013) yaptiklar1 calismada Scutellaria barbata bitkisinden elde edilen
ekstrelerin DEN verilen sicanlarda karaciger kanserine karsi etkileri incelendigi bir ¢alis-
mada karacigerde malondialdehit seviyesi azalmis oldugu ve bitki estresi uygulanmasi so-
nucu SOD seviyesinde artis gozlenmistir. Bu sonuglara gore ekstrenin karacigerde timor
olusumunu baskilayabilecegi sonucuna varilmigtir

Fahmi vd. (2019), zencefil esansiyel yag1 uygulanan ratlarda DEN toksisitesini
arastirilan bu calismada, zencefil esansiyel yag1 verilenlerde LDL azalirken HDL artmis-
tir. Yine karaciger kanser hattinda zencefil esansiyel yag1 antitiimor etki gozlenmistir.

Karaciger karsinoma ve immiin sistem ile ilgili baz1 ¢galigmalar sunlardir:

Diger taraftan; kanser hiicrelerinde pirimidin ve piirin yapim-yikim olaylar1 so-
nucu olusan degisiklerin arastirilmasi konuya agiklik getirmektedir. Kanser hiicrelerinde
meydana gelen yapim-yikim olaylarinda anahtar enzimlerdeki tekrar diizenlemeyle izah
edilmektedir. Piirin pirimidin metabolizmasina kanserli hiicrelerde bakacak olursak sal-
vage yolunda anahtar enzim aktiviteleri yiikselirken, yikim oldugunda ise baskilandig
goriilmektedir. Bu da kanserli hiicrelerin niikleotid havuzunu korumak i¢indir.

Yapilan ¢alismada enzim aktivitesine bakilan ADA enzimi piirin metabolizmasini
diizenleyen 6nemli bir enzimdir. ADA enzimi 6zellikle adenozinin hiicre i¢i diizenlen-
mesinde mithimdir. Aragtirmalara bakildiginda ADA enziminin genetik seviyede diizen-

lenmesi ya da aktivitesinde baskilanma ile karsilastiginda hiicrede ¢ok 6nemli metabolik
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sorunlar gozlenmektedir. ADA enziminin baskilanmasiyla dATP artis1 olur ve bu da ri-
boniikleotid rediiktazin baskilanmasina neden olur. Bu baskilanma sonucunda immiin
yetmezlik olusur. Piirin yapim yikim olaylarinda ADA enzimi adenozin seviyesini den-
gede tutar.

Literatiirde enzimin salvaj yolu olabilecegi hakkinda farkli fikirler vardir. Bu fark-
liliklarin nedeni farkli kanser tiplerinde ADA enzim aktivitesini artmasi ya da baskilan-
masiyla alakalidir. Yikim enzimi diye nitelendirilen ADA enzimi kimi arastirmaciya gore
salvage enzimidir. ADA enzimi, niikleotidlerin hiicredeki konsantrasyonlarini ayarlar.

Yapilan kanser ¢alismalarinda ADA aktivitelerinde degisik sonuglar gozlenmistir.
Sonuglarda gozlenen bu farkliliklarin nedeni kanserli hiicrelerin programlanmasiyla ala-
kalidir. ADA enzimi T lenfositlerin olgunlasmasinda ve farklilasmasinda gorev alir. Bazi
arastirmacilara géore ADA enzimi immiinitenin belirtecidir ve hastaliklara gére ADA en-
zimi seviyesinde degisim gozlenmistir (Durak vd., 1993).

ADA aktivitesini inceleyen bir¢ok ¢alisma yapilmistir ve sonucunda T hiicresinin
bulundugu hastaliklarda ADA aktivitesinin artttig1 bulunmustur. Karaciger hastaliklari,
tiiberkiiloz, brusella, 16semi gibi hastaliklarda ADA diizeyi yliksek olarak gézlemlenmis-
tir (Gao vd., 2021).

T lenfositlerin aktive edildigi diisiiniilen baz1 hastaliklarin neden olustugu ve na-
sil gelistigi hakkinda ADA enziminin 6nemini gosteren ¢ok fazla calisma yapilmistir.
Stancikova vd. (1998) sistemik lupus eritremotozus hastaligina sahip olan hastalarda
ADA enzimi aktivitesinin sistemik lupus eritremotozusun aktive olmasina neden olabile-
cegini bulmuslardir. Psoriazisli (Sedef hastalig1) hastalarda ilk olarak doku ve plazma
ADA enzim diizeyini ¢ok yiiksek olarak kaydetmisler daha sonra kemoterapi yontemiyle
ADA enzim aktivitesinin azaldig1 gézlenmis. Buda ADA enziminin psoriazis hastaliginin
tedavisinin incelenmesinde kullanilabilir oldugunu gostermistir (Koizumi vd., 1993).

Morisaki vd. (1985), akut ve kronik 16semili hastalarin plazma ADA diizeylerini
tedavi olmamis ya da hastaligin tekrarlamis durumlarinda fazlayken tedavisi tamamlan-
mis hastalarda diisiik bulunmustur. Lenfoproliferatif rahatsizliklarda ADA enzimini
amaglayan tedavi yontemleri kullanilir. Kanseri iyilestirmede kanserli hiicrenin biiyiiytip

cogalmasini engelleyerek kanserli hiicreleri yok etmek asil amactir. Bu amag i¢in kulla-
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nilan tedavi edici ajanlar niikleotid sentezini farkli basamaklarda baskilamis ve DNA sen-
tezini durdurmustur. Bu sekilde farkli kanser tiplerinde farkli enzim aktiviteleri arastiril-
mis olup, bunlardan biride ADA enzimidir.

Bazi ¢alismalarda ADA aktivitesi kanserli hiicrelerde ve dokularda yiikselmisken,
bazi aragtirmalarda azalmistir. Kontrol grubu ile kanserli grup kiyaslandiginda ADA dii-
zeyinin kanserli dokularda yiliksek oldugu saptanmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada se-
rum ADA diizeylerinin tedavinin yaniti konusunda agiklik getirecegi gézlenmistir. For-
meister ve Tritsch (1976) kanser {izerine inceledikleri ¢alismada ADA enzim aktivitesinin
arttigin1 bulmuslardir. Keza, Lal vd. (1987) boyun-bas kanserli dokularda yaptiklari ¢a-
ligmada serum ADA enzim aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla arttigi bulunmustur.
Yine yapilan bu ¢alismada fototerapi ile aktivitenin diistligli tespit edilmistir.

Immiin sistemin elemanlari olan 16kositler sindirim kofullarinda bulunan parcala-
yac1 enzimleri ile fagositoz ettikleri mikroplar1 yok ederler. Insanda MPO-H,0,-halid yo-
luyla viriis, mantar, bakteri gibi hastalik olusturan mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesini
saglayan bir sistemdir (Yamamoto vd., 1991; Aratani vd., 1999; Klebanoff, 2005). Infla-
masyon sirasinda birden fazla 16kosit dokulara geger ve bu dokularda enzimler bulunur.
Bu enzimler fagosite ile hiicreye giren mikroorganizmalar1 yok ederler. Fagositoz sonrasi
NADPH oksidaz yolu oksijeni siiperoksite dondiiriir. Siiperoksit ise SOD enzimiyle hid-
rojen peroksite doniisiir. Hiicre i¢i sindirimin gergeklestigi yer olan fagolizozomda MPO
bulunur ve kloriir varliginda hipoklorik asit olugsmasini saglar. Hipoklorik asit ise bakte-
rilerin lmesini saglar (Kaya vd., 2013).

MPO enzimi H>O> varliginda guanini 8-nitroguanine doniistiirerek DNA’da ha-
sara neden olur (Tuo vd., 2000). MPO’nun katyonik yapis1 sebebiyle asit olan bazi pro-
teinlerle etki olusur. Bu etkiyle MPO yapisinda degisiklikler olusur. Hem immiin sis-
temde hem de doku hasarinda gorevli olan MPO tedavi edici 6zelligi agisindan énemlidir
(Kettle ve Winterbourn, 1991; Klangprapan vd., 2016).

Kaya (2002) insanlarda ¢orek otu tohumunun CD8", CD4" CD3", T lenfositlerinin
ve 10kositlerin tizerine etkileri arastirilmistir. 24-30 yaslar1 arasinda bireylerden uygulama
oncesi kan ornekleri alinip flow sitometrik incelemeler yapilmis daha sonra 4 hafta bo-
yunca bireylere kahvaltida ¢orek otu verilmis ve sonuglar tekrar analiz edilmistir. CD3",
CDS8*, CD4" seviyesinin artt1§1 sonucuna varilmistir. Sonug olarak ¢orek otu tohumunun

hiicresel bagisiklig1 aktive edebilecegi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Bitki Materyali

22.04.2021 tarihinde ¢iris otu (Eremurus spectabilis M. Bieb.) Mus’un Korkut
ilgesine bagli Cinarardi (Pizongan) kdyiinde toplandi (Sekil 3.1).

