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1.ÖZET 

Ratlara Dietilnitrozamin ve Fenobarbital Verilerek OluĢturulan Deneysel     

Karaciğer Hasarına KarĢı Oleuropein’in Koruyucu Etkisi 

 

  Kanser; belli bir doku veya organdaki hücrelerin kontrolsüz biçimde 

bölünerek bir kitle veya tümör oluĢturması, tümörden ayrılan kanserli hücrelerin 

kan veya lenf dolaĢımı aracılığı ile vücudun diğer bölgelerine ulaĢıp yeni tümör 

kolonileri meydana getirmesi ve tedavi edilmez ise ölümle sonuçlanan ciddi bir 

hastalıktır. Kansere genetik hassasiyetin yanında beslenmenin de etkisi büyüktür. 

Hava, su, toprak kirliliği ve bu Ģartlarda yetiĢen, iĢlem gören, depolanan ve 

tüketime sokulan bitkisel ve hayvansal gıdaların tüketilmesi de kansere neden 

olan çevresel etkenlerin baĢında sayılabilir. 

Oldukça tanınmıĢ karsinojenik bileĢikler nitrozaminlerdir. Dietilnitrozamin 

(DEN) de hepatikkarsinomaya sebep olan bir nitrozamin bileĢiğidir. DEN' in 

metabolitleri, DNA'ya bir ve ya iki oksidasyon sağlayan elektron ile kovalent 

bağlanarak tümör geliĢtiricilerinin bağlanmasına aracılık etmektedir. 

Fenobarbital, generalize ve parsiyel epilepsilerin kontrolünde kullanılan 

genel merkezi sinir sistemi baskılayıcısı olarak bilinmektedir. Kanda yaklaĢık 

%50 oranında proteinlere bağlı olarak dolaĢır.  Fenobarbital‟in farmakokinetiğini 

belirgin Ģekilde etkileyen ilaç etkileĢimleri daha az olduğu halde fenobarbital 

hepatik sitokromP450 enzim sistemini indükleyerek pek çok ilacın 

farmakokinetiği üzerine metabolizmalarını hızlandırıcı yönde etki yapmaktadır.       
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Oleuropein, zeytin meyvesi ve zeytin yaprağında önemli biyolojik özelliklere 

sahip fenolik maddelerce zengin bir bileĢiktir. Besinlerde yer alan ve sağlımız için 

olumlu etkileri bulunan bileĢikler, fenolik bileĢiklerdir. Oleuropein‟in 

antimikrobiyal, antiviral ve antifungal etkilerinin olduğu, yapılan çalıĢmalar 

sonucu görülmüĢtür. Oleuropein maddesi zeytin ağacı veya yaprağından elde 

edilen toksik özellikte olmayan, kansere engel olan bir etkiye sahiptir.  

Oleuropein, kanserli hücrelerin çevresini geri dönüĢümsüz olarak sarar. Böylece 

çoğalmalarını, yayılmalarını ve baĢka bölgelere sıçramalarını engeller. Belirli bir 

miktarda ilaç halinde alımıyla da, ileri derecedeki kanserli hücrelerin kas liflerini 

bölerek çoğalmalarını önlemektedir. 

Yapılan bu çalıĢmada, ratlara karsinojenik bir madde olan Dietilnitrozamin 

(DEN) ve Fenobarbital (FB) verilerek oluĢturulacak karaciğer hasarına karĢı 

Oleuropein‟ in herhangi bir koruyucu etkisinin olup olmayacağının araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada, 220±20gr ağırlığında Sprague-Dawley cinsi 50 adet erkek rat 

denek olarak kullanılmıĢtır. Denekler; Kontrol Grubu, Dietilnitrozamin (DEN) 

grubu, Dietilnitrozamin (DEN) ve Fenobarbital (FB) Grubu, 

DEN+FB+Oleuropein(OLE ) grubu ve Oleuropein(OLE) grubu olmak üzere 5 

gruba ayrılmıĢtır. Deney sonunda tüm gruplardaki ratlara ketamin 75 

mg/kg+xylazine 10mg/kg intraperiteneal (ip) uygulanmıĢ ve ratlar dekapite 

edilmiĢtir. 8 haftalık deney süresi sonunda dekapite edilen ratların kan ve 

karaciğer dokuları alınmıĢtır. Kan ve karaciğer dokularında Malondialdehit 

(MDA),  Katalaz (CAT),  Süperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon (GSH),  protein 

ve kan dokuda da aynı parametrelerin tayinleri yapılmıĢtır. Ġstatistik metodları 
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kullanılarak gruplar arası farklılık olup olmayacağı saptanmıĢtır. Karaciğer ve 

kanda ki değiĢikler histolojik olarak da incelenmiĢtir. 

Karaciğer MDA düzeyleri kıyaslandığında, tüm gruplarda kontrol grubuna 

göre artma olduğu gözlenmiĢtir. DEN+FB grubuyla kıyaslandığında 

DEN+FB+OLE grubunda anlamlı azalma saptanmıĢtır. Karaciğer CAT düzeyleri 

kıyaslandığında, OLE grubu DEN, DEN+FB ve DEN+FB+OLE gruplarına göre 

anlamlı azalma göstermiĢtir. Tüm gruplar arasındaki karaciğer GSH düzeyleri 

kıyaslandığında, DEN ve DEN+FB gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı bir 

azalma gözlenirken, OLE ve DEN+FB+OLE grubunun kontrol grubu ile uyumlu 

olduğu görülmüĢtür. Karaciğer SOD düzeyleri kıyaslandığında ise gruplar 

arasında fark tespit edilememiĢtir. 

Kan MDA düzeylerine bakıldığında, DEN+FB grubunda kontrol grubuna 

göre anlamlı bir artma gözlenirken, OLE grubunda anlamlı bir azalma 

gözlenmiĢtir. DEN+FB+OLE grubunda ise değerler kontrol değerine yaklaĢmıĢ, 

DEN+FB grubuna kıyasda ise anlamlı bir düĢüĢe geçmiĢtir.  Kan CAT düzeyleri 

kıyaslandığında OLE grubunda DEN+FB grubuna göre anlamlı bir artıĢ 

göstermiĢtir. DEN+FB+OLE grubunda da DEN+FB grubuna göre yine anlamlı 

bir artıĢ görülmüĢtür. Tüm gruplar arasındaki kan GSH düzeyleri kıyaslandığında 

da OLE grubunda kontrol grubuna göre anlamlı bir artıĢ gözlenirken, DEN ve 

DEN+FB gruplarında kontrole göre anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir. 

DEN+FB+OLE grubu ile kontrol gubu arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunamamıĢtır. Kan SOD düzeyleri kıyaslandığında ise DEN+FB grubunda 

kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma olduğu görülmektedir. DEN+FB+OLE 
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ve OLE gruplarında SOD değerlerinin kontrol değerleri arasında bir fark 

bulunamamıĢtır.  

Sonuç olarak karaciğer karsinogenezinde oksitatif stresin önemli bir role 

sahip olduğunu ve hepatokarsinogenez ile lipid peroksidasyonu arasında iliĢki 

olduğu söylenebilir. CAT, H2O2 „i zararsız yan ürünlere dönüĢtürdüğü için 

hücresel hasarın Ģiddetinde önemli rol oynamaktadır. 

 Karaciğer hasar oluĢumu sırasında bu dozlarda ve sürede Oleuropein 

uygulamasının rat kan ve karaciğer parametre düzeyleri üzerinde oksitatif strese 

karĢı koruyucu etkilerinin olabileceği düĢünülebilir. Bundan sonra yapılacak 

çalıĢmalarda oksidatif hasara karĢı kullanılan Oleuropeinin farklı doz 

uygulamalarının yapılması ve en faydalı dozun tesbiti önerilebilir.  

Anahtar Kelimeler: Dinitrozamin, Fenobarbital, Oleuropein, Karaciğer, 

Oksidatif Stres 
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2. ABSTRACT 

 

The Protective Effects of Oleuropein on Diethylnitrosamine (DEN) and 

Phenobarbital (FB) induced Liver Demage in Rats 

  

      Canser is the name given to a high mertality rısked disease that some of the 

body‟s cells begin to divide without control and spread into vasculer or lymphatic 

system than to the other sides of body. Genetic and enviramental factors are 

effective on developing canser. Exposure to factors such as air pollution water 

pollution or agricultural items are the fist line etiologic factors. 

        Nitrozamines are well known carsinogenic compenents. Diethylnitrosamine 

(DEN) is one of the nitrozamines that cause hepatic carsinoma, metabolites of 

DEN helps the covalent binding of the tumor causes to electrons which take role 

in oxidaxion. 

         Phenobarbital is a nonselective central nervous system depressant which is 

primarilly used in parsiel or generalized epilepsy. It circulates in the blood as  

%50 binded to proteins. Number of grups effected the pharmacokinetic of 

phenobarbital is less than the number of drugs are effected by the phenobarbital 

effects on cytocrom p450 system phenobarbital increases the metabolism rates of 

these group of drugs. 

          Oleuropein has important biological properties on olive fruit and its leaves. 

It has phenolic constituents which have positive effects on huma health. 
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According to the resent studies it has shown that oleuropein has antimicrobial, 

antiviral and antifungal properties. Oleuropein is nontoxic anticanser substance 

found in olive it self and it‟s leaves. Oleuropein surrounds the canser cells 

irreversibly so prevents their invading and spreading around. In certain doses of 

oleuropein as medicine prevents mitosis of canser cells. 

         The present study aimed to evaluate if oleuropein has a preventive effect on 

liver injury in rats which has been given diethylnitrosamine (DEN), phenobarbital 

(PB) In this study 50 Sprague-Dawley type male rats which are 220±20 gr weight 

are used. They are divided in to 5 groups as control group, diethylnitrosamine 

(DEN) group, diethylnitrosamine (DEN)+ phenobarbital (PB) group, 

diethylnitrosamine (DEN)+phenobarbital (PB)+oleuropein (OLE) group and 

oleuropein (OLE) group. At the end of the study all rats are given 75 mg/kg 

ketamine and 10 mg/kg xylazine intraperitoneally and they are decapited. At the 

end of the 8 week of the study blood and liver samples of the decapited rats are 

taken. In these samples malondialdehyde (MDA), catalase (CAT), süperoxide 

dismutase (SOD), glutathione(GSH) levels are studied and histological changes 

are examined.  

     Although there was a significant difference among the groups in terms of liver 

GSH and MDA levels and CAT activities, there was no significant difference 

among the groups in SOD activity. There was a significant decrease in liver GSH 

levels in the DEN and DEN+PB groups compared to the control group while there 

was no statistically significant difference between the OLE, and DEN+PB+OLE 

groups and the control group. In terms of CAT activity of the liver, a significant 

decrease was observed in the OLE group compared to the DEN, DEN+PB, 
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DEN+PB+OLE groups. DEN+PB group liver MDA levels were significantly 

lower than DEN+PB+OLE group liver MDA levels. There was no difference 

among groups in terms of liver SOD levels.          

