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ON SOZ
Bu yiiksek lisans tezinde, ratlarda karbon tetrakloriir ile karaciger hasar1 olusturulmus

ve ratlara deve dikeni bitki ekstrakti verilerek bu bitkinin ratlar lizerinde deneysel olarak

etkileri incelenmistir.
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KULOGLU ve calisma ekibine; bu calismaya maddi destek saglayan Firat Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi’ne (FUBAP, F.F. 13.19); calismamizin deney
hayvanlar1 asamasim yiiriittiigiimiiz FUDAM 1 degerli ¢alisanlarina; ¢alismalar sirasinda
yardimlarindan dolay yiiksek lisans 6grencileri Didem BOYDAK, Betiil KAYA ve Seda
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OZET

Deve dikeni (DD), 6zellikle karaciger iizerinde koruyucu etkileri olan giiclii bir antioksidan
bitkidir. Igme suyu yoluyla alinan deve dikeninin, karbon tetrakloriir (CCly) ile karaciger hasarina
ugratilmis ratlar tizerindeki etkilerini arastirdigimiz bu tez ¢alismasinda, 28 adet erkek Wistar
albino rat kullanildi. Gruplar 4’e boliindii ve her grupta 7’ser rat yer aldi. CCl, ve CCl;+DD
gruplarindaki ratlara dort hafta boyunca haftada iki kez intraperitoneal (karin zari igine) olarak
CCl, (2 ml/kg canli agirligi [CA]) enjekte edilmistir. Ratlarin tiimi standart diyetle beslendi. NK ve
CCly gruplarina normal i¢me suyu; PK ve CCl+DD gruplarina ise kaynatilmis % 10’luk deve
dikeni ekstrakti ilave edilen igme suyu verildi. 4 hafta sonra ratlar dekapite edilerek karaciger
dokular1 incelendi. Karaciger dokusunda bax, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-9 protein ekspresyon
diizeylerini Western blotlama teknigiyle belirledik. Karaciger dokusundaki DNA hasarimi DNA
agaroz jel elektroforezi ile tespit ettik. Karaciger dokusunda meydana gelen lipit peroksidasyonunu
MDA (malondialdehit) analizleriyle belirledik. Deve dikeni uygulamasi, CCl,+DD grubunda, CCl,
grubuna gore bax, bel-2, kaspaz-3, kaspaz-9 protein ekspresyonlart bakimindan anlamli bir fark
olusturdu (p<0.05). Deve dikeni uygulamasiyla kaspaz-3 ve kaspaz-9 protein ekspresyon diizeyleri
artiy gosterirken, bax ve bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri azalis gosterdi. TUNEL metodu
incelemelerinde, CCl,+DD grubunda CCl4 grubuna gore apoptotik indeks oraninin daha disiik
oldugu gozlendi. Deve dikeni uygulamasi, CCl;+DD grubunda, CCl, grubuna gore DNA hasari
diizeyi bakimindan azalig gosterdi. Bu sonuglar, deve dikeninin Wistar albino ratlarda karaciger
hasar oranini azalttigin1 gostermektedir ve bu bulgular, deve dikeni uygulamasinin insanlarda da

karaciger hasarini 6nleyici etkisini aragtirmada yol gosterici olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Deve Dikeni, Apoptozis, DNA Hasar1, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9.



SUMMARY

THE EFFECT OF THISTLE (Silybum marianum L.) ON THE CASPASE-3, CASPASE-9,
BAX, BCL-2 PROTEIN EXPRESSION AND DNA DAMAGE IN RATS WITH CARBON
TETRACHLORIDE (CCl,)-INDUCED LIVER DAMAGE

Thistle is a strong antioxidant plant having protecting effect particularly on the liver. 28 male
Wistar albino rats were used in this thesis study that we investigated the effects of milk thistle
taken via drink water on rats modified with liver damage by carbon tetrachloride (CCl,). Groups
were divided into four, and 7 rats involved in each group. CCl, (2 ml/kg body weight) has been
injected to the rats in groups of CCl, and CCl,+T, intraperitoneally twice weekly for four weeks.
All rats were fed a standard diet. Drinking water were given to NC and CCl, groups; and boiled 10
% thistle extract added drinking water were given to PC and CCl,+T groups. After 4 weeks, the
rats were decapitated and the liver tissues were examined. Hepatic tissue bax, bcl-2, caspase-3,
caspase-9 protein expression levels were determined by Western blotting techniques. DNA damage
in the liver was determined by DNA agarose gel electrophoresis. Lipid peroxidation occurring in
liver tissue were determined by MDA analysis. Thistle application, in CCl,+T group, compared to
CCly4 group, bax, bcl-2, caspase-3, caspase-9 protein expression creates a significant difference
(p<0.05). Caspase-3 and caspase-9 protein expression levels increased, but bax and bcl-2 protein
expression levels were decreased through the application of thistles. The rate of apoptotic index
was observed higher in CCl,+T group than CCl,; group at Tunel assay examinations. Thistle
application, showed a decrease at CCl,+T group compared to CCl, group in terms of the level of
DNA damage. These results shows that thistle reduce the rate of liver damage at Wistar albino rats
and these findings will be guiding in research of inhibitory effect of liver damage of humans like

rats.

Key Words: Thistle, Apoptosis, DNA Damage, Caspase-3, Caspase-9, Bax, Bcl-2.
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1. GIRIS

Glnliik hayatta bir¢ok alanda sik¢a kullanilan kimyasal maddeler, insanlarin bilingsiz
kullanimlar1 da eklenince istenmeyen bircok saglik problemi ortaya cikmaktadir. Bu
kimyasallarin 6nemli bir kismi, deterjanlar gibi yaygin kullanima sahip olan temizlik
malzemelerinde bol miktarda bulunmaktadir. Deterjanlarin asir1 ve bilingsiz kullanima,
prostat, rahim kanseri gibi bazi kanserlerde tetikleyici rol oynamaktadir. Bu zararh
kimyasallardan biri karbon tetrakloriir (CCly)’diir. Karaciger hasar1 modelinde yaygin
olarak kullanilan CCls’iin hepatoksik (karaciger hasar1 olusturan) etkisi, duyarli ara
iriinlerinin metabolik aktivasyonuna ve lipit peroksidasyon miktarindaki artisa bagldir ve
pargalanma tiriinleri de hiicrede birikince hasar daha da agirlasmis olur (Erdogan vd., 2004;
Feng vd., 2011). CCl,, deneysel olarak karaciger hasari olusturulmasinda sik¢a kullanilan
bir ksenobiyotiktir =~ ve mitokondriyal monooksijenaz sistemi tarafindan metabolize
edilmektedir (Ustiindag vd., 2005; Vuda vd., 2012). CCly’iin toksik etkisi, graniilsiiz
endoplazmik retikulum igerisinde yer alan ve karacigerde fazlaca bulunan sitokrom P-450
sistemi tarafindan ¢evrimi sonucunda meydana gelen oldukea reaktif, toksik serbest radikal
CClz nedeniyledir. Lipit peroksidasyonunu da CCls baslatmaktadir. Karaciger epitel
hiicreleri dejenerasyona ugradiginda goérevlerinin biiyiik bir kisminda aksamalar olur. Bu

durum, klinik semptomlara yansimaktadir (Sheweita vd., 2001; Nakahira vd., 2003).

Eski ¢aglardan giiniimiize kadar, hastaliklarin tedavisinde tibbi bitkilerin yaygin bir
sekilde kullanildig1 bilinmektedir. Giiniimiizde biyoloji biliminde yasanan gelismelere
bagli olarak antioksidan 6zellige sahip bir¢ok bitki tespit edilmistir ve bunlara her gegen
giin bir yenisi eklenmektedir. Son yillarda yapilan birgok c¢aligmayla, antioksidan
ozellikleri oldugu belirlenen bitkilerden biri de deve dikenidir. Deve dikeninin, karaciger
fibrozu ve nekrozuna karsi koruyucu roliiniin oldugu tespit edilmistir. Giiclii bir
antioksidan bitki olan deve dikeni, karaciger yaglanmasi, siroz hastaligi, bazi kimyasal
toksinlere bagli olarak gelisen karaciger hasarlari, sarilik gibi bir¢cok karaciger
bozukluguna karst oldukca etkilidir. Insan viicudunda birgok hayati fonksiyonu yerine
getiren karacigerde meydana gelen bu bozukluklarin, hayati ne kadar olumsuz etkileyecegi
diistintildiiginde, deve dikeni gibi karaciger dostu bir bitkinin Onemi daha iyi

anlasilmaktadir (Sonnenbichler vd., 1999; Shaker vd., 2010). Bu yiiksek lisans tezinde,



ratlar tizerinde karaciger hasar1 olusturarak, meydana gelen bu hasara antioksidan bir bitki

olan deve dikeni ekstraktinin etkilerini incelemek amaglanmustir.
1.1. Karacigerin Histolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Karaciger, omurgalilarda ve diger bazi hayvanlarda bulunan hayati bir organdir.
Insanda yaklasik 1.8 kilogram agirliga sahip olan karaciger, viicudun en biiyiik ic
organlarindan biridir ve aynm1 zamanda viicuttaki bezlerin en biiyligiidiir (Campbell ve
Reece, 2006). Karacigerin, ilag metabolizmasi, amino asit metabolizmasi, lipit
metabolizmasi ve glikoliz gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 vardir. Zengin kanliligindan dolay1
karacigerin kirmizi-kahverengi bir mikroskobik gorlintlisii vardir. Karaciger, toksik
maddeleri detoksifiye etme ve faydali olanlar1 sentezleme yetenegindedir (Al-Dbass vd.,
2012).

Karaciger, kendisini saran zarlar, karaciger dokusu ve safra yollarindan olusmustur.
En disinda bulunan periton zar1 ile mide ve diyaframa baglanir. Peritonun altinda ise bag
dokusundan meydana gelmis ve karaciger kapsiilii denilen ikinci bir zar bulunmaktadir. Bu
zar, karaciger icerisine uzantilar gondererek onu kiiciik lobcuklara ayirir. Lobcuklarin
cevresinde genellikle atardamar kilcallari; merkezde ise toplardamarlara ait kilcallar
bulunmaktadir. Lobcuklarda Kupffer hiicreleri de bulunmaktadir. Karaciger, fizyolojik ve
morfolojik olarak birbirine es olan, karaciger lobiilleri denilen ¢ok sayida kiiciik bolgeye
ayrilmistir (Aktiimsek, 2007). Karaciger lobiilii, yaklasik 0,7 x 2 mm ebatlarinda olan
poligonal, prizmatik bir karaciger kitlesidir. Karin boslugunda bulunur ve sag tarafta
diyaframin altina yerlesmistir. Anatomik olarak, iki derin yarik, sag ve sol iki biiylik lob ve
iki kiiciik lob goriilmektedir. Sagdaki lob en biiyiik olup safra (6d) kesesini tagir. Ortadaki
yariktan karacigeri besleyen karaciger atardamari (arteria hepatica, hepatik arter) ve
bagirsaktan gelen kapi toplardamar1 (vena porta, portal ven) girer. (Organa kanmn % 75-
80’1 portal venden; % 25 kadar1 da hepatik arter tarafindan saglanmaktadir.) Ayrica bu
yariktan, karacigerin lrettigi safra sivisini getiren bir kanal ¢ikar, bu kanala karaciger

kanali denilmektedir (Campbell ve Reece, 2006; Ranawat vd., 2010).

Karaciger, “Glisson kapsiilii” denilen bir yapiyla sarilmistir. Bu yapi, hilumda (bir
organa damar ve sinirler gibi yapilarin girdigi bolge) kalinlasmis, kollajen ve elastik lifler

bakimindan zengin bir fibr6z dokudur. Bu boélgelerde bir arter (arteria hepatica’nin dali),



bir ven (vena interlobularis) ve bir safra kanalcig1 olan ductuli biliferi ve lenfatik damarlar

bulunmaktadir (McLaughlin vd., 2007).

