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ÖZET 

Deve dikeni (DD), özellikle karaciğer üzerinde koruyucu etkileri olan güçlü bir antioksidan 

bitkidir. Ġçme suyu yoluyla alınan deve dikeninin, karbon tetraklorür (CCl4) ile karaciğer hasarına 

uğratılmıĢ ratlar üzerindeki etkilerini araĢtırdığımız bu tez çalıĢmasında, 28 adet erkek Wistar 

albino rat kullanıldı. Gruplar 4‟e bölündü ve her grupta 7‟Ģer rat yer aldı. CCl4 ve CCl4+DD 

gruplarındaki ratlara dört hafta boyunca haftada iki kez intraperitoneal (karın zarı içine) olarak 

CCl4 (2 ml/kg canlı ağırlığı [CA]) enjekte edilmiĢtir. Ratların tümü standart diyetle beslendi. NK ve 

CCl4 gruplarına normal içme suyu; PK ve CCl4+DD gruplarına ise kaynatılmıĢ % 10‟luk deve 

dikeni ekstraktı ilave edilen içme suyu verildi. 4 hafta sonra ratlar dekapite edilerek karaciğer 

dokuları incelendi. Karaciğer dokusunda bax, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-9 protein ekspresyon 

düzeylerini Western blotlama tekniğiyle belirledik. Karaciğer dokusundaki DNA hasarını DNA 

agaroz jel elektroforezi ile tespit ettik. Karaciğer dokusunda meydana gelen lipit peroksidasyonunu 

MDA (malondialdehit) analizleriyle belirledik. Deve dikeni uygulaması, CCl4+DD grubunda, CCl4 

grubuna göre bax, bcl-2, kaspaz-3, kaspaz-9 protein ekspresyonları bakımından anlamlı bir fark 

oluĢturdu (p<0.05). Deve dikeni uygulamasıyla kaspaz-3 ve kaspaz-9 protein ekspresyon düzeyleri 

artıĢ gösterirken, bax ve bcl-2 protein ekspresyon düzeyleri azalıĢ gösterdi. TUNEL metodu 

incelemelerinde, CCl4+DD grubunda CCl4 grubuna göre apoptotik indeks oranının daha düĢük 

olduğu gözlendi. Deve dikeni uygulaması, CCl4+DD grubunda, CCl4 grubuna göre DNA hasarı 

düzeyi bakımından azalıĢ gösterdi. Bu sonuçlar, deve dikeninin Wistar albino ratlarda karaciğer 

hasar oranını azalttığını göstermektedir ve bu bulgular, deve dikeni uygulamasının insanlarda da 

karaciğer hasarını önleyici etkisini araĢtırmada yol gösterici olabilecektir.         

Anahtar Kelimeler: Deve Dikeni, Apoptozis, DNA Hasarı, Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-9. 
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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 (CCl4)-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 (CCl4). Groups 

were divided into four, and 7 rats involved in each group. CCl4 (2 ml/kg body weight) has been 

injected to the rats in groups of CCl4 and CCl4+T, intraperitoneally twice weekly for four weeks. 

All rats were fed a standard diet. Drinking water were given to NC and CCl4 groups; and boiled 10 

% thistle extract added drinking water were given to PC and CCl4+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 CCl4+T group, compared to 

CCl4 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 CCl4+T group than CCl4 group at Tunel assay examinations. Thistle 

application, showed a decrease at CCl4+T group compared to CCl4 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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SEMBOLLER VE KISALTMALAR 
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Etiketleme 



 

1. GĠRĠġ 

Günlük hayatta birçok alanda sıkça kullanılan kimyasal maddeler, insanların bilinçsiz 

kullanımları da eklenince istenmeyen birçok sağlık problemi ortaya çıkmaktadır. Bu 

kimyasalların önemli bir kısmı, deterjanlar gibi yaygın kullanıma sahip olan temizlik 

malzemelerinde bol miktarda bulunmaktadır. Deterjanların aĢırı ve bilinçsiz kullanımı, 

prostat, rahim kanseri gibi bazı kanserlerde tetikleyici rol oynamaktadır. Bu zararlı 

kimyasallardan biri karbon tetraklorür (CCl4)‟dür. Karaciğer hasarı modelinde yaygın 

olarak kullanılan CCl4‟ün hepatoksik (karaciğer hasarı oluĢturan) etkisi, duyarlı ara 

ürünlerinin metabolik aktivasyonuna ve lipit peroksidasyon miktarındaki artıĢa bağlıdır ve 

parçalanma ürünleri de hücrede birikince hasar daha da ağırlaĢmıĢ olur (Erdoğan vd., 2004; 

Feng vd., 2011). CCl4, deneysel olarak karaciğer hasarı oluĢturulmasında sıkça kullanılan 

bir ksenobiyotiktir  ve mitokondriyal monooksijenaz sistemi tarafından metabolize 

edilmektedir (Üstündağ vd., 2005; Vuda vd., 2012). CCl4‟ün toksik etkisi, granülsüz 

endoplazmik retikulum içerisinde yer alan ve karaciğerde fazlaca bulunan sitokrom P-450 

sistemi tarafından çevrimi sonucunda meydana gelen oldukça reaktif, toksik serbest radikal 