   The application of DEN separately and with PB, and OLE for treatment resulted  

in a statistically significant difference in blood MDA, GSH levels, and CAT, SOD  

activities. There was a statistically significant increase in blood MDA levels of the  

DEN+PB group compared to the control. OLE treatment caused a significant  

reduction in OLE group MDA levels compared to those of control, just as MDA  

levels of DEN+PB+OLE group compared to those of DEN+PB group. Blood  

CAT activity indicated a significant increase in the OLE group compared to the  

DEN+PB group. Moreover, it showed a significant increase in DEN+PB+OLE  

group compared to the those of DEN+PB group. Upon blood GSH levels were  

compared, there was no statistically significant difference between the  

DEN+PB+OLE group and the control group, while DEN and DEN+PB groups  

showed a significant decrease compared to the control group. GSH levels in the  

OLE group were significantly higher than those of control. There was no  

difference in the blood SOD levels of OLE and DEN+PB+OLE groups compared  

to the control whereas these levels significantly decreased in the DEN+PB group  

compared to the control group. 

            In conclusion we can say that oxidative stress has an important role on  

liver carsinogenesis and there is a relationship between hepatocarsinogenesis and  

lipid peroxidaxion. CAT has an important role on cell damage because of it‟s  

function of translating H2O2 to harmless products. 

            



xxi 

 

 

          It seems application of oleuropein in significant dosage and time period  

has protective effects against oxidative stress on rat blood and liver parameters,  

during liver damage period. But there is need for further studies about oleuropein  

for treatment options of damage.  

Keywords: Diethylnitrosamine, Phenobarbital, Oleuropein, Liver Oxidative 

Stress
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3. GĠRĠġ 

 

3.1. Kanserin Tanımı 

 

Kanser; belli bir doku veya organdaki hücrelerin kontrolsüz biçimde 

bölünerek bir kitle veya tümör oluĢturması, tümörden ayrılan kanserli hücrelerin 

kan veya lenf dolaĢımı aracılığı ile vücudun diğer bölgelerine ulaĢıp yeni tümör 

kolonilerine neden olması ve tedavi edilmez ise ölümle sonuçlanan ciddi bir 

hastalıktır (1,2,3).  Bütün kanser çeĢitlerinin ortak özelliği mutasyonların gen 

yapısını değiĢtirmesidir. Kanser çeĢitlerinin hemen hemen hepsinde değiĢimler 

vücut hücrelerinde oluĢur, bu değiĢimler üreme hücreleriyle nesilden nesillere 

aktarılmaz. Ancak, kanser vakalarının % 1‟inde, eĢey-kök hücrelerinin çeĢitli 

genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarılır ve bu değiĢim, 

yeni neslin kansere yakalanma riskini arttırır. Kalıtsal mutasyonlar bazen kanser 

oluĢumunda tek baĢına yetersiz kalır. Kanser oluĢumunun tamamlanması ve 

homozigot genlerin oluĢması için, homolog lokuslarda ilave somatik mutasyonlar 

gerekir. Hangi durumda olursa olsun, kanser hücre seviyesinde genetik bozukluk 

olarak kabul edilmektedir (4).   

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 2005 yılında yeryüzündeki ölümlerin %13 

ünün kanserden meydana geldiği açıklamıĢtır. Kanserde morbidite ve mortalitenin 

yüksek olması hastalığın önemini vurgulamaktadır (5). Kadınlarda sırasıyla 

meme, serviks, kolon/rektum akciğer ve mide kanserlerine daha çok rastlanırken 
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erkeklerde de akciğer,  prostat, kolon/rektum, mide kanserlerine rastlanmaktadır 

(6). Kansere genetik hassasiyetin yanında beslenmenin de etkisi büyüktür. Kanser 

hastalığına yakalanmaya sebep olan bu etkenler hastalığın oluĢmasında ve tedavi 

yöntemlerinde tartıĢmalara yol açmaktadır (7). Hava, su, toprak kirliliği ve bu 

Ģartlarda yetiĢen, iĢlem gören, stoklanan ve tüketime sokulan bitkisel ve hayvansal 

gıdaların tüketilmeside kansere neden olan çevresel etkenlerin baĢında sayılabilir. 

Tütün, alkol kullanım alıĢkanlıkları da bu grup içerisinde önemli bir yere sahip 

olduğu söylenmektedir. Kanser; hastanın yaĢına, cinsiyetine, türüne ve coğrafi 

bölgelere göre farklılıklar göstermekle birlikte, insidans hızı toplumda yüz bin de 

85 ile 350 arasında değiĢen bir hastalık olduğu düĢünülmektedir (7). 

 

3.2. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

Dünya Sağlık Örgütü Uluslararası Kanser AraĢtırmaları Ajansının 

verilerine göre, 2012 yılında 14.1 milyon kiĢi kansere yakalanmıĢ ve 8,2 milyon 

kiĢi hastalıktan yaĢamını kaybettiğini bildirmiĢtir (8). 2008 yılında kansere 

yakalanan kiĢi sayısı 12,7 milyon ve kanserden hayatını kaybedenlerin sayısı ise 

7.6 milyon olduğu görülmüĢtür.  Dünyada en az 15 yaĢında olupta kanser 

hastalığına yakalanan ve beĢ yıl tedavi gören 32,6 milyon insan bulunmaktadır.  

Akciğer kanseri (1.8 milyon, toplamın %13‟ü) dünyada en sık görülen kanser 

türüdür. Bunu takip eden diğer kanser türleri ise meme kanseri (1.7milyon, 

%11,9) ve kalın bağırsak kanseri(1.4milyon, %9,7)dir. Ölümle sonuçlanan en çok 

kanser türleri ise akciğer (1,6 milyon, toplamın %19,4ü), karaciğer (0,8 milyon, 

%9,1) ve mide (0,7 milyon %8,8) kanserleri olarak sıralanmıĢtır.  Verilerden elde 

edilen analize göre, 2025 yılına kadar yıllık ortalama 19,3 milyon kiĢinin kansere 
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yakalanacağı öngörülmektedir. ArtıĢın, daha çok yaĢlanmadan ve nüfus artıĢından 

kaynaklanacağı belirtilmektedir. 2012 yılında tüm kanser türlerinin yarısından 

fazlasının (%56.8) ve kanser kaynaklı ölümlerin (%64.9) az geliĢmiĢ ülkelerde 

görüldüğü ve bu oranların 2025 yılına kadar artarak devam edeceği 

hesaplanmaktadır (8). Dünyadaki kanser ölümlerinde üçüncü sırada yer alan ve 

son on yılda gittikçe artan görünme sıklığına sahip en yaygın kanser türü 

Hepatosellüler Karsinom olduğu söylenmektedir (9). Dünya genelinde yılda 1 

milyona yakın insanın ölümüne neden olan hepatosellüler karsinom, karaciğerin 

en sık rastlanan primer malign tümörüdür ve en sık görülen beĢinci kanser türüdür 

(10,11). 

 

3.3. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller, ömürleri kısa, kararsız, düĢük molekül ağırlıklı, bir veya 

daha fazla eĢleĢmemiĢ elektrona sahip moleküller olarak tanımlanmaktadır. 

Serbest radikal üretimi çoğu olayda, pato-mekanizmanın bir parçasıdır ve serbest 

radikal üretimi pek çok ksenobiyotiğin toksisitesi ile ilgilidir. Mesleki nedenlerle 

uzun süre kurĢun ve kadmiyum gibi ağır metallere maruz kalmalar oksidatif strese 

sebep olabilir ki bu, yaĢamsal sistemlerdeki istenmeyen olayların altında yatan bir 

mekanizmadır (12, 13). Vücudun antioksidan savunması ile hücrelerin lipid 

tabakasının peroksidasyonuna neden olan serbest radikal üretimi arasındaki 

dengesizlik oksidatif stres olarak tanımlanabilir. 

Serbest radikaller süperoksit, nitrik oksit, lipid peroksit ve hidroksil 

radikalleri gibi değiĢik kimyasal yapılara sahiptirler (14). Oksijenden oluĢan 
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radikaller, biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikallerdir. Oksijen, 

süperoksit grubuna (O‟2) flavoproteinlerin etkisiyle ve bazı demir-kükürt 

bulunduran yükseltgenme-indirgenme enzimleri ile indirgenmektedir. Oldukça 

etkili olan ve hücre hasarına yol açan süperoksit grubu, hidrojen peroksit (H2O2) 

ve oksijene ( O2 ) çevrilir. Bunu bakırlı bir enzim olan süperoksit dismutaz (SOD) 

aracılığında gerçekleĢtirmektedir. Süperoksit grubuna göre etkinliği daha zayıf 

olan H2O2,  dokularda yer alan CAT ve glutatyon peroksidaz (GPx)  enzimleriyle 

daha zayıf etkili olan su ve oksijene dönüĢtürülerek etkisiz kılınmaktadır.  

Dietilditiyokarbamat gibi maddeler, SOD etkinliğini sınırlar ve süperoksit 

gruplarının etkisiz hale getirilmesini engellerken, lipid peroksidasyonu ( LPO )  

hızlandırırlar. Ayrıca CAT‟ın etkinliğini engelleyen maddeler (amino triazol gibi 

herbisidler) de etkin oksijen gruplarına veya bu grupları oluĢturan maddelere 

duyarlılığı arttırmaktadırlar (15,16). Singlet oksijeni, süperoksit grupları hızlı bir 

Ģekilde oluĢturur ve hücre zarlarının gliserid, glikolipid, fosfolipid ve sterol 

yapısındaki doymamıĢ yağ asitleriyle tepkimeye girerek aldehitler, alkoller,  

peroksitler, hidroksi yağ asitleri, etan ve pentan gibi çeĢitli lipid peroksidasyon 

ürünlerini oluĢtururlar (17, 18). MDA, LPO‟nun en önemli ürünüdür. MDA, en az 

üç çift bağ bulunduran yağ asitlerinin peroksidasyonundan oluĢur. Hücre 

membranlarından iyon alıĢ-veriĢini sağlayan MDA, membrandaki bileĢiklerin 

çapraz bağlanmasına sebep olur. Bunun sonucunda enzim aktivitesinin ve iyon 

geçirgenliğinin değiĢimi gibi olumsuz sonuçlara yol açabilir. MDA bu 

özelliğinden dolayı DNA‟nın nitrojen bazları ile tepkimeye girer ve bu yüzden 

mutajenik, hücre kültürleri için genotoksik ve karsinojeniktirler (19, 20, 21, 22). 
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3.3.1. Malondialdehit (MDA)  

MDA, serbest radikallerin olumsuz etkileri sonucu membran yapısındaki 

doymamıĢ yağ asitlerinin oksidasyonuyla meydana gelmektedir. Oksidatif 

hasarın, sistematik dolaĢımda seviyesi belirlenebilen dolaylı bir göstergesidir ve 

oksidatif stresin bir indikatörü olarak kullanılır (23). Lipid peroksidasyonun son 

ürünü olan MDA, doku reaksiyon zincir hızının ve serbest radikal türlerinin 

(ROS) seviyesinin belirlenmesinde önemli bir gösterge olarak kullanılmaktadır. 

Enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksid parçalanması sonucu plazma MDA 

konsantrasyonu meydana gelir. MDA, proteinlerin amino gruplarını fosfolipidler 

veya nükleik asitlere bağlayarak toksik etkisini göstermektedir (24). 

 

3.3.2. Katalaz (CAT) 

Katalaz enzimi her aerobik hücrede bulunur. CAT; %80 oranında 

peroksizomlarda, %20 oranında da sitozolde bulunur (25).  H2O2;  ksantin oksidaz, 

ürat oksidaz, D-aminoasit oksidazlar veya SOD un katalize ettiği reaksiyonlar 

sonucu oluĢur.  

OluĢan H2O2 katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile su, oksijen ve 

ara ürünlere dönüĢtürülür. Böylelikle hidroksil radikali oluĢumu engellenmiĢ olur 

(26). Katalazın H2O2„e affinitesi glutatyon peroksidaza göre daha fazladır (27). 
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3.3.3. Glutatyon (GSH) 

Hayvansal dokularda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan bir 

bileĢiktir. GSH‟ın nükleik asit sentezini içeren reaksiyonlara katılmak, hücre içi 

stabilizasyonu sağlamak, serbest radikalleri ve peroksitleri detoksifiye etmek gibi 

birçok önemli fonksiyonlara sahiptir (28). Ayrıca bazı enzimatik reaksiyonlarda 

da koenzim görevi görmektedir. 

 

3.3.4. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

McCord ve Fridovich‟ın 1968 „de keĢfettiği bir enzim çeĢitidir. SOD, 

vücudumuzda serbest radikallere karĢı ilk savunmayı gerçekleĢtiren enzimdir. 

Daha zararlı olan hidroksil radikalinin meydana gelmesini engellemek için O2 

radikalini metabolize eden enzim SOD‟dur. O2 radikalini H2O2 ye ve moleküler 

O2 ye dönüĢümünü gerçekleĢtirir. Tepkime ürünü olan H2O2 onu inhibisyona 

uğratmaktadır (29). 

 

 

3.4. Kansere Serbest Radikalin Etkisi 

GeliĢen ve geliĢmekte olan teknoloji, radyasyon, çevre kirliliği, tarım 

ilaçları, kontamine sular, zehirli maddeler ve canlı hücrelerdeki oksijen 
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metabolizması gibi birçok faktör vücudumuzda serbest radikallerin meydana 

gelmesine sebep olurlar.  

Oksijenin oldukça reaktif formları olan serbest radikaller vücut hücrelerine 

zarar vermektedirler. Bu da kalp damar hastalıkları, kanser,  karaciğer hasarı ve 

daha birçok hastalığa neden olmaktadır. Bu gibi kötü hastalıkları yok edebilmek 

için önce vücut hücrelerini tahrip eden serbest radikallerin olumsuz etkilerini 

ortadan kaldırmak, hastalığın ortaya çıkmasını engelleyebilmek gerekmektedir. 

Vücudumuzda bunu sağlayabilecek antioksidan savunma sistemi olsa dahi ortaya 

çıkan çevresel etmenler bu savunma direncini düĢürmekte ve çoğu zaman yetersiz 

kalmaktadır. Serbest radikaller hücre yapısındaki lipitlere, nükleik asitlere, 

proteinlere, vücut hücrelerinin membranına ve DNA‟ya zarar vererek koroner 

hastalıklara, karaciğer tahribatına ve kanser gibi birçok hastalığa neden olmaktadır 

(30). 

 

3.5. Dietilnitrozamin 

Oldukça tanınmıĢ olan karsinojen bileĢikler nitrozaminlerdir. Hepatik 

karsinomaya neden olan bir nitrozamin bileĢiğide Dietilnitrozamin (DEN) dir. 

DEN ile tümör oluĢumu ve erken safhalarda geliĢen serbest radikaller arasındaki 

klinik belirginlik dikkat çekicidir (31). DEN'in metabolitleri, DNA'ya bir ya da iki 

oksidasyon sağlayan elektron ile kovalent bağlanarak tümör promotorlerinin 

bağlanmasını sağlarlar (32). Bir süperoksit anyonu indükleyicisi olarak görev 

yapan DEN tümör promotöru, reaktif oksijen molekülleri ve hidrojen peroksit 
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oluĢumunu sağlar böylece süperoksit ve hidrojen peroksit birikimi gerçekleĢmiĢ 

olur.  

Süperoksit ve hidrojen peroksit birikimi, koruyucu antioksidan 

mekanizmanın azalmasını sağlarken yüksek oranda reaktif hidroksil radikalinin 

oluĢumunu gerçekleĢtirir. Bunun sonucunda DNA'nın yapısında deoksiriboz 

parçalanması ve kopmalar meydana gelir. Reaktif hidroksil radikalleri ayrıca, lipit 

membran yağ asitlerinin hidrojen atomlarını ayırır. Hidrojen atomları ile 

doymamıĢ çok karbonlu yağ asitlerinin karbonil gruplarıyla birleĢen hidroperoksit 

radikalleri, lipid hidroperoksit düzenlenmesindeki zincir reaksiyonundan hidrojeni 

ayırır. Bunun sonucunda da süperoksit ve hidroperoksit radikalleri LPO 'nun 

artmasına neden olur. Böylece hücre membranında hasar artıĢı ortaya çıkmaktadır 

(33,34). 

 

3.6. Fenobarbital 

Fenobarbital, generalize ve parsiyel epilepsilerin kontrolünde kullanılan 

genel merkezi sinir sistemi baskılayıcısıdır. Kanda yaklaĢık %50 oranında 

proteinlere bağlı olarak dolaĢır. Plazma yarılanma ömrü 96 saat civarındadır. 

Fenobarbital‟in farmakokinetiğini belirgin Ģekilde etkileyen ilaç etkileĢimleri daha 

az olduğu halde fenobarbital hepatik sitokromP450 enzim sistemini indükleyerek 

pek çok ilacın farmakokinetiği üzerine metabolizmalarını hızlandırıcı yönde etki 

yapar (35). Promotör olarak fenobarbital (FB)  kullanılan hepatosit hücrelerinin 

peroksizomlarında büyüme ve sayıca artıĢ gözlenirken, peroksizomal yağ asit 

oksidasyonu ve mikrozomal hidroksilasyon aktivitesinde artıĢa neden olur. 
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Sonuçta DNA hasarı ve tümör oluĢumu ortaya çıkar. OluĢan hasarın 

giderilmesinde, serbest radikallere karĢı, savunma sistemindeki spesifik enzimler 

rol alır (36,37). DEN ve FB uygulanan sıçanlarla yapılan çalıĢmada karaciğer de, 

histolojik olarak; Preneoplastik fokus, nodülIer ve hiper plastik kupffer 

hücrelerinin varlığı belirlenmiĢtir (36).  

 

3.7. Oleuropein 

Oleuropein, zeytin meyvesi ve zeytin yaprağında önemli biyolojik 

özelliklere sahip fenolik maddelerce zengin bir bileĢiktir (38). YapılmıĢ olan 

çalıĢmalar, oleuropein‟in antiviral, antifungal ve antimikrobiyal etkilerinin 

olduğunu göstermektedir. Inouye ve ark. 1970 yılında oleupropein‟in kimyasal 

yapısını elenolik asit ve hidroksitriosolün heterozidik esteri olarak tanımlanmıĢtır 

(39). Besinlerde yer alan ve sağlımız için olumlu etkileri bulunan bileĢikler, 

fenolik bileĢiklerdir. Bu fenolik bileĢikler, yağ oluĢumu esnasında yağa geçerek 

yağı oksidasyona karĢı korurlar ve zeytinyağının lezzetini sağlarlar. Sağlığımız 

için sakıncalı olan oksidasyon ürünlerinin oluĢmasını fenolik bileĢikler önler. 

Oleuropein, reaktif oksijeni ve nitrojen türlerini uzaklaĢtırırlar (40,41). 
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ġekil 1: Oleuropeinin kimyasal yapı formülü (Winkelhausen ve ark. 2005). (39) 

 

Akdeniz ülkelerinde yaĢanan kalp damar hastalıkları ve kanser vakalarının 

giderek azaldığını gösteren çalıĢmalar yapılmıĢtır. Oleuropein maddesi, zeytin 

ağacı veya yaprağından elde edilir ve toksik özellikte olmadığından kanseri 

önleyen bir etkiye sahiptir. Kanserli hücreleri geri dönüĢümsüz olarak saran 

Oleuropein, bu hücrelerin çoğalmalarını, yayılmalarını ve baĢka yerlere 

sıçramalarını engellemektedir. Sınırlı miktarda ilaç Ģeklinde alımıyla da, ileri 

evredeki kanserli hücrelerin kas liflerini parçalayarak çoğalmalarını önlemektedir 

(42).   

Hayvanlar üzerinde gerçekleĢtirilen deneylerde ekstraktın kullanılmasıyla 

kanser hücrelerinin 9-12 gün içerisinde gerilediği gözlenmiĢtir. Fenolik bileĢikler, 
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E vitamininden daha güçlü antioksidan özelliğine sahiptirler. Bu özellikleri 

sayesinde (LDL) düĢük dansiteli lipoprotein kolesterolünün bakır sülfatla 

oksidasyonunu önemli derecede önlemektedirler. Böylelikle oksidasyona bağlı 

olarak geliĢen periferik damar hastalıklarından, enfarktüs ve damar sertliğinden, 

koroner kalp hastalıklarından da korunma sağlamaktadırlar (43). 19.yüzyılın 

ortalarında zeytin yaprağının kullanılmasıyla elde edilen öz; Ģiddetli ve ölümcül 

hastalıklarda ateĢ düĢürücü olarak kullanılmıĢtır. Bu özelliğinden ötürü sıtma 

hastalığından korunmak ve tedavi olmak amacıyla kullanıldığı bildirilmiĢtir (44).  