Karaciger dokusunda dort tip hiicre bulunmaktadir. Aktif metabolizmasi nedeniyle
hepatosit, yani karaciger hiicresi organel bakimindan zengindir. Karaciger hiicrelerinin
normalde yenilenme yetenegi de bulunmaktadir (Karaduman, 2007). Hepatositler, 6 veya
daha fazla yiizeyli olan polihedral hiicrelerdir. Cok sayida mitokondri igerirler. 200-300
arasinda degisen peroksizoma sahiptirler. Genelde bir, bazen de iki ¢ekirdekli, pembe
sitoplazmalilardir. Sitoplazmalarinda, lobiiliin orta boliimiinde graniiller seklinde lipofiissin
pigmenti ve nadiren yag vakuollleri bulunmaktadir. Hepatositler, lobiil i¢erisinde ¢cevreden
merkeze dogru yonelen, bir hiicre kalinliginda olan kordonlar meydana getirirler. Bu hiicre

kordonlari, baglantilar yaparak labirent seklinde bir yap1 meydana getirirler (Aksoy, 1977).

Kupffer hiicreleri, dinlenme durumunda partikiiler elemanlar1 fagosite ederek
reseptorleri vasitasiyla ¢Oziinmiis materyali hiicre icine alirlar ve viicudun immiin
sistemine katarlar. Kupffer hiicrelerinin antikor yapiminda da rolleri vardir. Stellat hiicresi
(yildiz hiicresi), hepatositler arasinda bulunmaktadir. Lipit vakuollerine sahiptir. A
vitamini fazlaliginda bu hiicrelerin sayis1 arttig1 icin, yagda eriyen vitaminlerin depo yeri
oldugu disiiniilmektedir. Karaciger dokusundaki 6nemi tam olarak bilinmeyen Pit
hiicreleri (karaciger ile iliskili lenfositler) ise i¢cinde noroendokrin graniiller icermektedir

(Campbell ve Reece, 2006; Karaduman, 2007).

Diger bezlerde oldugu gibi karaciger de stroma ve parankima olmak iizere iki ana
kisimdan meydana gelmektedir. Karaciger parankimasi, fonksiyonu bakimimdan dolasim
sistemiyle dogrudan baglantilidir. Karaciger dolasim sistemi olduk¢a 6zel bir yapiya
sahiptir. Karacigerdeki kan dolagimi incelendiginde, arteryel ve fonksiyonel olmak iizere
ikili dolagim mevcut oldugu goriilmektedir. Vena porta ile baslayan fonksiyonel dolasim,
oksijence fakir, besince zengin kan1 (deoksijenize kan) tasir. Arteryel dolasim ise hepatik
arterle baglar. Hepatik arter, oksijen bakimindan zengin kani (oksijenize kan) karacigere
getirmektedir (Campbell ve Reece, 2006). Hepatik venlerle karacigerden ayrilan kan
abdomenin iist tarafinda inferior vena cava (diyaframin altindaki yap1 ve organlardan kalbe

kan tasiyan biiylik karin damari) i¢ine bosalir (Aktiimsek, 2007).

Karacigere kan iki yolla gelmektedir. Dalak ve bagirsaktan kan getiren bir sistemin

yani sira, kalpten gelen ana damardan da karacigere kan gelmektedir. Karacigere gelen bu



kan damarlari, karacigerin her bir hiicresi i¢in ayr1 bir damar ag1 olusturmaktadir. Boylece
hicbir hiicre damarsiz kalmaz. Ayrica karaciger kan damarlarina sinir lifleri de eslik eder
(Lin vd., 2008). Portal ven ve hepatik arter damar sistemleri karaciger siniizoidlerinde
birleserek hepatik ven yolu vasitasiyla vena cava inferior’a dokiiliirler. Damar

sistemlerinin karaciger igerisindeki dagilimi su sekildedir:
Vena Porta:
a- Vena interlobaris (loblararasi toplardamari)
b- Vena interlobularis (lobtillerarasi toplardamari)
c- Intralobiiler vendz siniizoidler (lobiillerarasi toplardamar siniizoidleri)
d- Venula perilobularis (lobiiller ¢evresi kiigiik toplardamari)
Hepatik Arter:
a- Arteria interlobaris (loblararasi atardamari)
b- Arteria interlobularis (lobiillerarasi atardamart)
c- Arteriola perilobularis (lobiiller ¢evresi kiiciik atardamart)

d- Intralobiiler vendz siniizoidler (lobiilleraras1 toplardamar siniizoidleri)

(Tanriverdi, 2005)

Karacigere kan desteginin bir bagska yolu daha bulunmaktadir. Karaciger kapillerleri
oldukca gecirgendirler. Bu kapillerlere karaciger siniizoidleri denilmektedir. Siniizoidleri
olusturan epitelial hiicreler arasindaki bosluklar ¢ok genistir. Kan ile hepatositler arasinda,
viicudun bagka yerinde bulunmayan bir bigimde gecise izin verirler. Hepatositler, siniizoid
icerisinde dolasimda bulunan kandan perisiniizoidal bir bosluk, yani Disse boslugu ile

ayrilmaktadir (Junqueira vd., 2002; Aktiimsek, 2007).
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KARACIGER ALTTAN GORUNUM

Sekil 1. Karacigerin alttan goriiniimii (URL-2)

Yavas yenilendikleri bilinen karaciger hiicreleri devamli olarak yenilenme
yetenegindedirler. Sicanlarda karaciger, 3’te 2’lik bir kaybi bir ayda yenileyebilmesine
ragmen, insanlarda bu kapasite olduk¢a siirlidir. Karacigerdeki hiicre yenilenmesinin
(rejenerasyon), dolasimdaki ‘salon’ adi1 verilen maddeyle kontrol edildigi diisiiniilmektedir.

Rejenerasyon ilerledik¢e salon miktart arttig1 i¢in mitotik aktivite azalmaktadir (Junqueira
vd., 2002).

Karaciger, hem endokrin hem de ekzokrin islev gosteren ¢ok yonlii bir organdir
(Campbell ve Reece, 2006). Karacigerin 6nemli depolama fonksiyonu bulunmaktadir.
Sindirim kanalindan emilen besin bilesenleri karacigere, yani depolanmis olduklar1 yere
taginirlar. Glukoz, glikojen halinde depolanmaktadir. Kan glukozu belirli bir diizeyin
istiine ¢iktiginda pankreasin endokrin boliimiinden glukozun hepatositlerin  igine
taginmasini saglayan insiilin salgilanarak glukoz, hepatositlerde glikojene doniistiiriiliir.
Bazi vitaminler de karacigerde depolanarak daha sonra kullanilmak {izere saklanir. Depo
ozelligi dikkate alindiginda vitaminlere 6rnek olarak, yagda eriyen vitaminler (A, D, E, K),
B, ve Bjg vitaminleri verilebilir. Ayrica karacigerde Fe ve Cu gibi elementlerin

depolanmasi da s6z konusudur (Campbell ve Reece, 2006; Aktiimsek, 2007).



Karaciger, HDL (yiiksek yogunluklu lipoprotein) ve VLDL (¢ok diisiik yogunluklu
lipoprotein) oOncii parcalar1 halinde kana verilen trigliseritleri de sentezlemektedir.
Viicuttaki endokrin salginin diizenlenmesinde, ayrica birgok hormonun metabolizmasinda
etkilidir. Baz1 hormonlarin aktif olmasinda etkili olan faktorleri {iretir. Mesela,
karacigerden salinan anjiotensinojen, bdbrek tarafindan {iretilen renin enzimiyle

anjiotensin I haline doniistiiriilmektedir (Aktiimsek, 2007).

Karaciger, kendisi i¢in iirettigi proteinlerin yani sira albiimin, fibrinojen,
lipoproteinler, kan pihtilasmasinda 6nemli olan protrombin ve bagisiklikta 6nemli olan
komplement proteinleri gibi diger plazma proteinlerinin de iretildigi baslica merkezdir.
Graniiler endoplazmik retikuluma bagli poliribozomlarda sentezlenen bu proteinler, daima
kanla iligskili Disse bosluklarindan gecerek kan plazmasinda bulunurlar. Diger bez
hiicrelerinin tersine, hepatositler proteinleri sitoplazmada depolamazlar, endokrin bez
Ozelligi gostererek kan dolasimina verirler (Campbell ve Reece, 2006; McLaughlin vd.,
2007).

Karaciger, viicutta Onemli bir protein merkezidir. Hepatositler, yeni proteinleri
sentezlerler ve azotlu artik iirlinlerin bobrekler vasitasiyla iireye doniistiiriilerek viicuttan
uzaklastirilmasinda kolaylik saglarlar. Fakat bazi durumlarda ara metabolitler, hepatositler
icin toksik olabilmektedir. Ornegin, parasetamol (asetaminofen, agr1 kesici ve ates
diisiirticti etkiye sahip bir ilag maddesi) bilesiginin asir1 dozu karaciger yetmezligine yol

acabilir (Aktiimsek, 2007).

Karacigerin ayrica, endojen atik {riinlerin ve zararli ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, safranin olusturulmasi ve salgilanmasi, steroidler ve toksinlerin etkisiz
hale getirilmesi, steroid baglayan hormonlarin sentezi, bagisiklik, bilirubinin metabolize

edilerek atilmasi gibi gorevleri bulunmaktadir (Karaduman, 2007).

Karacigerin baslica salgi iriinii olan safra; bikarbonat ve sodyum iyonlari, safra
tuzlari, lesitin, kolesterol, fosfolipitler ve ayrica hemoglobinin hem gruplarinin
metabolizmasimin son {iriinii olan bilirubini igermektedir. Safra salgisi, hepatositler
tarafindan Uretilmektedir. Safra, safra kesesinde depolanir ve orada sodyum iyonlarmin
sekonder aktif taginmasi ve suyun osmotik hareketiyle yogunlagtirilir. Kalori bakimindan
zengin besinin duodenuma (onikiparmak bagirsagi) girisine cevap olarak ince bagirsak

epitel hiicrelerinden kana salinan kolesistokinin, safra kesesinin kasilmasini tetikleyen



faktorlerden biridir. Ince bagirsak kanalina dokiilen safra tuzlari, yag asitlerini ve 2-

monogliseritleri absorbsiyon dncesi emiilsifiye etme yetenegindedir (Aktiimsek, 2007).

Safra kesesi, ya karacigere baglidir veya onun dokusu icine gémiiliidiir. insanlardaki
safra kesesi karacigere bagli vaziyettedir. Karacigerden safra toplayan ve safra kesesine
getiren kanallara sistik kanallar; karacigeri ve safra kesesini onikiparmak bagirsagina
baglayan kanala koledok kanali (ductus choledocus) denilmektedir. Safra, sindirim
enzimleri icermez; fakat yag sindirim enzimlerini aktive ederek, yaglari emiilsiyon haline
getirerek sindirim olaymna katkida bulunur, ayrica K vitamininin emilmesi i¢in de

gereklidir (Campbell ve Reece, 2006).

Billirubin, fonksiyonu bozulmus, yasli ve hasarli eritrositlerin  sindirildigi
makrofajlarda ‘hem’ metabolizmasindan olusmaktadir. Konjuge olmayan billirubin,
albiimine baglanmig vaziyette kanla taginir ve hepatositler tarafindan Disse bosluklarindan
emilir. Hepatositler vasitasiyla safraya salgilanan billirubin, glukuronik aside baglanir ve
safra kesesinden serbest birakildiginda ince bagirsaga bosaltilir. Konjuge bilirubin ince
bagirsakta absorbe olmaz; ama ileumun (ince bagirsagin alt kismi) sonunda dekonjuge
olarak bir kismi urobilinojene cevrilir. Bazi karaciger hastaliklart bilirubinin atilimim
etkileyebilir ve bilirubinin plazmada miktarinin yiikselmesi olan birkag¢ tehlikeli sarilik

tiiriiyle sonuglanabilir (Aktiimsek, 2007).
1.2. Karbon Tetrakloriir (CCI4)’iin Genel Ozellikleri ve Etki Mekanizmas:

Deneysel arastirmalarda birgok etken ile birlikte karaciger hasari meydana
getirilebilmesine karsin, insandaki siroz gelisim asamasina benzerliginden dolay1 CCl, en

sik tercih edilen ve kullanilanidir (Jeon vd., 2003; Singhal ve Gupta, 2012).

