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OZET

Ellagik asit (EA); ozellikle karaciger lizerinde koruyucu etkileri olan giiclii bir
antioksidandir. Karbon tetrakloriir (CCls) ile si¢anlarda olusturulan karaciger hasarina karsi,
EA’in koruyucu bir roliiniin olup olmadiginin arastirildigi bu tez calismasinda, 36 adet
Wistar albino (n=36, 8 haftalik) sigan kullanilmistir. Siganlar 4 gruba ayrilmis ve her grupta
9 si¢an yer almustir. Gruplar: (i) Kontrol Grubu: Standart diyet; (ii) EA Grubu: Standart diyet
+ EA verilen grup; (iii) CCls Grubu: Standart diyet + CCls verilen grup; (iv) CCls + EA
Grubu: Standart diyet + CCls + EA verilen grup. Hayvanlar 8 hafta sonra dekapite edilerek
karaciger dokular1 incelenmistir. Karaciger dokusunda kaspaz-3 ve bcl-2 ekspresyon
diizeyleri Western blotlama teknigiyle, lipit peroksidasyonu MDA (malondialdehit)
analizleri ve katalaz diizeyi spektrofotometre ile belirlenmistir. EA uygulamasinin, CCls +
EA grubunda, CCls grubuna gore kaspaz-3 ve bcl-2 ekspresyonlart bakimindan anlamli bir
fark olusturdugu bulunmustur (p<0.05). EA uygulamasiyla kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri
artig, bcl-2 ekspresyon diizeyleri azalis gostermistir. TUNEL metodu incelemelerinde, CCls
+ EA grubunda CCls grubuna gore apoptotik indeks oraninin daha diisik oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglar, EA’in Wistar albino si¢anlarda karaciger hasar oranini azalttigini
ve EA uygulamasmin insanlarda da karaciger hasarini Onleyici etkisinin olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ellagik Asit, Karaciger, Apoptozis, Kaspaz-3, Bcl-2.



SUMMARY

The Effect of Ellagic Acid on Some Apoptotic Proteins Expression in Liver of Rats

Experimentally to Made up Damage with Carbon Tetrachloride

Ellagic acid (EA) is a strong antioxidant matter having protecting effect particularly
on the liver. The aim of this study was to examine whether EA plays a protective role against
the damage in the liver by administering carbon tetrachloride (CCls) to rats. In study, 36
male Wistar albino (n=36, 8 weeks old) rats have been used. Animals were divided into four
groups, and 9 rats involved in each group. The groups were: (i) Control Group: Standard
diet; (i) EA Group: Standard diet + EA; (iii) CCls Group: Standard diet + CClg; (iv) CCls +
EA Group: Standard diet + CCls + EA. After 8 weeks, the rats were decapitated and the liver
tissue were examined. Hepatic tissue caspase-3 and bcl-2 expression levels were determined
by Western blotting techniques, lipid peroxidation by MDA analysis and catalase level by
spectrophotometer method. EA application, in CCls + EA group, compared to CCl4 group,
caspase-3 and bcl-2 expression creates a significant difference (p<0.05). Caspase-3
expression level increased, but bcl-2 expression level was decreased through the application
of EA. The rate of apoptotic index was observed decrease in CCls + EA group than CCl,
group at TUNEL assay examinations. These results shows that EA reduce the rate of liver
damage at Wistar albino rats and these findings will be guiding in research of inhibitory

effect of liver damage of humans like rats.

Key Words: Ellagic Acid, Liver, Apoptosis, Caspase-3, Bcl-2.
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1. GIRIS

Karin boslugunun en biiyiilk ve viicudumuzun da en onemli organlarindan biri
karacigerdir (Armnct ve Elhan, 2006). Karacigerin detoksifikasyon, protein sentezi ve
sindirim i¢in gerekli kimyasallarin iiretimi gibi birden fazla islevi vardir. Ayrica, karaciger
viicudun toksik kimyasal maddelere duyarli en savunmasiz organidir (Yoshioka vd., 2016).
Karaciger toksik maddelere detoks yapabilir ve yararli olanlar1 sentezleyebilir. Hepatotoksik
ajanlar karacigeri esas islevlerinden yoksun biraktiklarindan ¢ok ciddi hasarlara neden
olabilirler (Al-Dbass vd., 2012). Bu hasarlarin baslica nedeni farkli ¢evre kirleticilerine,
parasetamol, karbon tetrakloriir, tiyoasetamid ve alkol gibi ksenobiyotiklere maruz
kalmasindan kaynaklanmaktadir. Bu ksenobiyotik bilesikler, esas olarak kovalent baglanma
ve lipit peroksidasyonu ile reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iireterek karaciger hasarina neden
olmaktadir (Sreelatha vd., 2009; Lien vd., 2017). Bu kimyasal hepatotoksinlerin arasinda
CCly; insan siroz gelisimine benzerliginden dolay1 sigan karacigerinde, toksisite olusturmada
yaygin olarak kullanilmaktadir (Niu vd., 2016; Lien vd., 2017). CCls; metilize oldugunda
reaktif serbest radikaller olan triklorometil radikali (CCls) ve bir proxy triklorometil radikali
(CCI30») iiretmektedir (Lien vd., 2017). CCls, olusturdugu bu serbest radikallerle lipit
peroksidasyonunun tespit edilmesinde ayirag olarak kullanilan MDA seviyesinde artisa yol
acmaktadir (Al-Dbass vd., 2012; Can, 2014; Boydak, 2015).

Modern tipta yapilan muazzam ilerlemelere ragmen, karaciger fonksiyonlarini uyaran,
karacigerde hasarin korunmasini saglayan veya hepatositlerin yenilenmesine yardimei olan
¢ok az ilag bulunmaktadir. Bu ylizden bitkisel ilaglar son zamanlarda gilivenirlilik, etkililik
ve maliyet diisiikligii nedeniyle onem ve popiilerlik kazanmigtir (Arora vd., 2015).
Geleneksel tedaviler yerine dogal antioksidan kullanimi, hepatotoksisite icin etkili ve
giivenli alternatif tedavi olarak disiintilmektedir (Ranawat vd., 2010; Garcia-Nino ve
Zazueta, 2015). Son yillarda yapilan ¢alismalar da karaciger toksisitesi ve hastaligina karsi
gostermis oldugu farmakolojik ozellikleri sebebiyle EA dikkat cekmektedir. Ozellikle
siganlar ile yapilan arastirmalarda karacigerin fonksiyonunu bozan gesitli maddelere karsi
EA’in koruyucu etkileri goriilmistiir (Garcia-Nino ve Zazueta, 2015). Ayrica, yapilan
calismalarda EA’in kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak
tizere bircok oksidatif hasara bagli kronik hastaliklara karsi da faydali etkileri oldugu
belirlenmistir (Dalvi vd., 2017).



Bu yiiksek lisans tezinde, sicanlar iizerinde karaciger hasari olusturulup, meydana
gelen bu hasara karst EA’in koruyucu etkisi aragtirilmis, karaciger dokusunda meydana

gelen degisiklikler molekiiler, biyokimyasal ve histolojik olarak degerlendirilmistir.

1.1. Karacigerin Histolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Karaciger viicudun en biiyiik i¢ organidir. Erigkinlerde viicut agirliginin yaklasik %
2’si kadardir. Kadinlarda yaklasik 1400 gr, erkeklerde 1800 gr’dir (Garcia-Nino ve Zazueta,
2015). Viicudun sag tarafinda, karin boslugunun iist tarafinda, diyaframin altinda yer
almaktadir (Yildirim, 2004; Basaran, 2010). Karacigerin sag boliimiiniin biiylik bir béliimii,
kaburgalar tarafindan ortiilmektedir. Karacigeri, arka tarafta mide ve bagirsaklar 6rtmekte,
iistte ise akcigere komsu olarak yer almaktadir. Karin zarindaki baglar harig, karin i¢i basinci
sayesinde ise yerinde tutulmaktadir (Danjolli, 2015).

Darbelerde dalaktan sonra ikinci sirada yirtilabilirlik 6zelligi olan karacigerin, kirmizi-
kahverengi bir goriintiisii vardir (Yildirim, 2004; Arinci ve Elhan, 2006; Kuloglu, 2013;
Danjolli, 2015). Safra salgilamasi, vitamin depolamasi, lipit metabolizmasi, glikoliz ve
ilaglarin detoksifikasyonu gibi hayati fizyolojik islevlerin diizenlenmesi gibi bir¢ok
fonksiyonu bulunmaktadir (Arora vd., 2015; Al-Dbass vd., 2012).

Karacigerin iki kenar1 ve iki yiizli bulunmaktadir. Karaciger dokusunun dis tarafi bag
dokudan olusmus ince bir zarla sarilidir. Bu zara glisson kapsiilii denilmektedir. Karacigerin
iist yiizli kubbe seklinde ve diyaframa yapisiktir. Diyaframa yapisik ve konveks olan bu
yiiziine facies diafragmatica denilmektedir. Facies diafragmatica peritonla ortiiliidiir. Az bir
kismi periton ile ortiilii olmayip diyaframa gevsek bag dokusu ile baglanmaktadir. Bu alana
area nuda denilmektedir. Karacigerin alt yiizii karin organlarinin istiine oturmustur.
Karacigerin karm boglugu ile komsu olan, organlara bakan alt yiiziine facies visceralis adi
verilmektedir. Bu yiiz kolon, sag bobrek, sag bobrek iistii bezi, 12 parmak bagirsagi ve mide
ile komsuluk etmektedir. Bu ylizlin ortalarinda porta hepatis denilen biiyilk bir gegit
bulunmaktadir. Porta hepatisin her iki yaninda, arka kenardan 6n kenara dogru sagittal yonde
uzanan H harfi seklinde oluklar bulunmaktadir. Sag taraftaki oluk daha genis ve sulcus
sagittalis dexter, sol taraftaki oluk ise bir yarik seklinde olup fissura sagittalis sinister adini
almaktadir. Karacigerin 6n kenar1 ince, arka kenari ise kalin ve kiinttiir. Facies diafragmatica

ile facies visceralis arasinda arka tarafta olusan kenara margo posterior, facies diafragmatica



ile facies visceralis arasinda On tarafta olusan kenara ise margo inferior denilmektedir
(Armnct ve Elhan, 2006; Kuloglu, 2013; URL-1, 2017).

Karaciger biri biiylik (Lobus hepatis dexter) ve digeri kiigiik (Lobus hepatis sinister)
olmak iizere baslica iki lobdan olusmaktadir. On ve iist yiizde bu iki lobu birbirinden
ligament falciforme hepatis ayirir. Facies visceralis de bulunan H harfi seklindeki oluklar
karacigeri 4 loba ay1rir. Sulcus sagittalis dextra’nin sag tarafinda kalan boliime lobus hepatis
dexter, fissura sagittalis sinistra’nin solunda kalan boliimiine ise lobus hepatis sinister denir.
Bu iki oluk arasinda ve porta hepatis’in 6niinde kalan kisma lobus quadratus, arkasinda kalan
kisma ise lobus caudatus adi verilir (Arinct ve Elhan, 2006; Kuloglu, 2013).

e Lobus Hepatis Dexter: Sol lobdan 6 defa daha biiyiiktir ve tiim karacigerin
5/6’sm1 olusturur. Sag ve sol lobun sinirint diyaframatik yiizde ligament falciforme
hepatis, visseral yiizde ise fissura sagittalis sinistra belirler.

e Lobus Hepatis Sinister: Sag lobdan daha kiigiik ve yassidir. Tiim karacigerin
1/6’s1m1 olusturur. Biraz konveks olan iist yiizii diyafram ile konkav olan alt yiizii
ise mide ile komsudur.

e Lobus Quadratus: Sag lobun visseral yiiziinde ve porta hepatis’in 6n tarafinda
bulunur.

e Lobus Caudatus: Sag lobun visseral yiiziinde ve porta hepatis’in arka tarafinda
gogiis omurlar1 hizasinda bulunur (Arinci ve Elhan, 2006).

Karaciger sagda ve solda da 4’er segmente ayrilmistir (Sekil 1.1). Karacigerin

segmental anatomisi rezeksiyonu agisindan ve fonksiyonel olarak birbirinden bagimsiz olup,
sag lobda siras1 ile 5., 6., 7. ve 8. segmentler, sol lobda ise 1., 2., 3. ve 4. segmentler yer

almaktadir (Altintas, 2012; Bigakcioglu, 2014; Yavuz, 2016).

inferior vena cava E Orta hepatik ven
Sag hepatik ven Sol hepatik ven

Ana safra kanali

Sekil 1.1. Karacigerin segmenter anatomisi (Bigakcioglu, 2014; Sayan, 2014).