CCl3 nedeniyledir. Lipit peroksidasyonunu da CCl3 baĢlatmaktadır. Karaciğer epitel 

hücreleri dejenerasyona uğradığında görevlerinin büyük bir kısmında aksamalar olur. Bu 

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

Eski çağlardan günümüze kadar, hastalıkların tedavisinde tıbbi bitkilerin yaygın bir 

Ģekilde kullanıldığı bilinmektedir. Günümüzde biyoloji biliminde yaĢanan geliĢmelere 

bağlı olarak antioksidan özelliğe sahip birçok bitki tespit edilmiĢtir ve bunlara her geçen 

gün bir yenisi eklenmektedir. Son yıllarda yapılan birçok çalıĢmayla, antioksidan 

özellikleri olduğu belirlenen bitkilerden biri de deve dikenidir. Deve dikeninin, karaciğer 

fibrozu ve nekrozuna karĢı koruyucu rolünün olduğu tespit edilmiĢtir. Güçlü bir 

antioksidan bitki olan deve dikeni, karaciğer yağlanması, siroz hastalığı, bazı kimyasal 

toksinlere bağlı olarak geliĢen karaciğer hasarları, sarılık gibi birçok karaciğer 

bozukluğuna karĢı oldukça etkilidir. Ġnsan vücudunda birçok hayati fonksiyonu yerine 

getiren karaciğerde meydana gelen bu bozuklukların, hayatı ne kadar olumsuz etkileyeceği 

düĢünüldüğünde, deve dikeni gibi karaciğer dostu bir bitkinin önemi daha iyi 

anlaĢılmaktadır (Sonnenbichler vd., 1999; Shaker vd., 2010).  Bu yüksek lisans tezinde, 
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ratlar üzerinde karaciğer hasarı oluĢturarak, meydana gelen bu hasara antioksidan bir bitki 

olan deve dikeni ekstraktının etkilerini incelemek amaçlanmıĢtır. 

1.1. Karaciğerin Histolojik ve Fizyolojik Özellikleri 

Karaciğer, omurgalılarda ve diğer bazı hayvanlarda bulunan hayati bir organdır. 

Ġnsanda yaklaĢık 1.8 kilogram ağırlığa sahip olan karaciğer, vücudun en büyük iç 

organlarından biridir ve aynı zamanda vücuttaki bezlerin en büyüğüdür (Campbell ve 

Reece, 2006). Karaciğerin, ilaç metabolizması, amino asit metabolizması, lipit 

metabolizması ve glikoliz gibi çok çeĢitli fonksiyonları vardır. Zengin kanlılığından dolayı 

karaciğerin kırmızı-kahverengi bir mikroskobik görüntüsü vardır. Karaciğer, toksik 

maddeleri detoksifiye etme ve faydalı olanları sentezleme yeteneğindedir (Al-Dbass vd., 

2012).   

Karaciğer, kendisini saran zarlar, karaciğer dokusu ve safra yollarından oluĢmuĢtur. 

En dıĢında bulunan periton zarı ile mide ve diyaframa bağlanır. Peritonun altında ise bağ 

dokusundan meydana gelmiĢ ve karaciğer kapsülü denilen ikinci bir zar bulunmaktadır. Bu 

zar, karaciğer içerisine uzantılar göndererek onu küçük lobcuklara ayırır. Lobcukların 

çevresinde genellikle atardamar kılcalları; merkezde ise toplardamarlara ait kılcallar 

bulunmaktadır. Lobcuklarda Kupffer hücreleri de bulunmaktadır. Karaciğer, fizyolojik ve 

morfolojik olarak birbirine eĢ olan, karaciğer lobülleri denilen çok sayıda küçük bölgeye 

ayrılmıĢtır (Aktümsek, 2007). Karaciğer lobülü, yaklaĢık 0,7 x 2 mm ebatlarında olan 

poligonal, prizmatik bir karaciğer kitlesidir. Karın boĢluğunda bulunur ve sağ tarafta 

diyaframın altına yerleĢmiĢtir. Anatomik olarak, iki derin yarık, sağ ve sol iki büyük lob ve 

iki küçük lob görülmektedir. Sağdaki lob en büyük olup safra (öd) kesesini taĢır. Ortadaki 

yarıktan karaciğeri besleyen karaciğer atardamarı (arteria hepatica, hepatik arter) ve 

bağırsaktan gelen kapı toplardamarı (vena porta, portal ven) girer. (Organa kanın % 75-

80‟i portal venden; % 25 kadarı da hepatik arter tarafından sağlanmaktadır.) Ayrıca bu 

yarıktan, karaciğerin ürettiği safra sıvısını getiren bir kanal çıkar, bu kanala karaciğer 

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

Karaciğer, “Glisson kapsülü” denilen bir yapıyla sarılmıĢtır. Bu yapı, hilumda (bir 

organa damar ve sinirler gibi yapıların girdiği bölge) kalınlaĢmıĢ, kollajen ve elastik lifler 

bakımından zengin bir fibröz dokudur. Bu bölgelerde bir arter (arteria hepatica‟nın dalı), 
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bir ven (vena interlobularis) ve bir safra kanalcığı olan ductuli biliferi ve lenfatik damarlar 

bulunmaktadır (McLaughlin vd., 2007).   