Karbon tetrakloriir, ¢abuk buharlasma 6zelligi olan, saydam, yogun, yanicit olmayan
bir sividir. Bu maddenin giiclii bir stabilitesi vardir. Dogal olarak bulunabildigi gibi bir¢cok
kimyasal reaksiyonun sonucu olarak da ortaya ¢ikabilir (Stehbens, 2003). Diizgiin
tetraedron molekiil yapist olup merkezinde karbon atomu bulunur. Apolar yapidadir. Suda
¢oziinmez; ancak alkol gibi apolar ¢6ziiciilerde ¢6ziiniir. CCly, katalizoér varliginda karbon
stilfiiriin kuru klor gaziyla 1sitilmasindan elde edilir. Bu madde, sanayi ¢oziiciisli ve yag
giderici bagka bazi maddelerin elde edilmesinde ara madde olarak kullanilmaktadir. Iyi bir
kimyasal c¢oziiclidiir. Yangin sondiiriiciilerin 6nemli bir bilesenidir. Ayrica, tahillarin

buharlanmasinda ve bocek 6ldiiriicii olarak ziraat alaninda kullanilmaktadir (URL-1).



CCly, solunum yoluyla, yutma ve dermal absorbsiyon ile viicuda kolayca alinabilir.
Gastrointestinal kanaldan oldukca hizli emilir. insanlarda CCly’iin énemli bir kismi yag
dokusuna yerlesir. Ardindan, buradan ayrilip akcigerlere dogru hareket eder. Metabolize
olan CCly’iin yaklasik % 4’1 nefesle disar1 verilir, diger kismi ise protein ve hiicre igi
molekiillerle etkilesime girer. Yapilan bazi arastirmalarda, bu maddenin fazla solunmasinin

kanser riskini artirdig1 gosterilmistir (Tanriverdi, 2005; Al-Dbass vd., 2012).

CCly, sentrilobiiler nekrozis (bir karaciger nekrozu) igin steatosisten, hizla karaciger
hasarma yol agan klasik bir hepatoksik ajandir. CCls’tin uzun vadeli uygulamasi kronik
karaciger hasarma yol agar ve hepatik fibrozis iiretimi i¢cin genis olarak kabul edilen
modeldir. CCl,’lin, reaktif oksijen olusumunu indiikledigi GSH faz II enzimini tiikettigi ve
akut ve kronik karaciger hasarinda 6nemli bir faktor olan oksidatif stresi indiiklemek igin

antioksidan enzim ve antioksidan substratlar1 azalttigi bilinmektedir (Lin vd., 2008).

CCl; tarafindan indiiklenen karaciger hasari, serbest radikaller ve karaciger
hiicrelerinin hasarina yol agan lipit peroksidasyonu ile sonuclanmaktadir.  Yapilan
deneysel arastirmalar, CCly’lin toksisitesinin CCls™ (triklorometil) serbest radikaline
dontligimiiyle basladigin1 gostermektedir (Lin vd., 2008; Ranawat vd., 2010). CCl,
metabolizmasinin ilk basamaginda sitokrom P-450 enzim sistemi vasitasiyla CCls™ ve
proxy triklorometil radikali (OOCCI3) serbest radikali olusmaktadir. Bu serbest radikaller,
alkoxy ve peroxy radikallerini iiretmek i¢in ¢oklu doymamis yag asidiyle baglanarak,
hiicre membraninda hasara neden olan lipit peroksidasyonu olusturur, enzim aktivitesini
degistirir ve son olarak hepatik hasar veya nekrozisi indiikler (Lin vd., 2008). CCl3,
mikrozomal lipitlere ve diger hiicresel makromolekiillere dogrudan tutunarak, zar yapisinin
bozulmasina, hiicrenin enerji kaynaklarmin azalmasina ve protein sentezinin

baskilanmasina yol agmaktadir (Tanriverdi, 2005; Feng vd., 2011).

Hiicrede bulunan ii¢ bin ¢esit enzimin bir grubunu olusturan P-450 enzimleri
neredeyse tiim canlilarin hiicrelerinde sentezlenmektedirler. Bu enzimler, sigara
dumaninda bulunan benzo(a)pireni, izolasyon malzemelerinde kullanilan poliklorlanmig
bifenilleri, kimyasal asinma sonucu ortaya ¢ikan dioxin gibi bir¢ok zehirli bilesigi
karaciger hiicrelerinde degisiklige ugratarak zararsiz hale getirmektedir. Bu enzimler daha

cok karacigerde bulunmaktadir ve bunlarin 40 alt tipi vardir. Karaciger hiicrelerindeki P-



450 enzimleri, zararlh kimyasal maddeleri ve ilaglar1 degisiklige ugratmaktadir (Nebert ve
Russell, 2002; Lin vd., 2008).

Oldiiriicii dozlarda akut olarak CCly’e maruz kalan vakalarda yapilan otopsi
sonuglarinda yagli dejenerasyon gozlenmistir. CCl,’lin toksik metabolitleri LDL (Diistik
Yogunluklu Lipoprotein) fonksiyonlarinda yapisal bir bozukluk meydana getirmektedir.
CCly’iin reaktif serbest radikal metabolitleri coklu yag asitleriyle reaksiyona girdigi zaman,
ya lipit peroksidasyonunu baglatir ya da kovalent olarak lipit ve proteinlere baglanarak
hiicre zarinin bozulmasina yol agmakta ve bdylece karaciger hasarina neden olmaktadir

(Shewita, 2001; Tanriverdi, 2005).

CCly, lipit peroksidasyonu meydana getirerek oksidatif hasarlara sebep olmaktadir.
CCly, olusturdugu bu serbest radikallerle lipit peroksidasyonunu indiikler ve lipit
peroksidasyonunun belirlenmesinde ayrag¢ olarak kullanilan MDA seviyelerinde artisa yol
acar, bunlardan bagka mast hiicrelerinde hasara sebep olur (Lin vd., 2008; Al-Dbass vd.,
2012).

Lipit peroksidasyonu ardindan lipit bozulmasina bagli olarak endoplazmik
retikulumunun foksiyonu ve yapist bozulmaktadir. ER sismeye baglar ve ribozomlar
GER’den ayrilmaya baslar. Lipoporotein yapimini gerceklestiremeyen hiicrelerde lipit
birikimi s6z konusu olur. Mitokondriler de hasar goriir ve plazma gegirgenligi artarak

hiicreler siser. Sonunda da hiicre 6liimii gerceklesir (Tanriverdi, 2005).

CCly, tek enjeksiyonun ardindan bile yag dejenerasyonu olusturabilmektedir. CCly,
akut hasarlar olusturmasinin yani sira, uzun siireli kullanimi ile siroza kadar uzanan
sonuclara neden olabilmektedir. CCls uygulamasinin ilerleyen donemlerinde hepatik yap:
bozularak metabolik bolgesellesme ortadan kaybolur. Son asamada ise karaciger

yetmezligi gelisebilir (Onori vd., 2000; Shyu vd., 2008).
1.3. Apoptozis

Eski Yunan dilinde sonbaharda sararmis yapraklarin dokiilmesi manasinda kullanilan
apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli, programli hiicre O6limi
demektir. Bu siire¢, doku homeostazinin korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. Ayrica
fetal gelisim ve erigkin dokulardaki birgok fizyolojik olayda da rolii vardir.
Embriyogenezis, menstrilasyonda endometrial hiicrelerin yikimi, timusun (tiroyit bezinin

altinda bulunan bez) gelisimi sirasinda otoreaktif (fazla duyarli) T hiicrelerinin yok



edilmesi bunlardan birkagidir (Yiiksel vd., 2009). Fizyolojik bir islem olan apoptozis,
normal gelisim esnasinda ve olgun organizmadaki ¢esitli hiicre tiplerinin tahribati sirasinda
0zel hiicrelerin kaybindan sorumludur (Thompson, 1995). Apoptozis oraninin az olmasi
durumunda hiicre sayis1 artarken, bilakis, apoptozis orani arttiginda hiicre sayis1 azalir ve

istenmeyen doku tahribati olusmus olur (Thompson, 1994; Altunkaynak ve Ozbek, 2008).
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Sekil 2. Apoptozis gegiren bir hiicre semasi (URL-3)

°8

Hiicre oliimiinlin iki ¢esidi vardir, bunlardan birisi apoptozis ve digeri nekrozdur.
Nekroz, hiicresel zarar sonucu meydana gelir. Apoptozis, nekrozdan farkli olarak, belirli
bir molekiiler islemler sirasinin ardindan hiicrenin 6liimiinii gergeklestirir ve organizmanin
yasam dongiisli i¢in gereklidir. Her ikisinde de, diizenli olarak birbirini takip eden
biyokimyasal ve morfolojik olaylar neticesinde hiicre 6liimii ger¢eklesir (Thompson, 1995;
Yilmaz, 2005). ‘Fizyolojik hiicre 6liimii’, ‘hiicre intihar1’, ‘programlanmis hiicre 6liimii’

gibi ifadeler apoptozisle ayn1 manada kullanilabilirler. Apoptozis, genler tarafindan kontrol
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edilir, yani genetik olarak kontrolii yapilan fizyolojik sistemlerle diizenlenir. Memeliler
tizerinde gerceklestirilen calismalar, apoptoziste mitokondrilerin ¢ok 6nemli rolii oldugunu

ortaya koymustur (Cohen, 1992).
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Sekil 3. Apoptozise ugrayacak hedef hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler
(URL-4)

Bir hiicre, 6lmek i¢in uygun bir sinyal aldig1 zaman, hiicresel proteinlerin ve DNA nin
parcalanmasina ve sonugta hiicrenin G6lmesine sebep olan, birbirini izleyen protein
aktivasyon olay1 gergeklesir. Olen hiicrelerden gelen sinyaller, 6lii hiicrelerden artakalan
artiklar1 yutup sindirmek i¢in komsu hiicrelere bilgi verir ve boylelikle embriyonun zararl
enzimlerden ve metabolitlerden arinmis olarak kalmasi saglanmis olur (Campbell ve
Reece, 2006). Hiicre tipine gore yasam siiresi degismektedir. Ancak travma ve kaza
neticesinde meydana gelen nekrozis haricinde olusan tiim hiicre 6liimleri apoptozis ile
gerceklesmektedir. Programlanmis hiicre Oliimii, dengelenmis hiicre c¢ogalmast ve
dokulardaki hiicre sayisinin sabit tutulmasindan sorumludur. Ornegin, insanlarda 5x10™
civarinda kan hiicresi her giin programlanmis hiicre 6liimii vasitasiyla kandan elimine
edilmektedir. Apoptozis, 0zellikle doku homeostasisi ve istenmeyen etkilere karsi doku

biitiinliigiliniin gerceklestirilmesinde dnemlidir (Liileyap, 2008; Aslan, 2011).
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DNA hasar1 meydana geldigi takdirde, hasarin olustugu hiicre apoptozise
yonlendirilerek ortadan kaldirilmaktadir. Bdoylece, DNA’da zararli mutasyonlari
bulunduran hiicrelerin kanserlesme potansiyeli ortadan kaldirilmis olur. Immiin sistemin
onemli hiicrelerinden olan T lenfositlerin etkisiz olanlar1 ya da organizmanin kendi
dokularmma kars1 reaksiyon verme potansiyeli bulunanlari, dolasima girmeden Once
apoptozisle uzaklastirilirlar (Aslan, 2011). Hiicrede intihar mekanizmasinin meydana
getirilmis olmasi, tiim hayvanlardaki gelisim olay1 i¢in gereklidir. Yuvarlak solucanlar ile
memelilerdeki apoptozis genlerinin benzerlikleri, temel mekanizmanin evrimsel siiregte
erken donemde ortaya ¢iktigini gostermektedir. Omurgalilardaki programli hiicre limii,
sinir sisteminin normal gelisimi i¢in; bagisiklik sisteminin normal olarak ¢alisabilmesi igin;
insan el ve ayaklarinin normal morfogenezi icin gereklidir. Ornegin, normal hiicre
6limiiniin artmasi, perdeli el ve ayak parmaklar1 gelisimine sebep olmaktadir. Ayrica sinir
sisteminin bozulmasina neden olan bazi hastaliklarin, apoptozis genlerinin gerektigi gibi
aktive edilememesinden kaynaklandigi ve bazi kanserlerin, hiicre olayinin iflas etmesinden
otiiri olustugu olasiliklar aragtirmacilar tarafindan incelenmektedir. Kansere sebep olan
DNA bozukluklar1 da dahil, tamir edilemeyen bozukluklar1 bulunan hiicreler, normalde

apoptozisi tetikleyen i¢ sinyalleri tiretirler (Campbell ve Reece, 20006).

