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1.0ZET

Ratlara Dietilnitrozamin ve Fenobarbital Verilerek Olusturulan Deneysel

Karaciger Hasarma Karsi Oleuropein’in Koruyucu Etkisi

Kanser; belli bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz bi¢imde
boliinerek bir kitle veya tiimor olusturmasi, tiimorden ayrilan kanserli hiicrelerin
kan veya lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine ulasip yeni timor
kolonileri meydana getirmesi ve tedavi edilmez ise 6liimle sonuglanan ciddi bir
hastaliktir. Kansere genetik hassasiyetin yaninda beslenmenin de etkisi biiytiktiir.
Hava, su, toprak kirlilii ve bu sartlarda yetisen, islem goren, depolanan ve
tilketime sokulan bitkisel ve hayvansal gidalarin tliketilmesi de kansere neden

olan cevresel etkenlerin basinda sayilabilir.

Oldukga taninmis karsinojenik bilesikler nitrozaminlerdir. Dietilnitrozamin
(DEN) de hepatikkarsinomaya sebep olan bir nitrozamin bilesigidir. DEN' in
metabolitleri, DNA'ya bir ve ya iki oksidasyon saglayan eclektron ile kovalent

baglanarak tiimor gelistiricilerinin baglanmasina aracilik etmektedir.

Fenobarbital, generalize ve parsiyel epilepsilerin kontroliinde kullanilan
genel merkezi sinir sistemi baskilayicisi olarak bilinmektedir. Kanda yaklasik
%350 oraninda proteinlere bagl olarak dolasir. Fenobarbital’in farmakokinetigini
belirgin sekilde etkileyen ilag etkilesimleri daha az oldugu halde fenobarbital
hepatik  sitokromP450 enzim sistemini indiikkleyerek pek ¢ok ilacin

farmakokinetigi iizerine metabolizmalarini hizlandirict yonde etki yapmaktadir.
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Oleuropein, zeytin meyvesi ve zeytin yapraginda onemli biyolojik 6zelliklere
sahip fenolik maddelerce zengin bir bilesiktir. Besinlerde yer alan ve saglimiz i¢in
olumlu etkileri bulunan bilesikler, fenolik bilesiklerdir. Oleuropein’in
antimikrobiyal, antiviral ve antifungal etkilerinin oldugu, yapilan calismalar
sonucu goriilmiistiir. Oleuropein maddesi zeytin agaci veya Yyapragindan elde
edilen toksik oOzellikte olmayan, kansere engel olan bir etkiye sahiptir.
Oleuropein, kanserli hiicrelerin ¢evresini geri doniisiimsiiz olarak sarar. Boylece
¢ogalmalarini, yayilmalarini ve baska bolgelere sigramalarini engeller. Belirli bir
miktarda ila¢ halinde alimiyla da, ileri derecedeki kanserli hiicrelerin kas liflerini

bolerek ¢ogalmalarini 6nlemektedir.

Yapilan bu ¢alismada, ratlara karsinojenik bir madde olan Dietilnitrozamin
(DEN) ve Fenobarbital (FB) verilerek olusturulacak karaciger hasarina karsi
Oleuropein’ in herhangi bir koruyucu etkisinin olup olmayacaginin arastirilmasi

amaclanmugtir.

Calismada, 220+20¢gr agirhginda Sprague-Dawley cinsi 50 adet erkek rat
denek olarak kullanilmistir. Denekler; Kontrol Grubu, Dietilnitrozamin (DEN)
grubu, Dietilnitrozamin ~ (DEN)  ve  Fenobarbital (FB)  Grubu,
DEN+FB+Oleuropein(OLE ) grubu ve Oleuropein(OLE) grubu olmak iizere 5
gruba ayrilmistir. Deney sonunda tiim gruplardaki ratlara ketamin 75
mg/kgtxylazine 10mg/kg intraperiteneal (ip) uygulanmis ve ratlar dekapite
edilmistir. 8 haftalik deney siiresi sonunda dekapite edilen ratlarin kan ve
karaciger dokular1 alinmistir. Kan ve karaciger dokularinda Malondialdehit
(MDA), Katalaz (CAT), Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon (GSH), protein

ve kan dokuda da aym parametrelerin tayinleri yapilmistir. Istatistik metodlart
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kullanilarak gruplar arasi farklilik olup olmayacagi saptanmistir. Karaciger ve

kanda ki degisikler histolojik olarak da incelenmistir.

Karaciger MDA diizeyleri kiyaslandiginda, tiim gruplarda kontrol grubuna
gore artma oldugu gozlenmistir. DEN-+FB grubuyla kiyaslandiginda
DEN+FB+OLE grubunda anlamli azalma saptanmistir. Karaciger CAT diizeyleri
kiyaslandiginda, OLE grubu DEN, DEN+FB ve DEN+FB+OLE gruplarina gore
anlamli azalma gostermistir. Tiim gruplar arasindaki karaciger GSH diizeyleri
kiyaslandiginda, DEN ve DEN+FB gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli bir
azalma gozlenirken, OLE ve DEN+FB+OLE grubunun kontrol grubu ile uyumlu
oldugu goriilmustiir. Karaciger SOD diizeyleri kiyaslandiginda ise gruplar

arasinda fark tespit edilememistir.

Kan MDA diizeylerine bakildiginda, DEN+FB grubunda kontrol grubuna
gore anlamli bir artma go6zlenirken, OLE grubunda anlamli bir azalma
gozlenmistir. DEN+FB+OLE grubunda ise degerler kontrol degerine yaklasmis,
DEN+FB grubuna kiyasda ise anlamli bir diisiise gecmistir. Kan CAT diizeyleri
kiyaslandiginda OLE grubunda DEN+FB grubuna gore anlamli bir artis
gostermistir. DEN+FB+OLE grubunda da DEN+FB grubuna gore yine anlamli
bir artig goriilmiistiir. Tim gruplar arasindaki kan GSH diizeyleri kiyaslandiginda
da OLE grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artis gozlenirken, DEN ve
DEN+FB gruplarinda kontrole gbre anlamli bir azalma gézlenmistir.
DEN+FB+OLE grubu ile kontrol gubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Kan SOD diizeyleri kiyaslandiginda ise DEN+FB grubunda

kontrol grubuna gore anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir. DEN+FB+OLE
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ve OLE gruplarinda SOD degerlerinin kontrol degerleri arasinda bir fark

bulunamamustir.

Sonug olarak karaciger karsinogenezinde oksitatif stresin 6nemli bir role
sahip oldugunu ve hepatokarsinogenez ile lipid peroksidasyonu arasinda iliski
oldugu soylenebilir. CAT, HO; ‘i zararsiz yan iriinlere doniistiirdigli i¢in

hiicresel hasarin siddetinde 6nemli rol oynamaktadir.

Karaciger hasar olusumu sirasinda bu dozlarda ve siirede Oleuropein
uygulamasinin rat kan ve karaciger parametre diizeyleri lizerinde oksitatif strese
kars1 koruyucu etkilerinin olabilecegi diisiiniilebilir. Bundan sonra yapilacak
caligmalarda oksidatif hasara karst kullanilan Oleuropeinin farkli  doz

uygulamalarinin yapilmasi ve en faydali dozun tesbiti onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Dinitrozamin, Fenobarbital, Oleuropein, Karaciger,

Oksidatif Stres

xvii



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 risked 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.

Xviii



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), siiperoxide
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 H,O, to harmless products.
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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. GIRIS

3.1. Kanserin Tanimi

Kanser; belli bir doku veya organdaki hiicrelerin kontrolsiiz bigimde
boliinerek bir kitle veya tiimor olusturmasi, tiimorden ayrilan kanserli hiicrelerin
kan veya lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger bolgelerine ulasip yeni timor
kolonilerine neden olmasi ve tedavi edilmez ise Oliimle sonuclanan ciddi bir
hastaliktir (1,2,3). Biitiin kanser cesitlerinin ortak 6zelligi mutasyonlarin gen
yapisint degistirmesidir. Kanser cesitlerinin hemen hemen hepsinde degisimler
viicut hiicrelerinde olusur, bu degisimler tireme hiicreleriyle nesilden nesillere
aktarilmaz. Ancak, kanser vakalarinin % 1’inde, esey-kok hiicrelerinin cesitli
genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim,
yeni neslin kansere yakalanma riskini arttirir. Kalitsal mutasyonlar bazen kanser
olusumunda tek basina yetersiz kalir. Kanser olusumunun tamamlanmasi ve
homozigot genlerin olugmasi i¢in, homolog lokuslarda ilave somatik mutasyonlar
gerekir. Hangi durumda olursa olsun, kanser hiicre seviyesinde genetik bozukluk

olarak kabul edilmektedir (4).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2005 yilinda yeryiiziindeki 6liimlerin %13
inlin kanserden meydana geldigi agiklamigtir. Kanserde morbidite ve mortalitenin
yiikksek olmasi hastaligin 6nemini vurgulamaktadir (5). Kadinlarda sirasiyla

meme, serviks, kolon/rektum akciger ve mide kanserlerine daha ¢ok rastlanirken



erkeklerde de akciger, prostat, kolon/rektum, mide kanserlerine rastlanmaktadir
(6). Kansere genetik hassasiyetin yaninda beslenmenin de etkisi biiyiiktiir. Kanser
hastaligina yakalanmaya sebep olan bu etkenler hastaligin olusmasinda ve tedavi
yontemlerinde tartismalara yol agmaktadir (7). Hava, su, toprak kirliligi ve bu
sartlarda yetisen, islem goren, stoklanan ve tiiketime sokulan bitkisel ve hayvansal
gidalarin tiiketilmeside kansere neden olan ¢evresel etkenlerin basinda sayilabilir.
Tiitiin, alkol kullanim aligkanliklar1 da bu grup igerisinde 6nemli bir yere sahip
oldugu sdylenmektedir. Kanser; hastanin yasina, cinsiyetine, tiirline ve cografi
bolgelere gore farkliliklar gdstermekle birlikte, insidans hizi toplumda yiiz bin de

85 ile 350 arasinda degisen bir hastalik oldugu diistiniilmektedir (7).