Karaciğer dokusunda dört tip hücre bulunmaktadır. Aktif metabolizması nedeniyle 

hepatosit, yani karaciğer hücresi organel bakımından zengindir. Karaciğer hücrelerinin 

normalde yenilenme yeteneği de bulunmaktadır (Karaduman, 2007). Hepatositler, 6 veya 

daha fazla yüzeyli olan polihedral hücrelerdir. Çok sayıda mitokondri içerirler. 200-300 

arasında değiĢen peroksizoma sahiptirler. Genelde bir, bazen de iki çekirdekli, pembe 

sitoplazmalılardır. Sitoplazmalarında, lobülün orta bölümünde granüller Ģeklinde lipofüssin 

pigmenti ve nadiren yağ vakuollleri bulunmaktadır. Hepatositler, lobül içerisinde çevreden 

merkeze doğru yönelen, bir hücre kalınlığında olan kordonlar meydana getirirler. Bu hücre 

kordonları, bağlantılar yaparak labirent Ģeklinde bir yapı meydana getirirler (Aksoy, 1977).  

Kupffer hücreleri, dinlenme durumunda partiküler elemanları fagosite ederek 

reseptörleri vasıtasıyla çözünmüĢ materyali hücre içine alırlar ve vücudun immün 

sistemine katarlar. Kupffer hücrelerinin antikor yapımında da rolleri vardır. Stellat hücresi 

(yıldız hücresi), hepatositler arasında bulunmaktadır. Lipit vakuollerine sahiptir. A 

vitamini fazlalığında bu hücrelerin sayısı arttığı için, yağda eriyen vitaminlerin depo yeri 

olduğu düĢünülmektedir. Karaciğer dokusundaki önemi tam olarak bilinmeyen Pit 

hücreleri (karaciğer ile iliĢkili lenfositler) ise içinde nöroendokrin granüller içermektedir 

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

Diğer bezlerde olduğu gibi karaciğer de stroma ve parankima olmak üzere iki ana 

kısımdan meydana gelmektedir. Karaciğer parankiması, fonksiyonu bakımından dolaĢım 

sistemiyle doğrudan bağlantılıdır. Karaciğer dolaĢım sistemi oldukça özel bir yapıya 

sahiptir. Karaciğerdeki kan dolaĢımı incelendiğinde, arteryel ve fonksiyonel olmak üzere 

ikili dolaĢım mevcut olduğu görülmektedir. Vena porta ile baĢlayan fonksiyonel dolaĢım, 

oksijence fakir, besince zengin kanı (deoksijenize kan) taĢır. Arteryel dolaĢım ise hepatik 

arterle baĢlar. Hepatik arter, oksijen bakımından zengin kanı (oksijenize kan)  karaciğere 

getirmektedir (Campbell ve Reece, 2006). Hepatik venlerle karaciğerden ayrılan kan 

abdomenin üst tarafında inferior vena cava (diyaframın altındaki yapı ve organlardan kalbe 

kan taĢıyan büyük karın damarı) içine boĢalır (Aktümsek, 2007).     

Karaciğere kan iki yolla gelmektedir. Dalak ve bağırsaktan kan getiren bir sistemin 

yanı sıra, kalpten gelen ana damardan da karaciğere kan gelmektedir. Karaciğere gelen bu 
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kan damarları, karaciğerin her bir hücresi için ayrı bir damar ağı oluĢturmaktadır. Böylece 

hiçbir hücre damarsız kalmaz. Ayrıca karaciğer kan damarlarına sinir lifleri de eĢlik eder 

(Lin vd., 2008). Portal ven ve hepatik arter damar sistemleri karaciğer sinüzoidlerinde 

birleĢerek hepatik ven yolu vasıtasıyla vena cava inferior‟a dökülürler. Damar 

sistemlerinin karaciğer içerisindeki dağılımı Ģu Ģekildedir: 

Vena Porta:  

a- Vena interlobaris (loblararası toplardamarı)  

b- Vena interlobularis (lobüllerarası toplardamarı)  

c- Ġntralobüler venöz sinüzoidler (lobüllerarası toplardamar sinüzoidleri) 

d- Venula perilobularis (lobüller çevresi küçük toplardamarı)  

Hepatik Arter: 

a- Arteria interlobaris (loblararası atardamarı) 

b- Arteria interlobularis (lobüllerarası atardamarı) 

c- Arteriola perilobularis (lobüller çevresi küçük atardamarı) 

d- Ġntralobüler venöz sinüzoidler (lobüllerarası toplardamar sinüzoidleri) 

(Tanrıverdi, 2005) 