Hiicre oOliimiinde bircok asamadan olusan bir durum ortaya g¢ikmaktadir. Hiicre
iskeletini meydana getiren aktin ve lamin proteinlerinin béliinmesiyle hiicre kiigiilmeye
baslar, hiicre cekirdeginde kromatin bozulur ve ¢ekirdek yogunlagsmasi s6z konusu olur.
Bir¢ok hiicre olimiinde c¢ekirdek atnali seklini almaktadir. Gittik¢e kiigiilen hiicreler
paketlenerek makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilirlar. Apoptozisin son fazlarinda ise zar
kabarciklar1 ve bazen de kiigiik ¢apta vezikiiller gozlenebilmektedir (Campbell ve Reece,

2006; Aslan, 2011).
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Sekil 4. Apoptozise ugrayan bir hiicrenin 6liim asamalar1 (URL-5)
1.3.1. Apoptotik Markerlar (Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2)

Apoptozis olayinin gergeklestigi sirada meydana gelen genetik olaylar, hem en toksik
ilaglar hiicre 6liimiinii bu sekilde gergeklestirdigi icin hem de bu islemde tiimor supresor
genleri ile onkoproteinler birlikte islev gordiigii i¢in onemlidir ve bu yiizden son yillarda
apoptozis genetigiyle ilgili ¢ok sayida g¢alisma yapilmaktadir. Apotozis mekanizmasi
iizerinde kaspaz-3, kaspaz-9, bax ve bcl-2 proteinleri olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir
(Korsmeyer, 1999; Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

Kaspazlar, normalde sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunmaktadir. Ancak
proteolitik pargcalanmanin ardindan aktif olurlar ve kaspaz aktivasyonu baslamis olur. ilk
etapta kaspazlar mitokondride membran hasar1 meydana getirirler ve bunlarin neticesinde
zar degisimleri, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine sebep olan hasarlar s6z konusu olur.
Ayrica sitokrom C’nin prokaspaz zimojenlerini de aktive etmektedir (Altunkaynak ve
Ozbek, 2008; Feng ve ark., 2011). Hiicrede sitoplazmada lokalize olan kaspazlar, baslatict
ve efektor kaspazlar olarak ikiye ayrilmaktadirlar ve sistein proteazlar olarak da

isimlendirilmektedirler. Apoptoziste, Ozellikle aspartat kalintilarindan olan peptitleri
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yikima ugratmaktadirlar ve temel fonksiyonlari ise DNA polimeraz enzim aktivitesini
engelleyerek hiicrenin apoptozise ugrayip yok olmasini gerceklestirmektir (Aslan, 2011).
Mitokondri, normal sartlarda ATP olusturmak i¢in sitokrom c¢ bulundurur. Mitokondrial
stres kosullarinda serbestlesen sitokrom c, apoptotik hiicre 6liimiinde kaspaz-3 aktivasyonu
icin 6nemli rol oynamaktadir. Bu yolda mitokondri tarafindan kontrol edilen apoptotik
proteaz aktive edici faktor 1 (apaf-1) ve kaspaz-9 yer almaktadir. Kofaktor niikleotit
trifosfat ile aktif hale getirilen sitokrom c ve apaf-1 birlesip prokaspaz-9’u aktif hale
getirir. Aktif olan kaspaz-9 ise kaspaz-3’ti aktifleyerek diger kaspaz kaskadinin
tetiklenmesine yol agar (Y1lmaz, 2005; Kuwahata vd., 2012).

Apaf-1 kapal yapist WD40 N Enciapm

bolgeleri

Ccd-4- benzen
bolge

C_-\_RD bolgest /

L —

Prokaspaz-2 \

Serbest

sitokrom ¢
@

. e il
dATP Apoptozom
B
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Apoptozis
Sekil 5. Sitokrom ¢ ve apaf-1 araciligiyla apoptozis (Aslan, 2011; URL-7)

Normal bir hiicre mitokondrisinin dis zarinda bcl-2 proteini yer almaktadir. Bcel-2
ailesi, bir kismi anti-apoptotik bir kismi ise pro-apoptotik liyelerden olugmaktadir ve
apoptozisin diizenlenmesinde en 6nemli rolii olan onkoprotein grubudur. Bu protein,
mitokondri porlarinin gegirgenligini kontrol etmektedir. Bcl-2, apaf-1 proteininin bir
molekiiliinii baglamaktadir. Bcl-2, yol ac¢tig1 i¢ hasarla mitokondride catlaklar meydana
getirerek apaf-1 ve sitokrom c¢ salimmina yol acar. Bu iki protein ise, kaspaz-9
molekiillerine baglanir (Korsmeyer, 1999; Yilmaz, 2005). Kaspaz-9’u aktiflestiren

oligomerik sinyal platformuna apoptozom denir ve apoptozom yapisinin olusabilmesi i¢in
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sitokrom ¢ ve dATP/ATP gereklidir (sekil 6) (URL-6). Bir hiicrenin apoptozise egilimli
olmasi, heterodimer ya da homodimer formunda olan bcl-2 ailesi genlerinin etkisine
baghdir. Bcl-2 salgilanmasi neticesinde bcl-2 homodimerleri sekillenmektedir. Boylece

apoptozis inhibe edilir (Altunkaynak ve Ozbek, 2008).
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Sekil 6. Apoptozom olusumu (URL-6)

Proapoptotik bir protein olan Bax proteini, mitokondrinin {izerinde yer almaktadir ve
apoptozisin gergeklesmesinde 6nemli role sahiptir (Aslan, 2011). Bax proteinleri, etkilerini
kaspazlar tiizerinden gergeklestirir. Bax ve Bad gibi proapoptotik proteinler,
heterodimerizasyon yoluyla kaspaz serbestlegsmesini uyararak ve mitokondri membranimnin
gecis porlarinin acikligini degistirerek sitokrom c’yi serbest hale getirirler. Boylece kaspaz
aktivasyonuna sebep olurlar. Bcl-2’nin aksine, ¢ok fazla Bax, apoptozisi aktive eder
(Altunkaynak ve Ozbek, 2008).

1.4. Deve Dikeni ve Antioksidan Ozellikleri

Deve dikeni, kapali tohumlu bitkilerin (Magnoliophyta ya da Angiospermae) cift
cenekliler (Magnoliopsida) smifina ait papatyagiller (Asteraceae) familyasindan bazi
dikenli bitkilerin genel adidir. Yol ve tarla kenarlarinda yetisen, 30-100 santimetre

yiiksekliginde olabilen, bir ya da iki yillik otsu bitkilerdir. Carduus, Carlina, Cirsium,
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Silybum gibi cinsleri bulunan deve dikeni, ayrica meryemana dikeni, peygamber dikeni,

stitlii kengel olarak da bilinmektedir (Campbell ve Reece, 2006; Sentiirk vd., 2010).

Sekil 7. Deve dikeni (URL-7)

Yiiksek antioksidan igerikleriyle tibbi bitkiler, yeni antioksidanlar bulmak i¢in
gercekten zengin kaynaklardir. Deve dikeni yaprak ve ciceklerinin ekstraktlari da
yiizyillardir karaciger, safra kesesi ve dalak bozukluklarinda tedavi i¢in kullanilmaktadir.
1960’larda tohum ve meyve ekstraktlarinin aktif biyolojik esaslar1 arastirilmis ve kimyasal
yapilar1 aydimlatilmistir (Sonnenbichler vd., 1999). Ornegin, Silybum cinsine ait Silybum
marianum tiiri, etken maddesi silymarin olan kuvvetli bir antioksidan bitkidir. Son
calismalar, silymarin maddesinin kanseri 6nlemedeki olas1 etkileri {izerine odaklanmustir.
Kimyasal olarak silymarin; silibin, izosilibin, silikristin ve dehidrosilibinin denilen izomer
flavanolignanlardan olusmaktadir (Sentiirk vd., 2010; Aghazadeh vd., 2011). Tohum
ekstraktinda, silymarinden bagka, taxifolin, kuercetrin, sabit yag, albiimin, miisilaj gibi
maddeler mevcuttur. Silymarin, hiicre siklus diizenleyicileri ve apoptotik proteinlerin
ekspresyonlarina yaptigi miidahale sayesinde hiicre canliligit ve apoptozis arasindaki
dengesizligi azaltir. Silybum marianum ekstraktlarinin ve silimarinin, CCls’iin neden
oldugu karaciger nekrozu ve fibrozuna kars1 koruyucu etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Caligsmalar, silimarin ve bitki igeriklerinin antioksidan etkisi, antitiimor faktori ve

antienflamasyon etkisi tizerinde yogunlagmistir (Shaker vd., 2010).
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1.5. Lipit Peroksidasyonu

Normal sartlar altinda aerobik metabolizmanin {rettigi reaktif oksijen tiirleri,
organizmada bulunan antioksidan savunma sistemlerince daima inhibe edildiginden dolay1
patolojik bir durum s6z konusu olmaz. Organizma, meydana gelen radikallerden, serbest
radikal olusum hiz1 ile savunma sistemlerinin giicli arasindaki denge stabil oldugu siirece
olumsuz etkilenmez. Ancak bu denge antioksidan sistemlerin aleyhine bozuldugu takdirde
meydana gelen potansiyel hasara oksidatif stres denir. Oksidatif hasar, DNA, lipit, protein
ve karbonhidrat gibi tiim molekiillerde ortaya cikabilir (Nakahira vd., 2003; Tanriverdi,
2005).

Hiicrede serbest radikal hasar1 i¢in dnemli bdlge olan hiicre membraninda kolesterol
ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca etkileserek peroksidasyon
riinlerini aciga c¢ikarmaktadir. Lipit peroksidasyonu, membranlarda yer alan PUFA
(poliansatiire yag asitleri)’nin, serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller, peroksitler,
aldehitler gibi ¢esitli rlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipit hidroperoksitleri yikildig1
zaman bircogu biyolojik agidan aktif aldehit meydana gelmektedir. Bu bilesikler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler ya da ilk bastaki etki alanlarindan diffiize olarak hiicrenin
diger kisimlarina zarar1 yayarak doku hasarma ve birgok hastaliga sebep olmaktadirlar.
Lipit peroksidasyonunun en 6nemli ve son iiriinii MDA’tir. Olusan malondialdehit, hiicre
zarlarindan iyon aligverisine etki gostererek zardaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina sebep
olur, boylece iyon gegirgenligi ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz neticelere yol
acar (Benzer ve Ozan, 2003; Lin vd., 2008; Al-Dbass vd., 2012). CCl,’e bagh karaciger
hasarinda olusan lipit peroksidasyonu, bu hasara bagl olarak ilerleyen donemde karaciger
fibrozu ve siroz olusabildigi i¢in olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Yapilan bir¢ok
calismada, karaciger hastaliklarinda oksidatif stres ve buna bagl olarak meydana gelen

karaciger hasari ile fibrozis arasinda iliski oldugu belirlenmistir (Ustiindag vd., 2005).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Kimyasal Maddeler ve Deve Dikeni

Hayvansal dokulardan DNA izolasyon kiti Qiagen (QIAamp® DNA Mini Kit, Cat.
No. 51304, ABD)'den temin edilmistir.

Western blot asamasinda kullanilan primer antkiorlar BioVision (ABD)'den; sekonder
antikor ise Santa Cruz Biotechnology (ABD)’den temin edilmistir. Deneysel ¢alismalarda
kullanilan diger biitiin kimyasallar Sigma-Aldrich (Almanya), Bio-Rad (ABD), BioShop
(Kanada) ve Merck (ABD)'ten saglanmistir.

Ratlarin giinliik igme sularina kaynatarak katmak suretiyle, toz halindeki deve dikeni

tohumlar1 Oz Gida Organik ve Yéresel Uriinler Ltd. Sti. (Elazig)'den temin edilmistir.
2.2. Metot
2.2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplari

Aragtirmamizin hayvan deneyleri béliimiiniin tamami, Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu'nun 27.11.2013 toplant1 tarihi, 2013-11 toplant1 sayis1 ve 132 karar
nolu izni ile F.U. Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi'nde (FUDAM) yiiriitiilmiistiir.