Biz de bu projede deneysel olarak oluĢturacağımız karaciğer hasarına, 

ülkemizde oldukça bol yetiĢen zeytin ve yaprağından elde edinen Oleuropein „in 

koruyucu ve tedavi edici etkisinin olup olamayacağını açıklamaya çalıĢarak bilim 

alemine katkıda bulunmak istedik. 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

ÇalıĢmada, 220±20gr ağırlığında Sprague-Dawley cinsi 50 adet erkek rat 

kullanılmıĢtır. Deney öncesi ve deney sırasında tüm hayvanlar 12 saat ıĢık 12 saat 

karanlık foto periyodunda ve 22-24 derece sabit ısıdaki odalarda barındırılmıĢtır. 

Hayvanların beslenmesinde, standart pellet yemi ve çeĢme suyu kullanılmıĢtır. 

Yem ve su tüketiminde kısıtlama yapılmamıĢtır.  

ÇalıĢmanın tüm aĢamalarında 1983 Helsinky deklarasyonun da bildirilen 

„Hayvanlarda Bilimsel ÇalıĢmalar için Etik Kurullar‟a uyulmuĢtur. Denekler; 

Kontrol Grubu, Dietilnitrozamin (DEN) grubu, Dietilnitrozamin (DEN) ve 

Fenobarbital (FB) grubu, DEN+FB+Oleuropein(OLE) grubu ve Oleuropein(OLE) 

grubu olmak üzere 5 gruba ayrılmıĢtır. Deney süresince tüm grupların su 

tüketimleri günlük olarak kaydedilmiĢtir, deneyin baĢlangıcında ve her haftanın 

sonunda vücut ağırlıkları belirlenmiĢtir, deney sonunda tüm gruplarda ki ratlara 

ketamin 75 mg/kg+xylazine 10mg/kg intraperiteneal (ip) uygulanmıĢ ve ratlar 

dekapite edilmiĢtir. 8 haftalık deney sonrası dekapite olan ratların kan ve 

karaciğer dokuları alınmıĢtır. Dokular hızla çıkarılarak % 0,9 NaCl ile yıkanmıĢtır 

ve paketlenerek soğuk zincirde -80 derece derin dondurucuda çalıĢma gününe 

kadar saklanmıĢtır. Kanlar EDTA içeren biyokimya tüplerine alınmıĢtır. Alınan 

kan örnekleri yarım saat içinde 3500 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilerek 

serumlarına ayrılmıĢtır, ayrılan serumlar -20 derecede saklanarak çalıĢılmıĢtır. 

Kan ve karaciğer dokularında MDA, CAT, SOD, GSH, protein ve kan dokuda da 
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aynı parametreler tayini yapılmıĢ ve istatistik metotları kullanılarak gruplar arası 

farklılık olup olmayacağı saptanmıĢtır.  

Dekapitasyon sonrası eksize edilen karaciğer dokuları %10‟luk 

formaldehit solüsyonuna alınıp tespit edildikten sonra rutin histolojik takip 

serilerinden geçirilerek parafin bloklar hazırlanmıĢtır. Bu bloklardan 5-6 µm 

kalınlığında kesitler rodajlı ve polilizinli lamlara alınarak histokimyasal, immuno 

histokimyasal boyamalar ve TUNEL analizi yapılmıĢtır. 

 

4.1. Gruplar 

Grup 1: Kontrol grubu (n=7 ): bu gruptaki ratlara 8 hafta standart 

beslenme ve içme suyu adlibitum olarak verilmiĢtir. Deney süresi sonrası anestezi 

altında dekapitasyon takiben alınan kan ve karaciğer örnekleri biyokimyasal ve 

histolojik olarak incelenmiĢtir. 

 

Grup 2: Dietilnitrozamin (DEN) grubu (n=10): bu gruptaki ratlara tek 

doz 150mg/kg intraperitonel (i.p.) olarak uygulanmıĢtır (31). 8 hafta sonra 

dekapitasyonu takiben alınan örnekler biyokimyasal ve histolojik olarak 

incelenmiĢtir. 

 

Grup 3: Dietilnitrozamin (DEN) ve Fenobarbital (FB) (n=10) grubu: 

Deney baĢlangıcında tek doz DEN 150mg/kg i.p. olarak uygulanmıĢtır. 

Uygulamadan 15 gün sonra 500 ppm FB içme suyuna katılarak 6 hafta 

uygulanmıĢ (45) ve 8 inci hafta sonrada dekapitasyonu takiben alınan örnekleri 
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biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmiĢtir. Ayrıca DEN tek doz 150mg/kg ve 

DEN verildikten 2 hafta sonra FB 500 ppm dozda içme suyuna 6 hafta süre ile 

katılmıĢtır. 8 hafta sonra dekapitasyonu takiben alınan örnekler biyokimyasal ve 

histolojik olarak incelenmiĢtir. 

 

Grup 4: DEN+FB+Oleuropein (OLE) uygulanacak grup (n=10): OLE 

deneyin baĢlangıcından itibaren 8 hafta boyunca 10 mg/kg/gün dozda oral gavaj 

yolu ile uygulanmıĢtır (46). 

          Grup 5: Oleuropein(OLE) grubu (n=7):  10mg/kg/gün dozda OLE oral 

gavaj yolu ile 8 hafta boyunca uygulanmıĢtır (46). 8 hafta sonra dekapitasyonu 

takiben alınan örnekleri biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmiĢtir. 

    4.2. Biyokimyasal Analizler 

4.2.1. Kanda ve Dokuda Malondialdehit (MDA) Tayini 

Kan Örneklerinin Hazırlanması: LPO tayini için alınan heparinli kan 

örnekleri santrifüj edilerek plazmaları alınır. 

 

Doku Örneklerinin Hazırlanması: Süzgeç kağıtları arasında dokuların 

suyu alındıktan sonra tartılarak %11.15 lik KCI içinde 1:10 oranında 

(ağırlık/hacim) sulandırılıp, kırılmıĢ buz içerisinde Potter-Elvehjem cam-cam 

homojenizatörle homojenize edilir, 3500 rpm‟de 15 dakika santrifüj edildikten 

sonra elde edilen süpernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein tayini 

yapılır. 
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Prensip: MDA tayini Placer ve ark. tarafından modifiye edilen yönteme 

göre yapılmıĢtır. Bu yöntem lipid peroksidasyonunun aldehit ürünlerinden biri 

olan MDA ile tiobarbitürik asit (TBA)‟in tepkime esasına dayanmaktadır. MDA, 

TBA ile pembe renkli bir kompleks oluĢturur. OluĢan MDA karıĢımı absorbansı 

532 nm‟de spektrofotometrik olarak okunur ve lipid peroksidasyonun derecesi 

saptanmıĢ olur (47). 

Deneyin YapılıĢı: 

Tablo 1: Kanda ve Dokuda Malondialdehit (MDA) Düzeyi 

 

 

Tüpler karıĢtırıldıktan sonra 100 derecede 20 dk bekletilir. Musluk suyu 

altında soğutma iĢleminden sonra tüpler 3000 rpm de 10 dakika santrifüj edilerek 

üst faz absorbansı 532 nm‟de okunur. 

      Kanda ve dokuda MDA düzeyinin hesaplanması: 

MDA = (Örneğin Absorbansı / Standartın Absorbansı ) x Standartın 

Konsantrasyonu  

Plazmadaki MDA düzeyi nmol/ml, dokudaki MDA düzeyi nmol/g doku 

olarak hesaplanır. 

 Kör (ml) Standart (ml) Örnek (ml) 

Örnek - - 0,25 

Standart - 0,25 - 

Serum fizyolojik 0,25 - - 

Renk ayıracı 2,25 2,25 2,25 
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            4.2.2. Kan ve Dokularda Glutatyon (GSH) Tayini 

Kan Örneklerinin Hazırlanması: Tam kanın saf su ile 1:10 oranında 

sulandırılmsı ile elde edilen hemolizatlarda hemoglobin tayini yapılır, dilüe edilen 

kanın 1:2.5 oranında çöktürücü solüsyonuyla sulandırılmsı ile elde edilmiĢ 

hemolizatlarda ise GSH tayini yapılır.  

           Doku örneklerinin alınması, hazırlanması ve homojenizasyon: Süzgeç 

kağıtları arasında dokuların suyu alındıktan sonra tartılarak %11.15‟lik KCI içinde 

1:10 oranında (ağırlık/hacim) sulandırılıp, kırılmıĢ buz içerisinde Potter-Elvehjem 

cam-cam homojenizatörle homojenize edilir, 3500 rpm‟de 15 dakika santrifüj 

edildikten sonra elde edilen süpernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein 

tayini yapılır. 

            Prensip: GSH düzey tayini için Chavan ve ark.‟nın yöntemine göre tayin 

edilir. Bu metod 5,5‟dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) eklendiğinde sülfidril 

gruplarının epeyce stabil sarı renk oluĢturması esasına dayanan spektrofotometrik 

bir yöntemdir (48). 

Deneyin YapılıĢı: Deney esnasında hemolizat üzerine çöktürücü 

solüsyondan 3 ml konulup, vortekslenir ve 5 dk sonra filtre kağıdından süzülür. 

Elde edilen süzüntü deney ortamında kullanılır. 
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Tablo 2: Kan ve Dokularda Glutatyon (GSH) Düzeyi 

 

Deney tüpleri tablo 2‟deki gibi hazırlandıktan sonra vortekslenir ve 412 

nm‟ de okunur. 

 

Kanda ve dokuda glutatyon aktivitesinin hesabı: 

 

mg/dl olan GSH değerleri µmol‟e çevrilip, sonuçlar kanda GSH µmol/g 

Hb, dokuda ise GSH µmol/g protein olarak verilir. 

 

           4.2.3. Kan ve Dokuda Katalaz (CAT) Tayini: 

Kan Örneklerinin Hazırlanması: Plazması ayrılan heparinli kan 

örnekleri, serum fizyolojik ile 3 kez yıkandıktan sonra eritositler 1:5 oranında 

distile su ile sulandırılarak hemoglobin tayini yapılır. Daha sonra dilüe edilmiĢ bu 

kan örnekleri 1:100 oranında fosfat tamponuyla (50 mM, pH:7,0 ) tekrar 

sulandırılır ve hazırlanmıĢ bu hemolizatlar da katalaz aktivite düzeyleri ölçülür. 

 Kör (ml) Örnek (ml) Standart (ml) 

Süzüntü  -            2 - 

Standart - - 2 

Çöktürücü 1.2 - - 

Distile su 0.8 - - 

Na2HPO4 8 8 8 

DTNB 1 1 1 
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Doku Örneklerinin Hazırlanması: Süzgeç kağıtları arasında dokuların 

suyu alındıktan sonra tartılarak %11.15 lik KCI içinde 1:10 oranında 

(ağırlık/hacim) sulandırılıp, kırılmıĢ buz içerisinde Potter-Elvehjem cam-cam 

homojenizatörle homojenize edilir, 3500 rpm‟de 15 dakika santrifüj edildikten 

sonra elde edilen süpernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein tayini 

yapılır. Eritrosit ve doku katalaz aktivitesini ölçmek için Aebi metodu kullanılır 

(49). 