Karaciger dokusunda 5 tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatositler, endotel hiicreleri,
kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra kanali epitel hiicreleridir (Tiir, 2008). Ttiim hiicre
tirlerinin % 80’ini hepatositler olusturmaktadir. Hepatositler, karacigerin en kii¢lik
hiicreleridir. Polihedral, 6 veya daha fazla yiizeyli, 20-30 um ¢apinda, ¢ok sayida mitokondri
ve bir miktarda graniilsiiz endoplazmik retikulum bulunan ve eozinofilik boyanan
hiicrelerdir. Yasam siireleri yaklasik olarak 150 giindiir. Cogunlugu bir niikleuslu olmasina
ragmen % 25’lik kismi iki niikleus tagimaktadirlar. Graniillii ve graniilsiiz endoplazmik
retikulumlar agisindan olduk¢a zengindirler. Karacigerin sahip oldugu fonksiyonlarin biiyiik
kismu hepatositler tarafindan yerine getirilmektedir. Sindirim kanalindan emilen besinlerin
islenmesi, depolanmasi, zararli olanlarin detoksifiye edilerek dolasima katilmasi hepatositler
tarafindan gergeklestirilmektedir. Hepatositler, karaciger lobiilii icerisinde 1sinsal tarzda
dizilmislerdir. Plaklarinin arasindaki boslukta kapillerler bulunmakta ve bu kapillerlere
karacigerin siniizoidleri denilmektedir. Siniizoidler lobiiliin periferinde goriilmeye
baslamaktadir. Siniizoid ve hepatositlerin bazolateral bdlgeleri arasinda bulunan disse
araligi, hepatositler ve kan arasinda bir aligverise imkan saglamaktadir. Hepatositin emme
gorevi disse araligina dek uzanan mikrovilluslarla arttirilmaktadir. Bu alanda kollajen lifler
bulunmaktadir (Kierszenbaum, 2006; Tiir, 2008; Kuloglu, 2013; Sahin 2015; Danjolli,
2015; Yavuz, 2016).

Karacigerde bulunan ve endotelial sistemin bir boliimiinii olusturan kupffer hiicreleri
0zellesmis makrofajlardir. Degisime ugramis olan bir fagositik hiicre olup, monositlerden
koken almaktadir. Peroksidaz reaksiyonu gostermeleri sebebiyle endotel hiicrelerinden
kolayca ayirt edilebilmektedirler. Fagosite edilen mikroorganizmalar1 ve yabanci cisimleri
yok eden lizozom icermektedirler. Antijen hiicre olarak gorev yapmaktadirlar. Siniizoidal
limen igerisinde yer almaktadirlar. Endotelial duvarin genis alanini kaplamaktadirlar (Tiir,
2008; Kuloglu, 2013). Hepatositler arasinda bulunan, disse araligina yerlesmis yildizsi
hiicreler olan ito hiicrelerine ‘yag depolayici hiicreler’ veya ‘stellat hiicreler’ denilmektedir.
Bu hiicreler mezensimal kaynakli olup, yag icerirler ve vitamin A’nin metabolizmasi ve
depolanmasinda rol oynamaktadirlar (Sekil 1.2). Endotel karaciger siniizoidini
cevrelemektedir. Endotel hiicrelerinin, siireklilik gostermeyen bir bazal lamina ile iligkili
olan pencereli bir sitoplazmasi1 vardir (Kierszenbaum, 2006; Kuloglu, 2013; Can, 2014;
Yavuz, 2016).
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Sekil 1.2. Karacigerin sematik gosterimi (Bilgic, 2011).

Karacigere kan, iki kan damar vasitasiyla gelmektedir. Birincisi portal ven (gelen kan
hacminin % 75 ile % 80°1), sindirim yolu, dalak ve pankreastan gelen kani tagimaktadir.
Ikincisi ise hepatik arter, oksijenlenmis kanin % 20 ile % 25’ini portal alana ulasmadan dnce
karacigere ulastirir. Portal ven ve hepatik arterin dallarindan gelen kan, karaciger
lopguklarinin siniizoidlerinde birbirlerine karismaktadirlar. Sinilizoid igerisindeki kan,
karaciger lopcugunun merkezi veniiliinde toplanir. Merkezi veniiller birleserek sublobiiler
venleri olustururken kan, toplayici venlerin ve hepatik venlerin yolunu izleyerek inferior
vena cava’ya geri doner. Sag ve sol hepatik safra kanallar1 karacigerden ¢ikarlar. Daha sonra
bunlar birleserek hepatik kanali olustururlar. Hepatik kanal ortak safra kanalini
olusturmasinin hemen ardindan, safra kanalin1 safra kesesine baglayan ince bir tiip
niteligindeki sistik kanali olusturur (Kierszenbaum, 2006).

Karaciger, kana emilen besin maddelerinin bir boliimiini degistirerek depo eder ve
sonra kullamlmasini saglar. Ornegin; karaciger glikozu glikojen halinde depo ederek,
gerektiginde tekrar glikoz halinde kana vermektedir. Karaciger viicut i¢in zararli olan cinsel
hormonlarin fazlasin1 yok etmektedir. Gama globiilinlerin bir boliimii disinda hemen biitiin
plazma proteinleri, karaciger hiicrelerinde yapilirlar. Bu plazma proteinlerinin % 90’1dur.
Geri kalan gama globiilinler antikorlardir ve baslica lenfatik dokulardaki plazma
hiicrelerinde yapilirlar. Kanin pihtilasmasinda rol oynayan proteinlerin ¢ogu kanin

damarlarda dolasirken pihtilasmasini dnleyen heparin ile kanin damardan ¢iktiktan sonra



pihtilagsmasini gergeklestiren protrombin maddelerini karaciger iiretmektedir. Karaciger A,
D, E, K ve B12 vitaminlerinin ana deposudur (Basaran, 2010; Yilmaz, 2010).

Karacigerde sentezi yapilan kolesteroliin yaklasik % 80’1 safra tuzlarina g¢evrilerek
safraya salgilanir. Geri kalani lipoproteinler i¢inde kanla viicudun tiim doku hiicrelerine
taginir. Fosfolipitler de karacigerde ayni1 sekilde sentez edilerek baslica lipoproteinler i¢cinde
taginirlar. Kolesterol ve fosfolipitler hiicrelerde zarlarin, hiicre i¢i yapilarin olusumunda ve
hiicre islevleri i¢in 6nemli olan kimyasal maddelerin yapiminda kullanilir. Viicutta
karbonhidrat ve proteinlerden yag sentezi biiylik Olgiide karacigerde gerceklesir.
Karacigerde sentezi yapilan yag, lipoproteinler i¢inde tasinarak yag dokusunda depo edilir.
Karaciger iire olusumuyla viicut sivilarindan amonyagi uzaklastirir. Karacigerin iire yapimi
ile ilgili islevi bozuldugunda, plazma amonyak konsantrasyonu hizla bir sekilde yiikselir ve
hepatik koma ile 6liim goriiliir. Karaciger kan akimi1 hizla azaldiginda ¢ok miktarda amonyak

kanda birikerek toksik bir durum yaratir (Guyton ve Hall, 2013).

1.2. Karbon Tetrakloriiriin Genel Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

CCly, serbest radikaller iireten ve akut hepatik hasar olusturmak {izere yaygin olarak
deneysel hayvan modellerinde kullanilan gii¢lii hepatoksik kimyasaldir (Cetin vd., 2016).
Deneysel ¢alismalarda bir¢ok etken ile birlikte karaciger hasari meydana getirilebilmesine
ek olarak, insandaki siroz gelisim asamasina benzerliginden dolay1 en sik tercih edileni ve
kullanilanidir (Can, 2014). Deneysel olarak indiiklenmis karaciger hasari, karaciger fibrozu
ve karaciger yetmezligi olusturmak i¢cin hayvan modellerinde kapsamli bir sekilde
uygulanmaktadir (Niknahad vd., 2016). Ayrica bobrek, testis, kalp, akciger, beyin ve diger
dokularda da toksik etkisinin oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (Emek, 2014).

CCls yogun, renksiz ve yanict olmayan bir sividir. Diizgiin tetrahedron molekiil
yapisina sahiptir. Suda ¢dziinmez, alkol gibi apolar ¢oziiciilerde ¢oziiniir. igme suyu
dezenfektani olarak kullanilan klorun bir kirleticisidir. Yangin sondiiriiciilerin 6nemli bir
bilesenidir (Can, 2014; Boydak, 2015; Sun vd., 2017; URL-2, 2017).

CCly, solunum, yutma veya deri yolu ile viicuda kolayca alinabilmekte ve mide-barsak
kanalindan hizli bir sekilde emilmektedir. CCls’lin yaklasik olarak % 4’1 nefesle disari
verilmektedir. Diger kismi1 da protein ve hiicre i¢i molekiillerle etkilesime girmektedir
(Tanriverdi, 2005; Goksu, 2012; Aslan ve Can, 2014; Boydak, 2015). Diisiik dozda alinmasi

karacigerin yan1 sira merkezi sinir sistemi, bobrek ve diger dokularda akut hasara neden



olurken, yiiksek dozda alinmasi ise biling kaybina ve hatta 6liime neden olmaktadir (Sun
vd., 2017).

CCls’tin  toksik etkilerinden Kkaracigerin biyotransformasyonu sonucu olusan
triklorometil radikali sorumludur (Cetin ve Cetin, 2011). CCls, 6nce endoplazmik
retikulumdaki sitokrom P-450°nin enzimatik indirgemesi ile CCls’e metabolize edilir ve
daha sonra oksijen varliginda CClz0’ye donistiiriiliir (Sekil 1.3). CCls’iin bu reaktif serbest
radikal trtinleri, ¢oklu doymamus yag asitleri ile reaksiyona girebilir. Ayrica, antioksidan
enzimlerin aktivitelerini azaltarak biyolojik membranda lipit peroksidasyonunu tetikleyen
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimine de neden olabilir (Karaman vd., 2017; Hamid vd., 2017).
Dolayistyla, CCls kalsiyum iyonunun plazma membraninda gegirgenligini de arttirarak
kalsiyum homeostazinda ciddi bozulmalara ve sonucta nekrotik hiicre 6liimiine de sebep

olabilir (Al-Asmari vd., 2015).

Sitokrom P,

CCly w CCly "+ Cl~
CCly" + 0O, w CCL30,°

Sekil 1.3. CCls’iin CCl30; radikaline doniistimii (Emek, 2014).

Karbon tetrakloriiriin toksisitesi biyokimyasal ve hiicre organelleri diizeyinde etkisini
gostermektedir. Endoplazmik retikulum, plazma membrani, mitokondri ve golgi aygiti gibi
organeller CCls uygulamasi sonucu etkilenen hepatositlere ait hiicresel yapilardir (Baran,
2014).

CCly sentrilobiiler nekroz (bir karaciger nekrozu) ile karakterize edilen hepatosit
hasarina neden olmaktadir (Al-Asmari vd., 2015; Lien vd., 2017). Giiglii bir hepatotoksindir
ve karaciger hastaliklarini iyilestirici ilaglarin karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir.
CClys’iin hepatotoksisitesi, karaciger hasar belirleyici enzimlerin (AST, ALT, APT ve
bilirubin) yiikselmesi, dokulardaki myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde artig, viicut
agirh@indaki azalma ve histopatolojik anomaliler ile ortaya ¢ikmaktadir (Al-Asmari vd.,
2015; Singh vd., 2017).

Niikleer faktor kappa B’nin (NF-kB) ve timor nekroz faktorii-o (TNF-o)’nin

ekspresyonunu artirir. Buna ek olarak, CCls transformasyon biiyiime faktori-B1°in (TGF-



B1) diizeyini arttirarak stellat hiicrelerin aktivasyonu yoluyla hiicre dis1 matris proteinlerinin
cokelmesini saglar. Bunu takiben fibroblastlar {iretilir ve hepatik fibrozise veya
hepatoseliiler karsinomaya neden olur. Sonugta ise karaciger yetmezligi ortaya ¢ikar (Singh
vd., 2017).

Sperm hareketliligi ve konsantrasyonunda azalmaya, anormal sperm sayisinda artisa,
sperm sayisinda azalmaya, germinal hiicrelerde hasara ve spermatogenik hiicrelerde
dejenerasyona da sebep olmaktadir (Emek vd., 2017). Tiim doku ve organlara dagilarak
karacigerin mikrozomal enzimlerinde degisime neden olmaktadir. Bdylece aminoasit
salimimin bozulmasini saglayarak, protein sentezini azaltmaktadir. Yapilan ¢alismalarda,
CCls’tin karaciger hasari olusturmak i¢in miikemmel bir model olusturdugu goriilmiistiir

(Uzun, 2014).

1.3. Ellagik Asit ve Antioksidan Ozellikleri

EA; cilek, ahududu, nar, siyah kus tizimii, ceviz gibi bir¢ok meyvede ellagitanin (ET)
ad1 verilen, hidrolize edilebilir tanen formda bulunan, dogal olarak meydana gelen bir
polifenolik bilesimdir (Garcia-Nino ve Zazueta, 2015; Liang vd., 2016). EA, gallik asitin bir
dimerik formudur. Dort hidroksil grup, bir hidrofilik parga ile temsil edilen iki lakton halkasi
ile kaynasmig dort halka yapisi ihtiva etmektedir (Sekil 1.4) (Montes vd., 2016; Bulani vd.,
2016). Hidroksil grubunun, lipit peroksidasyonunda antioksidan aktiviteyi arttirdigi ve
hiicreleri oksidatif hasardan korudugu bilinmektedir (Hussein ve Khalifa, 2014).
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Sekil 1.4. Ellagik asitin kimyasal yapist (C14HsOs) (Garcia-Nino ve Zazueta, 2015).