-

B’ i T Oy clmial oy

e LA R Pl

Lairarmielifiry Pl loaki Boeiniirriee

ST B Tiirkiye

1] ¥ THES

lll‘- B bial

ESawlpr onTi Badhlggee B s s dunlive PO pmomi
Fmbm 1 EREREE vy (F3, 0 740 D
Pldi e S04 0

= Terjrlamins S LR L]

Lanivvnanes wlilinwai LI TS +LEN lll!tll‘-ﬂj
0 alawry Wanalia ERACRT

10 pelan b bannian AL

Faosmio Wasaing AT

Sekil 3.1 Eremurus spectabilis M. Bieb. ve toplandig1 yer



Toplanan ¢iris otu yapraklar birbirinden ayrilmis ve temizlendikten sonra paket-

lenen numuneler -80 °C’de ekstraksiyonun yapilacagi zamana kadar muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2 Eremurus spectabilis M. Bieb. yapraklarinin ayrilmasi ve paketlenmesi

3.2 Etanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Alkol ekstrelerinin hazirlanmasinda, kullanilan alkol konsantrasyonu ekstrenin bi-
yokimyasal profilini etkilemektedir. Vizzotto (2018) elmanin farkli alkol konsantrasyon-
lar1 ile ekstrelerini hazirlamis ve 80:20 (%) oraninda etanol:su kullanildiginda ekstreleri-
nin antioksidan etkisini, %70’lik etenol ve saf etanole gore daha yiiksek bulmuslardir.
Dolayisiyla ¢alismada %80 oraninda etanol kullanilarak etanol ekstreleri hazirlanmistir.
100 g ciris yapragi 500 ml %80 etanol ¢ozeltisi ile blenderdan gegirilip homojenize edil-
mistir. Ornekler oda sicaklikta manyetik karistiricida, etrafi folyo ile sarilarak bir gece
ekstre edilmistir. Daha sonrasi ekstreler once kaba siizgec ile sliziilmiis ve kaba posasi

alimmustir. Olusan siiziintii tiiplere pipetlenmis ve 3500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
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Santrifiijden ¢ikarilan drnekler kaba filtre kagidindan gegcirilip vida kapakli sisede 1s1iktan
korunarak toplanmaistir. Siiziintli evaporatdrde dnce 60 atm basingta 37°C’de evapore edil-
mis ve etanol uzaklastirilmistir. Daha sonra cihazin basinci 18 atmye diisiiriilmiis ve su-
yun buharlagsmasi saglanarak yogunlastirilmis ekstre elde edilmistir. Yogunlastirilmis
ekstre falconlara 15 ml olacak sekilde pay edilmistir. Falconlar bir gece -80°C’de muha-

faza edilip ertesi giin liyofilize edilmistir.

Sekil 3.3 Eremurus spectabilis M. Bieb. Etanol ekstrelerinin hazirlanmasi

3.3 Bitki Ekstresinin Karakterizasyonu ve Nanopartikiil Sentezlenmesi

Bitki ekstreleri santrifiij edilip siiziildiikten sonra elde edilen siipernetant rotary
evaparator ile yogunlugu iki katina ¢ikarildi. Yogun ekstreden 10 ml alinip viyale ko-

nuldu. Bu viyal manyetik karistiricida 5000 rpm’de karisirken {izerlerine sirasiyla farkl
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bagslatic1 olarak amonyum persiilfat (NH4)2S20s, capraz baglayict olarak gluteraldehit
soliisyonu (OHC(CH2)3CHO) ve hizlandirici olarakta N,N,N',N'-Tetrametil etilendiamin
((CHs3):NCH2CH2N(CHs)2) eklendi. Karisim 10000 rpm’de 4 saat bekletildi. Karisimda
renk degisimi oldugunda nanopartikiillerin sentezlendigi kabul edildi. 4 saattin sonunda

karigim 10000 rpm’de santifriijlendi. Santrifiij sonrasinda kalan siiziintii kurutuldu.

Sekil 3.4 Nanopartikiil ekstrelerinin hazirlanisi

3.4 Deney Muamele Semasi

Wistar cinsi siganlar gruplara ayrilmadan 6nce, uygun dozlarin belirlenmesi i¢in
akut toksisite testi uygulanacak ve sigcanlar bu siirecte gézlemlenerek uygun doz belir-
lendi. Akut toksisite testi Organization for Economic Corporation and Development
(OECD) rehberi 425’e gore yapildi. Her grupta 3°er si¢an olacak sekilde 2 grup olustu-
ruldu ve siganlarin canli agirliklar tartilip, 2 ayr1 kafese birakildi. Bir gruba 2000 mg/kg
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Eremurus spectabilis M. Bieb. etanol ekstresi, diger gruba 2000 mg/kg Eremurus spec-
tabilis M. Bieb nanopartikiil etanol ekstresi oral gavaj yoluyla verilerek ratlar 52 saat
gozlemlendi. Herhangi bir 6liim gézlemlenmedi.

Calismada kullanilan siganlar biri kontrol olmak iizere her grupta 6 adet sican ola-
cak sekilde toplam 6 grup olusturuldu.

Normal Kontrol (NK): Herhangi bir muameleye maruz birakilmayacak bu grup-
taki sicanlar standart sican yemi ve musluk suyu ile beslendi.

Kanser Kontrol (KK): Bu gruptaki sicanlar %0.9 fizyolojik suda ¢6ziinmiis ayda
bir kez 150 mg DEN/kg viicut agirlig1 ile haftada bir kez 200 mg TAA/kg viicut agirhigi
intraperitonel (ip) olarak muameleye tabi tutuldu, standart sigan yemi ve musluk suyu ile
beslendi.

Kanser+50 mg/kg Liyofilize Bitki Ekstresi (KLBE1): Bu gruptaki si¢anlar %0.9
fizyolojik suda ¢ozlinmiis ayda bir kez 150 mg DEN /kg ile haftada bir kez 200 mg
TAA /kg viicut agirligi (ip) ve giinliilk 50 mg /kg viicut agirhigr liyofilize bitki ekstresi
agizdan gavaj yontemi (gv) ile verildi, standart sigan yemi ve musluk suyu ile beslendi.

Kanser+100 mg/kg Liyofilize Bitki Ekstresi (KLBE2): Bu gruptaki si¢anlar %0.9
fizyolojik suda ¢ozlinmiis ayda bir kez 150 mg DEN /kg ile haftada bir kez 200 mg TAA
/kg ve giinliik 100 mg /kg viicut agirlig liyofilize bitki ekstresi agizdan gavaj yontemi
(gv) ile verildi, standart sigan yemi ve musluk suyu ile beslendi.

Kanser+50 mg/kg Nanopartikiil Bitki Ekstresi (KNBE1): Bu gruptaki siganlar
%0.9 fizyolojik suda ¢oziinmiis ayda bir kez 150 mg DEN/kg ile haftada bir kez 200 mg
TAA /kg (ip) ve glinliik 50 mg/kg viicut agirligi nanopartikiil bitki ekstresi agizdan gavaj
yontemi ile verildi, standart sican yemi ve musluk suyu ile beslendi.

Kanser+100 mg/kg Nanopartikiil Bitki Ekstresi (KNBE2): Bu gruptaki siganlar
%0.9 fizyolojik suda ¢oziinmiis ayda bir kez 150 mg DEN/kg ile haftada bir kez 200
mg/kg Tiyoasetamid (TAA) intraperitonel (ip) ve giinliik 100 mg/kg viicut agirlig1 nano-
partikiil bitki ekstresi agizdan gavaj yontemi (gv) ile verildi olup, standart sican yemi ve
musluk suyu ile beslendi.

Normal kontrol grubu disindaki sicanlara %0.9 fizyolojik tuzlu suda ¢oziinmiis
150 mg DEN/kg ayda bir doz (ip) olarak uygulandi. DEN uygulamasindan 2 hafta sonra

sicanlara periyodik olarak TAA uygulamasina maruz birakildi ve %0.9 fizyolojik suda
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¢oziinmiis 200 mg TAA /kg viicut agirhig i.p. yontemi ile 10 hafta boyunca haftada 1
kez uygulandi.

Sekil 3.5 Liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstrelerinin deneysel uygulama asamasi

3.5 Deney Hayvanlar

Arastirmanin canli materyalini 36 adet, 181-258 g agirliginda Wistar albino 1rki
erkek sicanlar olusturdu. Ratlar 22+2°C oda sicakliginda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
151k periyodunda standart plastik kafeslerde muhafaza edildi. Hayvanlara standart yem ve
icme suyu verildi. Siganlar Van Yiiziincii Yil Universitesi Deney Hayvanlart Uni-
tesi’nden temin edildi ve uygulamalar ayn1 merkezde yapildi. Ratlar ¢alisma baslangi-
cinda tartilarak ve miimkiin olabildigince agirlik bakimindan esit dagilimli olacak sekilde
gruplara ayrildi. Yapilan calismalarda parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en

aza indirilmesi i¢in gerekli biitiin 6nlemler alindiktan sonra uygulamaya geg¢ildi.

3.6 Doku Homojenizasyon Islemlerinin Gerceklestirilmesi

Derin dondurucuda (-80°C) bekletilen siganlarin dalak ve akciger dokular1 oda
sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak ¢6ziinmesi saglandi. Dokularda ekstraksiyon
islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi. Ekstraksiyon icin genel doku homojenizasyon
tamponu (50 mM KH>PO4, 10 mM EDTA, pH:7.4) hazirlanarak 500 mg doku hassas

terazide tartild1 ve iizerine 5 mL soguk tampon eklendi. Dokular 15-20 sn homojenizator
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yardimiyla ezildikten sonra ultrasonik homojenizatérde 3-5 dakika homojenize edildi.
Homojenat 10000 rpm’de +4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Dalak ve akciger dokusun-
dan elde edilen berrak siipernatantlar analizler i¢in hazir hale getirildi (Inoguchi vd.,

1994; Marklund, 1990).