Prensip: CAT aĢağıdaki tepkimeye göre H2O2 „nin yıkımını katalize eder. 

 

H2O2‟in katalaz tarafından yıkım hızı, H2O2‟in 240 nm dalga boyunda ıĢığı 

absorbe etmesinden yararlanılarak spektrofotometrik olarak ölçülür. 

Deneyin YapılıĢı: 

                     Tablo 3: Kan ve Dokuda Katalaz (CAT) Düzeyi 

 Kör (ml) Örnek (ml) 

Fosfat tamponu 1 - 

Hidrojen peroksit - 1 

Hemolizat 2 2 

 

240 nm‟de kör ile sıfır ayarı yapıldıktan sonra örneğin 0.(A1) ve 30. (A2) 

saniye içindeki absorbans farkı ölçülmek suretiyle katalaz aktivitesi hesaplanır. 

Kan ve doku CAT aktivitesinin hesaplanması: 

k = (2.3 / 30) x ( log A1 / A2 ) x dilüsyon 
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Eritrosit için spesifik aktivite: k / g Hb 

Doku için spesifik aktivite: k / g protein 

4.2.4. Kan ve Dokuda Süperoksit Dismutaz ( SOD ) Tayini: 

Kan örneklerinin hazırlanması: Plazması ayrılan heparinli kan örnekleri, 

serum fizyolojik ile 3 kez yıkandıktan sonra, eritrositler 1: 5 oranında deiyonize 

su ile sulandırılarak hemoglobin tayini yapılır. Daha sonra dilüe edilmiĢ bu kan 

örnekleri 1: 2 oranında kloroform/etanol solüsyonu (3/5 V/V) ile tekrar dilüe 

edilerek SOD aktivite tayini yapılır. 

 

Doku Örneklerinin Hazırlanması: : Süzgeç kağıtları arasında dokuların 

suyu alındıktan sonra tartılarak %11.15 lik KCI içinde 1:10 oranında 

(ağırlık/hacim) sulandırılıp, kırılmıĢ buz içerisinde Potter-Elvehjem cam-cam 

homojenizatörle homojenize edilir, 3500 rpm‟de 15 dakika santrifüj edildikten 

sonra elde edilen süpernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein tayini 

yapılır. 

 

Prensip: SOD tayin ölçümü ksantin-ksantin oksidaz yöntemi ile oluĢan 

süperoksit radikalinin nitrobluetetrazolium‟u (NBT) indirgemesi sonucu renk 

oluĢumu esasına dayanır ve bu indirgeme olayı 560 nm‟ de maksimum absorbans 

veren mavi renkli formazon oluĢumu ile sonlandırılır. 

Ortamda enzim olmadığı durumda bu indirgenme maksimal olup, koyu 

mavi bir renk oluĢmaktadır. Ortamda SOD varlığında ise enzim süperoksit 

anyonunu hidrojen peroksite çevirmekte böylece NBT indirgenmesi azalmakta ve 
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renk değiĢikliği meydana gelmemektedir. Renkli formazon oluĢumu ortamın 

enzim konsantrasyonu ile ters orantılı olarak gerçekleĢmektedir. Böylece oluĢan 

formazonu 560 nm‟ de verdiği absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir 

(50). 

Deneyin YapılıĢı: 1/5 oranında dilüe edilmiĢ eritrosit hemolizatı eĢit 

hacimde kloroform/etanol (3/5 V/V ) ile karıĢtırılır ve 3000 rpm‟de 20 dk santrifüj 

edilir. En üstteki berrak kısım SOD aktivite tayininde kullanılmak üzere ayrılır. 

Tablo 4: Kan ve Dokuda Süperoksit Dismutaz ( SOD ) Düzeyi 

 Kör (ml) Örnek (ml) 

Reaksiyon çözeltisi 2,85 2,85 

Süpernatant - 0,10 

Distile su 0,10 - 

Ksantinoksidaz 0,05 0,05 

 

Kör ve örnek tüpleri 25 derecede 20 dk süreyle inkübe edilir. Sürenin 

sonunda her iki tüpe de 1,0 ml CuCl2 ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Distile 

suya karĢı kör ve numunenin absorbanslarının ölçümü spetrofotometrede 560 nm‟ 

de okunur. 

Kanda ve dokuda SOD aktivitesinin hesabı:   

 

1ünite SOD:  %50‟lik NBT inhibisyonunu meydana getiren enzim 

miktarıdır. 

Ü/ml SOD = %Ġnhibisyon %50 inhibisyon 



21 

 

Gram hemoglobin veya protein baĢına SOD aktivitesi, spesifik aktiviteyi 

verir ve kanda SOD U/g Hb, dokuda U/g protein olarak hesaplanır. 

 

4.2.5. Dokuda Protein Tayini: 

Prensip: Homojenatlardaki protein miktarı modifiye edilmiĢ Lowry 

yöntemine göre ölçülmüĢtür. Alkali bakır tartarat ayıracı peptid bağları ile 

kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artığı 1 atom Cu bağlar. Fenol ayıracı, 

Cu ile muamele edilmiĢ karıĢıma ilave edildiğinde mor-mavi renk Ģekillenir. Bu 

renk Ģiddeti 650 nm dalga boyunda okunur. Protein konsantrasyonu ile oluĢan 

renk arasında yüksek konsantrasyonlar için lineer bir iliĢki olmadığından örnekler 

sulandırılarak ölçümler yapılmıĢtır (51). 

 

Deneyin YapılıĢı: 

Tablo 5: Dokuda Protein Düzeyi  

 Kör (ml) Standart (ml) Örnek(ml ) 

Alkali bakır 

ayıracı 

1 1 1 

Örnek - - 1 

Distile su  1 - - 

Standart - 

Tüpler iyice  

1 

karıĢtırılır ve 10dk 

oda  

- 

Isısında 

bekletilir. 

Fenol ayıracı 4 4 4 
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Fenol ayracı ilave edildikten sonra; tüpler hemen vortekste iyice 

karıĢtırılmıĢ ve 5 dk 55
o
C „de bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası muslık suyu 

altında hemen soğutulmuĢtur. Daha sonra 650nm de standart ve örnek tüplerinin 

absorbansı kör tüpüne karĢı okunmuĢtur. 

Protein Düzeyinin Hesaplanması: 

Protein (µg/ml) = (Örneğin OD /Standartın OD) x Standartın 

konsantrasyonu x Dilüsyon 

4.2.6. Hemoglobin (Hb) Düzey Tayini: 

Prensip: Hb tayini siyanomethemoglobin yöntemi ile yapılmıĢtır. 

Ferrisiyanür hemoglobindeki Fe
+2 

yi oksitleyerek +2 değerden +3 değerli Fe‟e 

çevirir ve Fe‟nin methemoglobine dönüĢmesini sağlamaktadır. Daha sonra 

potasyum siyanid ilavesi ile stabil bir pigment olan siyanomethemoglobin 

meydana gelmektedir. Siyanomethemoglobin absorbansı ise 546nm‟de 

okunmuĢtur (52). 

Deneyin YapılıĢı: 

Tablo 6: Hemoglobin (Hb) Düzeyi 

 Kör (ml) Standart (ml) Örnek (ml) 

Drapkin çözeltisi 5 5 5 

Hb standartı - 0,02 - 

Hemolizat - - 0,02 

 

Tüpler iyice karıĢtırılıp oda ısısında 20 dk bekletilmiĢ ve 546 nm‟de köre 

karĢı diğer tüplerin absorbansları okunmuĢtur. 

                         Hb Düzeyinin Hesaplanması: 
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Hb (g/dl) = (Örneğin OD / Standartın OD ) x 18 

 

4.3. Ġstatistiksel Analizler 

ÇalıĢmamızda istatistiksel analizler için „SPSS 15.0 istatistik paket 

programı‟ kullanılmıĢ ve ANOVA testi uygulanmıĢtır. Verilerin 

değerlendirilmesinde tanımlayıcı istatistiksel yöntemler; ortalama, standart hata, 

minimum ve maksimum değerler kullanılmıĢtır. 

 

4.4. Histolojik Değerlendirmeler  

Karaciğer dokuları %10‟luk formaldehit solüsyonunda fikse edilerek ve 

daha sonrada akan musluk suyu altında yıkanmıĢtır. Yıkanan dokular rutin 

histolojik takip serilerinden (Tablo 7) geçirilerek dehidratasyona tabi tutulmuĢtur. 

Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatılıp parafine (P3558-1kg Sigma-Aldrich 

Paraplast Embedding Media, U.S.A) gömülmüĢtür. Elde edilen parafin bloklardan 

yaklaĢık 5-6 μm kalınlığında kesitler rodajlı lamlara alınmıĢ ve hazırlanan 

preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyası ile boyanmıĢtır. IĢık 

mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenip fotoğraflanmıĢtır. 
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Tablo 7: Histolojik Takip ĠĢlem Basamakları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

SIRA ĠġLEM SÜRE 
1 % 70   Alkol 2 saat 

2 % 80   Alkol 1.5 saat 

3 % 96   Alkol 30 dakika 

4 % 96   Alkol 30 dakika 

5 % 100 Alkol 30 dakika 

6 % 100 Alkol 30 dakika 

7 Alkol + Ksilol 15 dakika 

8 Ksilol I 10 dakika 

9 Ksilol II 20 dakika 

10 YumuĢak parafin + Ksilol 45 dakika 

11 YumuĢak parafin 1 saat 

12 YumuĢak parafin – Sert parafin 1.5 saat 

13 Sert Parafin 3 saat 

14 Gömme  



25 

 

5. BULGULAR 

5.1. Karaciğer Dokusunda Malondialdehit (MDA) Düzeyleri 

Tüm gruplar arasındaki karaciğer MDA ortalamaları ve standart sapmaları 

Tablo 8 ve ġekil 2‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre MDA düzeyleri 

kıyaslandığında, tüm gruplarda kontrol grubuna göre artma olduğu saptanmıĢtır. 

DEN+FB grubuyla kıyaslandığında DEN+FB+OLE grubunda anlamlı bir 

azalmanın olduğu gözlenmiĢtir. 

 

                               ġekil 2: Gruplara Göre Karaciğer MDA Düzeyleri 

 

Tablo 8: Tüm Gruplarda Karaciğer Malondialdehit Düzeyleri DeğiĢimleri 

 

Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P 

MDA(nmol/

g) 

21,92±0,93
c 

39,06±3,25
b 

61,30±3,95
a 

55,44±4,87
a 

33,98±3,26
b,c 

0,000 
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5.2. Karaciğer Dokusunda Katalaz (CAT) Düzeyleri 

Tüm gruplar arasındaki karaciğer CAT ortalamaları ve standart sapmaları 

Tablo 9 ve ġekil 3‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre CAT düzeyleri 

kıyaslandığında, OLE grubunda DEN, DEN+FB ve DEN+FB+OLE gruplarına 

göre anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir.  