Karaciğere kan desteğinin bir baĢka yolu daha bulunmaktadır. Karaciğer kapillerleri 

oldukça geçirgendirler. Bu kapillerlere karaciğer sinüzoidleri denilmektedir. Sinüzoidleri 

oluĢturan epitelial hücreler arasındaki boĢluklar çok geniĢtir. Kan ile hepatositler arasında, 

vücudun baĢka yerinde bulunmayan bir biçimde geçiĢe izin verirler. Hepatositler, sinüzoid 

içerisinde dolaĢımda bulunan kandan perisinüzoidal bir boĢluk, yani Disse boĢluğu ile 

ayrılmaktadır (Junqueira vd., 2002; Aktümsek, 2007).   
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ġekil 1. Karaciğerin alttan görünümü (URL-2) 

YavaĢ yenilendikleri bilinen karaciğer hücreleri devamlı olarak yenilenme 

yeteneğindedirler. Sıçanlarda karaciğer, 3‟te 2‟lik bir kaybı bir ayda yenileyebilmesine 

rağmen, insanlarda bu kapasite oldukça sınırlıdır. Karaciğerdeki hücre yenilenmesinin 

(rejenerasyon), dolaĢımdaki „Ģalon‟ adı verilen maddeyle kontrol edildiği düĢünülmektedir. 

Rejenerasyon ilerledikçe Ģalon miktarı arttığı için mitotik aktivite azalmaktadır (Junqueira 

vd., 2002).   

Karaciğer, hem endokrin hem de ekzokrin iĢlev gösteren çok yönlü bir organdır 

(Campbell ve Reece, 2006). Karaciğerin önemli depolama fonksiyonu bulunmaktadır. 

Sindirim kanalından emilen besin bileĢenleri karaciğere, yani depolanmıĢ oldukları yere 

taĢınırlar. Glukoz, glikojen halinde depolanmaktadır. Kan glukozu belirli bir düzeyin 

üstüne çıktığında pankreasın endokrin bölümünden glukozun hepatositlerin içine 

taĢınmasını sağlayan insülin salgılanarak glukoz, hepatositlerde glikojene dönüĢtürülür. 

Bazı vitaminler de karaciğerde depolanarak daha sonra kullanılmak üzere saklanır. Depo 

özelliği dikkate alındığında vitaminlere örnek olarak, yağda eriyen vitaminler (A, D, E, K), 

B12 ve B19 vitaminleri verilebilir. Ayrıca karaciğerde Fe ve Cu gibi elementlerin 

depolanması da söz konusudur (Campbell ve Reece, 2006; Aktümsek, 2007). 
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Karaciğer, HDL (yüksek yoğunluklu lipoprotein) ve VLDL (çok düĢük yoğunluklu 

lipoprotein) öncü parçaları halinde kana verilen trigliseritleri de sentezlemektedir. 

Vücuttaki endokrin salgının düzenlenmesinde, ayrıca birçok hormonun metabolizmasında 

etkilidir. Bazı hormonların aktif olmasında etkili olan faktörleri üretir. Mesela, 

karaciğerden salınan anjiotensinojen, böbrek tarafından üretilen renin enzimiyle 

anjiotensin I haline dönüĢtürülmektedir (Aktümsek, 2007). 

Karaciğer, kendisi için ürettiği proteinlerin yanı sıra albümin, fibrinojen, 

lipoproteinler, kan pıhtılaĢmasında önemli olan protrombin ve bağıĢıklıkta önemli olan 

komplement proteinleri gibi diğer plazma proteinlerinin de üretildiği baĢlıca merkezdir. 

Granüler endoplazmik retikuluma bağlı poliribozomlarda sentezlenen bu proteinler, daima 

kanla iliĢkili Disse boĢluklarından geçerek kan plazmasında bulunurlar. Diğer bez 

hücrelerinin tersine, hepatositler proteinleri sitoplazmada depolamazlar, endokrin bez 

özelliği göstererek kan dolaĢımına verirler (Campbell ve Reece, 2006; McLaughlin vd., 

2007).   

Karaciğer, vücutta önemli bir protein merkezidir. Hepatositler, yeni proteinleri 

sentezlerler ve azotlu artık ürünlerin böbrekler vasıtasıyla üreye dönüĢtürülerek vücuttan 

uzaklaĢtırılmasında kolaylık sağlarlar. Fakat bazı durumlarda ara metabolitler, hepatositler 

için toksik olabilmektedir. Örneğin, parasetamöl (asetaminofen, ağrı kesici ve ateĢ 

düĢürücü etkiye sahip bir ilaç maddesi) bileĢiğinin aĢırı dozu karaciğer yetmezliğine yol 

açabilir (Aktümsek, 2007).  

Karaciğerin ayrıca, endojen atık ürünlerin ve zararlı ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonu, safranın oluĢturulması ve salgılanması, steroidler ve toksinlerin etkisiz 

hale getirilmesi, steroid bağlayan hormonların sentezi, bağıĢıklık, bilirubinin metabolize 

edilerek atılması gibi görevleri bulunmaktadır (Karaduman, 2007). 