3.7 Analizlerin Yapilmasi

Adenozin deaminaz (ADA) ve miyeloperoksidaz enzim aktivitelerine dalak ve ak-
ciger dokularinda tespit edildi. Flow sitometrik incelemede ise kanda lenfosit subsetlerini

(CD3", CD4" ve CD8") tayin etmek i¢in Coulter Epic XL flow sitometri cihazi kullanildi.

3.8 Flow Sitometrik inceleme

K3 EDTA’l standart kan sayim tiiplerine alinan kan 6rneklerinin flow sitometrik
analizi i¢in kan ornekleri dncelikle bir Coulter Immunoprep Leucocyte Preparation Sys-
tem (Q prep) cihazindan gecirildi. Q prep cihazindan gegirilen hiicre preparasyonunun
100 pl’sine lenfosit subsetleri i¢in monoklonal antibadilerin 20 pl’si (Immunotech Kid
No: PN IM0747) ilave edilir ve 15 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibasyona tabi
tutuldu.

Monoklonal antibadiler FITC (fluorescein isothiocyanate) ve PE (phycoerythrin)
ile konjuge edildi. Konjuge monoklonal antibadilerden CD3"-FITC dolagimdaki olgun T
lenfositlere, CD4"-FITC/CD8"-PE ise yardimci ve sitotoksik T hiicrelerine 6zgiidiir.

Antibadilerle etiketlenmis hiicreler bir Coulter Epics XL II flow sitometri cihazi
kullanilarak analiz edildi. Analiz sonras1 hiicrelerin mutlak sayilar1 hesaplandi. Calisma

sonucunda elde edilen bulgular yiizde artis ve eslestirilmis t-testi ile degerlendirildi.

3.9 Dokuda Miyeloperoksidaz (MPO) Enzim Tayini

Doku siipernatant miyeloperoksidaz enziminin aktivite dl¢limii i¢in Bradley vd.

(1982) tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir. Bu yontem:
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Doku homojenat tamponu (GDH): 250 ml igin

1.7 g KHz PO4 (50 mM)

0.73 g EDTA (10 mM)

Yukaridaki ¢dzeltiler hassas terazide tartilip bir kaba birakildi. Uzerine 200-220
ml dH>O (saf su) birakilip iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra pH: 7.4’e ayarland1 (HCI
ve NaOH ile) ve en sonunda tampon 250 ml’ye tamamland1

Ol¢iim karisim: 50 mM KH,PO4 pH 6's1 (MA: 136.09) olan 0.167 mg/ml o-
dianizidin-HCI ve % 0.0005 H>O» i¢eren 45 ml 6l¢iim karisimi asagidaki gibidir.

A-0.167 mg/ ml o-dianizidin-HCI 45 ml: (MA: 280.752), 7.5 mg (~0.6 mM) o-
dianizidin-HCI,

B- % 0.0005 H20> (% 30'luk’tan) 45 ml: 83,3 ul % 30'luk’tan alinip 500 ml ye
tamamlandi, ardindan bundan 4.5 ml alindi.

C-50 mM KH2PO4 pH: 6: 0.3062 g KH>PO4 alindi. Bu ii¢ tartim alindi, 40 ml'de
¢ozdiiriildii, pH 6'ya ayarlandi ve 45 ml’ye tamamlandi. Once Fosfat tamponu 35 ml ha-
zirlandi. 35 ml'lik ¢ozeltiye A ve B deki miktarlar kadar eklendi. pH 6.0 ayarlandi. Son
hacim 45 ml’ye tamamlandi.

Olciim: 3 ml kuarz kiivette, asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun sekilde

karistirilarak 6l¢tiim yapildi (Bradley vd., 1982).

Cizelge 3.1 Numunelerin Okumaya Hazirlanma Asamalar1 (MPO enzimi i¢in)

Kor Numue Son Konsantrasyon
52 mM KH;POu:
Ol¢iim Karisimi 2.880 ml 2.880 ml 0.17 mg/ ml o-dianizidin-
HCI: % 0.0005 H202
Numune - 0.120 ml -
Homojenat Tamponu 0.120 ml - -

Esitlik 3.1°de elde edilen absorbanslar degerleri yerine konarak hesaplama ya-

pildi.

ADA Aktivitesi(/U /L) = An——Anl; x StandartKonsantrayon

Ast — Ast (3_1)
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An: Numunenin absorbansi

Ank: Numune koriiniin absorbansi

Ast: Standardin absorbansi

Astk: Standart koriiniin absorbansi

NOT: Cikan sonuglar EU /mg doku X seyreltme faktorii olarak ifade edilir (mg doku: 3

ml kiivete pipetlenen homojenattaki miktardir).

3.10 Dokuda Adenozin Deaminaz Enzim Aktivite Tayini

Doku siipernatant adenozin deaminaz enziminin aktivite 6l¢iimii i¢in Giusti ve
Gakis (1974) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Bu yontemde; substrat olarak ade-
nozinin kullanilmasiyla agiga ¢ikan amonyagin alkali ortamda sodyum hipoklorit ve fenol
ile reaksiyona girerek koyu mavi renkli indofenol seklini almast ADA aktivite diizeyi
Ol¢limiiniin prensibini olugturur. Sodyum nitroprussid ikinci reaksiyon i¢in katalizdr ola-
rak kullanildi. Amonyak konsantrasyonunun degisimiyle orantili olarak indofenol olusu-
muda (mavi rengin siddeti) degisti.

1-Fosfat Tamponu: (50 mM, p:H 6.5) 4.73 gr NaHPO4+*H,O ve 5.62 g
NaHPO4*12H,0 tartildi. dH>O (Distile/saf su) ile ¢ézdiiriildii ve son hacmi 1000 ml’ye
tamamlandi.

2-Adenozin Cozeltisi: (21 mM, S0 mM fosfat tamponu pH:6.5) 25 ml’lik balon
jojeye ~140 mg adenozin konulup 15 ml fosfat tamponu ilave edildikten sonra sicak su
banyosuna yerlestirildi. Arasira karigtirilarak tamamen ¢oziiliinceye kadar sicak su ban-
yosunda bekletildi. Ardindan musluk suyu altinda sogutuldu. pH: 6.5’a ayarland1 ve fos-
fat tamponu ile 25 ml’ye tamamlandi.

3-Amonyum Siilfat Stok Cozeltisi: (15 mM (NH4)2SO4) 1.982 g anidrat amon-
yum siilfat dH>O (Distile/saf su) ile ¢oziilerek son hacmi 1000 ml’ye tamamlanda.

4-Amonyum Siilfat Standart Cozeltisi: (75 pM (NH4)2S04) 0.5 ml amonyum
stilfat stok ¢ozeltisinden alinip fosfat tamponu ile 100 ml’ye ayarlandi.

5-Fenol-Nitroprussiyat Cozeltisi: (106 mM Fenol, 0.17 mM Na nitroprussi-
yat) 10 g fenol ve 50 mg Na nitroprussiyat 500 ml dH,O (Distile/saf su)’da ¢ozdiiriildi

ve son hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

37



6-Alkali Hipoklorit Cozeltisi: (11 mM NaOCI, 125 mM NaOH) 125 ml 1 N
NaOH ve 16.4 ml %5 hipoklorit (camasir suyu) ¢ozeltisi karistirilip hacmi 1000 ml’ye
tamamlandi (kullanilan hipoklorit ¢ozeltisi yaklasik %5 w/v NaOCI ihtiva etmektedir).
Buradaki klor miktari tayin edilerek %5 klor bulunduran ¢6zelti hazrilanmis ve bu ¢ozelti
kullanilmaistir.

Calismada kullanilan tiiplerin her birine 1 ml Adenozin tampon ¢ozeltisi alindi.
Daha sonra numune tiipiine 50 ul supernatant, standart tiipiine 50 pl standart ¢ozelti, nu-
mune korii ve standart kori tiiplerine 50 pl distile su ilave edildi. Tiiplerin agizlar1 para-
film ile kapatilarak karistirildi ve 37 °C’deki su banyosunda 60 dakika inkiibasyonda tu-
tuldu.

Cizelge 3.2 Numunelerin okumaya hazirlanma agamalari (ADA enzimi i¢in)

Reaktifler Numune Numune Korii Standart Standart Kor
Adenozin ¢ozeltisi (ml) 1 ml 1 ml - -
Ornek (pl) 50 - - -
Standart ¢ozeltisi (ul) - - 50 wl -
Fosfat tamponu (ml) - - 1 ml 1 ml
Distile su (ul) - - - 50 ul

Tiipler karistirilip agizlart parafilm ile kapatilir, +37°C su banyosunda 60 dk inkiibe edildi.

Fenol-Nitroprussiyat Cozeltisi(ml) 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml
Ornek (pl) - 50 pl (dH20) - -
Alkalihipoklorid (ml) 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml

Tiipler karistirilip +37°C su banyosunda 30 dk inkiibe edildi ve 640 nm’de Distile suya karsi okundu.