 

                ġekil 3 Gruplara Göre Karaciğer CAT Düzeyleri 

 

Tablo 9: Tüm Gruplarda Karaciğer Katalaz Düzeyleri DeğiĢimleri 

 

 

Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P 

CAT( k / 

g protein) 

189,40±8,82 
a,b 

208,71±5,59 
a 

208,14±3,20 
a 

167,98±3,09
b 

191,82±5,27
 a 

0,001 

189,4 

208,71 208,14 

167,98 

191,82 

0

50

100

150

200

250

Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE

C
A

T
 (

k
/g

r)
 

Karaciğer CAT Düzeyleri 
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5.3. Karaciğer Dokusunda Glutatyon (GSH) Düzeyleri 

Tüm gruplar arasındaki karaciğer GSH ortalamaları ve standart sapmaları 

Tablo 10 ve ġekil 4‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre GSH düzeyleri 

kıyaslandığında, DEN ve DEN+FB gruplarında kontrol grubuna göre anlamlı bir 

azalma gözlenirken, OLE ve DEN+FB+OLE grubu kontrol grubu ile uyumludur.  

 

                                   ġekil 4 Gruplara Göre Karaciğer GSH Düzeyleri 

 

Tablo 10: Tüm Gruplarda Karaciğer Glutatyon Düzeyleri DeğiĢimleri 

  

 

 

 

600,95 

485,13 473,13 

611,81 

540,36 

0
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200

300

400
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700

Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE

G
SH

 (
 µ

m
o

l/
g 

) 

Karaciğer GSH Düzeyleri 

Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P 

GSH(µmol/g 

protein) 

600,95±17,44
 a 

485,13±36,22
b
 473,13±13,41

b 
611,81±27,57

a 
540,36±14,70

ab 
0,001 
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5.4. Karaciğer Dokusunda Süperoksit Dismutaz (SOD)Düzeyleri 

Tüm gruplar arasındaki karaciğer SOD ortalamaları ve standart sapmaları 

Tablo 11 ve ġekil 5‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre SOD düzeyleri 

kıyaslandığında gruplar arasında fark saptanamamıĢtır. 

 

 

ġekil 5 Gruplara Göre Karaciğer SOD Düzeyleri 

 

 

Tablo 11: Tüm Gruplarda Karaciğer Süperoksit Dismutaz Düzeyleri DeğiĢimleri 

 

 

 

115,1 

110,11 

119,4 
118,17 

117,14 

104

106

108

110

112

114

116

118

120

122

Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE

SO
D

 (
 Ü

/g
 )

 

Karaciğer SOD Düzeyleri 

Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P 

SOD(Ü/g 

protein 

115,10±3,48 110,11±3,91 119,40±3,74 118,17±4,13 117,14±4,98 0,397 
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5.5. Kanda Malondialdehit (MDA) Düzeyi 

Tüm gruplar arasındaki MDA ortalamaları ve standart sapmaları Tablo 12 

ve ġekil 6‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre kanda ki MDA düzeyleri 

kıyaslandığında, DEN+FB grubunda kontrol grubuna göre anlamlı bir artma 

gözlenirken, OLE grubunda anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir. DEN+FB+OLE 

grubunda değerler kontrol değerine yaklaĢmıĢ, DEN+FB grubuna kıyasda ise 

anlamlı bir düĢüĢ vardır. 

 

ġekil 6 Gruplara Göre Kan MDA Düzeyleri 

 

      Tablo 12: Tüm Gruplarda Kanda Malondialdehit Düzeyleri DeğiĢimleri 

 

 

94,45 98,69 

123,99 

60,71 

101,84 
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Kan MDA Düzeyleri 

Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P 

MDA(nmol/ml) 94,45±4,69
b 

98,69±6,35
b 

123,99±6,16
a 

60,71±2,63
c 

101,84±2,17
b 

0,000 
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5.6. Kanda Katalaz (CAT) Düzeyi 

Tüm gruplar arasındaki CAT ortalamaları ve standart sapmaları Tablo 13 

ve ġekil 7‟da verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre kanda ki CAT düzeyleri 

kıyaslandığında OLE grubunda DEN+FB grubuna göre anlamlı bir artıĢ 

göstermiĢtir. DEN+FB+OLE grubunda da DEN+FB grubuna göre yine anlamlı 

bir artıĢ gözlemlenmiĢtir. 

 

                                     ġekil 7 Gruplara Göre Kan CAT Düzeyleri 

 

                 Tablo 13: Tüm Gruplarda Kanda Katalaz Düzeyleri DeğiĢimleri 
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a 

41,91±3,21
b 

69,59±1,62
a 

58,74±3,71
a 

0,001 
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5.7. Kanda Glutatyon (GSH) Düzeyi 

Tüm gruplar arasındaki GSH ortalamaları ve standart sapmaları Tablo 14 

ve ġekil 8‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre kanda ki GSH düzeyleri 

kıyaslandığında OLE grubunda kontrol grubuna göre anlamlı bir artıĢ gözlenirken, 

DEN ve DEN+FB gruplarında kontrole göre anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir. 

DEN+FB+OLE grubu ile kontrol gubu arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanamamıĢtır.   

 

ġekil 8 Gruplara Göre Kan GSH Düzeyleri 

 

                     Tablo 14: Tüm Gruplarda Kanda Glutatyon Düzeyleri DeğiĢimleri 
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0,000 
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5.8. Kanda Süperoksit Dismutaz (SOD) Düzeyi 

Tüm gruplar arasındaki SOD ortalamaları ve standart sapmaları Tablo 15 

ve ġekil 9‟de verilmiĢtir. Bu ortalamalara göre kanda ki SOD düzeyleri 

kıyaslandığında DEN+FB grubunda kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma 

olduğu görülmektedir. DEN+FB+OLE ve OLE gruplarında SOD değerlerinin 

kontrol değerleri arasında bir fark bulunamamıĢtır.  

 

ġekil 9 Gruplara Göre Kan SOD Düzeyleri 

 

Tablo 15: Tüm Gruplarda Kanda Süperoksit Dismutaz Düzeyleri DeğiĢimleri 
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5.9. Histolojik Değerlendirmeler  

Kontrol grubuna ait ratların karaciğer dokuları incelendiğinde hepatositler 

ve sinuzoidler normal yapıda izlenmiĢtir (ġekil 10). DEN grubuna ait kesitlerde 

çift çekirdekli hepatosit sayısında artıĢ, hafif konjesyon, periportal alanda 

inflamatuar hücre artıĢı ve sinüzoidal dilatasyon tespit edilmiĢtir (ġekil 11). 

DEN+ FB grubuna ait kesitlerde ise DEN grubu ile kıyaslandığında tüm 

histopatolojik bulgularda artıĢ ve iri nükleuslu hepatositler gözlenmiĢtir (ġekil 

12). DEN+ FB+ OLE grubunda dilatasyonda azalma gözlenirken diğer 

histopatolojik değiĢiklikler açısından anlamlı bir farka rastlanmamıĢtır (ġekil 13). 

Yalnızca OLE uygulanan grupta ise kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

sinüzoidal dilatasyonun yaygın olduğu bunun yanı sıra peripotal alanlarda 

inflamatuar hücre artıĢı gözlenmiĢtir (ġekil 14).  

 

ġekil 10  Kontrol grubu. Normal görünümlü hepatositler ve sinuzoidler. H&E x200. 
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ġekil 11 DEN grubu. Sinuzoidal dilatasyon (yıldız) ve çift çekirdekli hepatositler (ok). 

H&E x200 

 

 

ġekil 12 DEN grubu. Ġnflamatuar hücre artıĢı (ok) ve hafif konjesyon alanları (ok baĢı).                     

H&E x200 
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ġekil 13 DEN + FB grubu. Ġnflamatuar hücre artıĢı (ok) ve konjesyon alanları (yıldız). 

H&E x200 

 

ġekil 14 DEN + FB grubu. Sinuzoidal dilatasyon (yıldız) ve iri nükleuslu hepatositler 

(ok). H&E x200 
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ġekil 15 DEN + FB + OLE grubu. Konjesyon (yıldız) ve sinüzoidal dilatasyon (ok), 

inflamatuar hücre artıĢı (kalın ok) ve çift çekirdekli hepatositler (ok baĢı). H&E x200 

 

 

    ġekil 16 OLE grubu. Sinüzoidal dilatasyon (yıldız), inflamatuar hücre artıĢı (ok). H&E 

x200 
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ġekil 17 OLE grubu. Sinüzoidal dilatasyon (yıldız). H&E x200 

 

5.10. Tunel Analizi 

        Parafin bloklardan polilizinli lamlara 5 mm kalınlığında kesitler alındı. 

Üretici firmanın talimatları doğrultusunda TUNEL Kiti (Lot No:2470976,  

ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, Millipore) kullanılarak 

apoptozise giden hücreler belirlendi. TUNEL boyamanın değerlendirilmesinde 

Harris hematoksilen ile maviye boyanmıĢ çekirdekler normal, kahverengi 

boyanma gösterenler ise apoptotik hücreler olarak değerlendirildi. Boyanan 

preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek değerlendirildi ve 

fotoğraflandı. Kesitlerde 10'luk büyütmede rastgele seçilen alanlarda, normal ve 

apoptotik en az 500 hücre sayıldı. Apoptotik hücrelerin, toplam (normal + 

apoptotik) hücrelere oranlanması ile Apoptotik Ġndeks (AĠ) hesaplandı. Apoptotik 

hücreleri belirlemek için yapılan TUNEL boyamanın ıĢık mikroskobu altında 

incelenmesi sonucu; karaciğer dokusunda TUNEL pozitifliği tespit edildi  
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(ġekil18). Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında DEN ve DEN+ FB gruplarında 

TUNEL pozitif hücre sayısında anlamlı bir artıĢ tespit edildi (p<0.05). DEN+ FB 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında ise DEN + FB + OLE grubunda istatistik olarak 

anlamlı bir azalma gözlendi (p< 0.05) (Tablo 16). 

Tablo 16: Apoptotik indeks (%) 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir.  

a:Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, 

b:DEN+FB grubu ile karĢılaĢtırıldığında, (p<0.05). 

 

 

GRUP APOPTOTĠK ĠNDEKS (%) 

Kontrol grubu 4.66 ± 2.73 

Oleuropein grubu 11.33 ± 3.55 
a,b 

DEN grubu 17.16 ± 3.18
 a,b 

DEN + FB grubu 24 ± 4.6
 a 

DEN + FB + OLE grubu 10.83 ± 2.48 
a,b 
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ġekil 18: TUNEL pozitifliği (kahverengi boyanmıĢ çekirdekler).  