Arastirmada 28 adet erkek Wistar albino (n=28, 8 haftalik) rat kullanilmistir. Ratlara
giinlik 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik olacak sekilde bir aydinlatma periyodu
uygulanmigtir. Ratlar canli agirliklart birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir.
Gruplar: (i) Negatif Kontrol: Normal su tiiketen, CCl4 Ve deve dikeni verilmeyen grup; (ii)
Pozitif Kontrol: Normal su tiiketen, CCl, verilmeyen fakat deve dikeni verilen grup; (iii)
CCl4 Grubu: Normal su tiiketen ve CCly verilen grup (2 ml/kg CA, ip); (iv) CCl, + deve
dikeni Grubu: CCl, (2 ml/kg CA, ip) ve deve dikeni verilen grup seklinde ayarlanmuistir.
Deve dikeni kaynagi olarak kaynatilmis deve dikeni tohumlarinin ekstresi hayvanlarin
icme suyuna katilmistir (% 10). Hayvanlarin baslangic canli agirliklar esit olacak sekilde
ayarlanip gruplar olusturulmustur. Canli agirliklar ¢alisma boyunca haftada 3 kez olmak

tizere kaydedilmistir.



Tablo 1. Aragtirma Gruplart (n=7)

Gruplar Uygulama Deneme
Siiresi
Negatif Kontrol Normal su tiiketen, CCl, ve deve dikeni 4 hafta

verilmeyen grup

Pozitif Kontrol Normal su tiiketen, CCly verilmeyen fakat 4 hafta

deve dikeni (% 10) verilen grup

CClsGrubu Normal su tiiketen ve CCly (2 ml/kg CA) 4 hafta
verilen grup

CCly ve deve dikeni CCl4 (2 ml/kg CA) ve deve dikeni (% 10) 4 hafta

verilen grup verilen grup

Ratlarin normal su tiikettigi bir haftalik aligma doneminden sonra, dnceden belirtildigi
gibi agirlik ortalamalar esit olacak sekilde se¢ilip gruplara ayrilmistir. Yem ve su, ¢alisma
stiresince ad libitum olarak verilmistir. Calisma siiresince 2 glinlik su tiiketimi
belirlenmigtir. Caligma bitiminde ratlar dekapite edilerek karaciger dokulart ve kan

serumlar1 alinmis ve analizler yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
2.2.2. CCls Uygulamasi

CCly uygulamasi, ratlar canli agirliklart birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba
ayrildiklar ilk giinden bagslanarak, dort hafta boyunca haftada iki kez olmak tizere 2 ml/kg
canli agirhiginda intraperitoneal (karin zari i¢ine) olarak, 1:3 oraninda zeytinyagi ile birlikte

enjekte edilerek gerceklestirilmistir (Bahgecioglu vd., 2008; Shaker vd., 2010).
2.2.3. Deve Dikeni Ekstraktinin Hazirlanmasi

Toz haline getirilmis vaziyetteki deve dikeni tohumlarmin su igerisinde
kaynatilmasiyla olusturulan ekstrakt, ratlarin gilinliik i¢gme sularma % 10 oraninda

katilmistir. Ratlarin su tiiketimleri diizenli periyotlarla takip edilip kaydedilmistir.
2.2.4. Karaciger Doku MDA Olciimleri

Karaciger doku ornekleri kiigiik parcalara boliinerek 0,5 gram doku bagsina 4,5 ml %
1,15°1ik KCl olacak sekilde mekanik homojenizatorde parcalandi. Hazirlanan bu
homojenattan lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA tayini Ohkawa vd., (1979)’ya

gore degistirilerek yapilmistir. Bu yontem, lipit peroksidasyonunun aldehit iirlinlerinden
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biri olan MDA ve TBA (tiyobarbiitirik asit)’nin reaksiyonu temeline dayanmaktadir.
Olgiim prosediiriinde 0,1 ml doku homojenatma 0,1 ml % 8,1 sodyum dodesil siilfat (SDS),
750 pl % 20°lik (pH:3,5) asetik asit soliisyonundan eklendi. Ardindan 750 pl % 0,8’lik
(pH: 3,5) TBA soliisyonundan eklenerek son hacmi 4 ml olacak sekilde saf su eklendi.
Daha sonra 95°C sicaklikta kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi ve ardindan
sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-butanol-piridin karigimindan
eklenip vortekslendi. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra iist kisimdaki
organik tabaka alinarak 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Sonuglar
nmol/g olarak kaydedildi (Ohkawa vd., 1979; Benzer ve Ozan, 2003; Ustiindag vd., 2005).

2.2.5. Plazma MDA Olg¢iimleri

Plazma 6rneklerinin MDA tayini Ohkawa vd. (1979)’nin yontemine gore degistirilerek
yapilmistir. Gruplardan 200 pl 6rnek alinarak % 8,1 SDS’ten 200 pl ilave edildi. % 20’lik
asetik asit’ten (pH: 3,5) 1,5 ml ve % 0,8'lik (pH: 3,5) TBA’dan 1,5 ml eklenerek son hacim
4 ml olacak sekilde distile su eklendi. Daha sonra 95°C sicaklikta kaynar su banyosunda 1
saat bekletildi ve ardindan sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-
butanol-piridin karisimindan eklenip vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra iistteki organik tabaka alinip 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak dlgiildii. Sonuglar nmol/ml olarak kaydedildi.
2.2.6. MDA Olg¢iimleri i¢cin Standart Egri Cizimi

Giinliik standart MDA stoklarindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alinip 100 ml
saf suya tamamlandi. Egri ¢izimi i¢in giinliik standarttan saf suyla 40, 20, 10, 8, 5, 4
oraninda seyreltme yapilarak 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol derisiminde caligma
standartlar1 hazirlandi (Antmen, 2005). Bunun ardindan, daha once bahsedilen MDA
prosediiriine gore diger islemler yapilarak sonuglar doku i¢in nmol/g; plazma i¢in nmol/ml

olarak kaydedildi ve standart egri grafigi ¢izildi.
2.2.7. DNA Hasarimnin Analizi

Apoptozis esnasinda DNA’y1 200 baz ciftlik pargalara ayirarak kirilmalar meydana
getiren endoniikleaz enzimi, apoptozisin Onemli bir isareti olan merdiven goriintiislinii
olusturmaktadir ve bu olusum DNA agaroz jel elektroforezinde (Thermo EC, mini cell, EC
320) tespit edilebilmektedir. Dokularda Qiagen DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA
izolasyonu yapilmistir ve ardindan DNA, Tris-EDTA soliisyonunda ¢oziilerek DNA agaroz
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jel elektroforezinde % 1’lik jelde analiz edilmistir (Wang vd., 2003; Aslan, 2011).

Sonrasinda DNA bantlarinin goériintiisti alinarak gruplar arasindaki benzerlik ve farkliliklar

tespit edilmistir.

2.2.7.1. Karaciger Dokusundan DNA izolasyonu

Dokularda Qiagen DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu su sekilde
yapilmistir (Qiagen, QIAamp® DNA Mini Kit, Cat. No. 51304):

1-

O-

25 mg doku almir, kii¢iik pargalara ayrilir. 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine alinir. 180
ul ATL Buffer’1 eklenir.

20 pl Proteinaz-K ilave edilir, vortekslenir. 56°C’de doku eriyinceye kadar (1-3h)

inkiibe edilir (ara sira vortekslenir).

200 pl AL Buffer’1 ilave edilir. 15 saniye darbeli vorteksleme yapilir. Ardindan
70°C’de 10 dakika inkiibe edilir. (Doku kaybin1 6nlemek i¢in gerekirse kisa stireli
santrifiij yapilir.)

200 pl etanol ilave edilip 15 saniye vortekslenir.

Karigim Spin Kolona aktarilir ve kapagi kapatilir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edilir. Spin Kolon ¢ikarilir. Temiz bir Collection tiipe birakilir, digeri atilir.

500 ul AW1 Buffer’t Spin Kolona ilave edilir, kapak kapatilir. 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilir. Spin Kolon alinir, Collection tiip atilir, temiz bir Collection

tiipe birakilir.
Spin Kolona 500 ul AW2 Buffer’: eklenir ve 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilir.

Spin Kolon 1,5 ml eppendorf tiipe birakilir. Spin Kolon igerisine 200 ul AE
Buffer’1 veya distile su birakilir. Oda sicakliginda 1 dakika beklenir. 8000 rpm’de
1 dakika santrifiij edilir.

&. basamak tekrarlanir.

2.2.8. Western Blotlama Calismasi icin Doku Homojenizasyonu

Karaciger doku ornekleri, kii¢iik parcalara boliinerek mekanik homojenizatorde lizis
tamponu (0,5 M Tris [pH: 8], EDTA, B-Merkaptoetanol, Fenil metil siilfonil florid
[PMSF]) igerisinde pargalandi. Parcalanan doku ornekleri 15000 rpm’de 45 dakika
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santrifiijlendi. Siipernatant alind1 ve kullamlincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi (Aslan,

2011).
2.2.9. SDS-PAGE ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) teknigi ile
dokulara ait protein Ornekleri %12’lik jelde yiirtitiilmiistiir. Daha sonra bu proteinler
Western blotlama teknigi ile nitroselilloz membrana aktarilarak sentez oranlarina bakilmig
(Laemmli, 1970) ve sonrasinda protein diizeyleri yogunluk belirleyici analiz sistemi ile

ol¢tilmiistiir (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA).
2.2.9.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Proteinleri ayirmak ic¢in kullanilan jel su sekilde hazirlanmigtir

(Laemmli, 1970).

Ayirma Jeli (Separating)’nin Hazirlanis1 (% 12)

dH,0 3,35 ml
1,5 M Tris HCI (pH: 8.8) 2,5ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 4 mi

% 10 Amonyum Persiilfat 75 ul
TEMED 15l

Yiikleme Jeli (Stacking)’nin Hazirlanmisi (% 4)

dH,0 6,1 ml
0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 2,5ml
% 10 SDS 100
% 30 Akrilamid/Bis 1,3 ml

% 10 Amonyum Persiilfat 60 pl

TEMED 12 pl
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Hazirlanmig Orneklerin kuyulara yiiklenmesinden once, esit miktarda SDS-PAGE
SAB boyas eklenerek 5 dakika kaynatilir. Elektroforez i¢in 1 x tank tamponu kullanilir ve
proteinlerin jeldeki hareketini izlemek i¢in kullanilan boya olan bromofenol mavisine ait
mavi bant, jelin sonuna gelinceye dek 20 mA akim uygulanir. Elektroforezin ardindan jel,
oda sicakliginda yarim saat siireyle Coomassie mavisi ile boyandiktan sonra jeldeki protein
bantlar1 goriinlir hal alincaya kadar boya uzaklastirici soliisyon ile yikanir. Fotograflar

alinan jeller, jel kurutma sistemi ile kurutularak saklanir (Laemmli, 1970).
2.2.9.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

SDS-PAGE icin 5x Tank (Yiiriitme) Tamponu (5x Running Buffer)

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

dH,0 ile 1x Running buffer’a seyreltilerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

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

% 10 SDS 1 g/10 mi

0,5 M Tris HCI (pH: 6.8) 5 mi/10 ml

% 10 Gliserol 1 ml/10 ml

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

dH,0 ile 10 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE Sonrasi Protein Boyama Soliisyonu

% 0,1 Commassie Brillant Mavisi 0,1 g/100 ml
% 40 Metanol 40 ml/100 ml
%10 Glasiyal Asetik Asit 10 ml/200 mi

dH0 ile 100 mI’ye tamamlandi.
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SDS-PAGE Sonrasi Boya Giderici (Destaining) Soliisyon
% 5 Metanol 5 ml/100 ml
% 7 Asetik Asit 7 m1/100 ml
dH0 ile 100 mI’ye tamamlandi.

Western Blot Transfer Tamponu 5X

Glisin 4,3 9/300 ml
Trizma Base 5,81 ¢/300 ml
Metanol 75 ml/300 ml

dH0 ile 300 mI’ye tamamlandi.

PBS (Phosphate Buffered Saline) 9X

1,45 M NaCl 84,74 g/l
0,075 M NapHPO4.12 H20 26,8 g/l
0,025 M NaH;P04.12 H20 3,909/

PBS Tween-20

PBS 1000 ml
Tween-20 2ml
Siit Tozu

Bloklama soliisyonu olarak % 5°lik siit tozu kullanildi.