Inkiibasyon sonunda biitiin tiiplere 1.5 ml fenol renk ayiract ve 1.5 ml alkali hi-
poklorit ayiraci ilave edildi. Tiipler 37 °C’deki su banyosunda 15 dakika inkiibasyondan
sonra su banyosundan ¢ikarilarak tiiplerin absorbansi 3 dakika boyunca 15 saniyede bir
kaydedildi.

Esitlik 3.2°de absorbans araligindaki azalmanin lineer oldugu kisimdan dakika ba-

sina absorbans azalmasi tespit edilerek EU hesaplandi.

Hesap: EU = (A / 0.0394) x Seyreltme faktori (3.2)
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NOT: Cikan sonuglar EU /mg doku X seyreltme faktorii olarak ifade edilir (mg doku: 3

ml kiivete pipetlenen homojenattaki miktardir).
3.11 Istatistiki Analizler

Ortalama ve standart sapma (X + SD) Minitab Istatistik Yazilim hazir program
kullanarak standart metotlara gore, grup ortalamalar1 arasindaki fark ise Paired Sample T

testi kullanilarak ortaya konuldu. Testlerin 6nem derecesi, p<0.05 olan degerler istatis-

tiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Flow Sitometrik Analizler

On haftalik ¢iris otu liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstreleri uygulama sonra-
sinda sakrifiye edilen ratlardan alinan kan 6rnekleri ile CD3", CD4" ve CD8" degerleri ve

CD4"/CD8" oranlarinin istatistiksel analizlere ait sonuglar1 Cizelge 4.1°de yer almaktadir.

Cizelge 4.1 Ciris otu liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstrelerinin immiin sistemin bazi
hiicresel unsurlari iizerine etkileri

T lenfosit
CD3"* CD4* CD8* CD4*/CD8"*
Gruplar
NK
81.57+8.99 35.79+6.95 17.97+3.53 2.05+0.58
X+SD
KK
80.29+6.53 34.59+5.69 17.34+5.62 2.21+0.88
X+SD
KNBEL 74.03+£9.33 28.7+7.48 13.25+3.80 2.16+0.55
X+SD
KNBEE 61.79+11.17%b 27.67+6.09%P 12.91+£6.24 *b 2.58+1.23
X +SD
KLBEI 63.77+6.31%P 35.19+£3.40 13.3442.64*P 2.60£0.50
X +SD
KLBE2 78.03+£8.57 37.31+£5.60 16.76+5.82 2.50+0.93
X+ SD

2 NK grubu ile karsilastirilmasinda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
b: KK grubu ile karsilagtirilmasinda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstreleri uygulanan muamele gruplarinin NK ve
KK gruplan ile karsilastirilmasi neticesinde elde edilen bulgulara gore; CD3™ seviyesi
hem NK grubuna hemde KK grubuna gére KNBE2 ve KLBEI gruplarinda azalma ista-
tistiki olarak anlamli (p<0.05) tespit edilirken, diger muamele gruplardaki azalma istatik-
sel acidan anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi yardimer T hiicrelerin (CD4) seviyesindeki degi-
sikliklerin gruplar aras1 mukayese sonucunda elde edilen sonuglara gore; KK grubunun

NK grubuna kiyasla azalis istatistiki olarak anlamsiz diizeyde olmugstur (p>0.05). Ancak,



KNBE1 ve KNBE2 gruplarin ise KK’ya gére ve KNBE2 grubunun NK grubuna gore
azalig istatistiki agidan anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.

Sitoksik T hiicrelerine (CD8+) bakildiginda ise KK grubu NK’a kiyasla azalmis
ama bu azalma istatiksel agidan anlamli bulunmamistir. Diger yandan, KNBE2 ile
KLBE1 gruplarinin ise hem NK grubuna hemde KK grubuna gore azalis istatistiki agidan
anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilirken, diger gruplarin kiyaslanmasinda ise degisiklikler
istatistiki a¢idan anlamli bulunmamuistir.

CD47/CDS8" oraninda ise NK grubuna gore KK grubundaki artis ile her iki ekstre
muamele gruplarinin artis diizeyi de hem NK grubu ile hemde KK grubu ile karsilastiril-

masinda meydana gelen artiglar istatiksel agidan anlamli bulunmadi (p=>0.05).

4.2 Adenozin Deaminaz (ADA) ve Miyeloperoksidaz (MPO Enzim Aktivitesi)

On haftalik ¢iris otu liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstreleri uygulama sonra-
sinda sakrifiye edilen ratlardan alinan akciger ve dalak dokular1 ile enzimatik immiin sis-
temin unsurlarindan olan Miyeloperoksidaz (MPO) ve Adenozin deaminaz (ADA) enzim
aktivitelerinin istatistiksel analizlere ait sonuglari sirasiyla Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3°de

yer almaktadir.

4.2.1 MPO Enzim Aktivitesi

Cizelge 4.2 Ciris otu liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstrelerinin bazi dokularin enzima-
tik immiin sistemin unsurlarindan olan Miyeloperoksidaz (MPO) aktivite-
leri tizerine etkileri

Dokular

Dalak (U/g) Akciger (U/g)
Gruplar
NK
N = .
X+ SD 1443.1£237 1190.3+290.4
KK
S5+229.22 8+

X+ SD 1570.5+229.2 1442.8+218
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Cizelge 4.2 Cirig otu liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstrelerinin baz1 dokularin enzi-
matik immiin sistemin unsurlarindan olan Miyeloperoksidaz (MPO) ak-
tiviteleri iizerine etkileri (devam)

?iBSES 1804334 1374.1=118®
?iBs% 1854.3+255" 14814308

EZB;; 1872.74137.5" 1763.3153.7°
iLiB;; 18204361 1348.24237.4

2 NK grubu ile karsilastirilmasinda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)
b: KK grubu ile karsilastirilmasinda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Nanopartikiil bitki ekstresi uygulanan gruplarda: dalak dokusunda NK’ya gore
KK’da anlamli (p<0.05) derecede azalma tespit edilirken, KK grubu ile kiyaslandiginda
KNBE?2 grubu istatiksel agidan anlamli bulundu.

Akciger dokusunda ise NK grubunda meydana gelen MPO aktivitesindeki artig
KNBE1 ve KNBE2 gruplarinda istatiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunurken, KK ile
KNBE1 ve KNBE2 gruplarmin kiyaslanmasinda MPO aktivitesi istatiksel agidan anlamli
bulunmadi.

Liyofilize bitki ekstresi uygulanan gruplarda: dalak dokusunda ise NK ile KK ara-
sinda istatistiki acidan anlamli (p<0.05) artis tespit edilirken, KK ile kiyaslandiginda
KLBEI1 grubundaki artis istatiksel olarak anlamli oldu.

Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi akciger dokusunda NK grubuna gore KLBE2
gruplarinda MPO aktivitesindeki artis anlamli tespit edilirken, KLBE1 grubu ise KK gru-

buna gore istatistiki agidan anlamli artmustir.
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4.2.2 Adenozin Deaminaz Enzim Aktivitesi

Cizelge 4.3 Ciris otu liyofilize ve nanopartikiil bitki ekstrelerinin bazi dokularin enzima-
tik immiin sistemin unsurlarindan olan adenozin deaminaz (ADA) aktivite-
leri iizerine etkileri

Dokular Dalak (U/g) Akciger (U/g)

Gruplar

zli o 3.80+0.48 4317
ili - 1.75+0.46 1.01+0.472
fiBS% 5.80+1.60" 6.67+1.82
fiBSES 7.30+1.90 7.0+1.89
iLiBSEDl 3.30£0.60? 3.70+8.0
iLiBSEIi 4.05+1.01 4.04£2.0

2 NK grubu ile karsilastirilmasinda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)
b: KK grubu ile karsilastirilmasinda fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05)

Nanopartikiil bitki ekstresi uygulanan gruplarda: Dalak dokusunda KK ile nano-
partikiil bitki ekstresinin verildigi gruplar arasinda ADA aktivitesinde anlamli bir artis
tespit edildi (p<0.05). KK ile diger gruplar kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamad.

Akciger dokusunda NK’ya gére KNBE1 ve KNBE2’deki ADA aktivitesinde artis
istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Yine NK ile KK grubu arasindaki fark énemli olup,
aradaki fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Liyofilize bitki ekstresi uygulanan gruplarda: Dalak dokusunun ADA enzim akti-
tesi KLBE1 grubunun NK ile kiyaslanmasinda istatiksel olarak anlamli azalig bulunur-
ken, KK grubu ile karsilagtirlmasinda ise anlamli bir degisiklik bulunamadi. Cizelge
4.3°da gortildiigii gibi akciger dokusunun ADA enzim aktitesinin gruplar arasinda yapilan
kiyaslanmada KK’ya gore KLBE1 grubunda istatiksel olarak anlamli bir sonug¢ bulunur-

ken, KLBE2 grubu ise NK’ya gore istatistiki agidan anlamli tespit edilmistir.