EA, iirolithin halinde bagirsak mikrobiyotasi tarafindan metabolize edilmektedir. EA
ve lrolithin karigimi insan kolon epitelyumu ve ¢evresinde yiiksek pM (mikromolar)
konsantrasyonlara ulagsabilmektedir. Bu metabolitlerin nitel varlig1 bagirsak mikrobiyolojisi
metabolik aktivitesine bagli olarak degismektedir (NUnez-Sanchez vd., 2016). Bugiine kadar
arastirtlan tiirlerde (insan dahil), irolithin A (UA) iirolithin B (UB), iirolithin C (UC) ve
tirolithin D (UD), hem ET’lerin hem de EA’in son firiinii oldugu diisiiniilen &lgiilebilir
metabolitler oldugu gorilmistiir (Sekil 1.5) (Tang vd., 2017).
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Sekil 1.5. Urolithinlerin yapisal formiilleri (Bayle vd., 2016).

Urolithinler; EA’in lakton halkalarindan birinin agilmasi, dekarboksilasyonu ve
hidroksillerin farkli konumlardan sirayla c¢ikarilmasiyla iretilirler. EA’in doniistimii
jejunumda (ince bagirsagin 2/3’liik kismi) baglar ve tiretilen ilk metabolit UD’dir. UD; dort
fenolik hidroksil grubunu tutar, gastrointestinal sistem boyunca hidroksil gruplarinin ardisik
olarak ortadan kaldirilmasiyla devam eder. Kolonun distal kisimlarinda UC, UA ve son
olarak UB’nin iiretilmesine yol acar. Son zamanlarda tirolithinlerin biyolojik aktiviteleri ile
ilgili yapilan g¢alismalarda drolithin A, C ve D’nin trigliserit birikimini azalttigi ve
hepatositlerin yani sira yag hiicrelerinin oksidasyonunu arttirdigi goriilmiistiir. Ayrica,

oksidatif stresle iliskili insiilin sekresyonundaki bozulmay:1 da oOnledikleri belirtilmistir



(Bayle vd., 2016). Doku inceleme caligmalari iirolithinlerin farelerde prostat, bagirsak ve
kolon dokularinda fazla oranda oldugunu ortaya koymaktadir. (Landete, 2011).

Viicut hiicreleri siklikla farkli endojen ve ekzojen ajanlara maruz birakilmaktadir. ROS
bu maruziyet yiiziinden tiretilmektedir. Son yillarda EA, reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale
getirme yetenegi uyguladigindan tipta ve gida biliminde daha fazla ilgi gérmektedir
(Valipour vd., 2017). Calismalar EA’in oksidatif stresin olusturdugu olumsuz etkileri
antioksidan etkisiyle engelledigini, DNA ve hiicre zararlarin1 azalttigimi géstermektedir
(Baeeri vd., 2017).

Antimutajen, antigenotoksik, antiapoptotik, antikarsinojenik, antibakteriyel,
antiviriitik, antisitma, antialerjik, antiinflamatuar, antiaterojenik, antidiyabetik, antiepileptik,
antidepresan, antianksiyete, bobrek ve karaciger koruyucu ozellikleri bulunmaktadir
(Garcia-Nino ve Zazueta, 2015; Liang vd., 2016).

Son on yilda antitiimor aktivitesi hakkinda umut verici kanitlar birikmeye baglamistir.
Bu kanitlar EA’in tiimorlii hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe edip apoptozu indiikledigini,
anjiyogenezi ve ilaca direnci engelleyip, tiimor biiylimesini ve metastazi dnleyebildigini
gostermektedir (Ceci vd., 2016). Deneysel kanser modellerinde akciger, meme, ince
bagirsak, kolon ve oral tiimoérlerin insidansini azalttigr da belirtilmistir (Landete, 2011;
Munagala vd., 2013).

Beyin ve norolojik kosullar iizerindeki yararli etkilerini gosteren birkac c¢alisma
bulunmaktadir. Ornegin, noronlarin 6liimii ile karakterize edilen birgok ndrodejeneratif
hastalik i¢in potansiyel bir ilag olarak Onerilmistir. Ayrica, hayvanlarin hareketlerini
degistirmeden kognitif bozukluklar1 6nlemek i¢in de kullanilmistir. Bu da, EA’in yash
kisilerde goriilen bunaklik tedavisinde yararli bir hafiza canlandirici madde olarak
uygulanabilecegini diisiindiirmektedir (Liu vd., 2017).

Sitokrom P-450’nin aktivitesini normallestirip serbest radikal {iretimini zayiflatarak
karaciger hiicrelerinin yapisal biitiinliigiiniin korunmasini saglar. Son zamanlarda, EA igeren
dogal ekstraktlarin antifibrotik aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, CCls ile
hasar olusturulan siganlarin karacigerinde EA tedavi edilmesi sonucunda fibrotik septanin
olusumunda azalma oldugu goriilmiistiir (Garcia-Nino ve Zazueta, 2015).

Stiper oksit anyonu ve hidroksil anyon iizerinde etkili bir temizleme etkisi sergiledigi
gosterilmistir. Ayrica lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu etki yapmaktadir. Farmakolojik
olarak aktiftir ve bu nedenle Hageman faktoriinii (pihtilasma faktorii) aktive etme

yeteneginin bir sonucu olarak hayvanlarda ve insanlarda kanamayi kontrol ettigi tespit

10



edilmistir (Bharathi vd., 2014). Siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
aktivitelerini uyarmakta, biyolojik sistemlerde tiretilen degisik tiirlerdeki serbest radikalleri
de etkisiz hale getirmektedir (Baek vd., 2016).

Kaspaz-3 aktivitesini arttirmakta, Bcl-2 diizeyini diistirmektedir. Telomeraz
aktivitesini azaltarak kanser hiicrelerinin émriinii de kisaltmaktadir. (Zhao vd., 2017).
Ayrica, yapilan ¢alismalarda EA’in NF-kB yolaginin giiclii bir inhibitorii oldugu da
bildirilmektedir (Ahad vd., 2014). NF-kB baskilamasina bagli olarak EA; COX-2 ve TNF-
a’nin disiik regiilasyonundan dolayr antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir (Landete, 2011).
EA’in, KRAS onkogeninin promotdr bolgesinde olusturulan kanseri dnlemek i¢in G-
quadruplex (Guanince zengin DNA ve RNA yapisi) DNA’y1 stabilize ettigi de goriilmiistiir
(Pattanayak vd., 2017).

Peptik iilser hastalarindan izole edilen Helicobacter pylori iizerinde doz bagimli bir
inhibitor etki (IC50=1 mM) sergilemektedir ve ET ekstraktlarinin, Vibrio cholerae, Shigella
dysenteriae ve Campylobacter spp’de dahil olmak {izere bir dizi patojen organizmayi inhibe
ettigi bildirilmistir (Landete, 2011).

Son zamanlarda obezite ve tip-2 diyabet gelistirilen sican modellerinde EA
uygulamasiyla hem obezite hem de tip-2 diyabet de goriilen karacigerdeki serbest yag
asitleri (FFA) birikiminin azaldigi goriilmistiir. Ayrica serumda yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) kolestroliinii arttirdig1 ve lipogenez ile B-oksidasyonunu diizenleyerek
trigliseridlerin karacigerde birikimini 6nledigi de bildirilmistir (Garcia-Nino ve Zazueta,
2015).

1.4. Apoptozis

Apoptozis; eski yunan dilinde agaglardan diisen yaprak veya ¢iceklerden ayrilan petal
anlaminda kullanilmaktadir (Wu vd., 2001; Onal vd., 2016). Programlanmis hiicre 6liimii,
hiicre intihar1 ya da hiicre kayb1 gibi tanimlar1 da bulunmaktadir (Aslan, 2011). Apoptozis
terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr vd. tarafindan 6zel bir morfoloji gdsteren hiicre Sliimleri
icin kullanilmistir. Yaptiklari caligmalarda apoptozise ugrayan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin
yogunlastigini ve hiicre igeriklerinin zar ile ¢evrili kesecikler (vesikiiller) i¢erisine alindigini
belirlemisler ve bunlarin komsu hiicreler tarafindan elendigini gézlemlemislerdir (Y1ldirim,

2010).
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Apoptozis igin sinyal alindiktan sonra, hiicre i¢inde bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik
degisiklik gozlenmektedir. Ilk olarak hiicre kiigiilmeye ve daha yogun hale gelmeye baslar,
hiicre iskeleti pargalanir ve hiicresel zar ¢6ziiniir. Cekirdek DNA’s1 birgok pargaya boliiniir.
Sitoplazmik hiicre iskeletinin bozulmasi apoptozise yol agarken, sitoplazmanin kararli
durusu ise apoptozisi engellemektedir. Sitoplazma kii¢iilmeye baslamakta, daha sonra
cekirdek ayr1 pargalara boliinmektedir. Cekirdek, apoptozisdeki olaylarin odagidir. Hiicre
kisalmaya ve kii¢iilmeye devam etmekte ve makrofajlar tarafindan taninabilen zarla ¢evrili
kiiciik vezikiiler pargalara ayrilmaktadir. Iglerinde sitoplazmalari, saglam organelleri ve
¢ekirdek parcalarini (bazilarinda) iceren apoptotik cisimler olusturulabilir. Cekirdek gibi
hiicre de daralir ve zarla ¢evrili birkag pargaya ayrilabilir. Sonunda hiicre Sliir, plazma zarlari
parcalanir ve organelleri serbest kalir (Sekil 1.6). Protoplazmanin membrandan
ayrilmasindan apoptotik viicudun olusumuna kadar degisen apoptotik olay zinciri birkag
dakika siirer. Bununla birlikte, apoptotik hiicrelerin fagositozu 12-18 saat siirebilir (Giiles ve

Eren, 2008; Onal vd., 2016).
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Sekil 1.6. Apoptozis gegiren bir hiicre (URL-3, 2017).

Apoptozis, hiicre populasyonunun normal biiylimesini ve morfogenezini diizenleyen
fizyolojik bir siirectir (Mishra ve Vinayak, 2015). Apoptotik hiicreler, organizmanin bazi
hiicreleri ile dokularinda siirekli olarak olusmakta ve bu durum tiim yasam boyunca devam
etmektedir. Boylece apoptoz (6liim) ve mitoz (yeniden yapim) bu dokularda homeostazi

ireterek dinamik bir dengede ilerlemektedir. Apoptozis, viicuttaki hiicrelerin sayisini sabit
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tutmak ve bagisiklik sistemini aktif hale getirmek icin, embriyonik ve postembriyonik
gelisim sirasinda hiicrelerin morfojenik Sliimiinden sorumludur. Ayrica, farkli dokularin
olgunlagsmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Onal vd., 2016).

Apoptozis, fizyolojik halde hasar géren veya istenmeyen hiicrelerin kontrollii olarak
uzaklastirilmasi islemidir (Kedzierska ve Piekielko-Witkowska, 2017; Zamaraev vd., 2017)
ve intrinsik (mitokondriyal) ve digsal (6liim reseptdr aracili) yolaklarin aktivasyonu ile
olusmaktadir. Apoptozom kompleksinin olusumu igin baslatici prokaspaz-9 gereklidir.
Intrinsek apoptozda, apoptozom kompleksi baslatict prokaspaz-9’u parcalayarak
aktiflestirmektedir. Bolinmiis kaspaz-9; efektor kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7’yi aktive
ettiginde apoptoz indiiklenmektedir (Dingel ve Yildirim, 2016).

Sekil 1.7. Apoptozise ugrayan hiicrede goriilen degisimler (Y1ldirim, 2010; Aslan, 2011; URL-4, 2017).

Aktin ve lamin flamentlerinin boliinmeleri ile hiicre kiigilmeye baglar (Sekil 1.7 A).
Hiicre ¢ekirdeginde bulunan yapisal proteinlerin kesilmesi ve kromatin yapisinimn
bozulmasiyla ¢ekirdek yogunlasir. Cogu zaman ¢ekirdek at nali seklinde goriiniir (Sekil 1.7
B). Hiicre kiiglilmeye devam eder (Sekil 1.7 C). Makrofajlarin tanimasina imkan verecek
bicime donistiiriilerek paketlenir. Makrofajlar diger hiicrelere zarar vermeden apoptotik
hiicreleri ayirt eder. Apoptotik hiicrenin membraninda degisimler olur. En belirgin degisim
fosfaditilserin birimlerinin hiicre membraninin dis yiizeyine ¢ikmasidir. Apoptozisin son
asamasinda zar kabarciklari ve bazen de kiigiik vezikiiller gozlenir (Sekil 1.7 D) (Yildirim,
2010; Aslan, 2011; URL-4, 2017).
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1.5. Apoptotik Markerlar (Kaspaz-3 ve Bcl-2)

Apoptozis mekanizmas: lizerinde kaspazlar ve bcl-2 proteinleri 6nemli bir rol
oynamaktadir (Aslan ve Can, 2014).