       (a) Kontrol grubu, (b) OLE grubu, (c) DEN grubu, (d) ve (e) DEN+FB grubu,  

        (f) DEN+FB+OLE grubu. TUNEL x200. 
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6. TARTIġMA 

        Kanser, bir organizmadaki hücrelerin kontrolsüz bir Ģekilde bölünmesi, 

çoğalması ve birikmesi olayıdır. Hastalık tek bir dokuya zarar verebileceği gibi 

uzaktaki dokulara da yayılarak etkisini gösterebilir. Ġnsan vücuduna zarar verdiği 

bilinen 100‟den fazla kanser türü mevcuttur. Ayrıca her kanser türüne özgü olarak 

farklı yaklaĢımlar ve tedaviler uygulanmaktadır (53, 54). 

Ratta karaciğer tümörü oluĢumunda, oksidatif stresin karsinojen 

metabolizma süresince etkili olduğu bilinmektedir. DEN verilmesinden 3 ile 24 

saat sonra LPO düzeyleri yükselmektedir (55). Serbest radikaller hücre 

membranında hasar oluĢtururarak hücrenin fonksiyonel içeriğinin hasarlı 

membrandan sızmasına izin vermektedir. Serbest radikaller ile bozulan DNA, 

hücrenin normal yapısını değiĢtirir. Serbest radikallere maruz kalan hücreler 

mutasyona uğrar, kontrolsüz çoğalır ve kanseri oluĢturur. 

Serbest radikaller lipidler ile reaksiyona girer ve LPO‟ ya sebep olur. Bu 

serbest radikal parçaları proteinlerin okside sülfidril kısımlarına meyillidir, 

böylece protein fragmantasyonuna neden olur ve sonuçta hücreler yaĢamını 

kaybeder (56). 

Yapılan bir çalıĢmada Sanchez- Perez ve ark. (2004) , Chakraborty ve ark. 

(2000) tek doz 200 mg/kg ip. ve AtakiĢi ve Özcan (2005) tek doz 150 mg/kg ip. 

DEN vermiĢler, DEN verilmesinden 3-24 saat içinde MDA düzeylerinde artma 

tespit etmiĢlerdir. Karaciğer karsinogenezisinde oksidatif stresin önemli bir role 
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sahip olduğunu ve hepatokarsinogenez ile LPO arasında korelasyon olduğunu 

göstermiĢlerdir (57). 

Thırynavukkarasu C. ve arkadaĢları ise (2003) DEN ve FB ile 

oluĢturdukları hepatik tümör oluĢumu ile antioksidantlar arasındaki iliĢkiyi Ģu 

Ģekilde açıklamıĢlardır; DEN‟in metabolitleri DNA‟ya bir ya da iki oksidasyon 

sağlayan elektron ile kovalent bağlanarak tümör promotörlerinin bağlanmasına 

aracılık ederler. Tümör promotörü, bir süperoksit anyonu indükleyicisi olarak 

görev yaparak reaktif oksijen molekülleri ve hidrojen peroksit oluĢumuna sebep 

olur. Bunun sonucunda O
‟
2 ve H2O2 birikimi gerçekleĢir. Bu birikim, koruyucu 

antioksidant mekanizmanın azalmasını ve yüksek oranda reaktif hidroksil radikali 

oluĢumasını sağlar. OluĢan hidroksil radikalleri deoksiribozda parçalanmalara 

dolayısıyla DNA kırıklarına neden olur. Reaktif hidroksil radikalleri, lipit 

membranda yer alan yağ asitlerindeki hidrojen atomlarını ayırır. Bu hidrojen 

atomları da doymamıĢ çok karbonlu yağ asitlerinin karbonil gruplarıyla birleĢerek 

hidroperoksi radikallerini meydana getirir. Hidroperoksi radikalleri, lipid 

hidroperoksit oluĢumu sırasında hidrojeni ayırırlar. Bu durum, superoksit ve 

hidroperoksit radikallerinin LPO artıĢına, dolayısıyla hücre zarında hasara neden 

olduklarını ortaya koymaktadır (58). Conklin K. A. (2002) hazırlamıĢ olduğu 

derlemede MDA‟nın LPO‟nun ikinci ürünü olduğunu ve onun belirleyicisi 

niteliğini taĢıdığını bildirmiĢtir (59). Banakar M. C. ve arkadaĢları (2004) da 

sıçanlara DEN ve FB uyguladıkları sıçanların karaciğer doku hücrelerinde, radikal 

oluĢumu sonucunda oluĢan LPO‟nun ikinci ürünü olan MDA‟da artıĢ olduğunu 

bildirmiĢlerdir (36). Bizim çalıĢmamızda da karaciğer MDA düzeyleri 

kıyaslandığında, tüm gruplarda kontrol grubuna göre artma olduğu gözlenmiĢtir. 
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AraĢtırmacıların bu sonuçları, çalıĢmamızda tespit ettiğmiz MDA düzeyinin artıĢı 

ile paralellik göstermektedir. 

Kan MDA düzeyleri gözlemlendiğinde ise DEN+FB grubunda kontrol 

grubuna göre anlamlı bir artma saptanmıĢ ve sonuçların hidroperoksi 

radikallerinin, lipid hidroperoksit oluĢumu sırasında hidrojeni ayırmasından, 

süperoksit ve hidroperoksit radikallerinin LPO artıĢını gerçekleĢtirmesinden 

kaynaklanabieceğini akla getirmektedir. 

Lipid hidroperoksidin taĢınmasında glutatyon peroksidaz önemli bir rol 

oynar. Peroksidatif hasarı redükte glutatyon ve tüm tiyoller önler (60). Glutatyon, 

tiyol grubunun önemli bir üyesidir ve primer hücre içi antioksidanıdır, ayrıca 

önemli bir serbest radikal aktivatörüdür. ROS toplayıcısı olarak görev yapan 

GSH, içerdiği tiyol grupları sayesinde antioksidan savunmaya katkıda bulunan bir 

tripeptiddir (61).  

Chakraborty ve ark. (2000) ratlara 200 mg/kg ip. DEN, AtakiĢi ve Özcan 

(2005) ratlara tek doz 150 mg/kg ip. DEN vererek yaptıkları çalıĢmalarda GSH 

seviyelerinde düĢme saptamıĢlardır. AtakiĢi ve Özcan koruyucu olarak 

antioksidan omega-3, Chakraborty ve ark. vanadyum vererek GSH seviyelerinde 

yükselme tespit etmiĢlerdir (62, 63). Yapılan bir baĢka çalıĢmada da DEN‟in 

meydana getirdiği GSH azalmasını güçlü bir antioksidan olan α- lipoik asidin 

düzelttiği görülmüĢtür (31). Bahsettiğimiz çalıĢmada ise karaciğer ve kan GSH 

düzeyleri kıyaslandığında her iki dokuda da DEN ve DEN+FB gruplarında 

kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir. Buda GSH‟ın antioksidan 

ve önemli serbest radikal inhibitörü olduğundan kaynaklanabileceği gibi DEN 

veya reaktif ürünleri ile eĢleĢmede GSH‟nin artan gereksinimi ile de iliĢkili 
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olabilir (61). Banakar M. C. ve arkadaĢları (2004) DEN ve FB uygulanan 

sıçanların karaciğerinde SOD aktivitesinde azalma belirmiĢlerdir. SOD‟un 

savunma sistemi için çok önemli olduğunu ortaya koymuĢlar ve SOD‟un, 

antioksidan olarak görev yaparak, zar ve sitozolde serbest radikallerin neden 

olduğu hasara karĢı savunma yaptığını belirtmiĢlerdir. SOD ve CAT, oksijen 

radikalini hidrojen peroksit ve su haline dönüĢtürdüğünü ve oluĢan hidrojen 

peroksitin glutatyon peroksidaz tarafından yakalanarak, katalaz veya diğer enzim 

sistemleri tarafından yok edildiğini bildirmiĢlerdir. Kanserli hücrelerde, normal 

hücreye göre SOD miktarının daha yüksek olmasının nedeni olarak, tümör 

hücrelerinde serbest oksijen radikallerinin aĢırı derecede üretilmesi olduğunu 

belirtmiĢlerdir (62). Chakraborty T. ve arkadaĢlarının (2003) yaptıkları farklı bir 

çalıĢmada, DEN ve 2-AAF‟nin sıçan karaciğeri hücrelerinde SOD aktivitesini 

artırdığını belirlemiĢlerdir (64). Bu çalıĢmamızda ise karaciğer SOD düzeyleri 

kıyaslandığında gruplar arasında fark tespit edilememiĢtir. Kanda ki SOD 

düzeyleri kıyaslandığında ise DEN+FB grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

bir azalma olduğu görülmektedir. 

Fernandez ve ark. tarafından yapılan çalıĢmada DEN ve FB kullanılarak 

tümör oluĢturulduğunda CAT ekspresyonunun azaldığı bildirilmiĢtir (65). Santos 

ve ark. sekiz hafta boyunca tekrarlanan DEN uygulamasının ardından SOD ve 

CAT düzeylerinde artıĢ olduğunu bildirmiĢtir (66).  

 ÇalıĢmamızda ise karaciğer CAT düzeyleri karĢılaĢtırıldığında DEN, DEN+FB 

ve DEN+FB+OLE gruplarında kontrole göre fark gözlenmemiĢtir. Kanda ki CAT 

düzeyleri kıyaslandığında ise DEN+FB grubunda tüm gruplara göre anlamlı 

azalma gözlenmiĢtir. CAT aktivitesi açısından bu değerler karaciğer hücrelerinin 
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oluĢan oksidatif stresle baĢa çıkmaya devam edebildiğini, kanda ise bu sürede 

oksidatif stresin arttığı Ģeklinde değerlendirilebilir. Ayrıca H2O2 „nin GPx 

aktivitesi ile GSH tüketerek su ve oksijene dönüĢtürülebileceğini 

düĢündürmektedir. Waris ve Ahsan ayrıca H2O2 „nin GSH varlığında GPx 

aktivitesi ile detoksifiye olabileceğini öne sürmüĢlerdir (66). 

Oleuropein maddesi, zeytin ağacı ve yaprağında bulunur. Toksik özellikte 

değildir ve kanseri önleyen bir etkiye sahiptir. Kanserli hücrelerin etrafını geri 

dönüĢümsüz olarak saran Oleuropein, bu hücrelerin çoğalmalarını, yayılmalarını 

ve baĢka yerlere sıçramalarını engellemektedir (42). OLE, farklı toksik 

kimyasalların neden olduğu karaciğer hasarını azaltmak amacıyla kullanılabilen 

güçlü bir bleĢiktir ve OLE, bu ajanların etkilerini azaltmak için antioksidan 

aktivite göstermektedir  (67). 