3.2. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)

Diinya Saglik Orgiiti Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansimin
verilerine gore, 2012 yilinda 14.1 milyon kisi kansere yakalanmis ve 8,2 milyon
kisi hastaliktan yasamini kaybettigini bildirmistir (8). 2008 yilinda kansere
yakalanan kisi sayis1 12,7 milyon ve kanserden hayatini1 kaybedenlerin sayisi ise
7.6 milyon oldugu goriilmiistir. Diinyada en az 15 yasinda olupta kanser
hastaligina yakalanan ve bes yil tedavi goren 32,6 milyon insan bulunmaktadir.
Akciger kanseri (1.8 milyon, toplamin %13°li) diinyada en sik goriilen kanser
tirtidiir. Bunu takip eden diger kanser tiirleri ise meme kanseri (1.7milyon,
%11,9) ve kalin bagirsak kanseri(1.4milyon, %9,7)dir. Oliimle sonuglanan en ¢ok
kanser tiirleri ise akciger (1,6 milyon, toplamin %19,41i), karaciger (0,8 milyon,
%09,1) ve mide (0,7 milyon %38,8) kanserleri olarak siralanmistir. Verilerden elde

edilen analize gore, 2025 yilina kadar yillik ortalama 19,3 milyon kisinin kansere



yakalanacag1 ongoriilmektedir. Artisin, daha ¢ok yaslanmadan ve niifus artisindan
kaynaklanacag1 belirtilmektedir. 2012 yilinda tiim kanser tiirlerinin yarisindan
fazlasinin (%56.8) ve kanser kaynakli oliimlerin (%64.9) az gelismis lilkelerde
gorildiigi ve bu oranlarin 2025 yilina kadar artarak devam edecegi
hesaplanmaktadir (8). Diinyadaki kanser dliimlerinde iigiincii sirada yer alan ve
son on yilda gittikce artan goriinme siklifina sahip en yaygin kanser tiiri
Hepatoselliiler Karsinom oldugu sdylenmektedir (9). Diinya genelinde yilda 1
milyona yakin insanin 6liimiine neden olan hepatoselliiler karsinom, Karacigerin

en sik rastlanan primer malign tiimoriidiir ve en sik goriilen besinci kanser tiirtiidiir

(10,11).

3.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, Omiirleri kisa, kararsiz, diisiik molekiil agirlikli, bir veya
daha fazla eslesmemis elektrona sahip molekiiller olarak tanimlanmaktadir.
Serbest radikal iiretimi cogu olayda, pato-mekanizmanin bir parcasidir ve serbest
radikal tretimi pek ¢ok ksenobiyotigin toksisitesi ile ilgilidir. Mesleki nedenlerle
uzun siire kursun ve kadmiyum gibi agir metallere maruz kalmalar oksidatif strese
sebep olabilir ki bu, yasamsal sistemlerdeki istenmeyen olaylarin altinda yatan bir
mekanizmadir (12, 13). Viicudun antioksidan savunmast ile hiicrelerin lipid
tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki

dengesizlik oksidatif stres olarak tanimlanabilir.

Serbest radikaller siiperoksit, nitrik oksit, lipid peroksit ve hidroksil

radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptirler (14). Oksijenden olusan



radikaller, biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikallerdir. Oksijen,
siiperoksit grubuna (O’;) flavoproteinlerin etkisiyle ve bazi demir-kiikiirt
bulunduran yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ile indirgenmektedir. Oldukga
etkili olan ve hiicre hasarma yol agan siiperoksit grubu, hidrojen peroksit (H20,)
ve oksijene ( O) ¢evrilir. Bunu bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD)
araciliginda gergeklestirmektedir. Siiperoksit grubuna gore etkinligi daha zayif
olan H,O, dokularda yer alan CAT ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleriyle

daha zay1f etkili olan su ve oksijene doniistiiriilerek etkisiz kilinmaktadir.

Dietilditiyokarbamat gibi maddeler, SOD etkinligini sinirlar ve siiperoksit
gruplarimin etkisiz hale getirilmesini engellerken, lipid peroksidasyonu ( LPO )
hizlandirirlar. Ayrica CAT 1 etkinligini engelleyen maddeler (amino triazol gibi
herbisidler) de etkin oksijen gruplarina veya bu gruplar1 olusturan maddelere
duyarliligi arttirmaktadirlar (15,16). Singlet oksijeni, siiperoksit gruplart hizli bir
sekilde olusturur ve hiicre zarlarinin gliserid, glikolipid, fosfolipid ve sterol
yapisindaki doymamis yag asitleriyle tepkimeye girerek aldehitler, alkoller,
peroksitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon
irlinlerini olustururlar (17, 18). MDA, LPO’nun en 6nemli iirlintidiir. MDA, en az
¢ ¢ift bag bulunduran yag asitlerinin peroksidasyonundan olusur. Hiicre
membranlarindan iyon alig-verisini saglayan MDA, membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina sebep olur. Bunun sonucunda enzim aktivitesinin ve iyon
gecirgenliginin  degisimi gibi olumsuz sonuglara yol acgabilir. MDA bu
ozelliginden dolayt DNA’nin nitrojen bazlari ile tepkimeye girer ve bu yiizden

mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktirler (19, 20, 21, 22).



3.3.1. Malondialdehit (MDA)

MDA, serbest radikallerin olumsuz etkileri sonucu membran yapisindaki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla meydana gelmektedir. Oksidatif
hasarin, sistematik dolasimda seviyesi belirlenebilen dolayli bir gostergesidir ve
oksidatif stresin bir indikatorii olarak kullanilir (23). Lipid peroksidasyonun son
irtinii olan MDA, doku reaksiyon zincir hizinin ve serbest radikal tiirlerinin
(ROS) seviyesinin belirlenmesinde 6nemli bir gosterge olarak kullanilmaktadir.
Enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksid parg¢alanmasi sonucu plazma MDA
konsantrasyonu meydana gelir. MDA, proteinlerin amino gruplarini fosfolipidler

veya niikleik asitlere baglayarak toksik etkisini gostermektedir (24).

3.3.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi her aerobik hiicrede bulunur. CAT; %80 oraninda
peroksizomlarda, %20 oraninda da sitozolde bulunur (25). H,0,. ksantin oksidaz,
uirat oksidaz, D-aminoasit oksidazlar veya SOD un katalize ettigi reaksiyonlar

sonucu olusur.

Olusan H,0; katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile su, oksijen ve
ara Uriinlere donistiiriiliir. Boylelikle hidroksil radikali olusumu engellenmis olur

(26). Katalazin H,O,‘¢e affinitesi glutatyon peroksidaza gore daha fazladir (27).

katalaz

H:O —————= H:.0+ (O



3.3.3. Glutatyon (GSH)

Hayvansal dokularda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan bir
bilesiktir. GSH’1n niikleik asit sentezini igeren reaksiyonlara katilmak, hiicre ici
stabilizasyonu saglamak, serbest radikalleri ve peroksitleri detoksifiye etmek gibi
bircok onemli fonksiyonlara sahiptir (28). Ayrica bazi enzimatik reaksiyonlarda

da koenzim gorevi gérmektedir.

3.3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

McCord ve Fridovich’in 1968 ‘de kesfettigi bir enzim g¢esitidir. SOD,
viicudumuzda serbest radikallere karsi ilk savunmayi gergeklestiren enzimdir.
Daha zararli olan hidroksil radikalinin meydana gelmesini engellemek ic¢in O;
radikalini metabolize eden enzim SOD’dur. O, radikalini H,O, ye ve molekiiler
O, ye doniisimiinii gergeklestirir. Tepkime triinii olan H,O, onu inhibisyona

ugratmaktadir (29).

SOD
20y +IH' ———7 = H:01+ O

3.4. Kansere Serbest Radikalin Etkisi

Gelisen ve gelismekte olan teknoloji, radyasyon, g¢evre kirliligi, tarim

ilaglari, kontamine sular, zehirli maddeler ve canli hiicrelerdeki oksijen



metabolizmasi gibi bir¢ok faktor viicudumuzda serbest radikallerin meydana

gelmesine sebep olurlar.