Apoptoz baslangicinda ve yiiriitilmesinde merkezi bir rol oynayan apoptotik
kaspazlar; kaspaz reaksiyonlarindaki rollerine ve aktive mekanizmalarina bagl
olarak baslatic1 ve efektor kaspazlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Aktif merkezlerinde sistein
aminoasiti bulundururlar. Hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden kestikleri i¢in
bu ismi almiglardir. Baslatict kaspazlar, yiiksek molekiil agirlikli ¢oklu protein
komplekslerine dahil edilmektedir. Kisa etki alanlarina sahip efektor kaspazlar ise baslatici
kaspazlar tarafindan etkinlestirilmektedir. Efektor kaspazlar apoptotik hiicre 6liimiiniin
yiuriitiilmesinde ve birden ¢ok hiicresel substratin pargcalanmasinda Kilit rol oynamakta ve
bdylece hiicrenin yikilmasi saglanmaktadir (Zamaraev vd., 2017;Y1ldirim, 2010).

Mitokondri normal kosullarda ATP olusturmak iizere sitokrom-c igermektedir.
Mitokondriyal stres durumlarinda salinan sitokrom-c, apoptotik bir cisim (apoptozom)
olusturmak {izere apoptoz ile ilgili faktor 1 (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile birlesebilir ve
kaspaz-9’u aktive edebilir. Daha sonra aktive edilmis kaspaz-9 efektor kaspaz-3’i keserek
aktivasyonuna yol acar. Kaspaz-9 ATP/dATP varliginda Apaf-1’de yer alan WD40 domaini
(bolge) araciligiyla sitokrom-c’ye baglanarak aktive olur. Apaf-1 ve kaspaz-9 da 6nemli bir
bolge bulunur ve bu bolge CARD olarak isimlendirilir. Apaf-1’in CARD bdlgesi iki tane
WD40 bolgesi ile birlikte bir arada tutulmaktadir. Bu WDA40 bélgeleri aracilifiyla Apaf-1
sitokrom-c’ye baglanir. Bu baglanma WD40 bdlgelerine bagli olarak CARD domainin
yerinin kaybetmesine neden olur. ATP/dATP’nin Apaf-1’e baglanmasiyla molekiil sekil
degisimine ugrar. Direksiyon veya tekerlege benzer bir heptamer olusur. Bu yapida yediser
molekiil Apaf-1, sitokrom-c ve ATP bulunur. Apoptozom olarak isimlendirilen bu yapi,
komplekse yedi molekiil prokaspaz-9’un katilmasina imkan tanir (Sekil 1.8) (Sawada vd.,
2000; Yilmaz, 2005; Yildirim, 2010; Xue vd., 2017).
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Sekil 1.8. Sitokrom-c ve apaf-1 araciligi ile apoptozis (Aslan, 2011; Can 2014).

Apoptozom
v
Prokaspaz-3 aktivasyonu ve
Apoptozis

Bcl-2 ailesi proteinleri programli hiicre 6limiiniin kontrol noktalarinda gorev alirlar.
Bcl-2 kurucu tiyedir ve B- hiicre lenfomasinda (B cell lymphome) tanimlandigindan bu adi
almistir. Bel-2 ailesinin bir kismi1 anti apoptotik (apoptozisi inhibe eden) bir kismi ise pro
apoptotik (apoptozisi hizlandiran) iiyelerden olusur. 1988 yilinda Bcl-2’nin apoptozisi
inhibe ettigi ve kanser gelisime neden oldugu belirlenmistir. Memeli hiicreleri Bcl-2
ailesinin tiim tiyelerine sahiptir (Latif vd., 2000; Mousavi vd., 2009; Y1ildirim, 2010).

Bcl-2 ailesi mitokondriyal apoptozun diizenlenmesinde yer almaktadir. Mitokondriyal
dis zar gegirgenligini yonetmektedir (Xue vd., 2017; Du vd., 2017). Mitokondri
membranindan iyon akisint ve sitokrom- ¢ salmimini diizenler. Apaf -1’e baglanarak
inhibisyonunu saglar (Y1ildirim, 2010). Bcl-2 pro-apoptotik proteinlerle baglanarak apoptozu
baskilamaktadir. Folikiiler lenfomalarin % 85’inden fazlasin1 eksprese eder ve lenfoma
hiicrelerini kemoterapiye kars1 direngli yapmaktadir (Dai vd., 2017).

Bcl-2 ailesinin hiicre dliimiine giden apoptotik yollar; 1. Intrinsik yolu basta hiicre dis1
uyarilar olmak {izere ¢esitli sinyaller tarafindan baglatilir. 2. Ekstrinsik yol Fas ligand1 veya
TRAIL tarafindan aktive edilir, kaspaz-8 etkinlestirilir ve bir kaspaz aktivasyonunu
baslatir. 3. BH3e bagli proteinler (Bim, Bid, Bad, Noxa, Puma), anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
proteinleri ile etkileserek Bax ve Bak proteinlerinin inhibe edilmelerini engeller. 4. Bax ve
Bak proteinleri oligomerlesip aktive edilerek mitokondrial dis membrandan gegirgenlige

sebep olur.
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Sekil 1.9. Bcl-2 apoptotik yolu (Kang ve Reynolds, 2009).

5. Mitokondriyal membranlar permeabilize olduktan sonra sitokrom-c veya
Smac/DIABLO, apoptozom adi verilen birgoklu protein kompleksi iginde bir adaptor
molekiilii olan apaf-1 ve aktif olmayan prokaspaz-9 ile birlesip sitoplazmada serbest
kalir. Smac/DIABLO, kaspaz-9’u aktive etmek i¢in apoptoz proteinlerinin inhibitdrlerini
engeller. 6. Kaspaz-9, kaspaz aktivasyon kaskadinin baslatma basamagi olan kaspaz-3’ii
harekete gecirir. Intrinsik ve ekstrinsik yollar kaspaz-3’te birlesir. Bcl-2 ailesi proteinleri
hematopoietik hiicrelerdeki endoplazmik retikulum ve periniiklear zarda bulunur, ancak

agirlikl olarak mitokondride yer almaktadir (Sekil 1.9) (Kang ve Reynolds, 2009).
1.6. Katalaz

Katalaz (EC 1.11.1.6), hemen hemen tiim aerobik solunum yapan organizmalarda
bulunan en 6nemli antioksidan enzimlerden biridir (Sekil 1.10). Katalazin temel islevi,
hidrojen peroksitin (H202) suya ve molekiiler oksijene ayrigsmasidir (Tiikel vd., 2013; Krych-
Madej ve Gebicka, 2017). Her katalaz molekiilii saniyede milyonlarca H2O2 molekiiliinii
pargalayabilir ve oksidatif stresi azaltabilir. Katalazlar, reaktif molekiillere kars1 savasmalari

gerektigi icin alisilmadik derecede kararli enzimlerdir (Majumder vd., 2017). Neredeyse tiim
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hayvanlarin veya bitki dokularinin peroksizomlarinda, 6zellikle karacigerde bol miktarda

bulunmaktadir (Wang vd., 2017).

Sekil 1.10. Katalazin ii¢ boyutlu yapist (Sagaltici, 2012).

Katalaz sinifi, ii¢ farkli enzim tipini kapsamaktadir. Bunlar; monofonksiyonel, iki
fonksiyonlu (peroksidazlar) ve manganez katalazlardir. Biitiin bu metaloenzimler
birbirinden bagimsiz olarak iki farkli protein ailesine sahiptirler. Birincisi; demir-porfirin
kofaktdriine sahip Fe iceren (tip I) katalazlardir. ikincisi; diniikleer manganez aktif bolgesi
olan hem olmayan (tip II) katalazlardir. Bunlar psdodokatalazlar olarak da bilinmektedir.
Uciinciisii ise hem igeren katalazlarla karsilastirildiginda daha diisiik spesifik aktiviteler
gosteren katalazlardir (Grigoras, 2017).

Katalaz, siitten H20O2 ¢ikarmak i¢in gida endiistrisinde kullanilan 6nemli bir ticari
katalizordiir. Tekstil endiistrisinde, gida paketleyicilerinde, dezenfektanlarda ve kozmetikte
de uygulama alan1 bulmaktadir (Misra vd., 2017). Kisa kullanim 6émrti, iyilesmede glicliikleri
ve tekrar kullanilabilirlik gibi bazi dezavantajlari sebebiyle endiistriyel uygulamalari
siirlandirir (Wang vd., 2017).

Saflastirilacak ve kristallestirilecek ilk enzimlerden biri olan katalaz; insanlarda ve
hayvanlarda kansere, seker hastalifina ve yaslanmaya sebebiyet verdigi i¢in son yillarda
biiytik ilgi gormektedir (Akyilmaz ve Korgus, 2009).

Katalaz diizeyindeki azalma cesitli timorlerin H2O2 detoksifikasyonu i¢in onemli
6l¢iide azalmis olmasiyla iliskilendirilmistir. Bu durumda 16kositler ve eritrositlerde ciddi
periodontal yikim oldugu gorilmistiir (Abdel- Mageed vd., 2012). Katalaz eksikligi tip-2
diyabet gelisme olasiligini da arttirabilmektedir. Diyabetli hastalarin kanindaki katalaz

aktivitesi, saglikli insanlardan anlamli derecede diisiik bulunmus ve benzer sekilde sizofreni
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ve aterosklerozlu hastalarda da goriilmistiir (Najjar vd., 2017). Apoptozu, mutasyonu, timor
uyarinimini ve yaglanmayi dnlemede 6nemli bir faktor olarak da bilinmektedir (Harifi-Mood
vd., 2017). Buna ek olarak H20; ile anaeroblara kars1 antiseptik olarak da kullanilmaktadir
(Abdel- Mageed vd., 2012).

Bitkilerde ise, yaslanma, dehidrasyon, ozmotik stres, yaralanma, paraquat (toksik
herbisit), ozon ve agir metallerin yol agtigi oksidatif strese karst primer bir enzimatik

savunma olarak gortlmistiir (Kibinza vd., 2011).

1.7. Lipit Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi doku hasarinin 6nemli mekanizmasi
hiicre zarlarinda bulunan lipitlerin peroksidasyonudur (Yariktas vd., 2003). Lipit
peroksidasyonu, membranlarda mevcut olan PUFA (¢oklu doymamis yag asitleri)’nin,
serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller, peroksitler, aldehitler gibi gesitli iirlinlere
yikilmasi reaksiyonudur. Lipit peroksidasyonun en 6nemli gostergesi ve son liriinii MDA ’tir
(Benzer ve Ozan, 2003; ipek vd., 2012; Can, 2014; Boydak, 2015).

MDA, doymamis omega-3 Ve omega-6 yag asitlerinin, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
kolay reaksiyonu sebebiyle, lipit peroksidasyonu i¢in uygun bir biyolojik belirte¢ olarak
uzun yillar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. MDA, Klinik durumlarda oksidatif stresi
belirleyen en popiiler ve gilivenilir gostergelerden biri olmaktadir. Ayrica, lipit
peroksidasyonunun en mutajenik iiriinii oldugu da goriilmektedir (Fatani vd., 2016).

MDA, enzim aktiviteleri, iyon transportu, hiicrelere kalsiyum ve sodyum gibi
elektrolit gecislerinin hizlanmasi neticesinde ATP kaybi, DNA hasar1 ve hiicre membraninin
bozulmas1 gibi degisimlere sebep olmaktadir. Bu nedenle MDA 6l¢iimii hiicresel hasarin
diizeyini saptamada kullanilmaktadir (Ertugrul, 2014; Bozukluhan vd., 2017).

MDA; lipit peroksidasyonunun bir sonucu olarak gida, serum, plazma, doku, idrar
dahil olmak tizere lipit bakimindan zengin bir¢cok biyolojik Ornekte bulunmaktadir
(Jetawattana, 2005; Tsikas vd., 2017). Lipit peroksidasyonlari sonucu olusan membran
hasarlar1 geri doniislimsiizdiir. Ancak bu antioksidan reaksiyonlar ile sonlandirilabilir

(Tanriverdi, 2005).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler ve Ellagik Asit

Western Blot asamasinda kullanilan primer antikorlar (anti-kaspaz-3 sc-70497, anti
bcl-2 sc-509) ve sekonder antikor (sc-516102) Santa Cruz Biotechnology (Germany)’den
temin edildi.

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich (Almanya), Bio-
Rad (ABD), BioShop (Kanada) ve Merck (ABD)’ten, ellagik asit (A15722) ise Alfa Aesar

(Germany)’dan saglandi.