Karaciğerin baĢlıca salgı ürünü olan safra; bikarbonat ve sodyum iyonları, safra 

tuzları, lesitin, kolesterol, fosfolipitler ve ayrıca hemoglobinin hem gruplarının 

metabolizmasının son ürünü olan bilirubini içermektedir. Safra salgısı, hepatositler 

tarafından üretilmektedir. Safra, safra kesesinde depolanır ve orada sodyum iyonlarının 

sekonder aktif taĢınması ve suyun osmotik hareketiyle yoğunlaĢtırılır. Kalori bakımından 

zengin besinin duodenuma (onikiparmak bağırsağı) giriĢine cevap olarak ince bağırsak 

epitel hücrelerinden kana salınan kolesistokinin, safra kesesinin kasılmasını tetikleyen 
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faktörlerden biridir. Ġnce bağırsak kanalına dökülen safra tuzları, yağ asitlerini ve 2-

monogliseritleri absorbsiyon öncesi emülsifiye etme yeteneğindedir (Aktümsek, 2007).     

Safra kesesi, ya karaciğere bağlıdır veya onun dokusu içine gömülüdür. Ġnsanlardaki 

safra kesesi karaciğere bağlı vaziyettedir. Karaciğerden safra toplayan ve safra kesesine 

getiren kanallara sistik kanallar; karaciğeri ve safra kesesini onikiparmak bağırsağına 

bağlayan kanala koledok kanalı (ductus choledocus) denilmektedir. Safra, sindirim 

enzimleri içermez; fakat yağ sindirim enzimlerini aktive ederek, yağları emülsiyon haline 

getirerek sindirim olayına katkıda bulunur, ayrıca K vitamininin emilmesi için de 

gereklidir (Campbell ve Reece, 2006).   

Billirubin, fonksiyonu bozulmuĢ, yaĢlı ve hasarlı eritrositlerin sindirildiği 

makrofajlarda „hem‟ metabolizmasından oluĢmaktadır. Konjuge olmayan billirubin, 

albümine bağlanmıĢ vaziyette kanla taĢınır ve hepatositler tarafından Disse boĢluklarından 

emilir. Hepatositler vasıtasıyla safraya salgılanan billirubin, glukuronik aside bağlanır ve 

safra kesesinden serbest bırakıldığında ince bağırsağa boĢaltılır. Konjuge bilirubin ince 

bağırsakta absorbe olmaz; ama ileumun (ince bağırsağın alt kısmı) sonunda dekonjuge 

olarak bir kısmı urobilinojene çevrilir. Bazı karaciğer hastalıkları bilirubinin atılımını 

etkileyebilir ve bilirubinin plazmada miktarının yükselmesi olan birkaç tehlikeli sarılık 

türüyle sonuçlanabilir (Aktümsek, 2007). 

1.2. Karbon Tetraklorür (CCl4)’ün Genel Özellikleri ve Etki Mekanizması  

Deneysel araĢtırmalarda birçok etken ile birlikte karaciğer hasarı meydana 

getirilebilmesine karĢın, insandaki siroz geliĢim aĢamasına benzerliğinden dolayı CCl4 en 

sık tercih edilen ve kullanılanıdır (Jeon vd., 2003; Singhal ve Gupta, 2012). 

Karbon tetraklorür, çabuk buharlaĢma özelliği olan, saydam, yoğun, yanıcı olmayan 

bir sıvıdır. Bu maddenin güçlü bir stabilitesi vardır. Doğal olarak bulunabildiği gibi birçok 

kimyasal reaksiyonun sonucu olarak da ortaya çıkabilir (Stehbens, 2003). Düzgün 

tetraedron molekül yapısı olup merkezinde karbon atomu bulunur. Apolar yapıdadır. Suda 

çözünmez; ancak alkol gibi apolar çözücülerde çözünür. CCl4, katalizör varlığında karbon 

sülfürün kuru klor gazıyla ısıtılmasından elde edilir. Bu madde, sanayi çözücüsü ve yağ 

giderici baĢka bazı maddelerin elde edilmesinde ara madde olarak kullanılmaktadır. Ġyi bir 

kimyasal çözücüdür. Yangın söndürücülerin önemli bir bileĢenidir. Ayrıca, tahılların 

buharlanmasında ve böcek öldürücü olarak ziraat alanında kullanılmaktadır (URL-1).  
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CCl4, solunum yoluyla, yutma ve dermal absorbsiyon ile vücuda kolayca alınabilir. 

Gastrointestinal kanaldan oldukça hızlı emilir. Ġnsanlarda CCl4‟ün önemli bir kısmı yağ 

dokusuna yerleĢir. Ardından, buradan ayrılıp akciğerlere doğru hareket eder. Metabolize 

olan CCl4‟ün yaklaĢık % 4‟ü nefesle dıĢarı verilir, diğer kısmı ise protein ve hücre içi 

moleküllerle etkileĢime girer. Yapılan bazı araĢtırmalarda, bu maddenin fazla solunmasının 

kanser riskini artırdığı gösterilmiĢtir (Tanrıverdi, 2005; Al-Dbass vd., 2012).  