Oksijenin oldukca reaktif formlar1 olan serbest radikaller viicut hiicrelerine
zarar vermektedirler. Bu da kalp damar hastaliklari, kanser, karaciger hasar1 ve
daha bir¢ok hastaliga neden olmaktadir. Bu gibi kotii hastaliklart yok edebilmek
icin once viicut hiicrelerini tahrip eden serbest radikallerin olumsuz etkilerini
ortadan kaldirmak, hastaligin ortaya ¢ikmasini engelleyebilmek gerekmektedir.
Viicudumuzda bunu saglayabilecek antioksidan savunma sistemi olsa dahi ortaya
cikan ¢evresel etmenler bu savunma direncini diisiirmekte ve gogu zaman yetersiz
kalmaktadir. Serbest radikaller hiicre yapisindaki lipitlere, niikleik asitlere,
proteinlere, viicut hiicrelerinin membranina ve DNA’ya zarar vererek koroner
hastaliklara, karaciger tahribatina ve kanser gibi bir¢ok hastaliga neden olmaktadir

(30).

3.5. Dietilnitrozamin

Olduk¢a taninmis olan karsinojen bilesikler nitrozaminlerdir. Hepatik
karsinomaya neden olan bir nitrozamin bilesigide Dietilnitrozamin (DEN) dir.
DEN ile tiimor olusumu ve erken sathalarda gelisen serbest radikaller arasindaki
Klinik belirginlik dikkat ¢ekicidir (31). DEN'in metabolitleri, DNA'ya bir ya da iki
oksidasyon saglayan elektron ile kovalent baglanarak tiimér promotorlerinin
baglanmasini saglarlar (32). Bir siiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak gorev

yapan DEN tiimor promotoru, reaktif oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit



olusumunu saglar boylece siiperoksit ve hidrojen peroksit birikimi gerceklesmis

olur.

Stiperoksit ve hidrojen peroksit birikimi, koruyucu antioksidan
mekanizmanin azalmasini saglarken yiliksek oranda reaktif hidroksil radikalinin
olusumunu gergeklestirir. Bunun sonucunda DNA'nin yapisinda deoksiriboz
parcalanmasi ve kopmalar meydana gelir. Reaktif hidroksil radikalleri ayrica, lipit
membran yag asitlerinin hidrojen atomlarim1 ayirir. Hidrojen atomlart ile
doymamis ¢ok karbonlu yag asitlerinin karbonil gruplariyla birlesen hidroperoksit
radikalleri, lipid hidroperoksit diizenlenmesindeki zincir reaksiyonundan hidrojeni
ayirir. Bunun sonucunda da siiperoksit ve hidroperoksit radikalleri LPO ‘nun

artmasina neden olur. Boylece hiicre membraninda hasar artisi ortaya ¢ikmaktadir

(33,34).

3.6. Fenobarbital

Fenobarbital, generalize ve parsiyel epilepsilerin kontroliinde kullanilan
genel merkezi sinir sistemi baskilayicisidir. Kanda yaklasik %50 oraninda
proteinlere bagli olarak dolasir. Plazma yarilanma omrii 96 saat civarindadir.
Fenobarbital’in farmakokinetigini belirgin sekilde etkileyen ilag etkilesimleri daha
az oldugu halde fenobarbital hepatik sitokromP450 enzim sistemini indiikleyerek
pek ¢ok ilacin farmakokinetigi lizerine metabolizmalarini hizlandiric1 yonde etki
yapar (35). Promotor olarak fenobarbital (FB) kullanilan hepatosit hiicrelerinin
peroksizomlarinda biliylime ve sayica artis gozlenirken, peroksizomal yag asit

oksidasyonu ve mikrozomal hidroksilasyon aktivitesinde artisa neden olur.



Sonucta DNA hasar1 ve tiimor olusumu ortaya ¢ikar. Olusan hasarin
giderilmesinde, serbest radikallere karsi, savunma sistemindeki spesifik enzimler
rol alir (36,37). DEN ve FB uygulanan si¢anlarla yapilan ¢alismada karaciger de,
histolojik olarak; Preneoplastik fokus, nodiiller ve hiper plastik kupffer

hiicrelerinin varlig1 belirlenmistir (36).

3.7. Oleuropein

Oleuropein, zeytin meyvesi ve zeytin yapraginda o6nemli biyolojik
ozelliklere sahip fenolik maddelerce zengin bir bilesiktir (38). Yapilmis olan
calismalar, oleuropein’in antiviral, antifungal ve antimikrobiyal etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Inouye ve ark. 1970 yilinda oleupropein’in kimyasal
yapisini elenolik asit ve hidroksitriosoliin heterozidik esteri olarak tanimlanmistir
(39). Besinlerde yer alan ve saglimiz i¢in olumlu etkileri bulunan bilesikler,
fenolik bilesiklerdir. Bu fenolik bilesikler, yag olusumu esnasinda yaga gegerek
yagi oksidasyona karsi korurlar ve zeytinyaginin lezzetini saglarlar. Sagligimiz
icin sakincali olan oksidasyon firiinlerinin olusmasini fenolik bilesikler oOnler.

Oleuropein, reaktif oksijeni ve nitrojen tiirlerini uzaklastirirlar (40,41).
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Sekil 1: Oleuropeinin kimyasal yap1 formiilii (Winkelhausen ve ark. 2005). (39)

Akdeniz iilkelerinde yasanan kalp damar hastaliklar1 ve kanser vakalarinin

giderek azaldigini gosteren galismalar yapilmistir. Oleuropein maddesi, zeytin
agac1 veya yapragindan elde edilir ve toksik ozellikte olmadigindan kanseri
Onleyen bir etkiye sahiptir. Kanserli hiicreleri geri doniisiimsiiz olarak saran
Oleuropein, bu hiicrelerin ¢ogalmalarini, yayilmalarint ve baska yerlere
sigramalarni engellemektedir. Sinirli miktarda ilag seklinde alimiyla da, ileri

evredeki kanserli hiicrelerin kas liflerini parcalayarak ¢ogalmalarini 6nlemektedir

Hayvanlar iizerinde gerceklestirilen deneylerde ekstraktin kullanilmasiyla

kanser hiicrelerinin 9-12 giin icerisinde geriledigi gozlenmistir. Fenolik bilesikler,
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E vitamininden daha giiglii antioksidan Ozelligine sahiptirler. Bu 6zellikleri
sayesinde (LDL) diistik dansiteli lipoprotein kolesteroliiniin bakir siilfatla
oksidasyonunu 6nemli derecede Onlemektedirler. Boylelikle oksidasyona bagli
olarak gelisen periferik damar hastaliklarindan, enfarktiis ve damar sertliginden,
koroner kalp hastaliklarindan da korunma saglamaktadirlar (43). 19.ylizyilin
ortalarinda zeytin yapraginin kullanilmasiyla elde edilen 6z; siddetli ve 6liimciil
hastaliklarda ates diisiiriicii olarak kullanilmistir. Bu 06zelliginden otiirii sitma

hastaligindan korunmak ve tedavi olmak amaciyla kullanildig: bildirilmistir (44).

Biz de bu projede deneysel olarak olusturacagimiz karaciger hasarina,
tilkemizde oldukg¢a bol yetisen zeytin ve yapragindan elde edinen Oleuropein ‘in
koruyucu ve tedavi edici etkisinin olup olamayacagini agiklamaya caligarak bilim

alemine katkida bulunmak istedik.
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4. GEREC VE YONTEM

Calismada, 220+20¢gr agirhginda Sprague-Dawley cinsi 50 adet erkek rat
kullanilmistir. Deney oncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat 151k 12 saat
karanlik foto periyodunda ve 22-24 derece sabit 1s1daki odalarda barindirilmistir.
Hayvanlarin beslenmesinde, standart pellet yemi ve ¢esme suyu kullanilmistir.

Yem ve su tiiketiminde kisitlama yapilmamustir.

Calismanin tiim asamalarinda 1983 Helsinky deklarasyonun da bildirilen
‘Hayvanlarda Bilimsel Caligsmalar icin Etik Kurullar’a uyulmustur. Denekler;
Kontrol Grubu, Dietilnitrozamin (DEN) grubu, Dietilnitrozamin (DEN) ve
Fenobarbital (FB) grubu, DEN+FB+OQOleuropein(OLE) grubu ve Oleuropein(OLE)
grubu olmak {izere 5 gruba ayrilmistir. Deney siiresince tlim gruplarin su
tikketimleri gilinliik olarak kaydedilmistir, deneyin baslangicinda ve her haftanin
sonunda viicut agirliklart belirlenmistir, deney sonunda tiim gruplarda ki ratlara
ketamin 75 mg/kgt+xylazine 10mg/kg intraperiteneal (ip) uygulanmis ve ratlar
dekapite edilmistir. 8 haftalik deney sonrasi dekapite olan ratlarin kan ve
karaciger dokular1 alinmistir. Dokular hizla ¢ikarilarak % 0,9 NaCl ile yikanmistir
ve paketlenerek soguk zincirde -80 derece derin dondurucuda g¢alisma giiniine
kadar saklanmistir. Kanlar EDTA igeren biyokimya tiiplerine alinmistir. Alinan
kan oOrnekleri yarim saat icinde 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
serumlaria ayrilmistir, ayrilan serumlar -20 derecede saklanarak galigilmistir.

Kan ve karaciger dokularinda MDA, CAT, SOD, GSH, protein ve kan dokuda da

12



ayni parametreler tayini yapilmis ve istatistik metotlar1 kullanilarak gruplar arasi

farklilik olup olmayacagi saptanmaistir.