Western Blotlama Sonrasinda Nitroseliilloz Membranda Protein Goriintiileme

Soliisyonu
1 M Tris (pH: 6,8) 1,33 ml/40 ml
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) tablet 4 tablet
% 30 H,0, 40 pl/40ml

dH,0 ile 40 ml’ye tamamlandi.

Western blotlama, BIO-RAD Mini-PROTEAN®3 Cell jel elektroforez sistemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Blotlama oncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jelde
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ayrilmasi saglanir. Jel biiytikliigiinde olacak sekilde NitroBind transfer membrani Kesilir.
Filtre kagitlartyla beraber transfer tamponu igerisinde bekletilir. Elektroforezin ardindan jel
de transfer tamponu igerisinde bekletilir ve sonrasinda western blota 6zgii kasetin kapagi
acilarak alt tarafina filtre kagidi ve onun tizerine de jel yerlestirilir. Hava kabarcig:
kalmamasina dikkat ederek nitroselilloz membran ve tekrar bir filtre kagidi yerlestirilerek
kasetin kapagi kapatilir ve elektroforez tankina yerlestirilir. Tanka buz {nitesi de
yerlestirilir ve ardindan transfer tamponu doldurularak gii¢ kaynagina baglanir ve 250
mA’da 90 dakika akim verilir. Isinin diizenli dagilmasi amaciyla, blotlama manyetik
karistirici iizerinde yapilir. Blotlama sonrasinda membran, PBS Tween-20’de (PBS yikama
soliisyonu) 15 dakika yikanir. 4°C’de bir gece siit tozu igerisinde bloklama islemi yapilir.
Bloklamadan sonra 90 dakika oda 1sisinda bekletilir. Daha sonra 1/1000 oraninda
seyreltilmis primer antikor ilave edilir. Gene 90 dakika oda 1sisinda bekletilir. 15 dakika
PBS c¢alisma soliisyonu ile yikama islemi gergeklestirilir. 1/1000-2000 oraninda
seyreltilmis sekonder antikor ilave edilir. 90 dakika oda isisinda bekletilir. Yine ayni
sekilde PBS ¢alisma soliisyonu ile 15 dakika yikanir. Yikama isleminin ardindan son
hacim 40 ml saf suyla tamamlanacak sekilde 4 tablet (20 mg) 3,3’-Diaminobenzidin (DAB,
Amresco), 1,33 ml IM Tris (pH: 6,8), %30’luk 40 pul H202 igerisinde bantlar belirgin hale
gelinceye kadar bekletilir. Ardindan dH20 igerisine alinarak reaksiyon durdurulur. Bu

metotta Aslan (2011)’in ¢aligmasi esas alinarak bazi degisiklikler yapilmistir.
2.2.10. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2 Proteinlerinin Analizi (Apoptotik Markerlar)

Apoptozisin dnemli belirteci olan bu proteinlerin dokulardaki sentez oranlar1 olduk¢a
onemlidir. Bu ¢alismada kaspaz-3, kaspaz-9, bax, bcl-2 apoptotik proteinlerinin hasarl ve
normal dokulardaki ekspresyon seviyeleri 0zel antikorlar kullanilarak SDS-PAGE ve

Western blotlama teknigi ile belirlenmistir.
2.2.11. TUNEL Metoduyla Apoptozis Diizeylerinin Belirlenmesi

Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz dUTP Centik Ug¢ Etiketleme olarak bilinen
TUNEL metodu, hiicrelerde meydana gelen apoptozis oranlarini belirlemede standart
yontemlerden biridir. (Tas vd., 2012) Parafin bloklar, dondurulmus halde bulunan kesitler,
kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki ya da “plate”lere ekilmis veya lameller {izerinde
blyiitiilmiis hiicrelerdeki apoptozis bu yontemle belirlenebilir (Yilmaz, 2005; Qiu vd.,
2007).
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TUNEL metodu sirasinda su islemler yapilmistir: Parafin bloklardan 5 um kalinliginda
alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101,
USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda
ayrintilt olarak verilmistir (Tablo 2). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda
(Olympus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde metil green ile yesile boyanmis cekirdekler normal, kahverengi
niikleer boyanma gdsteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Kesitlerde 10'luk
biiylitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hiicre sayildi.

Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik

indeks (AI)’1 hesaplandi. Skala bar: 50pm.

Tablo 2. TUNEL Boyama Prosediirii

Islem Siire

1 60°C etiiv Bir gece

2  Xylol 3X15 dakika

3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika

4 PBS 5 dakika

5 Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izili.

6  1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika

7 PBS 3X5 dakika

8  Endojen peroksidaz blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika

9 PBS 3X5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11  Caligsma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 60 dakika

37°C’de

12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13  Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika

18 Metil green 1-5dakika
19 Distile su 5 dakika

20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2X5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. ...
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2.2.12. istatistiksel Analizler

Biitiin veriler SPSS 20 paket programinda varyans analizi ile degerlendirilmistir.
Gruplar i¢i farkliliklar1 belirlemek i¢in One-Way ANOVA Post Hoc Tukey testi
uygulanmistir. Yapilan istatistiklerin giivenilirligi acisindan, Slgiimler en az 3 tekrar
olacak sekilde yapilarak, SPSS 20 paket programinda sonuglar kaydedilmis ve ardindan

degerlendirme siirecine gegilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Canh Agirlik Degisimi ve Su Tiiketimi

Tablo 3. Gruplarda baslangig ve bitis canli agirliklar1 ve giinliik su tiikketimi

Gruplar Baslangi¢ canh Bitis canh Giinliik su
agirhg, g agirhgi, g tilkketimi, ml
Negatif Kontrol 264,85 £ 9,68 357,85+ 16,26° 307,33 + 1,52°
Pozitif Kontrol 237,14+ 14,15 309,28 + 15,46 280,35 + 1,56"
CCl, 249,57 + 29,23 279,28 + 34,60° 184,29 + 1,53°

304,57 + 18,84° 233,32 +1,52°

CCl,+ Deve Dikeni 255,42 +£18,03

a-d: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark énemlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post HocTukey Testi

Sekil 8. Deney gruplarimizin bakim odasi
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Sekil 9. Gruplarda goriilen bitis canli agirlik oranlari

a-C: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Sekil 10. Gruplara gore giinliik su tiiketim oranlar1

a-d: Aym siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi

Tablo 3’teki istatistiksel degerlere su tiikketimi acisindan bakildiginda gruplar
arasmdaki farklar énemlidir (p<0.05). Ozellikle CCly uygulanan gruplarda su tiiketiminin
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kontrol gruplarina gére daha az olmasi, zamanla meydana gelen hasarin, dnemli bir
fizyolojik faaliyet olan su tiiketimini olumsuz yonde etkileyebildigini gostermesi agisindan

Onemlidir.

Baslangi¢c canli agirliklarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi
goriiliirken (p>0.05), bitis canli agirliklar1 incelendigi zaman ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark oldugu (p<0.05) ve en diisiik agirlik oranmin CCl, grubunda
oldugu; deve dikeni ekstrakti verilen CCls grubunda ise belirgin bir sekilde agirlik artiginin
oldugu goriilmektedir.

3.2. DNA Hasan

Sekil 11. Kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hiicresel DNA hasar1 goriintiisii
Hatlar (sagdan sola): (1) Marker; (2) NK; (3) PK; (4) CCly; (5) CCl,+ DD

Sekil 11°deki DNA agaroz jel goriintlisiine bakildigi zaman, karbon tetrakloriir
grubunda meydana gelen kirilmalarin (merdiven goriintiisii) kontrol gruplarina gére daha
fazla oldugu anlasilmaktadir. CCl4 + DD grubunda ise DNA’daki kirilmalar CCl4 grubuna
gore kismen daha azdir. Bu sonuglara gore su yorum yapilabilir: DD verilen ve karaciger
hasar1 olan grupta DNA’daki hasar orani, DD verilmeyen ve karaciger hasari olan gruba
gore nispeten daha azdir ve buna bagl olarak deve dikeninin antioksidan etkisi, karaciger
hasar1 bakimindan diisiiniildiigiinde, DNA hasarin1 azaltabilecegi sdylenebilir (Ustiindag
vd., 2005; Sentiirk vd., 2010).
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3.3. MDA Ol¢iim Sonuglar

Tablo 4. Calisma gruplarinda elde edilen plazma ve karaciger doku MDA diizeyleri

CCly+ Deve
Gruplar Negatif Kontrol  Pozitif Kontrol CCly Dikeni
Plazma MDA
(nmol/ml) 2,72 +0,18° 1,59 + 0,25¢ 425+0,21° 3,65+0,15°
Karaciger

Doku MDA 4,03 +1,57° 4,35+ 1,55° 14,13 £ 1,58° 8,48 £ 1,57b
(nmol/g)

Tablo 4’te goriilen degerler, 532 nm dalga boyunda 6lgiilen MDA degerlerinin, daha
once bahsedilen giinliikk standart MDA stoklar1 baz alinarak ve gerekli prosediirler
uygulanarak hesaplanmis halidir. Hesaplama islemi x = (y — 0,0052)/0,0099 seklinde
yapilmistir. Buradaki y degeri spektrofotometrede dlgiilen MDA degeridir (y=0,0099x
+0,0052). Bu verilere gébre MDA standart egrisi olusturulmustur.

1,2 ~

y = 0,0099x + 0,0052
R*=0,9999

1 4

o
0]
1

@ Absorbans

Absorbans (OD532)
o o
S o

o
N
1

o

0 20 40 60 80 100 120
MDA Konsantrasyonu

Sekil 12. MDA Standart Egrisi

Tablo 4’teki degerler, hem plazmada hem de karaciger dokusunda, deve dikeni verilen
gruplarda MDA diizeyinin diistiigiinii ve en yiiksek diizeydeki MDA degerlerinin CCly
gruplarinda oldugunu gostermektedir. Karaciger dokusunda ve plazmada, CCl4 muamelesi

goren iki grup, kontrol gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli bir farklilik gostermistir
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(p<0.05). Deve dikeni verilen gruplarda ise MDA diizeylerinin daha diisiik oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 13. Karaciger dokusunda gruplar arasinda MDA diizeylerinin karsilagtirilmasi

a-C: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Sekil 14. Plazmada gruplar arasinda MDA diizeylerinin karsilastirilmasi

a-d: Ay siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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3.4. TUNEL Metoduyla Belirlenen Histolojik Sonuclar

Calismanin sonlandirilmasinin ardindan TUNEL metodu kullanilarak apoptozis
diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen goriintiilerle, karaciger dokusunda DNA’da meydana

gelen hasar tespit edilmistir.

Sekil 15. Negatif Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 50um.

Sekil 16. Pozitif Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 50pm.
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Sekil 17. CCl4 grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif hiicreler

(—). Skala bar: 50pum.

Sekil 18. CCl4 + Deve Dikeni grubuna ait karaciger dokusunda TUNEL pozitif

hiicreler

(—). Skala bar: 50pm.
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Tablo 5. TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks (%)

Gruplar Apoptotik indeks %
Negatif Kontrol 6
Pozitif Kontrol 7
CCl, 23
CCl,+DD 13

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k mikroskopi
altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda NK (sekil 15) grubu
ile karsilastirildiginda CCly (sekil 17) grubunda anlamli bir artis gozlendi (p<0.05). CCly
grubu ile kiyaslandiginda sadece deve dikeni verilen PK grubunda (sekil 16) ise anlamli bir
degisiklik yoktu. CCl4+DD (sekil 18) grubunda ise apoptotik indeksin, CCly grubuna gore

azalig gostererek normale yaklastig1 goriilmektedir.