CCl4, sentrilobüler nekrozis (bir karaciğer nekrozu) için steatosisten, hızla karaciğer 

hasarına yol açan klasik bir hepatoksik ajandır. CCl4‟ün uzun vadeli uygulaması kronik 

karaciğer hasarına yol açar ve hepatik fibrozis üretimi için geniĢ olarak kabul edilen 

modeldir. CCl4‟ün, reaktif oksijen oluĢumunu indüklediği GSH faz II enzimini tükettiği ve 

akut ve kronik karaciğer hasarında önemli bir faktör olan oksidatif stresi indüklemek için 

antioksidan enzim ve antioksidan substratları azalttığı bilinmektedir (Lin vd., 2008).  

CCl4 tarafından indüklenen karaciğer hasarı, serbest radikaller ve karaciğer 

hücrelerinin hasarına yol açan lipit peroksidasyonu ile sonuçlanmaktadır.  Yapılan 

deneysel araĢtırmalar, CCl4‟ün toksisitesinin CCl3
-
 (triklorometil) serbest radikaline 

dönüĢümüyle baĢladığını göstermektedir (Lin vd., 2008; Ranawat vd., 2010). CCl4 

metabolizmasının ilk basamağında sitokrom P-450 enzim sistemi vasıtasıyla CCl3
- 

ve 

proxy triklorometil radikali (
.
OOCCl3) serbest radikali oluĢmaktadır. Bu serbest radikaller, 

alkoxy ve peroxy radikallerini üretmek için çoklu doymamıĢ yağ asidiyle bağlanarak, 

hücre membranında hasara neden olan lipit peroksidasyonu oluĢturur, enzim aktivitesini 

değiĢtirir ve son olarak hepatik hasar veya nekrozisi indükler (Lin vd., 2008). CCl3
-
, 

mikrozomal lipitlere ve diğer hücresel makromoleküllere doğrudan tutunarak, zar yapısının 

bozulmasına, hücrenin enerji kaynaklarının azalmasına ve protein sentezinin 

baskılanmasına yol açmaktadır  (Tanrıverdi, 2005; Feng vd., 2011).  

Hücrede bulunan üç bin çeĢit enzimin bir grubunu oluĢturan P-450 enzimleri 

neredeyse tüm canlıların hücrelerinde sentezlenmektedirler. Bu enzimler, sigara 

dumanında bulunan benzo(a)pireni, izolasyon malzemelerinde kullanılan poliklorlanmıĢ 

bifenilleri, kimyasal aĢınma sonucu ortaya çıkan dioxin gibi birçok zehirli bileĢiği 

karaciğer hücrelerinde değiĢikliğe uğratarak zararsız hale getirmektedir. Bu enzimler daha 

çok karaciğerde bulunmaktadır ve bunların 40 alt tipi vardır. Karaciğer hücrelerindeki P-
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450 enzimleri, zararlı kimyasal maddeleri ve ilaçları değiĢikliğe uğratmaktadır (Nebert ve 

Russell, 2002; Lin vd., 2008).  

Öldürücü dozlarda akut olarak CCl4‟e maruz kalan vakalarda yapılan otopsi 

sonuçlarında yağlı dejenerasyon gözlenmiĢtir. CCl4‟ün toksik metabolitleri LDL (DüĢük 

Yoğunluklu Lipoprotein) fonksiyonlarında yapısal bir bozukluk meydana getirmektedir.  

CCl4‟ün reaktif serbest radikal metabolitleri çoklu yağ asitleriyle reaksiyona girdiği zaman, 

ya lipit peroksidasyonunu baĢlatır ya da kovalent olarak lipit ve proteinlere bağlanarak 

hücre zarının bozulmasına yol açmakta ve böylece karaciğer hasarına neden olmaktadır 

(Shewita, 2001; Tanrıverdi, 2005).  

CCl4, lipit peroksidasyonu meydana getirerek oksidatif hasarlara sebep olmaktadır. 

CCl4, oluĢturduğu bu serbest radikallerle lipit peroksidasyonunu indükler ve lipit 

peroksidasyonunun belirlenmesinde ayraç olarak kullanılan MDA  seviyelerinde artıĢa yol 

açar, bunlardan baĢka mast hücrelerinde hasara sebep olur (Lin vd., 2008; Al-Dbass vd., 

2012). 

Lipit peroksidasyonu ardından lipit bozulmasına bağlı olarak endoplazmik 

retikulumunun foksiyonu ve yapısı bozulmaktadır. ER ĢiĢmeye baĢlar ve ribozomlar 

GER‟den ayrılmaya baĢlar. Lipoporotein yapımını gerçekleĢtiremeyen hücrelerde lipit 

birikimi söz konusu olur. Mitokondriler de hasar görür ve plazma geçirgenliği artarak 

hücreler ĢiĢer. Sonunda da hücre ölümü gerçekleĢir (Tanrıverdi, 2005).  

CCl4, tek enjeksiyonun ardından bile yağ dejenerasyonu oluĢturabilmektedir. CCl4, 

akut hasarlar oluĢturmasının yanı sıra, uzun süreli kullanımı ile siroza kadar uzanan 

sonuçlara neden olabilmektedir. CCl4 uygulamasının ilerleyen dönemlerinde hepatik yapı 

bozularak metabolik bölgeselleĢme ortadan kaybolur. Son aĢamada ise karaciğer 

yetmezliği geliĢebilir (Onori vd., 2000; Shyu vd., 2008).   