44



5.  TARTISMA VE SONUC

5.1 Bitki Materyali

Ulkemiz bitki ¢esitliligi yoniinden énemli bir yere sahiptir. Bu bitkilerin &zellikle
cesitli hastaliklarda tedavi edici 6zelliklerinin bilimsel bir sekilde ortaya konmasi oldukca
onemlidir. Son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarda Eremurus spectabilis M. Bieb. ekst-
relerinin antioksidan, mide koruyucu, sitotoksik, antifungal ve apoptotik etkileri oldugu
bilinmektedir. Ciris otunun indirgeme kuvveti, serbest radikal giderme aktivitesi, fenolik
madde igerigi ve metal selatlama aktivitesi i¢cin dnemli bir kaynak oldugu bulunmustur.
Ciris otunun i¢indeki C vitamini bollugundan immiinite i¢in ¢ok énemli oldugu, egzama,
sivilce ve idrar yolu enfeksiyonunu ise hizl bir sekilde iyilestirdigi bulunmustur.

Kanser, Diinya Saglik Orgiitii'niin yaptig1 bir calismaya gore 70’1i yaslardan 6nce
meydana gelen 6liimlerin baglica sebebidir. Diinyada kanser insidansi ile 6liim orani git-
tikgce artmaktadir. Diinyada 6nemli bir saglik sorunu olan karaciger kanseri kadinlarda
altinci sirada yer almaktadir. Erkeklerde ise ilk beste yer alan kanser tiiriidiir. Kanser ne-
deniyle meydana gelen dliimlerin ikinci sebebidir (Jemal vd., 2011). HSK insidansi etnik
gruplar, cografik bolgeler ve cinsiyetler arasinda degisiklik gosterir. Hiicreler, kimyasal
karsinojenlere, radyasyona ve bazi virlislerle temasa gectiklerinde mutasyona ugrayabilir,
hiicrenin kontrolsiiz biiyiimesine yol acan transformasyona ugrayabilir ve tiimor gelise-
bilir. Bagisiklik sistemi tarafindan taniman kanser hiicreleri genel olarak yok edilirken;
bagisiklik sisteminden gizlenebilen hiicreler kacarak ve yasayabilirler. Bagisiklik siste-
minden kacarak mikro ¢evreye uyum saglayabilen bu tiimor hiicreleri, direngli hale gele-

bilirler.

5.2 Deneysel Muamele

Dietilnitrozamin (DEN) deney hayvanlarinda tiimér olusumu i¢in kullanilan bir
bilesiktir (Tolba vd., 2015). DEN uygulamasindan sonra karaciger kanseri olusturmak
icin uygulanan doz, ratlarin yas1 ve cinsiyet se¢imi oldukc¢a 6nemlidir (Heindryckx vd.,
2009). Farelerin yasmin kiigiik se¢ilmesinin nedeni, karaciger hiicrelerinin hizli boliin-
mesi sonucu karaciger kanserinin olusumunun daha hizli meydana gelmesidir (Vesseli-

novitch ve Mihailovich 1983). Keza, karaciger kanseri ¢aligmalarinda deney hayvanlar



olarak ratlarin secilmesinin sebebi insanlarla genetik benzerlikleri, kisa dmiirlii olmalar
ve iireme Ozellikleridir (Heindryckx vd., 2009).

Kanserin nedenleri ve tedavi yontemleri sonuglarinin takibi i¢in in vitro ve in vivo
olarak bir¢ok caligma yapilmaktadir. Kanser arastirma calismalarinda deneyler i¢in ol-
dukca uzun siireler gereklidir. Karakurt (2018) 21 haftalik, Moreira vd. (2015) 10 hafta,
Vuran (2021) 24 hafta devam eden ¢aligmalar yapmislardir. Bizim ¢aligmamizda litera-
tiirde yer alan diger calismalara benzer olarak 10 hafta siirdiigiinden deneysel muamele
i¢in makul bir stiredir.

DEN verilen deney hayvanlarinda canli agirliklarinda azalma gozlenirken kara-
ciger agirliklarinda artma goézlenmektedir (Ding vd., 2017). Calismamizda hayvanlarin
haftalik viicut agirliklarina bakildiginda DEN ve TAA uygulanan gruplarda normal kont-
role gore azalma gozlenmistir. DEN ve TAA’’nin bdyle bir etkisinin sebebinin kesin ola-
rak bilinmemekle birlikte deneysel hepatoselliiler karsinom sonucunda hiicrelerin meta-
bolik olaylarinin hizlanmasiyla veya istah kesilmesiyle bdyle bir durumun ortaya ¢iktigi
sOylenebilir.

Yapilan bir calismada kanser grubunda normal kontrole gore agirlikta azalma ol-
dugu fakat buna karsilik karaciger agirliginda artma oldugu gézlenmistir (Salimi vd.,
2021). Dolayisiyla, bu ¢alismanin bu sonuglari ¢alismamizin sonuglari ile uyumludur.

Ratlarda deneysel olarak DEN ile indiiklenen hepatoselliiler karsinogenezis siire-
cinde ciris otu bitki ekstrelerinin bagisiklik sisteminin enzimatik unsurlarindan ADA ve

MPO dalak ve akciger dokular tizerine etkilerinin arastirilmasi sonuglari ile ilgi olarak,

5.3 Adenozin Deaminaz

ADA enzimi piirin metabolizmast i¢in ¢ok 6nemli bir enzimdir. Reaksiyonlar so-
nucu olusan adenozin ya da deoksiadenozini inozin veya deoksiinozine doniistiirmekte-
dir. Olusan bu deaminasyon reaksiyonu geri doniisiimsiizdiir ve hiz sinirlayicidir.

Kanserli dokularda ve hiicrelerde ADA enzim aktivitesinin incelendigi bir¢ok ¢a-
lisma vardir. Bu ¢alismalar neticesinde oldukga farkli sonuglar elde edilmistir. Bazi aras-
tirmacilar kanserli hiicrelerin ADA enzim aktivitesini arttig1 sonucuna varmislardir (Ko-

izumi vd., 1993; Durak vd., 1993).
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Yapilan bazi kanser ¢aligmalarinda ise (mesane, cilt, meme kanseri) ADA enzi-
minin artmasinin salvej yolu i¢in 6nemli oldugunu tespit etmislerdir. Buna karsin yapilan
bazi aragtirmalarda, bag-boyun, mide ve girtlak kanserinde ADA enzim aktivitesinin azal-
dig1 tespit edilmistir (Durak vd., 1993). Azalan ADA aktivitesinin piirin metabolizma-
sinda bir yikim enzimi gibi ¢alistigin1 dngdrmiislerdir.

Kanserli hiicredeki genlerin yeniden diizenlenmesiyle birlikte enzimlerde degi-
simler meydana gelir. Kanser hiicrelerindeki enzim aktivitelerinin incelenmesi kanserli
hiicrelerin durumu hakkinda bizleri bilgilendirir. Enzimlerin aktivitelerinde meydana ge-
len artip azalmalar malign hiicrede olusan yeniden programlanmis kalitimsal bilgi hak-
kinda bize haber verir (Balkan, 2019). Yapilan bazi calismalarda ADA aktivitesinin kan-
ser evresiyle dogru oranda arttigini ileri stirmiislerdir. Sufrin vd. (1978) mesane kanserli
hastalarda goriilen artigin kanserin evresiyle dogru orantili oldugunu tespit etmistir. Ay-
rica akciger kanserli hastalarin ameliyattan sonra ADA enzim aktivitesi diizeyinde azalma
gozlemlemislerdir. Bagka bir ¢alismada ise radyoterapi verilen hastalarin ADA enzim ak-
tivitelerinin ¢ok biiyiik oranda azaldig1 saptanmistir (Nishihara vd., 1970).

Bizim calismamizda ise ratlarda DEN ve TAA ile olusturulan karaciger kanseri
dokularinda ADA enzim aktivitesi 6l¢iilmistiir. Calismamizda TAA ve DEN uygulan-
mayan normal kontrol, DEN ve TAA uygulanan fakat bitki ekstreleri uygulanmayan kan-
ser kontrol, DEN, TAA ve bitki ekstreleri (liyofilize ve nanopartikiil) uygulanan tedavi
edici gruplar bulunmaktadir. Bu gruplarda akciger ve dalak dokusunda ADA enzimi ak-
tivitesi tayin edilmistir. Edinilen sonuglara gore ilk olarak liyofilize olarak verilen ¢iris
otu bitki ekstre gruplar1 ile normal ve kanser kontrol kiyaslanacak olursa; akciger doku-
sunda normal kontrole gore kanser kontrol grubu azalmis buna karsin kanser+liyofilize
50 mg/kg (KLBE1) ve kanser+liyofilize 100 mg/kg (KLBE2) gruplar1 artmistir. Fakat bu
artma istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Dalak dokusunda da normal kontrole gore
KK azalmig, KLBE1 ve KLBE2 KK’ya gore artmistir. Fakat bu dokuda KLBE1 grubu
ile NK arasindaki fark anlamli olarak bulunmustur (p<0.05).

Ciris otunun nanopartikiil bitki ekstresi verilen gruplardan alinarak incelenen ak-
ciger ve dalak dokusunda ADA enzim aktivitesi ise; akciger dokusunda kanser kontrol
normal kontrole kiyasla 6nemli oranda azalmistir. Fakat kanser+nanopartikiil 50 mg/kg
(KNBE1) ve kanser+nanopartikiil 100 mg/kg (KNBE2) gruplar1 ise normal kontrole gore

anlaml olarak artmistir. Dalak dokusunda da akciger dokusuna benzer olarak kanser
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kontrol normal kontrole gore azalirken, KNBE1 ve KNBE2 gruplari artmistir ve bu artis
istatiksel agidan anlamlidir.