Dekapitasyon sonrast eksize edilen karaciger dokulari %10’luk
formaldehit soliisyonuna almip tespit edildikten sonra rutin histolojik takip
serilerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlanmistir. Bu bloklardan 5-6 pm
kalinliginda kesitler rodajli ve polilizinli lamlara alinarak histokimyasal, immuno

histokimyasal boyamalar ve TUNEL analizi yapilmustir.

4.1. Gruplar

Grup 1: Kontrol grubu (n=7 ): bu gruptaki ratlara 8 hafta standart
beslenme ve i¢gme suyu adlibitum olarak verilmistir. Deney siiresi sonrasi anestezi
altinda dekapitasyon takiben alinan kan ve karaciger ornekleri biyokimyasal ve

histolojik olarak incelenmistir.

Grup 2: Dietilnitrozamin (DEN) grubu (n=10): bu gruptaki ratlara tek
doz 150mg/kg intraperitonel (i.p.) olarak uygulanmistir (31). 8 hafta sonra
dekapitasyonu takiben alinan o&rnekler biyokimyasal ve histolojik olarak

incelenmistir.

Grup 3: Dietilnitrozamin (DEN) ve Fenobarbital (FB) (n=10) grubu:
Deney baslangicinda tek doz DEN 150mg/kg i.p. olarak uygulanmstir.
Uygulamadan 15 giin sonra 500 ppm FB igme suyuna katilarak 6 hafta

uygulanmis (45) ve 8 inci hafta sonrada dekapitasyonu takiben alinan 6rnekleri
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biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmistir. Ayrica DEN tek doz 150mg/kg ve
DEN verildikten 2 hafta sonra FB 500 ppm dozda i¢gme suyuna 6 hafta siire ile
katilmistir. 8 hafta sonra dekapitasyonu takiben alinan ornekler biyokimyasal ve

histolojik olarak incelenmistir.

Grup 4: DEN+FB+Oleuropein (OLE) uygulanacak grup (n=10): OLE
deneyin baslangicindan itibaren 8 hafta boyunca 10 mg/kg/giin dozda oral gavaj

yolu ile uygulanmistir (46).

Grup 5: Oleuropein(OLE) grubu (n=7): 10mg/kg/giin dozda OLE oral
gavaj yolu ile 8 hafta boyunca uygulanmistir (46). 8 hafta sonra dekapitasyonu

takiben alinan 6rnekleri biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmistir.
4.2. Biyokimyasal Analizler
4.2.1. Kanda ve Dokuda Malondialdehit (MDA) Tayini

Kan Orneklerinin Hazirlanmasi: LPO tayini icin alinan heparinli kan

ornekleri santrifiij edilerek plazmalar1 alinir.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi: Siizgec kagitlar1 arasinda dokularm
suyu alindiktan sonra tartilarak %11.15 lik KCI i¢inde 1:10 oraninda
(agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam
homojenizatérle homojenize edilir, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra elde edilen siipernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein tayini

yapilir.
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Prensip: MDA tayini Placer ve ark. tarafindan modifiye edilen yonteme
gore yapilmistir. Bu yontem lipid peroksidasyonunun aldehit iiriinlerinden biri
olan MDA ile tiobarbitiirik asit (TBA)’in tepkime esasina dayanmaktadir. MDA,
TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturur. Olusan MDA karisimi absorbansi
532 nm’de spektrofotometrik olarak okunur ve lipid peroksidasyonun derecesi

saptanmis olur (47).
Deneyin Yapihsi:

Tabloe 1: Kanda ve Dokuda Malondialdehit (MDA) Diizeyi

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0,25
Standart - 0,25 -
Serum fizyolojik 0,25 - -
Renk ayiraci 2,25 2,25 2,25

Tipler karistirildiktan sonra 100 derecede 20 dk bekletilir. Musluk suyu
altinda sogutma isleminden sonra tiipler 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek

ust faz absorbansi 532 nm’de okunur.
Kanda ve dokuda MDA diizeyinin hesaplanmasi:

MDA = (Ornegin Absorbansi / Standartin Absorbansi ) x Standartin

Konsantrasyonu

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

olarak hesaplanir.
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4.2.2. Kan ve Dokularda Glutatyon (GSH) Tayini

Kan Orneklerinin Hazirlanmasi: Tam kanm saf su ile 1:10 oraninda
sulandirilmsi ile elde edilen hemolizatlarda hemoglobin tayini yapilir, diliie edilen
kanin 1:2.5 oraninda c¢Oktiiriicii sollisyonuyla sulandirilmsi ile elde edilmis

hemolizatlarda ise GSH tayini yapilir.

Doku orneklerinin alinmasi, hazirlanmasi1 ve homojenizasyon: Siizgec
kagitlar1 arasinda dokularin suyu alindiktan sonra tartilarak %11.15’lik KCI i¢inde
1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmig buz igerisinde Potter-Elvehjem
cam-cam homojenizatdrle homojenize edilir, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein
tayini yapilir.

Prensip: GSH diizey tayini i¢in Chavan ve ark.’nin yontemine gore tayin
edilir. Bu metod 5,5’dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) eklendiginde siilfidril
gruplarinin epeyce stabil sar1 renk olusturmasi esasina dayanan spektrofotometrik
bir yontemdir (48).

Deneyin Yapilhisi: Deney esnasinda hemolizat tizerine ¢oktiiriicli

soliisyondan 3 ml konulup, vortekslenir ve 5 dk sonra filtre kagidindan siiziiliir.

Elde edilen siiziintii deney ortaminda kullanilir.
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Tablo 2: Kan ve Dokularda Glutatyon (GSH) Diizeyi

Kér (ml) Ornek (ml) Standart (ml)
Stiziintii - 2 -
Standart - - 2
Coktiiriicii 1.2 - -
Distile su 0.8 - -
Na;HPO,4 8 8 8
DTNB 1 1 1

Deney tiipleri tablo 2’deki gibi hazirlandiktan sonra vortekslenir ve 412

nm’ de okunur.

Kanda ve dokuda glutatyon aktivitesinin hesabu:

GSH mg/dl =

(standartin konsant ) x (Grmegin OD) x(sulandirma katsayisi)

(standartin OD (optik dansite))

mg/dl olan GSH degerleri umol’e gevrilip, sonuglar kanda GSH pmol/g

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

4.2.3. Kan ve Dokuda Katalaz (CAT) Tayini:

Kan Orneklerinin Hazirlanmasi:

Plazmas1 ayrilan heparinli kan

ornekleri, serum fizyolojik ile 3 kez yikandiktan sonra eritositler 1:5 oraninda

distile su ile sulandirilarak hemoglobin tayini yapilir. Daha sonra diliie edilmis bu

kan oOrnekleri 1:100 oraninda fosfat tamponuyla (50 mM, pH:7,0 ) tekrar

sulandirilir ve hazirlanmis bu hemolizatlar da katalaz aktivite diizeyleri 6l¢iliir.
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Doku Orneklerinin Hazirlanmasi: Siizge¢ kagitlar1 arasinda dokularin
suyu alindiktan sonra tartilarak %11.15 lik KCI i¢inde 1:10 oraninda
(agirlik/hacim) sulandirilip, kirilmis buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam
homojenizatérle homojenize edilir, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra elde edilen siipernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein tayini
yapilir. Eritrosit ve doku katalaz aktivitesini 6lgmek icin Aebi metodu kullanilir

(49).

Prensip: CAT asagidaki tepkimeye gore H,O, -nin yikimini katalize eder.

katalaz
2HO m—————— 2H:0+ (O

H20’in katalaz tarafindan yikim hizi, H,O;’in 240 nm dalga boyunda 15181
absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.
Deneyin Yapihsi:

Tablo 3: Kan ve Dokuda Katalaz (CAT) Diizeyi

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat tamponu 1 -
Hidrojen peroksit - 1
Hemolizat 2 2

240 nm’de kor ile sifir ayar yapildiktan sonra 6rnegin 0.(A1) ve 30. (A2)

saniye i¢indeki absorbans farki 6l¢lilmek suretiyle katalaz aktivitesi hesaplanir.
Kan ve doku CAT aktivitesinin hesaplanmasi:

k=(2.3/30)x (log A1/ A2 ) x diliisyon
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Eritrosit i¢in spesifik aktivite: k / g Hb
Doku i¢in spesifik aktivite: k / g protein
4.2.4. Kan ve Dokuda Siiperoksit Dismutaz ( SOD ) Tayini:

Kan 6rneklerinin hazirlanmasi: Plazmasi ayrilan heparinli kan 6rnekleri,
serum fizyolojik ile 3 kez yikandiktan sonra, eritrositler 1: 5 oraninda deiyonize
su ile sulandirilarak hemoglobin tayini yapilir. Daha sonra diliie edilmis bu kan
ornekleri 1: 2 oraninda kloroform/etanol soliisyonu (3/5 V/V) ile tekrar diliie

edilerek SOD aktivite tayini yapilir.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi: : Siizge¢ kagitlar1 arasinda dokularin
suyu alindiktan sonra tartilarak %11.15 lik KCI i¢inde 1:10 oraninda
(agirlik/hacim) sulandirtlip, kirilmis buz igerisinde Potter-Elvehjem cam-cam
homojenizatoérle homojenize edilir, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra elde edilen siipernatantlarda MDA, CAT, SOD, GSH ve protein tayini

yapilir.