1.3. Apoptozis 

Eski Yunan dilinde sonbaharda sararmıĢ yaprakların dökülmesi manasında kullanılan 

apoptozis, organizma tarafından düzenlenen enerji bağımlı, programlı hücre ölümü 

demektir. Bu süreç, doku homeostazının korunmasında önemli bir role sahiptir. Ayrıca 

fetal geliĢim ve eriĢkin dokulardaki birçok fizyolojik olayda da rolü vardır. 

Embriyogenezis, menstrüasyonda endometrial hücrelerin yıkımı, timusun (tiroyit bezinin 

altında bulunan bez) geliĢimi sırasında otoreaktif (fazla duyarlı) T hücrelerinin yok 



10 

 

edilmesi bunlardan birkaçıdır (Yüksel vd., 2009). Fizyolojik bir iĢlem olan apoptozis, 

normal geliĢim esnasında ve olgun organizmadaki çeĢitli hücre tiplerinin tahribatı sırasında 

özel hücrelerin kaybından sorumludur (Thompson, 1995). Apoptozis oranının az olması 

durumunda hücre sayısı artarken, bilakis, apoptozis oranı arttığında hücre sayısı azalır ve 

istenmeyen doku tahribatı oluĢmuĢ olur (Thompson, 1994; Altunkaynak ve Özbek, 2008). 

 

ġekil 2. Apoptozis geçiren bir hücre Ģeması (URL-3) 

Hücre ölümünün iki çeĢidi vardır, bunlardan birisi apoptozis ve diğeri nekrozdur. 

Nekroz, hücresel zarar sonucu meydana gelir. Apoptozis, nekrozdan farklı olarak, belirli 

bir moleküler iĢlemler sırasının ardından hücrenin ölümünü gerçekleĢtirir ve organizmanın 

yaĢam döngüsü için gereklidir.  Her ikisinde de, düzenli olarak birbirini takip eden 

biyokimyasal ve morfolojik olaylar neticesinde hücre ölümü gerçekleĢir (Thompson, 1995; 

Yılmaz, 2005). „Fizyolojik hücre ölümü‟, „hücre intiharı‟, „programlanmıĢ hücre ölümü‟ 

gibi ifadeler apoptozisle aynı manada kullanılabilirler. Apoptozis, genler tarafından kontrol 
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edilir, yani genetik olarak kontrolü yapılan fizyolojik sistemlerle düzenlenir. Memeliler 

üzerinde gerçekleĢtirilen çalıĢmalar, apoptoziste mitokondrilerin çok önemli rolü olduğunu 

ortaya koymuĢtur (Cohen, 1992).     

 

ġekil 3. Apoptozise uğrayacak hedef hücrede görülen morfolojik değiĢiklikler     

(URL-4) 

Bir hücre, ölmek için uygun bir sinyal aldığı zaman, hücresel proteinlerin ve DNA‟nın 

parçalanmasına ve sonuçta hücrenin ölmesine sebep olan, birbirini izleyen protein 

aktivasyon olayı gerçekleĢir. Ölen hücrelerden gelen sinyaller, ölü hücrelerden artakalan 

artıkları yutup sindirmek için komĢu hücrelere bilgi verir ve böylelikle embriyonun zararlı 

enzimlerden ve metabolitlerden arınmıĢ olarak kalması sağlanmıĢ olur (Campbell ve 

Reece, 2006). Hücre tipine göre yaĢam süresi değiĢmektedir. Ancak travma ve kaza 

neticesinde meydana gelen nekrozis haricinde oluĢan tüm hücre ölümleri apoptozis ile 

gerçekleĢmektedir. ProgramlanmıĢ hücre ölümü, dengelenmiĢ hücre çoğalması ve 

dokulardaki hücre sayısının sabit tutulmasından sorumludur. Örneğin, insanlarda 5x10
11

 

civarında kan hücresi her gün programlanmıĢ hücre ölümü vasıtasıyla kandan elimine 

edilmektedir. Apoptozis, özellikle doku homeostasisi ve istenmeyen etkilere karĢı doku 

bütünlüğünün gerçekleĢtirilmesinde önemlidir (Lüleyap, 2008; Aslan, 2011).   
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DNA hasarı meydana geldiği takdirde, hasarın oluĢtuğu hücre apoptozise 

yönlendirilerek ortadan kaldırılmaktadır. Böylece, DNA‟da zararlı mutasyonları 

bulunduran hücrelerin kanserleĢme potansiyeli ortadan kaldırılmıĢ olur. Ġmmün sistemin 

önemli hücrelerinden olan T lenfositlerin etkisiz olanları ya da organizmanın kendi 

dokularına karĢı reaksiyon verme potansiyeli bulunanları, dolaĢıma girmeden önce 

apoptozisle uzaklaĢtırılırlar (Aslan, 2011). Hücrede intihar mekanizmasının meydana 

getirilmiĢ olması, tüm hayvanlardaki geliĢim olayı için gereklidir. Yuvarlak solucanlar ile 

memelilerdeki apoptozis genlerinin benzerlikleri, temel mekanizmanın evrimsel süreçte 

erken dönemde ortaya çıktığını göstermektedir. Omurgalılardaki programlı hücre ölümü, 

sinir sisteminin normal geliĢimi için; bağıĢıklık sisteminin normal olarak çalıĢabilmesi için; 

insan el ve ayaklarının normal morfogenezi için gereklidir. Örneğin, normal hücre 