Literatlir taramas1 yapildiginda ADA enzim aktivitesinin arttig1 veya azaldigi
bir¢ok kanser ¢alismasi vardir. Durak ve arkadaslart meme ve mesane kanserli hastalarin
kanser dokusunu arastirmis ve ADA enzim aktivitesinin artmis oldugunu gézlemlemis-
lerdir. Yine yapilan calismada larenks kanseri olan hastalardan alinan kanser dokularinda
ADA enzim aktivitesin azaldigi tespit edilmistir (Durak vd., 1993).

Literatiirdeki diger aragtirmalara bakildiginda bu modelde deneysel hepatosellii-
ler karsinoma olusturlan ratlarda ADA enzim aktivitesindeki degisiklikleri yapan bir ¢a-
lismaya rastlanilmagindan bu calismada elde edilen sonuglar1 karsilastirma firsat1 ve olu-
san degisimler hakkinda bir genelleme yapilmas1 imkansizdir. Ancak, kanser ¢esitleri ara-
sinda ADA aktivitesinde meydana gelen bu tiir degisiklikler muamelelerin seyri hakki-
nada iyi bir bilgi verebilir.

Bu bilgiler 1s181nda bu tiir hastaliklarin teshisi ve tedavisi sirasinda elde eilen so-
nuglarin yorumlanmasi ile kiymetli bilgiler saglamaktadir. Calismamizda edinilen sonug-
lara gére ADA aktivitesinin kanser grubunda normal kontrole gore azaldig tespit edil-
mistir ve tedavi gruplarinda ise kanser kontrole gore artmistir ve bu sonuglar anlamli bu-
lunmustur. Bu sonuglara enzim aktivitelerinde KNBE1, KLBE1 ve KNBE2 gruplar1 kan-
ser kontrole gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Girtlak kanseri ile ilgili yapilan
calismada ADA aktivitesi tipki bizim ¢alismamizdaki gibi kanser grubunda azalmaistir.
Buda bu kanser tiirlerinde niikleotidleri korumanin bir yolu oldugunu ve ADA enziminin
plirin metabolizmasinda ksantin oksidaz gibi bir yikim enzimi oldugunu ileri siirtilebilir

(Durak vd., 1993).

5.4 Miyeloperoksidaz

Reaktif oksijen tiirlerinin énemli bir kaynagi nétrofillerdir. Thtiva ettikleri
NADPH oksidaz ile O2’yi siiperoksit radikaline ¢evirir. Siiperoksit radikali ile olusan
H>02 MPO enzimi ile hipoklorik asit olusumunu saglar. Olusan bu hipoklorik asit ise hem
proteinleri ve sitokromlarin inaktive edilmesininde, amino asitlere ve proteinlere karsi
sitotoksik etki gostermesininde, siilfitlerin oksidasyonunun saglanmasinda gorev alir

(Maruyama vd., 2004).
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Bu ¢alismada DEN ve TAA ile indiiklenen hepataseliiler karsinomda ¢iris otu
bitki ekstrelerinin 10 haftalik uygulanmasindan sonra dalak ve akciger dokularinda MPO
enzim aktivitesi arastirildi.

Uchida ve arkadaslarinin fareler {izerinde parasetamol toksisitesi olusturarak in-
celedikleri ¢aligmada toksisite edilen gruplarda MPO diizeyinde artis gozlenmistir. Calis-
mada karaciger MPO nun artmasinin karacigerde meydana gelen hasarla alakali oldugu
sonucuna varilmistir. Yine incir ¢ekirdeginin tedavi grubu olarak kullanilmasina dayanan
bir toksisite deneyinde toksisite grubunda MPO artisinin gézlendigini ve incir ¢ekirdegi
yag1 uygulanan grupta ise azaldig1 gézlenmis olup, bu etkininde incir ¢ekirdegi yaginin
noétrofil goglinii azalttigina dair bir yorumda bulunmuslardir (Uchida vd., 2017)

Calismamizda liyofilize bitki ekstresi verilen gruplarda MPO aktivitesi (KLBEI,
KLBE?2) hem akciger hem de dalak dokusunda normal kontrole gore kanser kontrol grubu
artmistir. KLBE1 grubu kanser kontrole gore artmig olup istatiksel olarak anlamli bulun-
mustur. Bu da literatiirdeki bilgileri destekler niteliktedir. Dalak dokusunda ise yine kan-
ser kontrol, KLBE1 ve KLBE2 normal kontrole gore artmistir. Fakat bu artis anlamli
degildir (p<0.05). KLBEI1 kanser kontrole gdre artmis ve istatistiki agidan anlamlidir.
Fakat tedavi grubunun artmis olmasi noétrofillerden kagisin olmadigi anlamina gelebilir.
Calismamizda nanopartikiil bitki ekstresi verilen gruplarda MPO enzim aktivitesi akciger
dokusunun normal kontrol ile kiyaslandiginda kanser kontrolde istatisitiki olarak anlamli
yiikselmistir. Buda akcigerde meydana gelen hasar sonucu nétrofil gociiniin arttigini gos-
termektedir.

Ciris otu nanopartikiil ekstresi verilen gruplarda ise KNBE1 grubu kanser kontrole
gore azalmistir. Diger yandan, KNBE2 grubunun kanser kontrole gore MPO aktivitesinde
istatisitiki agidan anlamli yiikselmistir. Dalak dokusunda ise yine KK, KNBE1, KNBE2
gruplarinda artis gézlenmistir. KK ile karsilastirlmada KNBE1 ve KNBE2’de meydana
gelen bu artig anlamli bulunmamaistir.

Ozyurt vd. (2007) yaptig1 bir ¢alismada antikanserojen etkisi bulunan bir antibi-
yotik olan bleomisin (BLM) ile akciger fibrozisi olusturmuslar. Akciger fibrozisinde bir
antioksidan, antiviral, immun uyarici, antienflamatuvar 6zellikleri bulunan kafeik asit fe-

netil esterin CAPE ‘nin etkileri arastirilmistir. BLM verilen grupta MPO aktivitesinde
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artis gozlenirken kontrol grubunda azaldig1 gozlenmistir. Rainis vd. (2007) kanserli has-
talarda kolonik tiimor dokusu ile saglam dokuyu incelemisglerdir. Tiim6r dokulart kontrol
gruplarina gore 2 kat arttigin1 bulmuslardir.

Etil alkoliin immiinotoksik 6zelliklerine karsi thlamur ¢i¢egi verilen gruplarin 1yi-
lestirici etkilerini ADA VE MPO enzim aktivitesini artti§1 yoniinde rapor edilmistir. Bu
calismada ratlar 4 gruba ayrilmis ve birinci gruba sadece musluk suyu, ikinci gruba mus-
luk suyu ve etil alkol karigimi, ligiincli gruba musluk suyu ve thlamur ¢igek karigimi,
dordiincii gruba ise etil alkol ve thlamur ¢igek karisimi verilmistir. Ve kontrol gruplarina

gdére ADA ve MPO enzimlerinin arttig bulunmustur (Ozok ve Celik, 2019).

5.5 Flow sitometri

Ratlarda deneysel olarak DEN ile indiiklenen hepatoselliiler karsinogenezis siire-
cinde ¢iris otu bitki ekstrelerinin bagisiklik sisteminin hiicresel unsurlarindan CD3",
CD4", CD8" ve CD4"/CD8 oranlari iizerine etkilerinin arastirilmasi sonuglari asagida ve-

rilmistir.

5.5.1 Siipresor/Sitotoksik T lenfositleri (CD8)

Sitotoksik T lenfositleri her zaman CD8" yiizey antijenine sahiptir ve antitimor
immiin yanitta bir islev oynar. Mevcut ¢alismalarda, CD8" T lenfosit en yaygin T hiicresi
alt kiimesidir. CD8" mide, yemek borusu kanseri gibi tiimérlerde iyi bir prognozla bag-
lantili oldugu gosterilmistir. HCC'de, CD8" T hiicreleri de yaygin olarak sz konusu-
dur. Son zamanlarda yapilan birkag aragtirma, HCC ile tiimér dokusunda CD8" TIL
(Tumour Infiltrating Lymphocytes=Tiimor infiltre edici lenfosit) ekspresyonunun azaldi-
g1 belirtmistir. Yarchoan vd.,(2017) yaptig1 ¢alismada, HCC'li 29 vakadan alinan CD8"
TIL'ler igin immiinohistokimya boyamasi yapilmistir ve tiimor dokusunda CD8" T hiic-
relerinin ekspresyonunun karaciger arka planindakinden 6nemli sekilde daha az oldugunu
ayrica tiimor tarafindaki CD8" T hiicrelerinin ekspresyonunun, tiimorlii olanin tiimor ol-
mayan tarafindakinden daha diisiik oldugu bulunmustur. Siir bolgesi ile karsilagtirildi-
ginda, merkezi timor bolgesi daha diisiik bir ekspresyona ve daha kiigiik bir CD8" T len-
fosit alanina sahip oldugu gozlenmistir (Zhao vd., 2019).
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Diger tiimérlerde oldugu gibi birgok uzman HCC'de CD8" T lenfositin koruyucu
bir faktor oldugunu gostermistir. Aragtirmaya gore, intratiimdral ve perivaskiiler bolge-
lerde CDS8'TIL'lerin yiiksek ekspresyonu, iyilestirilmis sagkalim ile iliskilendirilmis-
tir. 446 HCC vakasmin kohort analizinde hem intratiimér hem de sinir alanindaki
CD8'TIL'lerin yogunluklari, genel ve normal sagkalim ile pozitif korelasyon gosterdi ve
daha yiiksek yogunluklu CD8" TIL'ler, azalmis niiks oranin1 gosterdi. Sideras vd. (2018)
154 hastadan alinan HCC doku 6rneklerini immiinohistokimyasal analiz kullanarak ana-
liz ettikten sonra CD8" TIL'leri diisiik yogunluklu hastalarmn kotii bir sekilde hayatta kal-
digimi bildirmistir, bu da dogrulama kohortlarinda da dogrulanmistir. Bu sonug, yiiksek
ekspresyona sahip CD8" TIL'lerin pozitif bir prognostik rolii oldugunu diisiindiirdii. Yine
de, CD8" TIL'lerin normal olarak antitimér aktivite gosterip gosteremeyecegi, yine de
yiizeylerindeki inhibe edici reseptorlerin ekspresyon seviyesi tarafindan belirlendi (Sun
vd., 2016; Xu vd., 2019).