Prensip: SOD tayin olglimii ksantin-ksantin oksidaz yontemi ile olusan
stiperoksit radikalinin nitrobluetetrazolium’u (NBT) indirgemesi sonucu renk
olusumu esasina dayanir ve bu indirgeme olayr 560 nm’ de maksimum absorbans

veren mavi renkli formazon olusumu ile sonlandirilir.

Ortamda enzim olmadigi durumda bu indirgenme maksimal olup, koyu
mavi bir renk olusmaktadir. Ortamda SOD varliginda ise enzim siiperoksit

anyonunu hidrojen peroksite ¢evirmekte boylece NBT indirgenmesi azalmakta ve
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renk degisikligi meydana gelmemektedir. Renkli formazon olusumu ortamin
enzim konsantrasyonu ile ters orantili olarak ger¢eklesmektedir. Boylece olusan
formazonu 560 nm’ de verdigi absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir

(50).

Deneyin Yapilisi: 1/5 oraninda diliie edilmis eritrosit hemolizat1 esit
hacimde kloroform/etanol (3/5 V/V ) ile karistirilir ve 3000 rpm’de 20 dk santrifiij

edilir. En tstteki berrak kisim SOD aktivite tayininde kullanilmak {izere ayrilir.

Tabloe 4: Kan ve Dokuda Siiperoksit Dismutaz ( SOD ) Diizeyi

Kor (ml) Ornek (ml)
Reaksiyon ¢ozeltisi 2,85 2,85
Siipernatant - 0,10
Distile su 0,10 -
Ksantinoksidaz 0,05 0,05

Kor ve ornek tiipleri 25 derecede 20 dk siireyle inkiibe edilir. Siirenin
sonunda her iki tiipe de 1,0 ml CuCl; ilave edilerek reaksiyon durdurulur. Distile
suya kars1 kor ve numunenin absorbanslarinin 6l¢limii spetrofotometrede 560 nm’

de okunur.

Kanda ve dokuda SOD aktivitesinin hesabui:

(absorbans (kdr) — absorbans (6rnek))
% Inhibisyon = *100
Absorban (kér)

liinite SOD: %50’lik NBT inhibisyonunu meydana getiren enzim

miktaridir.

U/ml SOD = %inhibisyon %50 inhibisyon
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Gram hemoglobin veya protein basina SOD aktivitesi, spesifik aktiviteyi

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

4.2.5. Dokuda Protein Tayini:

Prensip: Homojenatlardaki protein miktar1 modifiye edilmis Lowry
yontemine gore Olciilmiustiir. Alkali bakir tartarat ayiract peptid baglar ile
kompleks yapar. Her 7 veya 8 amino asit artig1 1 atom Cu baglar. Fenol ayiraci,
Cu ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu
renk siddeti 650 nm dalga boyunda okunur. Protein konsantrasyonu ile olusan
renk arasinda yiiksek konsantrasyonlar i¢in lineer bir iliski olmadigindan 6rnekler

sulandirilarak dlgtimler yapilmistir (51).

Deneyin Yapihsi:
Tablo 5: Dokuda Protein Diizeyi

Koér (ml) Standart (ml) Ornek(ml )
Alkali bakir | 1 1 1
ay1raci
Ornek - - 1
Distile su 1 - -
Standart - 1 -

Tiipler 1yice karistirtlir ve 10dk | Isisinda

oda bekletilir.

Fenol ayiraci 4 4 4
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Fenol ayract ilave edildikten sonra; tiipler hemen vortekste iyice
karistirilmis ve 5 dk 55°C ‘de bekletilmistir. Inkiibasyon sonrast muslik suyu
altinda hemen sogutulmustur. Daha sonra 650nm de standart ve 6rnek tiiplerinin

absorbansi kor tiipiine kars1 okunmustur.
Protein Diizeyinin Hesaplanmasi:

Protein (ug/ml) = (Omegin OD /Standartin OD) x Standartin

konsantrasyonu x Diliisyon
4.2.6. Hemoglobin (Hb) Diizey Tayini:

Prensip: Hb tayini siyanomethemoglobin yontemi ile yapilmistir.
Ferrisiyaniir hemoglobindeki Fe*? yi oksitleyerek +2 degerden +3 degerli Fe’e
gevirir ve Fe’nin methemoglobine doniismesini saglamaktadir. Daha sonra
potasyum siyanid ilavesi ile stabil bir pigment olan siyanomethemoglobin

meydana gelmektedir. Siyanomethemoglobin absorbanst ise 546nm’de

okunmustur (52).
Deneyin Yapihsi:
Tablo 6: Hemoglobin (Hb) Diizeyi
Koér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Drapkin ¢ozeltisi ) ) 5
Hb standart1 - 0,02 -
Hemolizat - - 0,02

Tiipler 1yice karistirilip oda 1s1sinda 20 dk bekletilmis ve 546 nm’de kore

kars1 diger tiiplerin absorbanslari okunmustur.

Hb Diizeyinin Hesaplanmasi:




Hb (g/dl) = (Ornegin OD / Standartin OD ) x 18

4.3. istatistiksel Analizler

Calismamizda istatistiksel analizler i¢in ‘SPSS 15.0 istatistik paket
programi’  kullanmilmis ve  ANOVA  testi  uygulanmustir.  Verilerin
degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel yontemler; ortalama, standart hata,

minimum ve maksimum degerler kullanilmistir.

4.4. Histolojik Degerlendirmeler

Karaciger dokulart %10’luk formaldehit soliisyonunda fikse edilerek ve
daha sonrada akan musluk suyu altinda yikanmustir. Yikanan dokular rutin
histolojik takip serilerinden (Tablo 7) gegirilerek dehidratasyona tabi tutulmustur.
Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatilip parafine (P3558-1kg Sigma-Aldrich
Paraplast Embedding Media, U.S.A) gomiilmiistiir. Elde edilen parafin bloklardan
yaklasik 5-6 pm kalinliginda kesitler rodajli lamlara alinmis ve hazirlanan
preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyasi ile boyanmistir. Isik

mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenip fotograflanmustir.
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Tablo 7: Histolojik Takip Islem Basamaklar

SIRA ISLEM SURE

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 | 10 dakika
9 Ksilol Il 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 GOmme
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5.1. Karaciger Dokusunda Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Tim gruplar arasindaki karaciger MDA ortalamalar1 ve standart sapmalari
Tablo 8 ve Sekil 2’de verilmistir.

kiyaslandiginda, tiim gruplarda kontrol grubuna gore artma oldugu saptanmustir.

5. BULGULAR

Bu ortalamalara gére MDA diizeyleri

DEN+FB grubuyla kiyaslandiginda DEN+FB+OLE grubunda anlamli bir
azalmanin oldugu gézlenmistir.
Karaciger MDA Diizeyleri
70
60
= 50
= 39,06
g 40 33,98
c
g 30 21,92
2 20
10
0
Kontrol DEN+FB DEN+FB+OLE
Sekil 2: Gruplara Gore Karaciger MDA Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE | P
MDA(nmol/ | 21,92+0,93° 39,06+3,25° | 61,30+3,95° 55,44+4,87° 33,98+3,26"° 0,000
9)

Tablo 8: Tiim Gruplarda Karaciger Malondialdehit Diizeyleri Degisimleri
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5.2. Karaciger Dokusunda Katalaz (CAT) Diizeyleri

Tiim gruplar arasindaki karaciger CAT ortalamalar1 ve standart sapmalari

Tablo 9 ve Sekil 3’de verilmistir. Bu ortalamalara gore CAT diizeyleri

kiyaslandiginda, OLE grubunda DEN, DEN+FB ve DEN+FB+OLE gruplarina

gore anlamli bir azalma gozlenmistir.

Karaciger CAT Diizeyleri

250
208,71 208,14
200 189,4 191,82
167,98
;: 150
|_
<
O 100
50
0
Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 3 Gruplara Gore Karaciger CAT Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P
CAT( k /] 189,40+8,822" [208,71+5,59% | 208,14+3,20° | 167,98+3,09° | 191,82+5,27° 0,001
g protein)

Tablo 9: Tiim Gruplarda Karaciger Katalaz Diizeyleri Degisimleri
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5.3. Karaciger Dokusunda Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Tiim gruplar arasindaki karaciger GSH ortalamalar1 ve standart sapmalari
Tablo 10 ve Sekil 4’de verilmistir. Bu ortalamalara goére GSH diizeyleri
kiyaslandiginda, DEN ve DEN+FB gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli bir

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

Karaciger GSH Diizeyleri
700
600,95 611,81
600 540,36
500 485,13 473,13
=
g 400
3
= 300
I
[%2]
© 200
100
0
Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 4 Gruplara Gore Karaciger GSH Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P

GSH(umol/g 600,95+17,44° 485,13+36,22° | 473,13+13,41° | 611,81+27,57* | 540,36+14,70® | 0,001
protein)

Tablo 10: Tiim Gruplarda Karaciger Glutatyon Diizeyleri Degisimleri
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5.4. Karaciger Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD)Diizeyleri

Tiim gruplar arasindaki karaciger SOD ortalamalar1 ve standart sapmalari
Tablo 11 ve Sekil 5°de verilmistir. Bu ortalamalara gore SOD diizeyleri

kiyaslandiginda gruplar arasinda fark saptanamamaistir.