Zeytin ve zeytinyağında bulunan antioksidanlar arasında anti-tümör 

aktiviteden sorumlu ana bileĢiğik oleuropeindir. Barbaro ve ark. (2014) bir 

antioksidan olarak hücreleri tümör oluĢumundan koruduğu ve bir anti anjiyogenik 

olarak da tümör yapısının yayılmasını engellediğini bildirmiĢlerdir. Birçok faydası 

bulunan ve toksik bir etki yaratmayan oleuropeinin kansere etkisi üzerine son 

yıllarda pek çok çalıĢmaya rastlanmaktadır. Yapılan araĢtırmalarda oleuropeinin 

hücre büyümesini ve dağılmasını baskıladığı tespit edilmiĢtir. Hayvanlar üzerinde 

yapılan uygulamalarla da oleuropeinin tümör büyümesini hızla gerilettiği 

bildirilmektedir. Köçkar ve ark. (2010) meme, deri, kolon ve prostat gibi kanser 

türleri üzerindeki araĢtırmalarda oleuropeinin koruyucu ve tedavi edici özellik 

gösterdiğini tespit etmiĢlerdir. 
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Hayvanlar üzerinde denenen farklı çalıĢmalarda da ekstraktın 

kullanılmasıyla kanserli hücrelerin 9-12 gün içerisinde gerilediği gözlenmiĢtir. 

Oleuropein, radyasyona uğrayan ve gen değiĢikliği sonucu oluĢan kötü huylu 

tümörlerin oluĢumunu önleyen etkili bir maddedir. Oleuropein, X ıĢınlarının 

zararlı etkileri altında kalınmasının öncesinde ve sonrasında kromozom yapısını 

koruduğu ve kanser oluĢumunu engellediği tespit edilmiĢtir (42). 

Klinik bir çalıĢma olan Lyon Heart ÇalıĢması, Akdeniz diyetiyle 

beslenmenin kanser riskini %61, ölümü ise %56 oranında azalttığını ortaya 

koymaktadır. Bu çalıĢmadaki olumlu geliĢmeler Akdeniz diyetinde yüksek oranda 

tüketilen zeytinyağı ile iliĢkilendirilmektedir (68). 

Fabiani ve arkadaĢları 2008 yılında, zeytinyağı etken maddelerinin PBMC 

(Preiferal blood mononuclear cells) ve HL-60 (promyelocyticleukemia) 

hücrelerinde DNA hasarına karĢı hücreleri koruduğunu bildirmiĢlerdir (69).  

Ayrıca Han ve ark. tarafından (2009), oleuropenin meme kanseri modeli 

olan MCF-7 hücre hattında hücre canlılığını azalttığı hücre proliferasyonunu 

inhibe ettiği ve apoptozisin indüklendiği gösterilmiĢtir (70).  

Ayrıca, 2009 yılında Kimura ve ark. yapmıĢ olduğu UV ıĢığı ile irrite 

olmuĢ deri kanseri modelinde, oleuropein uygulamasının MMP-2, MMP-9, 

MMP13, VEGF ve COX2 genlerinin ifadesini azalttığını bulmuĢlardır (71). 

Goulos ve ark. 2009 yılında, MCF-7, T 24 (insan idrar kesesi karsinoma) ve 

BBCE (Bovine Brain Capiller Endotel) hücrelerinde zeytin yaprak ektresinin, 

güçlü antioksidant özelliği gösterdiği ve hem kanser hem de endotel hücrelerinde 

hücre proliferasyonunu önlediğini bulmuĢlardır (72). 
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Sedef Ziyanok (2014) tarafından yapılan çalıĢmada Diyabet + Oleuropein 

ekstraktı gruplarında karaciğer dokusu ve plazma MDA seviyelerinde gözlenen 

azalma, Oleuropeinin antihiperglisemik, antihiperlipidemik etkisinden 

kaynaklanabileceği gibi antioksidan özelliğinden de kaynaklanabileceğini ortaya 

koymuĢtur. Bu sonuçlar Oleuropeinin bir antioksidan olarak dokuları toksik 

ajanlara karĢı koruduğunu ve MDA düzeylerinde azalmaya neden olduğunu 

bildiren Manna ve ark. (1999), Chtourou ve ark. (2010), Zhang ve ark. (2013)‟ nın 

yapmıĢ olduğu çalıĢmalarla uyumludur. 

Bizim çalıĢmamızda ise karaciğer MDA düzeyinde OLE grubunda artma 

gözlenmiĢtir. DEN+FB grubuyla kıyaslandığında da DEN+FB+OLE grubunda 

anlamlı bir azalma gözlenmektedir. Bu durum OLE‟nin karaciğer hasarına karĢı 

etkili olabileceğini öngörmektedir. Kan MDA düzeyinde OLE grubunda anlamlı 

bir azalma gözlenirken DEN+FB+OLE grubunda değerler kontrol değerine 

yaklaĢmıĢtır.  

OLE‟ nin apoptozu aktive ettiği bildirilmiĢtir (73). Dahası, OLE kanser 

hücrelerinde bir antioksidan görevi görür, ancak OLE‟nin antioksidan ve oksidan 

aktiviteleri üzerinde bir çeliĢki olan apoptosisi arttırır (73). Bir antioksidan 

olmasına rağmen OLE, bu çalıĢmada tek baĢına verildiğinde LPO üretimini ve 

apoptosisi arttırmıĢ ve bu nedenle karaciğer hücrelerinde bir kusura neden 

olmuĢtur. Katsoulieris ve ark. „na göre, OLE‟ nin kendisinin oksidasyonu ve 

peroksid oluĢumu nedeniyle OLE‟ye bağlı artmıĢ LPO üretimi olabilir (73).    

Manna ve ark. (1999), Alazzawie ve ark. (2006), Katsiki ve ark. (2007) 

oleuropeinin radikal süpürücü etkilerinden de söz etmiĢlerdir. ÇalıĢılmıĢ olan 
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Diyabet + Oleuropein ekstraktı grubunda antioksidan enzim seviyelerinde (SOD, 

GSH-Px ) gözlenen artıĢın bu çalıĢmaları destekler nitelikte olduğu görülmüĢtür. 

Bizim çalıĢmamızda ise kanda ki SOD düzeyleri kıyaslandığında OLE 

grubunun kontrole yaklaĢtığı görülmektedir. Karaciğer SOD düzeyleri 

kıyaslandığında ise gruplar arasında fark tespit edilememiĢtir. Ayrıca yapmıĢ 

olduğumuz çalıĢmada karaciğer CAT düzeyleri karĢılaĢtırıldığında, OLE 

grubunda DEN, DEN+FB ve DEN+FB+OLE gruplarına göre anlamlı azalma 

göstermiĢtir. Kan CAT değerlerinde OLE grubunda DEN+FB grubuna göre 

anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir. DEN+FB+OLE grubunda da DEN+FB grubuna 

göre yine anlamlı bir artıĢ görülmüĢtür. Karaciğer ve kanda CAT düzeyleri OLE 

uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasında istatistiksel olarak fark 

bulunmamıĢtır. Bu sonuç OLE‟nin DEN+FB grubunda oluĢan hasarı azalttığının 

bir göstergesi olabilir.   

Karaciğer GSH düzeylerinde OLE ve DEN+FB+OLE grubu kontrol grubu 

ile uyumludur. Kanda ki GSH düzeylerinde OLE grubunda kontrol grubuna göre 

anlamlı bir artıĢ gözlenirken, DEN+FB+OLE grubu ile kontrol gubu arasında 

istatiksel olarak anlamlı bir farka rastlanılmamıĢtır. 

DEN ve FB uygulanan sıçanlarla yapılan çalıĢmada karaciğer de, histolojik 

olarak; preneoplastikfokus, nodülIer ve hiperplastikkupffer hücrelerinin varlığı 

belirlenmiĢtir (36) . 

Bizim yapmıĢ olduğumuz çalıĢmada da kontrol grubuna ait ratların 

karaciğer dokuları incelendiğinde hepatositler ve sinuzoidler normal yapıda 

izlenmiĢ, DEN grubuna ait kesitlerde çift çekirdekli hepatosit sayısında artıĢ, hafif 
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konjesyon, periportal alanda inflamatuar hücre artıĢı ve sinüzoidal dilatasyon 

tespit edilmiĢtir. DEN+ FB grubuna ait kesitlerde ise DEN grubu ile 

kıyaslandığında tüm histopatolojik bulgularda artıĢ ve iri nükleuslu hepatositler 

gözlenmiĢ, DEN+ FB+ OLE grubunda dilatasyonda azalma gözlenirken diğer 

histopatolojik değiĢiklikler açısından anlamlı bir farka rastlanmamıĢtır. Yalnızca 

OLE uygulanan grupta kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında sinüzoidal 

dilatasyonun yaygın olduğu bunun yanı sıra periportal alanlarda inflamatuar hücre 

artıĢı izlenmiĢtir. 

Apoptotik hücreleri belirlemek için yapılan TUNEL boyamanın ıĢık 

mikroskobu 

altında incelenmesi sonucunda ise karaciğer dokusunda TUNEL pozitifliği tespit 

edilmiĢ, kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında DEN ve DEN+ FB gruplarında  

TUNEL pozitif hücre sayısında anlamlı bir artıĢ tespit edilmiĢtir (p<0.05). 

DEN+ FB grubu ile karĢılaĢtırıldığında ise DEN + FB + OLE grubunda istatistik 

olarak anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir (p< 0.05). 

Sonuç olarak, karaciğer karsinogenezinde oksitatif stresin önemli bir role 

sahip olduğunu ve hepatokarsinogenez ile LPO arasında iliĢki olduğu söylenebilir. 

CAT, H2O2 „i zararsız yan ürünlere dönüĢtürdüğü için hücresel hasarın Ģiddetinde 

önemli rol oynayabilir. OLE‟nin hasar oluĢturulan gruplarda uygulanması oluĢan 

hasarın azaltılmasında etkiliyken hasar yokken kullanılması karaciğer MDA 

düzeylerini arttırmaktadır.  Karaciğer hasar oluĢumu sırasında bu dozlarda ve 

sürede Oleuropein uygulamasının rat kan ve karaciğer parametre düzeyleri 

üzerinde oksitatif strese karĢı koruyucu etkilerinin olabileceği düĢünülebilir.  
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Bundan sonra yapılacak çalıĢmalarda oksidatif hasara karĢı kullanılan 

Oleuropeinin farklı doz uygulamalarının yapılması ve en faydalı dozun tesbiti 

önerilebilir.  

.  
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