2.2. Metod

2.2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplari

Bu Tez calismasinin hayvan deneyleri boliimii, F.U. Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 26.10.2016 toplant: tarihli, 2016-118 protokol numarali, 2016-19 toplant1 sayisi
ve 190 karar nolu izni ile F.U. Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi’nde (FUDAM)
yiiriitildii.

Calismada 36 adet Wistar albino (n=36, 8 haftalik) sigan kullanildi. Siganlara giinliik
12 saat aydinlik; 12 saat karanlik olacak sekilde bir aydinlatma periyodu uygulandi. Siganlar,
canli agirliklar1 (CA) birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba ayrildi (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Aragtirma gruplart (n=9)

Deneme
Gruplar Uygulama
Siiresi
Kontrol Grubu Standart diyet ile beslenen, CClsve EA verilmeyen grup 8 hafta
EA Grubu Standart diyet ile beslenen ve EA (10 mg/kg CA, ip) verilen grup 8 hafta
CCl4 Grubu Standart diyet ile beslenen ve CCl, (1,5 ml/kg CA, ip) verilen grup 8 hafta
Standart diyet ile beslenen CCl4 (1,5 mil/kg CA, ip) ve EA (10 mg/kg
CCls + EA Grubu ) ] 8 hafta
CA, ip) verilen grup




Gruplar: (i) Kontrol Grubu: Standart diyet ile beslenen grup; (ii) EA Grubu: Standart
diyet + EA (10 mg/kg CA, ip) verilen grup; (iii) CCls Grubu: Standart diyet + CCls (1,5
ml/kg CA, ip) verilen grup; (iv) CCls + EA Grubu: Standart diyet + CCls (1,5 ml/kg CA, ip)
ve EA (10 mg/kg CA, ip) verilen grup seklinde ayarlandi. Hayvanlarin baslangi¢ canli
agirliklan esit olacak sekilde ayarlanip gruplar olusturulmustur. Canli agirliklar ¢alisma
boyunca haftada 2 kez kaydedildi.

Yem ve su, ¢calisma siiresince ad libitum olarak verildi. Calisma bitiminde si¢anlar
dekapite edilerek karaciger dokular1 ve kan serumlar1 alindi ve analizler yapilincaya kadar -

80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.2. Karbon Tetrakloriir Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

CCls uygulamasi, sekiz hafta boyunca haftada iki kez intraperitoneal (karin zar1 igine)
1,5 ml/kg canli agirlik olacak sekilde, 1:3 oraninda zeytinyag ile birlikte enjekte edilerek
gerceklestirildi (Aslan ve Can, 2014; Lu vd., 2016).

2.2.3. Ellagik Asit Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

100 mg EA, 10 ml DMSO (dimetil siilfoksit)’da ¢oziindi (Grossi vd., 2014). Stok
soliisyonundan alinan EA, hayvanlara ikinci haftadan itibaren haftada bes kez intraperitoneal
olarak, 10 mg/kg CA dozlarinda yapildi (Kaya, 2012; Gu vd., 2014).

2.2.4. Karaciger Dokusu MDA Olciimleri

Karaciger doku drnekleri kiiglik parcalara boliinerek 0,5 gram doku basina 4,5 ml %
1,15°1ik KC1 eklenerek cam homojenizatorde pargalandi. Elde edilen bu homojenattan MDA
tayini Ohkawa vd., (1979)’ya gore degistirilerek yapildi. Bu yontemde 0,1 ml doku
homojenatina 0,1 ml % 8,1 sodyum dodesil siilfat (SDS), 750 ul % 20°lik (pH:3,5) asetik
asit soliisyonundan eklendi. Ardindan 750 pl % 0,8’lik (pH: 3,5) TBA soliisyonundan
eklenerek son hacmi 4 ml olacak sekilde saf su eklendi. Daha sonra 95 °C sicaklikta kaynar
su banyosunda 45 dakika bekletildi ve ardindan sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v)
oraninda 5 ml n-butanol-piridin karisimindan eklenip vortekslendi. 5000 rpm’de 10 dakika

santrifiij edildikten sonra iist kistmdaki organik tabaka alinarak 532 nm dalga boyunda
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spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Sonuglar nmol/g olarak kaydedildi (Ohkawa vd., 1979;
Aslan ve Can, 2014).

2.2.5. Plazma MDA Ol¢iimleri

Gruplardan 200 ul 6rnek alinarak % 8,1 SDS’ten 200 pl ilave edildi. % 20’lik asetik
asit’ten (pH: 3,5) 1,5 ml ve % 0,8’lik (pH: 3,5) TBA’dan 1,5 ml eklenerek son hacim 4 ml
olacak sekilde distile su eklendi. Daha sonra 95 °C sicaklikta kaynar su banyosunda 1 saat
bekletildi ve ardindan sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-butanol-
piridin karisimindan eklenip vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
iistteki organik tabaka alinip 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6l¢iildii.
Sonuglar nmol/ml olarak kaydedildi (Ohkawa vd., 1979; Aslan ve Can, 2014).

2.2.6. MDA Olgiimleri i¢in Standart Egri Cizimi

Glinliik standart MDA stoklarindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alinip 100 ml
saf suya tamamlandi. Egri ¢izimi i¢in gilinliik standarttan saf suyla 40, 20, 10, 8, 5, 4 oraninda
seyreltme yapilarak 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol derisiminde c¢alisma standartlari
hazirland1 (Antmen, 2005). Bunun ardindan, daha 6nce bahsedilen MDA prosediiriine gore
diger islemler yapilarak sonuglar doku i¢in nmol/g; plazma i¢in nmol/ml olarak kaydedildi

ve standart egri grafigi cizildi.

2.2.7. Western Blotlama Calismasi icin Doku Homojenizasyonu

Karaciger doku oOrnekleri, kiigiik parcalara boliinerek cam homojenizatdrde lizis
tamponu (0,5 M Tris [pH: 8], EDTA, B-Merkaptoetanol, Fenil metil siilfonil florid [PMSF])
icerisinde parcalandi. Pargalanan doku ornekleri 15000 rpm’de 45 dakika santrifiijlendi.
Siipernatant alind1 ve kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi (Aslan, 2011; Aslan
ve Can, 2014).

21



2.2.8. SDS-PAGE ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) teknigi ile
dokulara ait protein 6rnekleri % 12’lik jelde yiiriitiildii. Daha sonra bu proteinler (kaspaz-3
ve bcl-2) Western blotlama teknigi ile nitroselilloz membrana aktarilarak ekspresyon
diizeylerine bakildi (Laemmli, 1970) ve protein diizeyleri yogunluk belirleyici analiz sistemi
ile 6l¢iildii (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA).

2.2.8.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN®?3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak
gerceklestirildi. Proteinleri ayirmak ig¢in kullanilan jel su sekilde hazirland1 (Laemmli,

1970).

Ayirma Jeli (Separating)’nin Hazirlamsi (% 12)

dH20 3,35 mi
1,5 M Tris HCI (pH: 8,8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 ul
% 30 Akrilamid/Bis 4 ml
% 10 Amonyum Persiilfat 75 ul
TEMED 15 pl
Yiikleme Jeli (Stacking)’nin Hazirlanisi (% 4)
dH.0 6,1 ml
0,5 M Tris HCI (pH: 6,8) 2,5 ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 1,3 mi
% 10 Amonyum Persiilfat 60 pl
TEMED 12 ul

Hazirlanmis 6rneklerin kuyulara yiiklenmesinden dnce, esit miktarda SDS-PAGE
SAB boyas1 eklenerek 5 dakika kaynatildi. Elektroforez 30 mA akim uygulanarak yapildi

(Laemmli, 1970). Elektroforezin ardindan Western blotlama agamasina gegildi.
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2.2.8.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

SDS-PAGE i¢in 5x Tank (Yiiriitme) Tamponu (5x Running Buffer)

0,025 M Trizma Base 15 g/ml
0,192 M Glisin 72 g/ml
% 0,1 SDS 59/

dH20 ile 1x Running buffer’a seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

SDS-PAGE i¢in Ornek Uygulama Tamponu (SAB: Sample Amplification Buffer)

% 10 SDS 1g/10 ml

% 50 M Tris HCI (pH: 6,8) 5 mi/10 ml

% 10 Gliserol 1 ml/10 ml

% 2,5 2-Merkaptoetanol 0,25 ml/10 mi
% 0,05 Bromofenol Mavisi 0,005 g/10 ml
% 2DTT 0,2 /10 ml

dH20 ile 10 ml’ye tamamlandi.
SDS-PAGE Sonrasi Protein Boyama Soliisyonu

% 0,1 Commassie Brillant Mavisi 0,1 g/100 ml
% 40 Metanol 40 ml/100 ml
% 10 Glasiyal Asetik Asit 10 m1/100 ml

dH20 ile 100 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Sonrasi Boya Giderici (Destaining) Soliisyon
% 5 Metanol 5 ml/100 ml
% 7 Asetik Asit 7 m1/100 ml
dH20 ile 100 mI’ye tamamlandi.

Western Blot Transfer Tamponu 5X

Glisin 4,3 g/300 ml
Trizma Base 5,81 ¢/300 ml
Metanol 75 ml1/300 ml

dH20 ile 300 ml’ye tamamlandi.
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PBS (Phosphate Buffered Saline) 9X

1,45 M NaCl 84,74 gl
0,075 M NazHPQO4.12 H20 26,8 g/l
0,025 M NaH2P04.12 H,0 3,909/

PBS Tween-20

PBS 1000 ml
Tween-20 2ml
Siit Tozu

Bloklama soliisyonu olarak % 5’lik siit tozu kullanildu.

Western Blotlama Sonrasinda Nitroseliiloz Membranda Protein Goriintiileme

Soliisyonu
1 M Tris (pH: 6,8) 1,33 ml/40 ml
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) tablet 4 tablet
% 30 H20: 40 ul/40ml

dH20 ile 40 ml’ye tamamlandi.

Western blotlama, BIO-RAD Mini-PROTEAN®3 Cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak gergeklestirildi. Blotlama 6ncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jelde ayrilmasi
saglandi. Jel biytkligiinde olacak sekilde Nitroseliiloz transfer membrani kesildi. Filtre
kagitlariyla beraber transfer tamponu igerisinde bekletildi. Elektroforezin ardindan jel de
transfer tamponu igerisinde bekletildi ve sonrasinda western blota 6zgii kasetin kapagi
acilarak alt tarafina filtre kagidi ve onun iizerine de jel yerlestirildi. Hava kabarcig:
kalmamasina dikkat edilerek nitroseliiloz membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirilerek
kasetin kapagi kapatildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. Tanka buz finitesi de
yerlestirildi ve ardindan transfer tamponu doldurularak gii¢ kaynagina baglandi ve 250
mA’da 90 dakika akim verildi. Isinin diizenli dagilmasi amaciyla, blotlama manyetik
karistirici tizerinde yapildi. Blotlama sonrasinda membran, PBS Tween-20’de (PBS yikama
soliisyonu) 15 dakika yikandi. 4 °C’de bir gece siit tozu igerisinde bloklama islemi yapilds.
Bloklamadan sonra 90 dakika oda 1s1sinda bekletildi. Daha sonra 1/500 oraninda seyreltilmis

primer antikor (kaspaz-3 sc-70497, bcl-2 sc-509) ilave edilir. Yine 90 dakika oda 1sisinda
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bekletildi. 15 dakika PBS c¢alisma soliisyonu ile yikama islemi gergeklestirildi. 1/1000
oraninda seyreltilmis sekonder antikor (sc-516102) ilave edilir. 90 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Yine ayni sekilde PBS ¢alisma soliisyonu ile 15 dakika yikandi. Yikama isleminin
ardindan son hacim 40 ml saf suyla tamamlanacak sekilde 4 tablet (20 mg) 3,3’-
Diaminobenzidin (DAB, Amresco), 1,33 ml 1 M Tris (pH: 6,8), % 30’luk 40 ul H20;
icerisinde bantlar belirgin hale gelinceye kadar bekletildi. Ardindan dH20 igerisine alinarak
reaksiyon durduruldu. Bu metot Aslan (2011)’in ¢alismasi esas alinarak bazi degisiklikler

yapilarak gerceklestirildi.

2.2.9. Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz ol¢iimiinde kullanilmak iizere spektrofotometrede 240 nm’de absorbans 0,7-
0,9 oluncaya kadar 1/15 M Na-fosfat tampon (Na;HPOs- NaH2PO4) pH: 7 ¢ozeltisine
derisik (% 35°lik) H20 ilave edildi. Orneklerin katalaz igerigini belirlemek i¢in hazirlanan
bu karistmdan 1000 pl alinip kiivete konuldu ve iizerine calisma aralifina bagl olarak 30
ul’den baslayarak gittikge artan konsantrasyonlarda siipernatant eklenip ve bir kez
karistirtlip spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 1 dakika siireyle H2O2’nin absorbans
degisimi okundu. Okunan bu optik dansite farkindan U/mg katalaz aktivitesi belirlendi
(Luck, 1963; Yigitcan, 2012, Tutus, 2016).