Karaciger SOD Diizeyleri
122
119,4
120 118,17
118 117,14
__ 116 115,1
oo
S 114
g 112 110,11
“ 110
108
106
104
Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 5 Gruplara Gore Karaciger SOD Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE | P
SOD(U/g 115,10£3,48 | 110,11+£3,91 | 119,40+3,74 | 118,17+4,13 | 117,14+4,98 0,397
protein

Tablo 11: Tiim Gruplarda Karaciger Siiperoksit Dismutaz Diizeyleri Degisimleri
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5.5. Kanda Malondialdehit (MDA) Diizeyi

Tim gruplar arasindaki MDA ortalamalar1 ve standart sapmalari Tablo 12

ve Sekil 6’de verilmistir. Bu ortalamalara goére kanda ki

MDA diizeyleri

kiyaslandiginda, DEN+FB grubunda kontrol grubuna gdre anlamli bir artma

gozlenirken, OLE grubunda anlamli bir azalma gézlenmistir. DEN+FB+OLE

grubunda degerler kontrol degerine yaklasmis, DEN+FB grubuna kiyasda ise

anlaml bir diislis vardir.

Kan MDA Diizeyleri
140
123,99
120
101,84
— 100 94,45 98,69
£
g 80
60,71
(=)
< 60
o
2 40
20
0
Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 6 Gruplara Gore Kan MDA Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE P
MDA(nmol/ml) | 94,45+4,69° | 98,69+6,35° | 123,99+6,16° | 60,7142,63° | 101,84+2,17° 0,000

Tablo 12: Tiim Gruplarda Kanda Malondialdehit Diizeyleri Degisimleri
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5.6. Kanda Katalaz (CAT) Diizeyi

Tim gruplar arasindaki CAT ortalamalar ve standart sapmalar1 Tablo 13
ve Sekil 7°da verilmistir. Bu ortalamalara gore kanda ki CAT diizeyleri
kiyaslandiginda OLE grubunda DEN+FB grubuna gore anlamli bir artis

gostermistir. DEN+FB+OLE grubunda da DEN+FB grubuna gore yine anlamh

bir artig gozlemlenmistir.

Kan Katalaz Diizeyleri
80
70 66,14 69,59
58,83 58,74
60
Iy >0 41,91
= 40
[
<
© 30
20
10
0
Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 7 Gruplara Gore Kan CAT Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE | P
CAT(KigHb) | 58,83+2,69% | 66,14+3,917 |41,91+3,21° | 69,59+1,62° | 58,74+3,71° 0,001

Tablo 13: Tiim Gruplarda Kanda Katalaz Diizeyleri Degisimleri
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5.7. Kanda Glutatyon (GSH) Diizeyi

Tim gruplar arasindaki GSH ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 14
ve Sekil 8’de verilmistir. Bu ortalamalara gore kanda ki GSH diizeyleri
kiyaslandiginda OLE grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir artis gozlenirken,
DEN ve DEN+FB gruplarinda kontrole gore anlamli bir azalma goézlenmistir.

DEN+FB+OLE grubu ile kontrol gubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

saptanamamistir.
Kan GSH Diizeyleri
90
20 77,48
70 61,8
T 60
3 46,07 49,75
g 0 40,36
240
I
3 30
20
10
0
Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 8 Gruplara Gore Kan GSH Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE | P
GSH(umol/gHb) | 61,80+4,21° | 40,36+3,16° | 46,07+2,50° | 77,48+3,75° | 49,79+2,53"¢ 0,000

Tablo 14: Tim Gruplarda Kanda Glutatyon Diizeyleri Degisimleri
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5.8. Kanda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Diizeyi

ve Sekil 9°de verilmistir. Bu ortalamalara gore kanda ki SOD diizeyleri
kiyaslandiginda DEN+FB grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma

oldugu goriilmektedir. DEN+FB+OLE ve OLE gruplarinda SOD degerlerinin

Tim gruplar arasindaki SOD ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 15

kontrol degerleri arasinda bir fark bulunamamastir.

Kan SOD Diizeyleri
100 94,77
90 7784 83,49 79,44
80
70
Eo 60 57,35
D
- 50
[a]
8 40
30
20
10
0
Kontrol DEN+FB OLE DEN+FB+OLE
Sekil 9 Gruplara Gore Kan SOD Diizeyleri
Gruplar Kontrol DEN DEN+FB OLE DEN+FB+OLE [P
SOD(U/gHb | 94,77+11,97* | 77,84+6,91*" | 57,35+4,02° | 83,49+9,50*" | 79,44+6,71*° 0,038
)

Tablo 15: Tiim Gruplarda Kanda Siiperoksit Dismutaz Diizeyleri Degisimleri
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5.9. Histolojik Degerlendirmeler

Kontrol grubuna ait ratlarin karaciger dokular1 incelendiginde hepatositler
ve sinuzoidler normal yapida izlenmistir (Sekil 10). DEN grubuna ait kesitlerde
cift cekirdekli hepatosit sayisinda artis, hafif konjesyon, periportal alanda
inflamatuar hiicre artis1 ve siniizoidal dilatasyon tespit edilmistir (Sekil 11).
DEN+ FB grubuna ait kesitlerde ise DEN grubu ile kiyaslandiginda tiim
histopatolojik bulgularda artis ve iri niikleuslu hepatositler gozlenmistir (Sekil
12). DEN+ FB+ OLE grubunda dilatasyonda azalma go6zlenirken diger
histopatolojik degisiklikler agisindan anlamli bir farka rastlanmamustir (Sekil 13).
Yalnizca OLE uygulanan grupta ise kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
siniizoidal dilatasyonun yaygmn oldugu bunun yani sira peripotal alanlarda

inflamatuar hiicre artis1 gézlenmistir (Sekil 14).

Sekil 10 Kontrol grubu. Normal gériiniimlii hepatositler ve sinuzoidler. H&E x200.
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kil 11 DEN grubu. Sinuzoidal dilatasyon (yildiz) ve ¢ift ¢ekirdekli hepatositler (ok).

H&E x200

Se

Sekil 12 DEN grubu. inflamatuar hiicre artis1 (ok) ve hafif konjesyon alanlar (ok bast).

H&E x200
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Sekil 13 DEN + FB grubu. inflamatuar hiicre artis1 (ok) ve konjesyon alanlar1 (y1ldiz).
H&E x200

Sekil 14 DEN + FB grubu. Sinuzoidal dilatasyon (yildiz) ve iri niikleuslu hepatositler
(ok). H&E x200
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Sekil 15 DEN + FB + OLE grubu. Konjesyon (yildiz) ve siniizoidal dilatasyon (ok),
inflamatuar hiicre artisi (kalin ok) ve ¢ift ¢cekirdekli hepatositler (ok bas1). H&E x200

Sekil 16 OLE grubu. Siniizoidal dilatasyon (yi1ldiz), inflamatuar hiicre artig1 (ok). H&E
x200
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Sekil 17 OLE grubu. Siniizoidal dilatasyon (yildiz). H&E x200

5.10. Tunel Analizi

Parafin bloklardan polilizinli lamlara 5 mm kalinliginda kesitler alindi.
Uretici firmanm talimatlari dogrultusunda TUNEL Kiti (Lot No:2470976,
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, Millipore) kullanilarak
apoptozise giden hiicreler belirlendi. TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde
Harris hematoksilen ile maviye boyanmis c¢ekirdekler normal, kahverengi
boyanma gosterenler ise apoptotik hiicreler olarak degerlendirildi. Boyanan
preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve
fotograflandi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal +
apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al) hesaplandi. Apoptotik
hiicreleri belirlemek i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik mikroskobu altinda

incelenmesi sonucu; karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi tespit edildi
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(Sekil18). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DEN ve DEN+ FB gruplarinda

TUNEL pozitif hiicre sayisinda anlamli bir artig tespit edildi (p<0.05). DEN+ FB

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

anlamli bir azalma g6zlendi (p< 0.05) (Tablo 16).

Tablo 16: Apoptotik indeks (%)

GRUP

APOPTOTIK INDEKS (%)

Kontrol grubu

4.66+2.73

Oleuropein grubu

11.33+£3.552P

DEN grubu

17.16 +3.182°

DEN + FB grubu

24+£4.6°

DEN + FB + OLE grubu

10.83 £2.48 2P

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

b:DEN+FB grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 18: TUNEL pozitifligi (kahverengi boyanmis ¢ekirdekler).

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

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

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bdliinmesi,
¢ogalmasi ve birikmesi olayidir. Hastalik tek bir dokuya zarar verebilecegi gibi
uzaktaki dokulara da yayilarak etkisini gosterebilir. Insan viicuduna zarar verdigi
bilinen 100’den fazla kanser tiirli mevcuttur. Ayrica her kanser tiirline 6zgii olarak

farkli yaklasimlar ve tedaviler uygulanmaktadir (53, 54).

Ratta karaciger timorii olusumunda, oksidatif stresin karsinojen
metabolizma siiresince etkili oldugu bilinmektedir. DEN verilmesinden 3 ile 24
saat sonra LPO diizeyleri yiikselmektedir (55). Serbest radikaller hiicre
membraninda hasar olustururarak hiicrenin fonksiyonel igeriginin hasarli
membrandan sizmasina izin vermektedir. Serbest radikaller ile bozulan DNA,
hiicrenin normal yapisin1 degistirir. Serbest radikallere maruz kalan hiicreler

mutasyona ugrar, kontrolsiiz cogalir ve kanseri olusturur.