Bu ¢alismada, kanser olusturulan ratlarda ¢iris otunun liyofilize bitki ekstrelerinin
kullanimi1 sonrasinda yapilan akis sitometrisi analizleri sonucunda ¢iris otu ekstrelerinin
CD8" T hiicrelerinin sayisinin normal kontrole gore kanser kontrol ve diger gruplarda
azaldig1 gozlendi. NK’ya gore KK grubunda meydana gelen azalma anlamli bulunmustur.
Yine nanopartikiil bitki ekstresi verilen gruplarda benzer sonuglar gozlenmistir. NK’ya
kiyasla meydana gelen azalmalar KNBE1 ve KNBE?2 gruplarindaki azalmalar anlaml

degil iken, KK’ daki anlaml1 bir azalma meydana gelmistir.

5.5.2 Olgun T lenfositleri (CD3)

CD3" ayn1 zamanda T lenfositlerinin tipik yiizey antijenidir. I ila IV evre HCC'li
65 hastanin yer aldig1 bir aragtirmada, tiimorlerin hem merkezinde hem de kenarindaki
yiiksek CD3" TIL yogunluklarinin, diisiik niiks ve uzun siireli hastaliksiz sagkalim1 on-
gordiigli bulundu. Yao'nun calismasinda da 3173 HCC hastasiyla ilgili 23 makaleyi ige-
ren bir meta-analizde ayni sonuca vardi. Perivaskiiler alandaki CD3" TIL'lerin degeri de
ayni sekilde kanitlanmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligma, perivaskiiler bolgede
yiiksek miktarda CD3"* TIL'leri olan hastalarin uzun hastaliksiz sagkalimlara sahip oldu-

gunu bulmustur, bu da perivaskiiler lokasyondaki CD3" TIL'lerin de HCC'nin bagimsiz
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bir 6ngoriiciisii olarak kullanilabilecegini ima etmektedir. Bu ¢alismalara ragmen, bir ma-
kale yiiksek CD3" TIL'lerin HCC igin kotii prognozfaktor oldugunu gosterdi. 1274 HCC
hastasini igeren TIL'ler {izerine yedi makalenin bir meta-analizi, timdr merkezinde yiik-
sek oranda CD3" T lenfosit infiltrasyonunun, hastaligin ilerlemesini sagladig1 ortaya kon-
mustur (Gabrielson vd., 2016). Ozetle: anlasmazliklar olmasina ragmen ¢ogu calisma,
timorde veya perivaskiiler bolgede yiiksek bir CD3" TIL konsantrasyonunun HCC'de
olumlu bir sonucu 6ngdrdiiglinii rapor edilmistir. Bu ¢alismada, kanser olusturulan rat-
larda ¢iris otunun liyofilize bitki ekstrelerinin kullanimi sonrasinda yapilan akis sitomet-
risi analizleri sonucunda ¢iris otu ekstrelerinin CD3" T hiicrelerinin sayisinin normal
kontrole gore kanser kontrol ve diger gruplarda azaldig1 gozlendi. Bu farklilikta ise sa-
dece kanser+50 mg/kg liyofilize bitki ekstresi (KLBE1) grubu ile NK arasindaki azalma
o6nemli (p<0.05) bulundu. Diger yandan, KK ve nanopartikiil bitki ekstresi verilen grup-
larda ise yine NK gore anlamli azalma goriilmiis olup, KNBE2 ile NK arasindaki fark
anlamli bulundu. Yine KNBE2 ve kanser kontrol arasindaki farkin 6énemli oldugu bu-
lundu. Bununla birlikte ¢iris otu bitki ekstrelerinin lenfosit hiicreleri ve bagisiklik hiicre-

leri ile etkisinin incelendigi ¢alisma bulunamadigindan karsilagtirma yapilamamistir.

5.5.3 Yardimc1 T Lenfositler (CD4)

CD4" T lenfositleri, sitokinleri salgilayarak ve CD8" T lenfositlerini aktive ederek
tiimore kars1 bagisiklik tepkisinde aktiviteler tistlendiler.

Sitotoksik aktiviteye sahip CD4" T hiicreleri, CD4" CTL'ler olarak adlandirilmak-
tadir. CD4" CTL'lerin antiviral ve antitimor etkiler sergileyebildigi gosterilmistir. CD4"
T hiicreleri, HCC dahil olmak iizere bir¢cok kanserde kapsamli bir sekilde kesfedilmis-
tir. Erken evre HCC ile karsilastirildiginda, ileri evre HCC'de CD4" TIL'lerin miktar1
daha diisiiktii, bu da CD4" TIL'lerin kademeli olarak azalmasmnin HCC ilerlemesi ile ilis-
kili olabilecegini diisiindiiriir. Ge¢ evre HCC'de CD4" TIL'lerin diisiis mekanizmasini
daha iyi anlamak i¢in, Chaoul'un ve arkadaslar1 CD4" TIL'lerin alt kiimelerini gézlem-
ledi. HCC hastalarinin dolasimdaki kaniyla karsilagtirildiginda, terminal olarak farklilas-
mis efektorlerin (TEFF) hem peritimorde hem de merkezi tiimorde giiglii bir sekilde azal-
digim ve tiikendigini buldular, bu da CD4" TIL'lerin bagisiklik sisteminden kagmak i¢in

secici olarak tiimore alindigini gosterir.
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CD4" TIL'lerin HCC'de koruyucu goérev iistlendigi bulunmustur. CD4" CTL'lerin
ilerleyici diistisii, kotii prognoz ve yiiksek HCC niiksii ile iliskiliydi. NASH fare mode-
linde gergeklestirilen bagka bir ¢alisma, CD4" T lenfositlerinin apoptozunu indiiklemenin
HCC gelisimini destekleyebilecegini, CD4" T lenfositlerinin apoptozunu kurtarmanin ise
HCC gelisimini 6nleyebilecegini ortaya koydu. Bununla birlikte, CD4" TILO'lerin azal-
masinin aracilik ettigi HCC ilerlemesinin mekanizmasi belirsizligini koruyor. Bir yandan,
CD4" TIL'lerin azaltilmis ve tilkenmis TEFF'sinden dogrudan sorumluydu. Ote yandan,
CD4 TIL'lerin yardimi olmadan CD8" TIL'lerin yetersiz uyarilmasi, HCC'nin kotii prog-
nozunda rol oynayabilir. Bunun yaninda, birka¢ arastirma, CD4" TIL'ler ile HCC ilerle-
mesi arasinda bir korelasyon olmadigini savundu. Yiiksek AFP ve zayif tiimor farklilag-
mast ile pozitif korelasyon gosterse de, CD4" TIL'lerin ne genel hayatta kalma ne de has-
taliksiz hayatta kalma ile iliskili olmadigi kesfedildi (Witkowski vd., 2011).

Calismamizda CD4" lenfositleri ise liyofilize bitki ekstresi verilen gruplarda NK
ve KK kiyasla daha miithim bir fark meydana gelmemis aksine kanser kontrol grubu nor-
mal kontrol grubuna gore azalmistir. KLBE1 ve KLBE2 gruplarinda da azalma devam
etmistir. Bu durumunda istatistiki agidan anlamsiz oldugu anlasilmistir.

HCC'nin gelistirilmesinde onlar1 birbirine baglayan ¢oklu sinyal yollarina sahip
karmasik bir harita olusturmak i¢in ¢aligmalar yapilmistir. TIL'lerin islev gordiigii belirli
islevler ve mekanizmalar gibi kesfedilmemis TIL alanlarini ortaya ¢ikarmak i¢in gelecek-
teki arastirmalar gereklidir. Uzun vadede, HCC ilerlemesinin rolleri ve mekanizmala-
rinda TIL'ler iizerinde ¢alismak, HCC ilerleme yasasini en iyi sekilde anlamamiza ve ye-
nilik¢i immiinoterapi stratejilerini belirlememize yardimer olabilir (Liu vd., 2021).

Medenica vd. (1993) ¢orek otuyla yaptiklari bir incelemede CD3", CD8" ve CD4"
lenfositlerini incelemisler ve sayilarinin arttigini gézlemlemisler. Bu artigin kan hiicrele-
rinin uyarilmasi sonucu olabilecegi kanisina varmislardir.