2.2.10. Kaspaz-3 ve Bcl-2 Proteinlerinin Analizi

Bu ¢alismada kaspaz-3 ve bcl-2 apoptotik proteinlerinin hasarli ve normal dokulardaki
ekspresyon seviyeleri spesifik antikorlar kullanilarak SDS-PAGE ve Western blotlama
teknigi ile saptanmustir.

2.2.11. TUNEL Metoduyla Apoptozis Miktarinin Tespiti

Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz (dUTP) Centik Ug¢ Etiketleme olarak bilinen
TUNEL metodu, DNA bozunmasina ugrayan apoptotik hiicreleri belirlemek {izere

tasarlanmistir (Kyrylkova vd., 2012). Parafin bloklar, dondurulmus halde bulunan kesitler,

kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya “plate”lere ekilmis ya da lameller iizerinde
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biiyiitiilmiis hiicrelerdeki apoptozis bu yontemle belirlenebilir (Yilmaz, 2005; Qiu vd.,
2007).

Tablo 2.2. TUNEL boyama prosediirii

islem Siire
1 60°Cetiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3'er dakika
4  PBS 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilie. ™~ ..
6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8  Endojen peroksit blokaji (% 3 H202) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Calisma soliisyonu (% 70 pl Reaction Buffer + % 30 TdT Enzyme) 37 °C’de 60 dakika
12 Stop/Wash Buffer (2ml) + Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 % 80, % 96 ve % 100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...

TUNEL metodu su sekilde yapildi: Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak
apoptoza giden hiicreler tespit edildi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili olarak
verilmistir (Tablo 2.2). Hazirlanan preparatlar Leica DM500 mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (Leica DFC295). TUNEL boyamanin analizinde Harris
hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma
gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10’luk biiylitmede rastgele
secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam
(normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak

istatistiksel analizleri yapildi. Skala bar: 5 um.
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2.2.12. istatistiksel Analizler

Biitiin veriler SPSS 20 paket programinda varyans analizi ile degerlendirilmistir.
Gruplar i¢i farkliliklar1 belirlemek igin One-Way ANOVA Post Hoc Tukey, Duncan,
Games-Howell, LSD testleri uygulanmistir. Yapilan istatistiklerin giivenilirligi agisindan,

Ol¢iimler en az 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhik Degisimi

Tablo 3.1. Gruplarda baglangi¢ ve bitis canli agirliklari

Baslangic canli agirhg, Bitis canhi agirhig,
Gruplar
(@) (@)
Kontrol 275,27 +5,00 381,33 +4,50°
EA 251,82+ 5,00 321,46 + 5,50°
CCly 246,15 + 5,00 291,72 £ 6,02°
CCls+ EA 243,63 + 5,00 310,14 + 5,500

a-c: Ayni stitunda farkli harfi tagtyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post Hoc Tukey

HSD ve Games-Howell Testi.

Sekil 3.1. Calisma gruplarimin bakim odasi



Bitis canh agirhg

450

350 b b

Canh agirhifr
8 8 8 & 8

un
=]

=]

Kontrol EA CCla EA+CCl4

Sekil 3.2. Gruplarda goriilen bitis canli agirlik oranlar1
a-c: Siitun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6énemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post
Hoc Tukey HSD ve Games-Howell Testi.

Baslangi¢ canli agirliklarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi
goriiliirken (p>0.05), bitis canl1 agirliklar: incelendigi zaman ise gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark oldugu (p<0.05) goriilmektedir. Agirlik artiginin en fazla kontrol, en az CCl4
grubunda oldugu, EA ve CCls + EA gruplarinda birbirine yakin oldugu ve bu iki grupta
aradaki farkin 6nemli olmadig1 goriilmektedir (Tablo 3.1. ve Sekil 3.2).

3.2. MDA Ol¢iim Sonuclar

Tablo 3.2. Calisma gruplarinda elde edilen plazma ve karaciger doku MDA diizeyleri

Gruplar Kontrol EA CCls4 CCls+ EA
Plazma MDA

0,72+0,02¢  0,76+0,01°  0,92+0,068 0,8+ 0,02°
(nmol/ml)
Karaciger Doku MDA (nmol/g) 0,66 + 0,07° 0,68 +0,02°¢ 1,3 +£0,12 0,94 + 0,06°

a-c: Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post Hoc LSD
ve Games-Howell Testi

Tablo 3.2°de goriilen degerler, 532 nm dalga boyunda 6l¢iilen MDA degerlerinin, daha
once bahsedilen giinliik standart MDA stoklar1 baz almarak ve gerekli prosediirler
uygulanarak hesaplanmis halidir. Hesaplama islemi y=0,6965x—0,4809 seklinde yapilmistir.
Buradaki y degeri spektrofotometrede Slgiilen MDA degeridir Bu verilere gére MDA

standart egrisi olusturulmustur.
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v = 0,6965x- 0,4809
R®=0,9685

Absorbans

# MDA Standart EErisi

0 0,5 1 1,5 2 2,5
MDA konsantrasyonu

Sekil 11. MDA standart egrisi

Plazma MDA Diizeyleri

1,2 -

a

o
[=)]
1

Kontrol EA cCla EA+CCl4

Sekil 3.4. Gruplarda plazma MDA diizeyleri ve karsilagtiriimasi
a-c: Siitunlarda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post Hoc

Games-Howell Testi.

Tablo 3.2°deki degerler, hem plazmada hem de karaciger dokusunda, EA verilen
gruplarda MDA diizeyinin diistiiglinii ve en yiiksek diizeydeki MDA degerlerinin CCls4
gruplarinda oldugunu gostermektedir. Karaciger dokusunda ve plazmada, CCl4 muamelesi
goren iki grup, kontrol gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli bir farklilik géstermistir
(p<0.05). EA verilen gruplarda ise MDA diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir
(Tablo 3.2, Sekil 3.4 ve 3.5).
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Karaciger Doku MDA Diizeyleri

1,6
a
1,4
1,2 b
5 1
ol c
S o8
5
0,6
04
0,2
0
Kontrol EA ccla EA+CCI4

Sekil 3.5. Gruplarda karaciger dokusu MDA diizeyleri ve karsilastirilmasi
a-c: Siitunlarda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark énemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post Hoc
Games-Howell Testi.

3.3. Katalaz Ol¢iim Sonugclar:

Tablo 3.3. Katalaz aktivite sonuglar

GRUPLAR Katalaz Aktivitesi
Kontrol 5,51 +£0,112
EA 451 +0,10°
CCl. 2,65+ 0,119
CCls + EA 4,20+ 0,10°
0,06
0,05 y=0,0019x+0,0121

R*=0,9159

Absorbans (OD650)
o
o
w

o

T T T 1

0 5 10 15 20 25
BSA (mg/ml)

Sekil 3.6. BSA standart egrisi

Bulgularimizda Kkaraciger dokusunda katalaz aktivitesinin kontrol grubunda en

yiiksek, EA ve CCls+ EA gruplarinda kontrole gore biraz daha diisiik, CCls grubunda ise en
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diisiik degere geldigi goriilmektedir. Tiim gruplarda katalaz seviyeleri arasindaki fark

istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Tablo 3.3 ve Sekil 3.7).

7 A

Katalz Aktivitesi (Ufmg protein)
P w s wn o]

=
|

=]

Kontrol EA cold EA+CCl4
Sekil 3.7. Gruplarda katalaz aktivitesi

a-d: Siitun grafikte farkli harfi tastyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post
Hoc LSD Testi.

3.4. TUNEL Metoduyla Belirlenen Histolojik Sonuclar
Calismanin sonlandirilmasmin ardindan TUNEL metodu kullanilarak apoptozis

diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen goriintiilerle, karaciger dokusunda DNA’da meydana

gelen hasar tespit edilmistir.

Sekil 3.8. Kontrol grubuna ait karaciger dokusu siniizoidal hiicrelerde TUNEL pozitif hiicreler (—)
Skala bar: Sum.
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Sekil 3.9. EA grubuna ait karaciger dokusu siniizoidal hiicrelerde TUNEL pozitif hiicreler (—).

Skala bar: Sum.

Sekil 3.10. CCl4 grubuna ait karaciger dokusu siniizoidal hiicrelerde TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: S5pm.
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R .
Sekil 3.11. CClsgrubuna ait karaciger dokusu hepatositlerde TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: Spm.

Sekil 3.12. CCls + EA grubuna ait karaciger dokusu siniizoidal hiicrelerde TUNEL pozitif hiicreler (—).
Skala bar: 5 pm.
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Tablo 3.4. TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks (%)

Apoptotik indeks (%)
GRUPLAR i
Siniizoidal hiicre Hepatosit
Kontrol 1,66 £ 0,81 0,33 +£0,81
EA 1,83+£0,75 0,16 £0,40
CCly 7,33 £ 1,212 5,83 £2,632
CCls+ EA 2,16 +0,98° 0,42 +0,53°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi degerlendirme One-Way ANOVA ve Post
hoc Tukey Testi ile yapildi.

a: Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda, (p<0.05).

b: CCl4 grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi igin yapilan TUNEL boyamanin 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda siniizoidal hiicrelerde (siyah ok) ve
hepatositlerde (kirmizi ok) goézlenmistir. TUNEL pozitifligi; Kontrol (Sekil 3.8) ve EA (Sekil 3.9)
gruplarinda benzer olarak gézlenmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda CCls (Sekil 3.10 ve Sekil
3.11) grubunda farkin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi bulunmustur (p<0.05). CCls grubu
CCls + EA (Sekil 3.12) grubu ile kiyaslandiginda ise TUNEL pozitifliginin belirgin olarak azaldig1
goriilmektedir (p<0.05).

3.5. Kaspaz-3 ve Bcl-2 Proteinlerinin Ekspresyon Diizeyleri (Apoptotik
Markerlar)

K EA CCH EA+HCCH
32kDa Kaspaz-3

43kDa B-Alktin

35 a

30

Protein yiizdesi
= [ =] [ =]
o wm o o\

(53]

Kontrol EA cCla EA+CCl4

Sekil 3.13. Gruplarda kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri
a-c: Siitun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post
Hoc Duncan Testi.
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Apoptotik bir protein olan kaspaz-3 ekspresyon diizeyinin kontrol grubunda en
yiiksek, EA grubunda bu gruba ¢ok yakin oldugu ve aradaki farkin 6nemli olmadigi, CCls
grubunda en diisiik degere ulastigi, kontrol ve EA gruplariyla karsilastirildiginda hem CCls
hem de CCls+ EA gruplarinda aradaki farkin istatiksel agidan 6nemli oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.13).

K EA CCl4 EA+CCH

26 kDa bcl-2

43 kDa pB-Aktin

45 a

40

35
E 30 b
2 25
£
B 20 . -
215

10

5

)

Kantral EA cCla EA+CCI4

Sekil 3.14. Gruplarda bcl-2 ekspresyon diizeyleri
a-c: Siitun grafikte farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark énemlidir (p<0.05). One-Way ANOVA Post
Hoc Duncan Testi.

Bcl-2 ekspresyon diizeyinin kaspaz-3 ekspresyonuna benzer sekilde, kontrol ve EA
gruplarinda en diisiik ve birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugu, aradaki farkin 6nemli
olmadigi, z1t olarak da CCls grubunda en yiiksek diizeye ulastigi, CCls + EA grubunda CCl,4
grubuna gore azaldigi, kontrol ve EA gruplar ile karsilastirildiginda CCls ve CCls + EA
gruplarinda aradaki farkin 6nemli oldugu goriilmektedir (Sekil 3.14). Buna bagl olarak,

EA’in bu proteinlerin sentezini artirict yonde etkisi oldugunu sdyleyebiliriz.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bir¢ok caligsma, bitki kokenli polifenolik antioksidanlarin antiinfertilite, antimutajenik,
antikanserojen, antiviral ve antioksidan aktivitelere sahip oldugunu gostermistir (Pazourek
vd., 2011; Cengiz vd., 2017). EA de pek ¢ok meyve ve sebze de bulunan giiclii bir
antioksidan aktivite igeren dogal fenolik bilesiktir. EA’in siiperoksit anyon ve hidroksil
radikallerini temizleme, lipit peroksidasyonunu 6nleme sebebiyle karacigeri koruyucu
ozellik gosterdigi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Ou vd., 2010; Keshtzar vd., 2016).

Long vd. (2017), CCl4 ile hasara ugratilmis siganlarda EA’in, karaciger hasari
tizerinde koruyucu etkiye sahip antioksidan maddelerden biri oldugunu; Garcia-Nino ve
Zazueta, (2015), EA’in karaciger hiicrelerinin yapisal biitiinliigiinii antioksidan ve
sitoprotektif yapilar ile korudugunu belirtmislerdir.

Arulmozhi vd. (2013), EA’in bircok bilimsel raporda karaciger, akciger, dil, deri,
6zofagus ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerin in vitro ve in vivo ¢alismalarda antikanser
ozelligini degerlendirmislerdir. EA’in yaslanmayi geciktirici etkiler de gosterdigi, DNA da
oksidatif hasarin biiylik bir boliimiinii engelleyerek kanser gelismesini biiylik Olcilide
durdurdugu belirtilmistir (Pehluvan ve Giileryiiz, 2004).