Serbest radikaller lipidler ile reaksiyona girer ve LPO’ ya sebep olur. Bu
serbest radikal pargalari proteinlerin okside siilfidril kisimlarina meyillidir,
boylece protein fragmantasyonuna neden olur ve sonugta hiicreler yasamini

kaybeder (56).

Yapilan bir ¢calismada Sanchez- Perez ve ark. (2004) , Chakraborty ve ark.
(2000) tek doz 200 mg/kg ip. ve Atakisi ve Ozcan (2005) tek doz 150 mg/kg ip.
DEN vermisler, DEN verilmesinden 3-24 saat iginde MDA diizeylerinde artma

tespit etmislerdir. Karaciger karsinogenezisinde oksidatif stresin 6nemli bir role
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sahip oldugunu ve hepatokarsinogenez ile LPO arasinda korelasyon oldugunu

gostermislerdir (57).

Thirynavukkarasu C. ve arkadaslar1 ise (2003) DEN ve FB ile
olusturduklar1 hepatik tiimor olusumu ile antioksidantlar arasindaki iliskiyi su
sekilde agiklamiglardir; DEN’in metabolitleri DNA’ya bir ya da iki oksidasyon
saglayan elektron ile kovalent baglanarak timoér promotorlerinin baglanmasina
aracilik ederler. Timor promotorii, bir siiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak
gorev yaparak reaktif oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit olusumuna sebep
olur. Bunun sonucunda O, ve H,0, birikimi gergeklesir. Bu birikim, koruyucu
antioksidant mekanizmanin azalmasini ve yiiksek oranda reaktif hidroksil radikali
olusumasini saglar. Olusan hidroksil radikalleri deoksiribozda parcalanmalara
dolayisiyla DNA kiriklarina neden olur. Reaktif hidroksil radikalleri, lipit
membranda yer alan yag asitlerindeki hidrojen atomlarini ayirir. Bu hidrojen
atomlar1 da doymamis ¢ok karbonlu yag asitlerinin karbonil gruplariyla birleserek
hidroperoksi radikallerini meydana getirir. Hidroperoksi radikalleri, lipid
hidroperoksit olusumu sirasinda hidrojeni ayirirlar. Bu durum, superoksit ve
hidroperoksit radikallerinin LPO artisina, dolayisiyla hiicre zarinda hasara neden
olduklarint ortaya koymaktadir (58). Conklin K. A. (2002) hazirlamis oldugu
derlemede MDA’nin LPO’nun ikinci iirinii oldugunu ve onun belirleyicisi
niteligini tasidigini bildirmistir (59). Banakar M. C. ve arkadaslar1 (2004) da
siganlara DEN ve FB uyguladiklari siganlarin karaciger doku hiicrelerinde, radikal
olusumu sonucunda olusan LPO’nun ikinci iiriinii olan MDA’da artis oldugunu
bildirmiglerdir (36). Bizim c¢alismamizda da karaciger MDA diizeyleri

kiyaslandiginda, tiim gruplarda kontrol grubuna gore artma oldugu gézlenmistir.
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Aragtirmacilarin bu sonuglari, ¢galismamizda tespit ettigmiz MDA diizeyinin artis1

ile paralellik gostermektedir.

Kan MDA diizeyleri gozlemlendiginde ise DEN+FB grubunda kontrol
grubuna goére anlamli bir artma saptanmis ve sonuglarin hidroperoksi
radikallerinin, lipid hidroperoksit olusumu sirasinda hidrojeni ayirmasindan,
siiperoksit ve hidroperoksit radikallerinin LPO artisin1 gergeklestirmesinden

kaynaklanabiecegini akla getirmektedir.

Lipid hidroperoksidin tasinmasinda glutatyon peroksidaz 6nemli bir rol
oynar. Peroksidatif hasar1 rediikte glutatyon ve tiim tiyoller dnler (60). Glutatyon,
tiyol grubunun 6nemli bir {iyesidir ve primer hiicre igi antioksidanidir, ayrica
onemli bir serbest radikal aktivatoriidiir. ROS toplayicist olarak gorev yapan
GSH, igerdigi tiyol gruplar1 sayesinde antioksidan savunmaya katkida bulunan bir

tripeptiddir (61).

Chakraborty ve ark. (2000) ratlara 200 mg/kg ip. DEN, Atakisi ve Ozcan
(2005) ratlara tek doz 150 mg/kg ip. DEN vererek yaptiklar: ¢alismalarda GSH
seviyelerinde diisme saptamislardir. Atakisi ve Ozcan koruyucu olarak
antioksidan omega-3, Chakraborty ve ark. vanadyum vererek GSH seviyelerinde
yiikselme tespit etmislerdir (62, 63). Yapilan bir baska calismada da DEN’in
meydana getirdigi GSH azalmasini giiglii bir antioksidan olan a- lipoik asidin
diizelttigi gorilmistiir (31). Bahsettigimiz ¢alismada ise karaciger ve kan GSH
diizeyleri kiyaslandiginda her iki dokuda da DEN ve DEN+FB gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gozlenmistir. Buda GSH’1n antioksidan
ve onemli serbest radikal inhibitorii oldugundan kaynaklanabilecegi gibi DEN

veya reaktif iirlinleri ile eslesmede GSH’nin artan gereksinimi ile de iliskili
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olabilir (61). Banakar M. C. ve arkadaslar1 (2004) DEN ve FB uygulanan
siganlarin  karacigerinde SOD aktivitesinde azalma belirmislerdir. SOD’un
savunma sistemi i¢in ¢ok Onemli oldugunu ortaya koymuslar ve SOD’un,
antioksidan olarak gorev yaparak, zar ve sitozolde serbest radikallerin neden
oldugu hasara kars1 savunma yaptigini belirtmislerdir. SOD ve CAT, oksijen
radikalini hidrojen peroksit ve su haline doniistiirdiigiinii ve olusan hidrojen
peroksitin glutatyon peroksidaz tarafindan yakalanarak, katalaz veya diger enzim
sistemleri tarafindan yok edildigini bildirmislerdir. Kanserli hiicrelerde, normal
hiicreye gore SOD miktariin daha yiiksek olmasmin nedeni olarak, timor
hiicrelerinde serbest oksijen radikallerinin asir1 derecede {iretilmesi oldugunu
belirtmislerdir (62). Chakraborty T. ve arkadaslarinin (2003) yaptiklar1 farkli bir
calisgmada, DEN ve 2-AAF’nin sigan karacigeri hiicrelerinde SOD aktivitesini
artirdigint belirlemislerdir (64). Bu c¢aligmamizda ise karaciger SOD diizeyleri
kiyaslandiginda gruplar arasinda fark tespit edilememistir. Kanda ki SOD
diizeyleri kiyaslandiginda ise DEN+FB grubunda kontrol grubuna goére anlamli

bir azalma oldugu goriilmektedir.

Fernandez ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada DEN ve FB kullanilarak
timor olusturuldugunda CAT ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (65). Santos
ve ark. sekiz hafta boyunca tekrarlanan DEN uygulamasinin ardindan SOD ve

CAT diizeylerinde artis oldugunu bildirmistir (66).

Calismamizda ise karaciger CAT diizeyleri karsilastirildiginda DEN, DEN+FB
ve DEN+FB+OLE gruplarinda kontrole gore fark gozlenmemistir. Kanda ki CAT
diizeyleri kiyaslandiginda ise DEN+FB grubunda tiim gruplara gore anlamh

azalma gozlenmistir. CAT aktivitesi acisindan bu degerler karaciger hiicrelerinin
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olusan oksidatif stresle basa ¢ikmaya devam edebildigini, kanda ise bu siirede
oksidatif stresin arttigi seklinde degerlendirilebilir. Ayrica H»O, ‘nin GPx
aktivitesi ile GSH tiiketerek su ve oksijene doniistiiriilebilecegini
diistindiirmektedir. Waris ve Ahsan ayrica H;O; ‘nin GSH varhiginda GPx

aktivitesi ile detoksifiye olabilecegini 6ne siirmiislerdir (66).

Oleuropein maddesi, zeytin agac1 ve yapraginda bulunur. Toksik 6zellikte
degildir ve kanseri Onleyen bir etkiye sahiptir. Kanserli hiicrelerin etrafin1 geri
doniistimsiiz olarak saran Oleuropein, bu hiicrelerin ¢ogalmalarini, yayilmalarim
ve bagka yerlere sigramalarini engellemektedir (42). OLE, farkli toksik
kimyasallarin neden oldugu karaciger hasarini azaltmak amaciyla kullanilabilen
giiclii bir blesiktir ve OLE, bu ajanlarin etkilerini azaltmak i¢in antioksidan

aktivite gostermektedir (67).