Calismamizda nanopartikiil bitki ekstresi verilen gruplarda CD4+ ise tam tersi
normal kontrole gore kanser kontrol ve KNBEI1, KNBE2 gruplarinda 6nemli derecede
azalma gozlendi. Fakat bu azalmalar kanser kontrole gore anlamli bulunamamistir. CD8"
hiicrelerinde ise kanser kontrol literatiir taramasini destekler nitelikte azalmistir. Fakat

hem liyofilize hem de nanopartikiil bitki ekstresi verilen gruplarda kanser kontrol ve nor-
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mal kontrol gruplarinda 6nemli derecede azalma gézlenmistir. Bununda ¢iris otu bitkisi-
nin karaciger kanseri siirecinde CD8" hiicrelerini olumsuz yonde etki gosterdigi one sii-

riilebilir.

5.54 CD4%/CDS8* oram

Genel olarak, bir antitiimor efektorii olarak gorev yapan CDS8”, tiimorlii dokuda
azaldi1 ve bunun, calismalarin ¢ogunda HCC'de koétii prognoz ile baglantili oldugu anla-
stlmistir. Coklu alt gruplara sahip tiimdr infiltre edici T lenfositleri, ayni anda antitiimor
ve protimor etkiler sergileyerek, HCC i¢in anlamli prediktif deger gdstermistir. Bu ne-
denle yiiksek CD4"/CD8" TIL orammin iyi prognoz ile iliskili oldugu gosterildi.
CD8'/CD3'TIL orani ise HCC'de sagkalim ile korelasyon gdstermedi. Son karaciger
transplantasyonunu kabul eden 69 HCC hastasini igeren bir rapor, yiiksek CD4"/CD8 TIL
orani olan hastalarin tedaviden sonra niiks riskinin diisiik olduguna isaret etti. Yapilan
aragtirmalarda CD4"/CD8" oraninin 1’in lizerinde olmasi bagisikligin giiclii oldugunu isa-
ret eden bir belirtegtir (Mathai vd., 2012).

Calismamizda yine liyofilize bitki ekstresi gruplarinda normal kontrole gore artis
gozlendi. Bu artis anlamli bulunmadi. Yine nanopartikiil bitki ekstresi gruplarinda da de-
gisimler benzer sekildeydi. Bu ¢alismada helper hiicreleri arttigi CD8+ hiicreleri azaldig:
icin CD4"/CD8" oram1 yiiksek ¢ikmustir.

Corek otu kullanilan bir ¢alismada CD4", CD8" ve CD3" lerde artt1g1 bulunmus-
tur. Bu artisin hematopoezde aktiflesme sonunda immiin sistemde oldugunu bildirmisler-
dir. Yaptigimiz galismada ise ¢iris otunun CD3" ve CD8" hiicrelerinde kanser kontrole
gore bir artig gozlenmemis aksine dahada diisiirmiistiir (Kaya, 2002).

Canlilarda pek ¢ok neden CD4" ve CDS8" hiicre sayisini degistirmektedir. Normal
kontrolde ve kanser kontroldeki ratlarda bakteriyel, viral enfeksiyonlar, analiz yontem-
leri, toplanan bitkilerin maruz kaldig1 ¢evresel kosullar, baska bir¢ok biyolojik unsur T
lenfosit sayisin1 degistirmektedir. Analiz yontemlerinde ise ratlardan alinan kanin kisa bir
stire sonra (1 giin igerisinde) sayimin yapilmasi gerekir. Yine flow sitometrik incelemede
kullanilan kitlerin uygun kosullarda saklanamamasi, ortamin 1s1s1, ratlardan alinan kanla-
rin korunmasi da T lenfositlerin sayisini etkilemektedir. Keza, analiz yotemleri gibi biyo-
lojik metotlarda bu hiicrelerin sayisini etkilemektedir. Genel olarak, TIL'lerin hepatose-

liller karsinomda hem antitiim6r hem de protiimor 6zellikler sergiledigi gosterilmistir.
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CD4", CD3", CD8" ve CD4"/CD8" orani arasinda TIL'lerin iglev gordiigii belirli
fonksiyonlar ve mekanizmalar gibi kesfedilmemistir. TIL alanlarini ortaya ¢ikarmak i¢in
gelecekteki aragtirmalar gereklidir. Uzun vadede, HCC ilerlemesinin rolleri ve mekaniz-
malarinda TIL'ler iizerinde ¢alismak, HCC ilerleme yasasini en iyi sekilde anlamamiza
ve yenilik¢i immiinoterapi stratejilerini belirlememize yardimer olabilir

Sonuc olarak; bu calismada elde edilen veriler sonucunda DEN ve TAA ile olus-
turulmus hepatoseliiler karsinogenez siirecinde akciger ve dalak dokusundaki hasarlarin
normal kontrole gore tespit edilmesi ve ¢iris otunun hem liyofilize hem de nanopartikiil
bitki ekstrelerinin karsinogenez siirecindeki ratlara uygulanmasi sonucu immiin yanitin
verdigi tepki i¢in T lenfositleri, MPO ve ADA enzimleri aragtirildu.

Elde edilen sonuglara gore; Immiin sistemin belirteci olan ADA enziminde kanser
kontrol grubu normal kontrol grubuna goére azalmis iken KNBE1, KNBE2, KLBEI ve
KLBE2 gruplarin hem akciger hemde dalak dokularinda artmistir. Buda bu kanser tiirle-
rinde niikleotidleri korumanin bir yolu oldugunu ve ADA enziminin piirin metabolizma-
sinda ksantin oksidaz gibi bir yikim enzimi etkisinden geldigi ileri siiriilebilir.

MPO enziminde ise normal kontrole gore KK ‘da artis gozlenmistir. Fakat yapilan
calismalarda tedavi gruplarinda KK gore azalma gozlenmesi gerekirken akciger doku-
sunda KLBE2 ve KNBE1 gruplar1 disindaki gruplarda artma gozlenmistir. Bu gruplarda
TAA ve DEN’in neden oldugu harabiyet sonucu farkli dokularda degisen biyobelirtecle-
rin kanser gruplarina gore iyilesme sagladigi sdylenebilir.

Calismada kanda flow sitometrik analizler sonuglari ile ilgili olarak: CD3", CD4",
CDS8" oranlarinda normal kontrole gore kanser kontrolde azaldigi gozlenmis olup bu
azalma tedavi gruplarinda devam etmistir. CD4"/CD8" oranlar1 ise artmigtir. Caligma-
mizda ¢iris otu bitki ekstrelerinin hepatoseliiler karsinogenez siirecindeki hiicresel ve en-
zimatik bagisiklik sistemi incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore kanser kontrol gruplarindaki etkiler literatiirdeki ¢alis-
malar ile ortiigiirken, bitki ekstreleri ile tedavi gruplarindaki etkilerin zit sonuglar goster-
digi tespit edilmistir. Bdylesi etkiler i¢in kesin sonug¢ sdylemek imkansiz olmak ile bir-
likte bitkinin sekonder metabolit maddelerin etkilerinin bir sonucu olabilecegi diisiiniil-
mektedir. Ciris otu ile ilgili olarak bu ¢alismaya benzer deneysel bir ¢calismaya rastlanil-

madig1 icin Onceki ¢alismalarla kiyaslama yapilamamustir.
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Diinyada bir¢ok hastaligin tedavisinde ve belirtilerin azalmasinda bitkiler biling-
sizce kullanmaktadir. Fakat bazi bitkilerin olumsuz yan etkileri kaginilmaz oldugu
asikardir. Keza, kanser gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bitkilerin iyilstirici giiciinden
yararlanilirken olumsuz yan etkileri ile birlikte bitkilerin ekstraksiyon yontemleri dogru
yapilmali, bitki dogru kosullarda saklanmali ve bitkilerin kimyasal igerik analiz taramast
yapilarak dogru uygulama yapilmalidir.

Bu calismada elde edilen sonuglar Eremurus spectabilis M. Bieb bitkisinin kanser
tedavisinde kullanimu ile ilgili heniiz yeterli sonuglar elde edilmemistir. Ancak, bu ¢alis-
mada elde edilen sonuglar bundan sonraki Eremurus spectabilis M. Bieb ile ilgili yapila-

cak in vivo ve in vitro ¢aligmalara 151k tutacagi kanaatine varilmistir.
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- 7 kelimeden daha az 6rtigme iceren metin kisimlan harng (Limit match size to 7 words)

Van Yiziinci Yil Universitest Lisansiisti Tez Onjinallik Raporu Alinmasi ve
Kullamlmasina fliskin Yonergeyi inceledim ve bu vonergede belirtilen azami
benzerlik oranlarnna gére tez calismammn herhangi bir intthal icermediging; aksimin
tespit edileceg muhtemel durumda dogabilecek her tiirld hukuka sorumlulugu kabul
ettifumi ve vukanda vermus oldugum bilgilerin dogm oldugunu beyvan ederum.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
17.08.2023

Adh sovadi: Dilara GENC

Ogrenci nof 20910001133

Anabilim dali: Molekiiler Bivoloji ve Genetik ABD

Programi: Molekiiler Bivokimya

Statiisii: (X) Yiiksek lisans ( ) Doktora

DANISMAN (Prof. Dr. Ismail CELIK) ENSTITU ONAYI
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