Glimis vd. (2011), EA’in Kolestatik siganlarin karacigerinde ve serumunda Cu ve Zn
seviyelerinin tizerinde diizenleyici etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. EA’in
kanserojenler ve ilaglar gibi bir grup ksenobiyotik ajana kars1 kimyasal olarak onleyici ve
farkli biyokimyasal parametrelerin seviyelerini koruyan bir antioksidan madde oldugu
belirtilmistir (Karakurt vd., 2016).

Deney hayvanlariyla yapilan arastirmalarda, hasar olusturulan gruplarla diger
gruplar arasindaki farki anlamak i¢in ilk parametrelerden biri hayvanlarin agirliklaridir.
Bunun i¢in olumsuz etkilenen hayvanlarda agirlik kaybi olmasi kaginilmazdir. Bu yiizden
calismamizda diizenli olarak sican agirliklar1 kaydedilmistir. Yaptigimiz sican agirliklar
tayinini dikkate alarak, deneysel ¢alisma siiresince elde edilen agirliklara bakildiginda
(Tablo 3.1), kontrol ve EA gruplarinda diizenli ve yiliksek oranda agirlik artig1 gdzlenirken;
en az agirlik artisinin ise CCls grubunda oldugu goriilmektedir. CCls + EA grubunda ise
kontrol grubuna oranla daha az seviyede bir agirlik artis1 olmakla beraber, CCls grubuna
gore ise daha yiiksek bir agirlik artisi olmustur. Sadece agirlik artiglart géz Oniinde
bulundurularak, EA’in CCls’e karsi, hayvanlarda koruyucu bir etkisi oldugu ve bu



durumun hayvanlarin beslenmesi dahil birgok faktor tizerinde pozitif bir etki gosterdigi
yorumu yapilabilir.

Lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA’in, oksidatif stresin bir belirteci
oldugu, karaciger MDA diizeyinin lipopolisakkarit-D-galaktosamin ile muamele goren
grupta onemli Ol¢lide arttigi, ancak EA enjeksiyonunun karaciger MDA diizeyi artigini
onemli derecede azalttig1 tespit edilmistir (Gu vd., 2014).

CCly ile karaciger hasari olusturulan farelerde EA’in koruyucu etkisini arastirildig
calismada; 50 (n=10) fare normal kontrol grubu, model grubu, diisiik, orta ve yiiksek dozda
EA (160, 320 ve 480 mg/kg) gruplar1 olarak ayrilmis, farkli dozlarda EA
gruplarindaki farelerin karacigerindeki MDA seviyelerinin 6nemli 6lgiide azaldigi (p<0.05),
katalaz seviyesinin arttig1 (p<0.05) belirlenmistir (Long vd., 2017).

Girish ve Pradhan, (2012), CCls ile karaciger hasari olusturulan farelerde pikroliv,
curcumin ve EA’in karaciger koruyucu ve antioksidan aktivitelerini degerlendirmek igin
gerceklestirdikleri ¢alismada; CCls ile muamele goren farelerin karaciger dokusu
homojenatindaki MDA (p<0.001) diizeyinde artma, katalaz aktivitesinde azalma,
histopatolojik incelemesinde sentrizonal nekroz, yag degisiklikleri ve inflamatuar
reaksiyonlar saptandigini tespit etmislerdir. Ayrica, pikroliv, curcumin ve EA ile tedavi
sonucunda karaciger MDA diizeyinde disiisiin (p<0.001) gerc¢eklestigini, antioksidan
durumun iyilestigini ve hepatik dokunun normale dondiigiinii belirtmislerdir.

Ding vd. (2017), CCly ile siroz olusturulan farelerde EA’in ROS olusumuna karsi
koruyucu etkisi olup olmadigini arastirdiklart galismalarinda; ROS olusumunun siroz
farelerde kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide arttigin1 (P=0.0023), bununla birlikte, 7,5
mg/kg ve 15 mg/kg EA uygulamasinin siroz farelerindeki ROS olugumunu 6nemli dl¢iide
inhibe ettigini belirtmislerdir (P=0.0062 ve 0.0046). Bu veriler, CCls kaynakli sirozlu
farelerde EA’in oksidatif stresi inhibe etmek i¢in ROS olusumunu baskiladig
belirtilmistir.

Kaya, (2012), 8 hafta siire ile NaF (sodyum florid) verilen farelerin hepatositlerinde
hidropik veya balonumsu dejenerasyon, Kkaracigerde kronik flor toksikasyonuna bagli
olarak bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinde biiyiime, ¢ift ¢ekirdek olusumu gozlendigini
belirtmistir. Flor ile birlikte 10 mg/kg dozda EA enjeksiyonu verilen grupta s6z konusu bu
patolojik degisikliklerin sayisinda ve siddetinde belirgin bir azalma meydana geldigi ve bu
durumun flor hepatoksisitesine karst EA’in karaciger koruyucu ozellikte oldugunu

belirtmistir.
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Salem vd. (2016), sigan karacigerinde olusan oksidatif hasara kars1t EA’in koruyucu
roliinii arastirdiklar1 ¢alismada; AICIz (Aliminyum klorid) ve y ile radyasyona maruz
birakilan grupta MDA diizeyinin yiiksek oldugunu, katalaz seviyesinin distigiinii, EA
veya Ferulik asitin verilmesiyle MDA diizeyinin onemli ol¢iide diistiigiinii, katalaz
aktivitesini arttigin1 ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini belirtmislerdir.

Aslan vd. (2015), CCls ile muamele goren si¢anlarin akcigerinde olusan hasara karsi
Nigella sativa (¢orek otu) tiikketiminin koruyucu bir roliiniin olup olmadigim
arastirmiglardir. Akciger dokusunda MDA seviyeleri incelendiginde, kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi (p>0.05) ve en yiikksek MDA seviyesinin
CCl4 grubunda oldugu, CCls + ¢orek otu grubunda ise CCls grubu ile karsilagtirildiginda
MDA seviyelerinde ciddi bir azalma oldugu goriilmiistiir.

Yu-ging vd. (2017), punikalin, punicallin ve EA’in in vitro antioksidan aktivitesini
ve in vivo antioksidatif stres etkilerini karsilastirmak i¢in yaptiklar1 arastirmada; plazma,
karaciger ve bagirsaktaki MDA igeriginin okside balik yagi (OFO) grubunda taze balik
yagir (FFO) grubuna kiyasla belirgin sekilde arttigini (p<0.05), OFO grubu ile
karsilastirildiginda, OFO + EA grubunun plazma, karaciger ve bagirsaktaki MDA
iceriginin 6nemli Olglide azaldigimi (p<0.05) ve FFO grubuna gore anlamli bir fark
gostermedigini (p> 0.05) belirtmislerdir.

Warpe vd. (2015), doksorubisin verilen siganlarda EA’in kardiyovaskiiler etkisini
aragtirmislardir. EA’i 100 mg/kg ve 200 mg/kg dozlarinda oral olarak verdikleri
calismalarinda; doksorubisin grubunda lipit peroksidasyonunda ve MDA seviyelerinde bir
artig (p<0.05) goriilirken, EA (100 mg/kg ve 200 mg/kg) ile tedavi edilen gruplarda
(p<0.05 ve p<0.01) EA’in MDA’y1 belirgin bir sekilde disiirdiigii goriilmiistir.
Doksorubisin grubundaki katalaz diizeyi kontrol gruplarina kiyasla bir azalma (p<0.05)
gosterirken, EA ile tedavi edilen gruplarda katalaz diizeyinde artig goriilmistiir (p<0.01).
Ayrica, EA’in kalp koruyucu etkisinin oldugunu ve bunun sadece yiiksek dozda verilen
EA (200 mg/kg)’da gozlendigini de belirtmislerdir.

Nejad vd. (2015), kiiresel serebral iskemi reperfiizyonunun sican modellerinde EA
ile tedavisindeki roliinii arastirmislardir. Global serebral iskemi (GCIR) grubundaki serum
MDA diizeylerinin kontrol grubuna goére yiiksek (p<0.001) oldugunu, EA + GCIR
grubundaki MDA diizeylerinde 6nemli bir degisiklik olmaksizin kontrol grubundan daha
yikksek (p>0.05) ve GCIR grubundan anlamli derecede diisiikk (p<0.001) oldugunu
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belirtmislerdir. 10 giin stireyle 100 mg/kg dozunda EA verilen gruptaki serum MDA
seviyesinin kontrol grubuyla 6zdeslestigini agiklamiglardir.

Arafat vd. (2016), alloxan ile diyabet olusturulan si¢anlarin karacigerinde EA
bakimindan zengin Momordica charantia’nin karaciger koruyucu etkisini arastirmiglardir.
Alloxan verilen gruptaki sicanlarin, kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla plazma ve
karacigerindeki MDA’nin daha yiiksek seviyede oldugunu, alloxsan + Momordica
charantia verilen grupta ise karacigerlerindeki MDA konsantrasyonun onemli olgiide
azaldigini belirtmislerdir.

Sakthivel vd. (2008), sodyum selenit ile muamele edilen siganlarda olusturulan
kataraktogenezisin EA ile onlenip onlenemedigini arastirmislardir. EA enjeksiyonu ile
katarakt tedavisi edilen grubun en az yarisinda EA’in katarakt olusumunu onledigini,
katarakt degisiklikleri goriilen goézlerdeki donuklastirma derecesinin sodyum selenit
verilen sicanlarda goriilen seviyeden daha az yogun oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica,
sodyum selenit verilen gruptaki MDA seviyesinin kontrol ve EA ile katarakt tedavisi
edilen gruba gore yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Yiice vd. (2007), sisplatin ile sican karaciger ve kalp dokularinda olusturulan
toksisite tizerine EA’in olasi koruyucu etkilerini belirlemek iizere arastirdiklar
calismalarinda; sisplatin ile hasar olusturulan grupta karaciger ve kalp dokusundaki MDA
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu, ancak, 10 mg/kg
dozda gavaj yoluyla verilen EA’in, sisplatin ile hasar olusturulan hayvanlara
uygulanmasinin MDA diizeylerini azalttigini belirtmislerdir.

Bulgularimizdaki plazma MDA seviyeleri karsilagtirildiginda (Tablo 3.2, Sekil 3.4),
gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik goriillmektedir (p<0.05). Tablo 3.2.
ve Sekil 3.4’e bakildiginda, en yliksek MDA diizeyi CCls grubunda ortaya ¢ikmistir. CCla
+ EA grubunun MDA diizeyi ise CCls grubuna gore daha diisiik ¢ikmistir ve istatistiksel
acidan farklilik vardir. Burada, sadece EA muamelesi goren EA grubunun MDA
seviyesinin en disiik c¢ikmasi da dikkat cekicidir. Sonu¢ olarak, EA’in karaciger
dokusunda ve plazmada, MDA diizeyini diisiiriip hasar1 azaltmada etkin bir role sahip
oldugunu séyleyebiliriz.

Bulgularimizda, karaciger dokusundaki MDA diizeyi ise gruplar bazinda
degerlendirildiginde (Tablo 3.2 ve Sekil 3.5), kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark olmadigi goriilmiistir. Fakat CCls ve CCls + EA gruplarimin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<<0.05) oldugu ve en yiiksek MDA diizeyinin CCla4
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grubunda oldugu goriilmiistiir. CCls + EA grubunun MDA diizeyi kontrol gruplarina gore
yiiksek olmakla beraber, CCls grubuna gore daha diisiik seviyede olmasi, EA’in karaciger
dokusunda lipit peroksidasyonuna bagli olarak olusan MDA seviyesini diisiirmede etkili
bir antioksidan oldugunu diisiindiirmektedir.

Caligmamizda katalaz aktivitesinin kontrol grubunda en yiiksek, EA ve CCls + EA
gruplarinda kontrol grubundan biraz daha diisiik ve birbine yakin seviyelerde oldugu, CCl4
grubunda en diisiik degere ulastigi ve EA uygulamasinin katalaz aktivitesini arttirdigi
tespit edilmistir (Sekil 3.7).

Aslan vd. (2016a), CCls uygulanarak karaciger hasari olusturulan siganlarda deve
dikeninin koruyucu roliiniin olup olmadigini arastirmislardir. Karacigerdeki apoptoz
diizeyini TUNEL yontemiyle belirledikleri ¢aligmalarinda; karaciger dokusunda TUNEL
pozitifliginin kontrol grubuyla karsilastirildiginda CCls grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterdigini (p<0.05), CCls ile karsilastirildiginda, sadece deve dikeni
uygulanan kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedigini, oysa
CCly4 + deve dikeni grubunda apoptotik indeksin CCls grubuna kiyasla azaldigi ve normal
degerlere yaklastigini belirtmislerdir. CCls uygulanan sicanlarda akciger hasarina karsi
¢orek otunun (Nigella sativa L.) koruyucu roliiniin olup olmadigini arastirdiklari baska bir
calismada ise; akcigerlerde TUNEL pozitifligi kontrol grubuyla karsilastirildiginda, CCls
grubunda apoptotik indeksin en yiiksek oldugunu, CCls + ¢6rek otu grubundaki apoptotik
indeksin CCls’e gore azalmasina ise ¢orek otunun neden oldugunu ve normal seviyelere
yaklastigini belirtmislerdir (p <0.05) (Aslan vd., 2016b).