3.5. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2 Proteinlerinin Ekspresyon Diizeyleri (Apoptotik

Markerlar)

a5
a
Eso- b ab
3
>
=
-”e- c
-
N .
° - - v v

Negatif Kontrol Pouzitif Kontrol ccla CCl4+Deve Dikeni

Sekil 19. Gruplara gore bax protein ekspresyon diizeyleri

a-C: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Sekil 20. Gruplara gore bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri

a-b: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Sekil 21. Gruplara gore kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri

a-C: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi
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Kaspaz-9 g ‘ 36 kDA
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Sekil 22. Gruplara gore kaspaz-9 protein ekspresyon diizeyleri

a-C: Ayni siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05). One-Way
ANOVA Post Hoc Tukey Testi

Boliim 3.5.te, hiicre 6lim mekanizmasi asamalarinda yer alan proteinlerin ekspresyon
seviyeleri goriilmektedir. Sekil 19 incelendiginde, Bax proteininin ekspresyon diizeyi
gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark gostermistir (p<0.05). En yiiksek yiizde negatif
kontrol grubunda, en diisiik yiizde ise CCl4+DD grubunda gozlenmistir. Sekil 20°de bcl-2
proteininin ekspresyon diizeyi incelendiginde, kontrol gruplari ve CCl4+DD grubu arasinda
istatistiksel olarak farklilik yokken, CCl, grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak fark
oldugu (p<0.05) goriilmektedir. Sekil 21°de, apoptotik bir protein olan kaspaz-3 proteinin
ekspresyon diizeyi incelendiginde, CCly ile CCl;+#DD grubu arasinda istatistiksel agidan
fark olustugu (p<0.05) goriilmiistiir. En yiiksek yiizde CCls+DD grubunda; en diisiik yiizde
ise CCls grubunda ortaya ¢ikmistir. Buna bagli olarak, deve dikeninin bu proteinlerin
sentezini artirict yonde etkisi oldugunu sdyleyebiliriz. Son olarak sekil 22°de yine bir
apoptotik protein olan kaspaz-9 proteininin ekspresyon diizeyi incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark olustugu (p<0.05) gorilmektedir. Burada da, karbon
tetrakloriir verilen DD grubunun, CCls grubuna gore yiizdesi daha fazla ¢ikmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bir¢ok caligmada antioksidan 6zelligi oldugu bilinen bitkilerin dokulardaki
hasar1 onlemedeki 6nemi anlasilmistir. Yapilarindaki flavanoidler, flavanolignanlar ve
diger polifenolik bilesiklerle deve dikeni bitkisinin de serbest radikal tutucu isleviyle
antioksidan Ozellik gosterdigi belirtilmistir. Bu bitkinin 6zellikle karaciger tlizerindeki
iyilestirici etkileriyle ilgili birgok arastirma bulunmaktadir (Sentiirk vd., 2010; Aghazadeh
vd., 2011).

Al-Rasheed vd. (2014), CCl, toksisitesi ile hasara ugratilmis ratlarda deve dikeninin
doku harabiyetini dnlemede etkili antioksidan bitkilerden biri oldugunu belirtmislerdir (Al-
Rasheed vd., 2014). Aghazadeh vd. (2011) ise yiiksek polifenolik igerigi olan Silybum
marianum’un, serbest radikalleri temizlemesi sayesinde esasen oksidasyonu hizlandirici
(prooxidant) tiriinlere karsi hepatoprotektif etkisinin oldugunu belirtmislerdir (Aghazadeh
vd., 2011).

Sonnenbichler ve ark., bobrek hiicreleri {izerinde deve dikeninin antioksidan etkilerini
arastiridiklar1 calismalarinda, biiylime orani, protein sentezi ve LDH aktivitesi gibi
parametrelerdeki degisimleri incelemisler ve deve dikeninin toksik maddelere karsi etkin
bir antioksidan bitki oldugunu belirtmislerdir (Sonnenbichler vd., 1999). Bizim
bulgularimiza gore, ratlara CCly verilerek olusturulan karaciger hasarinda, DNA agaroz jel
elektroforezi goriintiilerimiz incelendiginde (sekil 11), NK ve PK gruplarinda DNA
kiriklarinin olmadigi goriilmistiir. CCly ve CCly+DD gruplarinda ise DNA hasar1 meydana
geldigi ve DD verilen hasara ugratilmis grup ile DD verilmeyen hasara ugratilmis grup
arasinda DNA'da meydana gelen kiriklar agisindan bir fark oldugu anlasilmaktadir. DD
verilen hasarli grupta, DD verilmeyen hasarli gruba gére DNA kiriklarinin daha az
seviyede oldugu goriilmektedir. Bu farklilik ise deve dikeninde bulunan etken maddelerin,

hasarli hiicrelerdeki DNA hasarini nispeten de olsa engelleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Sentlirk ve ark., deve dikeninin bazi etken maddelerinin GSH seviyesinde artiga neden
oldugunu, SOD aktivitesini artirdigint ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini

belirtmislerdir (Sentiirk vd., 2010).



Aghazadeh vd. (2011), deve dikeni ekstraktinin hepatositleri etanol, serbest yag
asitleri, karbon tetrakloriir gibi ¢esitli toksinlere karst korudugunu belirtmislerdir

(Aghazadeh ve ark., 2011).

Deve dikeninin ilag olarak kullanimi 1. yilizyila kadar dayanmaktadir. Romali doga
bilimci Plinius yiizyillar 6nce, bu bitkinin suyunun safray1 akitmaya yaradigini belirtmistir.
Karaciger enzimlerini diizenleme, sarilig1 6nleme gibi bir¢ok karacigeri koruyucu etkisinin
yaninda, bazi kanser tlirlerini 6nlemede roliiniin oldugu da bilinmektedir. Japonya'da
bulunan kanser arastirma merkezi Clinical Cancer Research'ta Dr. Zi vd. (1998) tarafindan
yapilan ¢alismada deve dikeni etken maddelerinin meme kanserinde ilerlemeyi durdurdugu
tespit edilmistir. 1996'da European Journal of Cancer adli merkezde yapilan ¢alismada da

deve dikeninin yumurtalik ve meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasin1 durdurdugu

belirlenmistir (Zi vd., 1998).

Deney hayvanlariyla yapilan arastirmalarda, hasar olusturulan gruplarla diger gruplar
arasindaki farki anlamak i¢in ilk parametrelerden biri hayvanlarin agirliklaridir. Zira hasar
gérmiis hayvanlarda agirlik kaybi olmast muhtemeldir. Bu nedenle ¢alismamizda diizenli
olarak rat agirliklar1 kaydedilmistir. Yaptigimiz rat agirliklart tayinini dikkate alarak, ilk
giinkli agirliklar ile kesimden 24 saat onceki agirliklara bakildiginda (Tablo 3), negatif
kontrol ve pozitif kontrol grubunda diizenli ve yiiksek oranda agirlik artis1 gozlenirken; en
az agirhik artisiin ise CCly grubunda oldugu goriilmektedir. CCly + DD grubunda ise
kontrol gruplarina oranla daha az seviyede bir agirlik artis1 olmakla beraber, CCl4 grubuna
gore ise daha yiiksek bir agirlik artist olmustur. Sadece agirhk artislart géz Oniinde
bulundurularak, deve dikeninin, ksenobiyotik etkisi olan CCls’e karsi hayvanlarda
koruyucu bir etkisi oldugu ve bu durumun hayvanlarin beslenmesi dahil birgok faktor

tizerinde etki gosterdigi yorumu yapilabilir.

Calismamizda ratlara verilen igme sular1 diizenli olarak kontrol edilmistir. Ozellikle
igcme sularia deve dikeni ekstrakti kattigimiz PK ve CCls+DD gruplarindaki ratlarin sulari
ne diizeyde igtikleri sik sik kontrol edilerek kaydedilmistir. Sekil 10’daki giinliik su
tiiketimi oranlar1 incelendigi zaman, en az su tiiketiminin karbon tetrakloriir verilen grupta
oldugu goriilmektedir. Bu durum da, calisma sirasinca ratlarin gordiikleri hasarin

tilkettikleri suya da yansidigini gostermektedir.
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Shaker vd (2010)., lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA’nin karaciger
hasarinda dikkat g¢ekici serbest radikal roliinii gosterdigini belirtmiglerdir. Shaker ve
ark.’nin yaptig1 c¢alismada, normal diyetle beslenen ve herhangi baska bir muamele
gormeyen ratlarin plazmasinda MDA diizeyinin, CCl, ile muamele goéren gruba gore
oldukea diisiik ¢ciktig1 goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismanin, enjeksiyon yoluyla deve dikeni etken
maddesi ilave edilen 3. grubunun MDA diizeyinin ise 2. gruba gore diisiik ¢iktig1 (p<0.05)
goriilmiistiir (Shaker vd., 2010).

Sentlirk vd. (2010), rat bobreginde olusan oksidatif hasarda deve dikeninin roliinii
arastirdiklar1 ¢caligmada, iskemi riiperfiizyonu grubunda MDA diizeyinin yiiksek oldugunu,
50 mg/kg deve dikeni ekstrakti grubunda bu oranin distiigiinii, 100 mg/kg deve dikeni
ekstrakti grubunda ise MDA diizeyinin yliksek oldugunu gérmiisler ve belirli oranda deve
dikeninin MDA seviyesini diisiirdiigiinii ancak yiiksek doz uygulamanin olumsuz etkisinin

olabilecegini belirtmislerdir (Sentiirk vd., 2010).

Aghazadeh vd. (2011)’nin c¢alismasinda, metiyonin ve kolin bakimindan eksik
beslenen ratlarin plazma MDA diizeyi, normal diyetle beslenen kontrol grubuna gore
olduke¢a yiiksek c¢ikmistir. Ayn1 grup, bu diyete ek olarak deve dikeni takviyesi yapilan
grupla kiyaslandigi zaman ise, diyetlerine deve dikeni eklenen grupta plazma MDA

diizeyinin istatistiksel olarak daha diistik ¢iktig1 goriilmiistiir (p<0.05).

Al-Rasheed vd. (2014), deve dikeninin kalp dahil bir¢ok dokuda koruyucu rolii
oldugunu, MDA diizeyi, protein ekspresyon oranlari ve bir¢ok fizyolojik mekanizmay1

etkiledigini belirtmislerdir.

Bizim bulgularimizda, karaciger dokusundaki MDA diizeyi gruplar bazinda
degerlendirildiginde (Tablo 4), kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi goriilmistiir. Fakat CCly ve CCls+DD gruplarinin negatif kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak farkli (p<0.05) oldugu ve en yiiksek MDA diizeyinin CCly grubunda
oldugu gorilmiistiir. CCls+DD grubunun MDA diizeyi kontrol gruplarina gore yliksek
olmakla beraber, CCl, grubuna gore daha diisiik seviyede olmasi, deve dikeninin karaciger
dokusunda lipit peroksidasyonuna bagli olarak olusan MDA seviyesini diisiirmede etkili

bir antioksidan oldugunu diisiindiirmektedir.

Bulgularimizdaki plazma MDA seviyeleri karsilastirildiginda ise (Tablo 4), gruplar
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik goriilmektedir (p<0.05). Tablo 4’e
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bakildiginda, en yiikksek MDA diizeyi CCl4 grubunda ortaya ¢ikmistir. CCl4+#DD grubunun
MDA diizeyi ise CCly grubuna gore daha diisiik ¢ikmistir ve istatistiksel agidan farklilik
vardir. Burada, sadece deve dikeni muamelesi géren PK grubunun MDA seviyesinin en
diisiik ¢ikmast da dikkat ¢ekicidir. Sonug olarak, deve dikeninin karaciger dokusunda ve
plazmada, MDA diizeyini diisiiriip hasar1 azaltmada etkin bir role sahip oldugunu

sOyleyebiliriz.

Zhou vd. (2006), ratlarda deve dikeni etken maddelerinin DNA hasari ve hiicre
dongiisii diizenlemesi iizerine etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda, hasara ugratilmis
gruplarda TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin, deve dikeni verilen gruplara oranla daha
yiiksek ciktigini belirtmislerdir. Ayni zamanda DNA agaroz jel elektroforezi goriintiileriyle
de deve dikeninin DNA hasarini azaltmada etkili bir bitki oldugunu ifade etmislerdir.

Yu vd. (2014), CCls’e bagli olusan karaciger hasarinda Dioscorea nipponica bitkisinin
etkilerini  arastirmiglar ve karaciger hasarim1  belirlemede TUNEL metodunu
kullanmiglardir. CCly verilen model grubundaki apoptotik indeksin, diger gruplara gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir (p<<0.05).

Zhao vd. (2012)’nin, asetoaminofenin karaciger ftizerindeki olumsuz etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda TUNEL metodu sonuglarina bakildigi zaman, bu maddeyle
yiiksek oranda hasara ugramis olan gruplarda apoptotik indeks orani diger gruplara kiyasla

istatistiksel agidan anlamli sekilde yiiksek ¢ikmistir (p<0.05).