Zeytin ve zeytinyaginda bulunan antioksidanlar arasinda anti-tiimor
aktiviteden sorumlu ana bilesigik oleuropeindir. Barbaro ve ark. (2014) bir
antioksidan olarak hiicreleri tiimor olusumundan korudugu ve bir anti anjiyogenik
olarak da tiimor yapisinin yayilmasini engelledigini bildirmislerdir. Birgok faydasi
bulunan ve toksik bir etki yaratmayan oleuropeinin kansere etkisi iizerine son
yillarda pek cok calismaya rastlanmaktadir. Yapilan arastirmalarda oleuropeinin
hiicre biiylimesini ve dagilmasini baskiladig tespit edilmistir. Hayvanlar tizerinde
yapilan uygulamalarla da oleuropeinin timdér biiylimesini hizla gerilettigi
bildirilmektedir. Kogkar ve ark. (2010) meme, deri, kolon ve prostat gibi kanser
tirleri tizerindeki arastirmalarda oleuropeinin koruyucu ve tedavi edici 6zellik

gosterdigini tespit etmislerdir.
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Hayvanlar iizerinde denenen farkli ¢alismalarda da ekstraktin
kullanilmasiyla kanserli hiicrelerin 9-12 giin igerisinde geriledigi gozlenmistir.
Oleuropein, radyasyona ugrayan ve gen degisikligi sonucu olusan koétii huylu
tiimorlerin olusumunu Onleyen etkili bir maddedir. Oleuropein, X 1sinlariin
zararl etkileri altinda kalinmasinin oncesinde ve sonrasinda kromozom yapisini

korudugu ve kanser olusumunu engelledigi tespit edilmistir (42).

Klinik bir ¢alisma olan Lyon Heart Calismasi, Akdeniz diyetiyle
beslenmenin kanser riskini %61, olimii ise %56 oraninda azalttigini ortaya
koymaktadir. Bu ¢alismadaki olumlu gelismeler Akdeniz diyetinde yiiksek oranda

tilketilen zeytinyagi ile iliskilendirilmektedir (68).

Fabiani ve arkadaslar1 2008 yilinda, zeytinyag1 etken maddelerinin PBMC
(Preiferal blood mononuclear cells) ve HL-60 (promyelocyticleukemia)

hiicrelerinde DNA hasarina kars1 hiicreleri korudugunu bildirmislerdir (69).

Ayrica Han ve ark. tarafindan (2009), oleuropenin meme kanseri modeli
olan MCF-7 hiicre hattinda hiicre canliligin1 azalttigi hiicre proliferasyonunu

inhibe ettigi ve apoptozisin indiiklendigi gosterilmistir (70).

Ayrica, 2009 yilinda Kimura ve ark. yapmis oldugu UV 15181 ile irrite
olmus deri kanseri modelinde, oleuropein uygulamasinin MMP-2, MMP-9,
MMP13, VEGF ve COX2 genlerinin ifadesini azalttigini bulmuslardir (71).
Goulos ve ark. 2009 yilinda, MCF-7, T 24 (insan idrar kesesi karsinoma) ve
BBCE (Bovine Brain Capiller Endotel) hiicrelerinde zeytin yaprak ektresinin,

gliclii antioksidant 6zelligi gosterdigi ve hem kanser hem de endotel hiicrelerinde

hiicre proliferasyonunu 6nledigini bulmuslardir (72).
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Sedef Ziyanok (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Diyabet + Oleuropein
ekstrakti gruplarinda karaciger dokusu ve plazma MDA seviyelerinde gozlenen
azalma, Oleuropeinin  antihiperglisemik,  antihiperlipidemik etkisinden
kaynaklanabilecegi gibi antioksidan 6zelliginden de kaynaklanabilecegini ortaya
koymustur. Bu sonuglar Oleuropeinin bir antioksidan olarak dokulari toksik
ajanlara kars1 korudugunu ve MDA diizeylerinde azalmaya neden oldugunu
bildiren Manna ve ark. (1999), Chtourou ve ark. (2010), Zhang ve ark. (2013)’ nin

yapmis oldugu c¢alismalarla uyumludur.

Bizim ¢alismamizda ise karaciger MDA diizeyinde OLE grubunda artma
gozlenmigstir. DEN+FB grubuyla kiyaslandiginda da DEN+FB+OLE grubunda
anlaml bir azalma gozlenmektedir. Bu durum OLE’nin karaciger hasarina karsi
etkili olabilecegini dngormektedir. Kan MDA diizeyinde OLE grubunda anlamli
bir azalma go6zlenirken DEN+FB+OLE grubunda degerler kontrol degerine

yaklagmugtir.

OLE’ nin apoptozu aktive ettigi bildirilmistir (73). Dahasi, OLE kanser
hiicrelerinde bir antioksidan gorevi goriir, ancak OLE’nin antioksidan ve oksidan
aktiviteleri tlizerinde bir celiski olan apoptosisi arttirir (73). Bir antioksidan
olmasima ragmen OLE, bu calismada tek basina verildiginde LPO {iretimini ve
apoptosisi arttirmis ve bu nedenle karaciger hiicrelerinde bir kusura neden
olmustur. Katsoulieris ve ark. ‘na gore, OLE’ nin kendisinin oksidasyonu ve

peroksid olusumu nedeniyle OLE’ye bagli artmis LPO iiretimi olabilir (73).

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

oleuropeinin radikal siipiiriicii etkilerinden de s6z etmislerdir. Calisilmis olan
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Diyabet + Oleuropein ekstrakti grubunda antioksidan enzim seviyelerinde (SOD,

GSH-Px ) gbzlenen artigin bu ¢alismalar1 destekler nitelikte oldugu goériilmiistiir.

Bizim g¢alismamizda ise kanda ki SOD diizeyleri kiyaslandiginda OLE
grubunun kontrole yaklastigt goriilmektedir. Karaciger SOD diizeyleri
kiyaslandiginda ise gruplar arasinda fark tespit edilememistir. Ayrica yapmis
oldugumuz c¢alismada karaciger CAT diizeyleri karsilastirildiginda, OLE
grubunda DEN, DEN+FB ve DEN+FB+OLE gruplarina gore anlamli azalma
gostermistir. Kan CAT degerlerinde OLE grubunda DEN+FB grubuna gore
anlaml bir artig gostermistir. DEN+FB+OLE grubunda da DEN+FB grubuna
gore yine anlamli bir artis goriilmiistiir. Karaciger ve kanda CAT diizeyleri OLE
uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamistir. Bu sonu¢ OLE’nin DEN+FB grubunda olusan hasar1 azalttiginin

bir gostergesi olabilir.

Karaciger GSH diizeylerinde OLE ve DEN+FB+OLE grubu kontrol grubu
ile uyumludur. Kanda ki GSH diizeylerinde OLE grubunda kontrol grubuna goére
anlamli bir artig gozlenirken, DEN+FB+OLE grubu ile kontrol gubu arasinda

istatiksel olarak anlamli bir farka rastlanilmamastir.

DEN ve FB uygulanan siganlarla yapilan ¢calismada karaciger de, histolojik
olarak; preneoplastikfokus, nodiiller ve hiperplastikkupffer hiicrelerinin varligi

belirlenmistir (36) .

Bizim yapmis oldugumuz calismada da kontrol grubuna ait ratlarin
karaciger dokular1 incelendiginde hepatositler ve sinuzoidler normal yapida

izlenmis, DEN grubuna ait kesitlerde ¢ift cekirdekli hepatosit sayisinda artis, hafif

47



konjesyon, periportal alanda inflamatuar hiicre artis1 ve siniizoidal dilatasyon
tespit edilmistir. DEN+ FB grubuna ait Kkesitlerde ise DEN grubu ile
kiyaslandiginda tiim histopatolojik bulgularda artis ve iri niikleuslu hepatositler
gozlenmis, DEN+ FB+ OLE grubunda dilatasyonda azalma gozlenirken diger
histopatolojik degisiklikler agisindan anlamli bir farka rastlanmamistir. Yalnizca
OLE uygulanan grupta kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda sintizoidal
dilatasyonun yaygin oldugu bunun yani sira periportal alanlarda inflamatuar hiicre
artis1 izlenmistir.

Apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in yapilan TUNEL boyamanin 11k
mikroskobu
altinda incelenmesi sonucunda ise karaciger dokusunda TUNEL pozitifligi tespit
edilmis, kontrol grubu ile karsilastirildiginda DEN ve DEN+ FB gruplarinda
TUNEL pozitif hiicre sayisinda anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.05).

DEN+ FB grubu ile karsilagtirildiginda ise DEN + FB + OLE grubunda istatistik
olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir (p< 0.05).

Sonug olarak, karaciger karsinogenezinde oksitatif stresin 6nemli bir role
sahip oldugunu ve hepatokarsinogenez ile LPO arasinda iligki oldugu sdylenebilir.
CAT, H;0; ‘1 zararsiz yan lriinlere doniistiirdiigli i¢in hiicresel hasarin siddetinde
onemli rol oynayabilir. OLE’nin hasar olusturulan gruplarda uygulanmasi olusan
hasarin azaltilmasinda etkiliyken hasar yokken kullanilmasi karaciger MDA
diizeylerini arttirmaktadir. Karaciger hasar olusumu sirasinda bu dozlarda ve
siirede Oleuropein uygulamasinin rat kan ve karaciger parametre diizeyleri

tizerinde oksitatif strese karsi koruyucu etkilerinin olabilecegi diisiiniilebilir.
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Bundan sonra yapilacak c¢alismalarda oksidatif hasara karsi kullanilan
Oleuropeinin farkli doz uygulamalarinin yapilmasi ve en faydali dozun tesbiti

oOnerilebilir.
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