Sicanlarda EA’in miyokard morfolojisi ve kardiyak fonksiyonu iizerindeki etkisi
arastirilmis, EA verilmesinden sonra, enfarktiis alaninin 6nemli o6l¢iide azaldig
gorilmiistiir (Wei vd., 2017).

Hwang vd. (2010), Concanavalin (ConA) ile karaciger hasar1 olusturulan farelerde
EA’in koruyucu 6zelliklerini arastirmiglardir. ConA ile muamele edilen farelerde daha
fazla TUNEL pozitif apoptotik hepatosit oldugu, EA ile tedavi edilen farelerde karaciger
boliimlerinde daha az oldugu belirtilmistir (Hwang vd., 2010).

Ou vd. (2010), okside diisiikk yogunluklu lipoprotein (oxLDL) ile muamele goren
insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde (HUVECs) apoptozun indiiksiyonunu, TUNEL
ve DAPI boyama deneyleri kullanilarak analiz etmislerdir. 24 saat boyunca 150 pg/ml

oXLDL ile inkiibe edilen hiicreler, yogunlastirilmis ve par¢alanmis ¢ekirdeklerin olusumu
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da dahil olmak iizere apoptozun tipik 6zelliklerini gosterirken, bu apoptotik 6zellikler, 20
uM EA ile 6nceden muamele edilmis HUVECS’lerde gézlenmedigini belirtmislerdir.

Calismamizdaki TUNEL metodu sonuglari (Tablo 3.4) kontrol ve EA gruplari arasinda
istatistiksel olarak fark olusmadigini géstermektedir. Ancak CCls grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artma gozlenmis (p<0.05), CCls + EA grubunda
ise CCls grubuna gore anlamli bir sekilde azalis gozlenmistir (p<0.05). TUNEL metoduyla
apoptozis oraninin ifade edildigi bu sonuglar1 degerlendirdigimizde, CCls’lin karacigerde
DNA’da ciddi diizeyde hasar meydana getiren bir kimyasal oldugunu, CCls ile birlikte EA
verdigimiz grupta ise buna bagli olarak meydana gelmis olan karaciger hasarina karst EA’in
apoptotik indeksi azaltarak karacigeri mevcut hasara karsi korudugunu soyleyebiliriz.

OxLDL’ye maruz birakilan insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde EA’in
antiapoptotik etkisinin arastirildigi ¢alismada, EA’in P53’iin aktivasyonunu ve Bax’in
ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide arttirdigi ve antiapoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunu
onemli olgtide azalttig1 tespit edilmistir (Ou vd., 2010).

Srigopalram vd. (2012), dietilnitrosamin (DEN) ile indiiklenen karaciger kanseri
siganlarda EA’in etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; DEN verilen grubun kontrol
grubuna kiyasla kaspaz-3 ekspresyonunda diisiis gosterdigini, EA ile tedavi edilen grupta,
DEN ile indiiklenen tiimor tagiyan gruba kiyasla, kaspaz-3’iin ekspresyonunda artis
gosterdigini belirtmislerdir.

Umeselma vd. (2015), HCT-15 kolon adenokarsinoma hiicrelerine karsi EA’in
antikanser etkisini arastirmislardir. HCT-15 hiicrelerinin EA ile tedavisi sonucu, zamana
bagimli bir sekilde Bcl-2 proteininde belirgin bir diisiis ger¢eklesirken, kaspaz-3 protein
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla arttigini belirtmislerdir. Bu sonuglarin
EA’in Bcl-2’nin agsagi ekspresyonu ve kaspazlarin aktivasyonu yoluyla HCT-15
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini belirtmislerdir.

Insan prostat kanseri hiicrelerinin EA (10-100 uM/L) ile tedavisi sonucu hiicre
yasayabilirligi tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismada, EA’in doza bagimli olarak bcl-
2 ekspresyonunda azalma ve kaspaz-3 ekspresyonunda artis meydana getirdigi tespit
edilmistir (Malik vd., 2011).

Mishra ve Vinayak, (2015), lenfoma tasiyan farelerin karacigerinde protein kinaz C
aracilt apoptozun diizenlenmesinde EA’in etkisini arastirmislardir. Lenfoma tasiyan
farelerde kaspaz-3 ekspresyonunun normalden diisiik oldugunu, EA ile tedavi sonucunda

kaspaz-3 aktivasyonunun hizlandigini belirtmislerdir. EA’in 60 ve 80 mg/kg dozlarinda
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verilmesinin sirasiyla aktivasyonu yaklasik % 133 ve % 112’ye kadar 6nemli Olcilide
arttirdigini tespit etmislerdir.

DEN ile muamele goren sicanlarda deneysel karaciger kanserine karsi EA’in
kimyasal Onleyici etkisinin olup olmadigi arastirilmis, DEN verilen grubun kontrol
grubuna kiyasla bcl-2 ekspresyonunda artis gosterdigi, DEN + EA grubunda ise bcl-2
ekspresyonun azaldig tespit edilmistir (Srigopalram vd., 2014).

Aslan ve Can, (2014), CClys ile karaciger hasari olusturulan siganlarda antioksidan bir
bitki olan deve dikeninin karacigerdeki koruyucu roliinii arastirmislardir. Deve dikeni
ekstraktini si¢anlarin igme suyuna ekleyerek verdikleri ¢alismada, CCls grubu; pozitif
kontrol ve CCls + deve dikeni grubu ile karsilastirildiginda bcl-2 ekspresyon
seviyesinin daha yiiksek oldugunu ve kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin ise
CCls grubunda en diisiik degerde oldugunu tespit etmislerdir.

Azoksimetan ile kolorektal kanser olusturulan sicanlarda domates tozunun (DT)
etkileri aragtiritlmis, kanserli dokularda kaspaz-3 ekspresyon diizeyi, azoksimetan grubu ve
DT verilen azoksimetan grubu arasinda istatistiksel acidan fark gostermis (p<0.05),
azoksimetan grubuna gore bu protein, DT verilen azoksimetan grubundan daha fazla oldugu
tespit edilmistir (Aslan, 2011).

Qiu vd. (2013), T24 insan mesane kanseri hiicrelerinde iirolithinlerin ve EA’in
antiproliferatif 6zelliklerini arastirmislardir. Urolithinler ve EA ile tedavi edilen hiicrelerin
kaspaz-3’ii yaklagik olarak 2 kat arttirdigint ve trolithinlerin ve EA’in T24 hiicrelerinde
kaspaz-3’e bagl 6liim olusturdugunu tespit etmislerdir.

Balb C ciplak farelerinde EA’in pankreatik kanser hiicrelerinin timor biiyiimesini
inhibe ettigi mekanizmalar1 arastirllmis, EA’in, Bcl-2 ekspresyonunu engelledigini
bulmuslardir (Zhao vd., 2013).

Naiki-Ito vd. (2015), prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmas tizerinde EA’in etkilerini
arastirmiglardir. EA ile tedavi edilen sicanlarin prostat hiicrelerinde kaspaz-3
aktivasyonunun arttigini ve bu sonuglarin kaspaz-3’e bagimli apoptozu indiikleyerek prostat
kanserini baskilayip hiicre biliylimesini inhibe ettigini belirtmislerdir.

Sepand vd. (2016), gentamisin (GEN) verilen sicanlarda bobrek dokusunda
olusturulan nefrotoksisiteye karsi EA’in koruyucu etkisini arastirmiglardir. GEN
grubundaki siganlar1 kontrol grubundaki siganlarla karsilastirdiklarinda GEN’in Bel-2/Bax
ifadesinin oranini 6nemli dl¢ilide azalttigini, GEN ile birlikte EA (10 mg/kg) verilen grupta
ise EA’in bu orani etkili bir sekilde arttirdigini (p<0.001), kaspaz-3’iin GEN’e maruz
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birakilmis siganlarin bobrek dokularinda belirgin olarak aktive oldugunu, bununla birlikte,
GEN ve EA’in birlikte verildigi gruptaki sicanlarin bobrek dokularinda kaspaz-3’iin
aktivasyonunun inhibe edildigini belirtmislerdir.

Ding vd. (2017), CCly ile siroz olusturulan farelerde kontrol grubundaki farelere
kiyasla kaspaz-3 aktivitesinin arttigini, bununla birlikte EA (7,5 mg/kg ve 15 mg/kg)
uygulamasiyla EA’in kaspaz-3 aktivitesini azalttigin1 belirtmiglerdir (P=0.0041 ve
0.0026). Boylece EA’in farelerde siroza karsi apoptotik etkisinin olabilecegini
acgiklamislardir.

Bulgularimizda, kaspaz-3 miktart CCls + EA grubunda, olduk¢a yiiksek oranda
sentezlenmistir. Sadece CCls verdigimiz grupta ise kaspaz-3 oranimnin daha az oldugu
goriilmistiir. Kaspaz-3 proteinin sentez oraninin CCls + EA gruplarinda, sadece CCla verilen
gruplara gore fazla ¢iktig1 goriilmektedir. Bu durum TUNEL metodu sonuglariyla birlikte
degerlendirildiginde, CCls grubunda apoptozis oraninin yiiksek, kaspaz-3 protein
ekspresyon oranimin diisiik olmasinin, CCls’iin bu proteini kodlayan genleri baskiladig
sonucunu ¢ikarabiliriz.

Calismamizda, bcl-2 ekspresyon diizeyinde ise kontrol ile EA gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yokken, CCls grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
farkin anlamli oldugu (p<0.05) gortilmektedir. CCls grubunda bcl-2 ekspresyon diizeyi CCla
+ EA grubuna gore daha yiiksek ¢ikmustir. Bel-2 ailesi, anti-apoptotik yapida olabilmektedir.
Sonuglarimiz, karaciger hasari olusturulmus siganlarda bcl-2 ekspresyon diizeyinin EA
verilen gruba gore yiiksek ¢ikmasinin, bu antioksidan maddenin bcl-2 oranini diisiirmesiyle
aciklanabilir. Hem CCl4 gruplarinda apoptozis oraninin (TUNEL) yiiksek ¢ikmasi, hem de
bcl-2 ekspresyon diizeyinin bu gruplarda yiiksek ¢ikmasi, bcl-2 proteinlerini kodlayan
genlerin CCls gruplarinda aktif olmasiyla agiklanabilir.

Bulgularimiz 6nceki verilerle (Ou vd., 2010; Srigopalram vd., 2012; Umeselma vd.,
2015; Malik vd., 2011; Mishra ve Vinayak, 2015; Srigopalram vd., 2014; Aslan ve Can,
2014; Aslan, 2011; Qiu vd., 2013; Zhao vd., 2013; Naiki-Ito vd., 2015) EA’in kaspaz-3’iin
aktivasyonunun arttirdigi ve bcl-2’nin aktivasyonunu azaltmasi bakimindan uyum
gostermektedir. Ancak bazi verilerde (Sepand vd., 2016; Ding vd., 2017) EA ile tedavi
edilen gruplarda kaspaz-3 aktivasyonunun inhibe edildigi ve bcl-2 aktivasyonun artmasi
bakimindan farklilik géstermektedir.

Arastirmamizda kullandigimiz apoptotik markerlarin (kaspaz-3 ve bcl-2) ekspresyon

diizeyleri incelendiginde, EA’in apoptozis tizerindeki etkileri agik bir sekilde goriilmektedir.
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Yine aymi sekilde apoptozis diizeyini belirlemek amaciyla yapilan TUNEL sonuglar
incelendiginde, CCls, EA ve apoptozis arasindaki iliskiyi daha iyi anlamamiz miimkiin
olmaktadir.

Bulgularimiz, gii¢lii bir antioksidan olan EA’in karaciger lizerinde koruyucu etkileri
oldugunu ve karaciger hasarina kars1 kullanilabilecegini gostermektedir. Literatiir bulgulari
sonuglarimizla karsilastirildiginda, EA’in sadece karaciger iizerinde degil, bobrek, akciger,
ag1z gibi bir¢ok organda kimyasal Onleyici etkiler gosterdigi ve meme, ince bagirsak, kolon
timorlerinin goriilme sikligini azalttigi da belirtilmistir (Landete, 2011; Munagala vd., 2013;
Garcia-Nino ve Zazueta, 2015). Calismamizda, si¢anlar tizerinde denenen EA’in gostermis
oldugu karaciger koruyucu etkilerin, insanlar i¢inde benzer etkiler gosterebilecegini ve
bunun karaciger hastaliklarim1 Onlemede gelecekte alternatif tipta kullanilabilme

potansiyelinin olabilecegini diistinmekteyiz.
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