Singh ve Agarwal (2005), deri kanserini klinik oOncesi donemde inceledikleri
calismada, deve dikeni etken maddelerinden olan silibinini denemislerdir. Yaptiklari
TUNEL metodu sonuglarinda, hastalifin erken donemlerinde kullanilan deve dikeninin,
antikanser ajan1 olarak ifade ettikleri silibinin maddesi sayesinde kanseri dnleyebilecegini

ifade etmislerdir.

Bizim c¢alismamizdaki TUNEL metodu sonuglar1 incelendigi zaman ise NK ve PK
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olusmadigi gozlenmektedir. Ancak CCl, grubunda
NK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artma gozlenmis (p<0.05),
CCl4+DD grubunda ise CCl, grubuna gore anlamli bir sekilde azalis gozlenmistir (p<0.05).
TUNEL metoduyla apoptozis oranmin ifade edildigi bu sonuglari degerlendirdigimizde,
karbon tetrakloriiriin karacigerde DNA seviyesinde ciddi diizeyde hasar meydana getiren

bir kimyasal oldugunu, CCly ile birlikte deve dikeni verdigimiz grupta ise buna bagl
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olarak meydana gelmis olan karaciger hasarma kars1 deve dikeninin apoptotik indeksi

azaltarak karacigeri mevcut hasara kars1 korudugunu sdyleyebiliriz.

Lu vd. (2012)’nin yaptig1 ¢alismada bax protein ekspresyon diizeyi, CCl; uygulanan
grupta, kontrol grubu, deve dikeni grubu ve dioscin grubuna gore istatistiksel agidan fark
olacak sekilde yiiksek ¢ikmistir (p<0.05). Lee vd. (2014) yaptig1 calismada ise sadece CCly
muamelesi goren grupta bax protein ekspresyon diizeyi en yliksek ¢ikmis, bunu hem CCly
hem de 50 mg/kg diallil disiilfit verilen grup izlemistir. Hem CCly hem de 100 mg/kg
diallil disiilfit verilen grupta ise bax protein ekspresyon seviyesi daha diisiik ¢ikmis ve
sadece CCly verilen grupla arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmistir (p<0.05). Bizim
calismamizda ise, CCl; grubunda bax protein ekspresyon diizeyi, PK ve CCls+DD
gruplarina gore istatistiksel a¢idan fark olusacak sekilde yiiksek ¢ikmis, NK grubuna gore
ise diisiik ¢ikmistir (p<0.05). Proapoptotik bir protein olan bax proteini, daha Once de
bahsedildigi gibi apoptozisin gerceklesmesinde rol oynar ve ¢alismamizda elde ettigimiz
sonug, hasara ugratilan grupta apoptozis oraninin daha fazla oldugunu gostermesi

acgisindan onemlidir.

Zhao vd. (2012), normal dozlarda hasar olusturmayan; ancak asir1 dozlarda kullanim1
agir karaciger =zarariyla sonuglanabilen asetoaminofenin etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda, normal ve diisiik dozlardaki asetoaminofen uygulanan gruplardaki bcl-2
protein ekspresyon diizeylerinin, asir1 doz asetoaminofen uygulanan gruba oranla daha
disik ciktigin1  belirtmiglerdir (p<0.05). Caligmalarinda en yiiksek bcel-2 protein

ekspresyon diizeyi, asir1 doz asetoaminofen verilen grupta goriilmiistiir.

Lu vd. (2012)’nin ¢aligmasinda bcl-2 protein ekspresyon diizeyi, dioscin grubu, deve
dikeni grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek cikmistir (p<<0.05). Bizim bulgularimiza
gore ise bcl-2 protein ekspresyon diizeyine bakildiginda, kontrol gruplart ve CCls+DD
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yokken, CCls grubuyla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak fark oldugu (p<0.05) goriilmektedir. CCly grubunda bcl-2 ekspresyon
diizeyi CCls+DD grubuna gore daha yiiksek ¢ikmistir. Bcl-2 protein ailesi, pro-apoptotik
veya anti-apoptotik yapida olabilmektedir. Calisma sonuglarimiz g6z Oniinde
bulunduruldugunda, karaciger hasari olusturulmus ratlarda bcl-2 protein ekspresyon
diizeyinin deve dikeni verilen gruba gore yiiksek ¢ikmasini, bu antioksidan bitki igeriginin

bcl-2 proteinin oranmi diisiirmesiyle agiklayabiliriz. Hem CCl; gruplarinda apoptozis
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oraninin yiiksek ¢ikmasi hem de bax ve bcl-2 protein ekspresyon diizeylerinin bu gruplarda
yiiksek ¢ikmasini ise, bax ve bcl-2 proteinlerini kodlayan genlerin CCl, gruplarinda aktif

olmastyla aciklayabiliriz.

Lu vd. (2012), CCl, uygulamasi yapilan gruplarda yiiksek; deve dikeni grubunda daha
diisiik ¢ikmasina bagli olarak, deve dikeninin bax ve bcl-2 proteinlerinin oranini

diisiirdiigiinii belirtmislerdir.

Kabak ve Giilbahar (2013)’1n ¢alismasinda, 14 giin boyunca (75mg/kg) CuSO, verilen
grupta kaspaz-3 aktivitesi, kontrol grubu ve 28 giin boyunca (75mg/kg) CuSO, Vverilen
gruba gore istatistiksel agidan fazla ¢ikmistir (p<<0.05). Kabak ve Giilbahar, 14 giin CuSO,4
verilen grubun karaciger dokularinda daha fazla apoptozis oldugunu belirtmislerdir. Lu vd.
(2012)’ne gore, CCly uygulanan grupta kaspaz-3 aktivitesi, kontrol grubu, deve dikeni
grubu ve dioscin grubuna gore beklenenden yiiksek ¢cikmistir (p<<0.05). Lee vd. (2014)’nin
calismasinda kaspaz-3 aktivitesi, sadece CCl, verilen grupta, kontrol grubu, CCl;+50
mg/kg diallil siilfat ve CCls+100 mg/kg diallil siilfat gruplarina gore istatistiksel olarak
farkl sekilde yiiksek ¢ikmistir (p<<0.05).

Zhou vd. (2006), ratlarda deve dikeni uygulamasinin kaspaz-3 protein ekspresyon
diizeyine etkisini arastirmislardir. Calisma sonuglarina gore, fazla oranda deve dikeni
ekstraktt verdikleri grupta kaspaz-3 proteini fazla sentezlenmistir. Ancak daha diisiik
dozlarda deve dikeni verilen gruplarda ise sentez oraninin diistiiglinii belirtmislerdir. Bizim
bulgularimiza goére, CCly grubunda kaspaz-3 aktivitesi, diger gruplara oranla istatistiksel
acidan diisiik ¢ikmistir (p<0.05). En yiliksek kaspaz-3 protein ekspresyon oraninin ise
CCl4+DD grubunda oldugu goriilmektedir.

Kromatin yogunlagsmasi, DNA’nin parcalanmasi ve membran proteinlerin yikilmasi
gibi gorevlerinden dolay1 kaspaz-3’i cellat kaspazlar olarak adlandiran Tas vd. (2012),
yaptiklar1 ¢aligmada sican profrenal korteksinde toliienin yol agtifi apoptozise karsi
melatoninin koruyucu etkisi olup olmadigini incelemislerdir. Toliienin en ¢ok beyin
dokusunda apoptotik norodejenerasyona yol actigimi belirtmisler; fakat karaciger, akciger,
testis gibi dokularin da etkilendigini ve TUNEL metodu incelemelerinde, toliienin kaspaz-
3 aktivitesinde artisa yol actifini ifade etmislerdir. Bizim c¢alismamizda, CCls+DD
grubunda kaspaz-3 miktar1 olduk¢a yiiksek oranda sentezlenmistir. Fakat sadece CCly4

verdigimiz grupta ise kaspaz-3 oraninin daha az oldugu goriilmistiir.
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Kabak ve Giilbahar (2013)’1n ¢alismasina gore, 14 giin boyunca (75mg/kg) CuSO4
verilen gruptaki kaspaz-9 aktivitesi, kontrol grubu ve 28 giin boyunca (75mg/kg) CuSO4
verilen gruba gore istatistiksel agidan farkli ¢cikmistir (p<<0.05). En fazla ekspresyon orani
14 gilinlik uygulama yapilan I. deneme grubunda goriilmiistiir. Yu vd. (2014)’nin,
karacigerde CCly’e bagli olusan karaciger hasarinda Dioscorea nipponica’nin etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, sadece CCly verilen grubun kaspaz-9 protein ekspresyon
orani, kontrol grubu ve hem CCly hem de farkli dozlarda (100, 200, 300 mg/kg) bitki
ekstrakt1 verilen gruplara oranla istatistiksel olarak fazla ¢ikmustir (p<0.05). Kauntz vd.
(2011), deve dikeninin kolon adenokarsinom hiicreleri {izerindeki apoptotik sinyaller ile
iliskilerini incelemisler ve deve dikeni etken maddelerinin kaspaz-9 aktivasyonu iizerinde

etki gosterdigini, onu aktiflestirdigini belirtmislerdir.

Bizim bulgularimiza gore, kaspaz-9 protein ekspresyon diizeyleri PK ve CCly
gruplarinda, CCl4+DD grubuna gore nispeten diisiik ¢ikmigtir. CCl4 grubundaki oran, NK
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak farkin olustugu gozlenmektedir (p<0.05).
CCl4+DD grubunda daha fazla kaspaz-9 protein sentezi s6z konusu olmustur. Kaspaz-9
proteini de kaspaz-3 gibi yikim olayinda ve apoptozisin ger¢eklesmesinde etkindir.
Calismamizda kaspaz-9 proteininin CCl,+DD grubunda daha fazla sentezlendigini
gormekteyiz. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin sentez oraninin CCl;+DD gruplarinda,
sadece CCl, verilen gruplara gore fazla ¢iktigi goriilmektedir. Bu durum TUNEL metodu
sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde, CCl, grubunda apoptozis oraninin yiiksek,
kaspaz-3 ve kaspaz-9 protein ekspresyon oranlarinin bu gruplarda diisiikk olmasini, CCls’iin

bu iki proteini kodlayan genleri baskiladigi yorumunu yapabiliriz.
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5. ONERILER

Analiz verilerimize gore, deve dikeni ekstraktindaki etken maddeler, bilhassa
karaciger hasan siirecinde, dokulardaki hasar oranini azaltabilmekte, lipit peroksidasyon
diizeyini diistirebilmekte ve yine DNA hasarint da azaltabilmektedir (Sentiirk vd., 2010;
Yu vd., 2014). Apoptozisten sorumlu proteinlerin sentezini indiikleyerek bu siirecin
baslamasina yol agmakta ve bdylece karaciger dokusunda hasarli hiicrelerin apoptozise
ugrayarak yok olmalarinda rol oynamaktadir (Kuwahata vd., 2012). Calismamizda
kullandigimiz apoptotik markerlarin ekspresyon diizeyleri incelendiginde, deve dikeninin
apoptozis tizerindeki etkileri acik bir sekilde goriilmektedir. Ayni sekilde, apoptozis
diizeyini belirlemek amaciyla yaptigimiz TUNEL metodu c¢aligmasinin sonuglarini
inceledigimiz zaman, CCls, deve dikeni ve apoptozis arasindaki iliskiyi daha iyi

anlamamiz mumkiin olmaktadir.

Elde ettigimiz bu bilgiler 1s1¢inda, gii¢lii bir antioksidan bitki olan deve dikeninin
karaciger 1lzerinde koruyucu etkileri oldugunu ve karaciger hasarina karsi
kullanilabilecegini sdyleyebiliriz. Ayni zamanda, yapilan literatiir arastirmasiyla beraber
sonuclarimiz karsilastirildiginda, deve dikeninin sadece karaciger iizerinde degil, bobrek,
beyin, kalp gibi birgok organda ve birgcok kanser tiiriinde calisildigi ve bunlar {izerinde
ciddi diizeyde koruyucu etkilerinin oldugu anlagilmistir. Calismamizin sonucunda, ratlar
tizerinde denenen deve dikeni bitkisininin gostermis oldugu karaciger koruyucu etkilerin,
insanlar iizerinde de benzer etkiler gosterebilecegini ve bunun karaciger hastaliklarini

onlemede gelecekte bir umut olabilecegini diisiinmekteyiz.
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