ölümünün artması, perdeli el ve ayak parmakları geliĢimine sebep olmaktadır. Ayrıca sinir 

sisteminin bozulmasına neden olan bazı hastalıkların, apoptozis genlerinin gerektiği gibi 

aktive edilememesinden kaynaklandığı ve bazı kanserlerin, hücre olayının iflas etmesinden 

ötürü oluĢtuğu olasılıkları araĢtırmacılar tarafından incelenmektedir. Kansere sebep olan 

DNA bozuklukları da dâhil, tamir edilemeyen bozuklukları bulunan hücreler, normalde 

apoptozisi tetikleyen iç sinyalleri üretirler (Campbell ve Reece, 2006). 

Hücre ölümünde birçok aĢamadan oluĢan bir durum ortaya çıkmaktadır. Hücre 

iskeletini meydana getiren aktin ve lamin proteinlerinin bölünmesiyle hücre küçülmeye 

baĢlar, hücre çekirdeğinde kromatin bozulur ve çekirdek yoğunlaĢması söz konusu olur. 

Birçok hücre ölümünde çekirdek atnalı Ģeklini almaktadır. Gittikçe küçülen hücreler 

paketlenerek makrofajlar tarafından ortadan kaldırılırlar. Apoptozisin son fazlarında ise zar 

kabarcıkları ve bazen de küçük çapta veziküller gözlenebilmektedir (Campbell ve Reece, 

2006; Aslan, 2011).  
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ġekil 4. Apoptozise uğrayan bir hücrenin ölüm aĢamaları (URL-5) 

1.3.1. Apoptotik Markerlar (Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2) 

Apoptozis olayının gerçekleĢtiği sırada meydana gelen genetik olaylar, hem en toksik 

ilaçlar hücre ölümünü bu Ģekilde gerçekleĢtirdiği için hem de bu iĢlemde tümör supresör 

genleri ile onkoproteinler birlikte iĢlev gördüğü için önemlidir ve bu yüzden son yıllarda 

apoptozis genetiğiyle ilgili çok sayıda çalıĢma yapılmaktadır. Apotozis mekanizması 

üzerinde kaspaz-3, kaspaz-9, bax ve bcl-2 proteinleri oldukça önemli bir yere sahiptir 

(Korsmeyer, 1999; Altunkaynak ve Özbek, 2008).  

Kaspazlar, normalde sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunmaktadır. Ancak 

proteolitik parçalanmanın ardından aktif olurlar ve kaspaz aktivasyonu baĢlamıĢ olur. Ġlk 

etapta kaspazlar mitokondride membran hasarı meydana getirirler ve bunların neticesinde 

zar değiĢimleri, hücre iskeleti ve çekirdek değiĢimine sebep olan hasarlar söz konusu olur. 

Ayrıca sitokrom C‟nin prokaspaz zimojenlerini de aktive etmektedir (Altunkaynak ve 

Özbek, 2008; Feng ve ark., 2011). Hücrede sitoplazmada lokalize olan kaspazlar, baĢlatıcı 

ve efektör kaspazlar olarak ikiye ayrılmaktadırlar ve sistein proteazlar olarak da 

isimlendirilmektedirler. Apoptoziste, özellikle aspartat kalıntılarından olan peptitleri 
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yıkıma uğratmaktadırlar ve temel fonksiyonları ise DNA polimeraz enzim aktivitesini 

engelleyerek hücrenin apoptozise uğrayıp yok olmasını gerçekleĢtirmektir (Aslan, 2011). 

Mitokondri, normal Ģartlarda ATP oluĢturmak için sitokrom c bulundurur. Mitokondrial 

stres koĢullarında serbestleĢen sitokrom c, apoptotik hücre ölümünde kaspaz-3 aktivasyonu 

için önemli rol oynamaktadır. Bu yolda mitokondri tarafından kontrol edilen apoptotik 

proteaz aktive edici faktör 1 (apaf-1) ve kaspaz-9 yer almaktadır. Kofaktör nükleotit 

trifosfat ile aktif hale getirilen sitokrom c ve apaf-1 birleĢip prokaspaz-9‟u aktif hale 

getirir. Aktif olan kaspaz-9 ise kaspaz-3‟ü aktifleyerek diğer kaspaz kaskadının 

tetiklenmesine yol açar (Yılmaz, 2005; Kuwahata vd., 2012). 

 

ġekil 5. Sitokrom c ve apaf-1 aracılığıyla apoptozis (Aslan, 2011; URL-7) 

Normal bir hücre mitokondrisinin dıĢ zarında bcl-2 proteini yer almaktadır. Bcl-2 

ailesi, bir kısmı anti-apoptotik bir kısmı ise pro-apoptotik üyelerden oluĢmaktadır ve 

apoptozisin düzenlenmesinde en önemli rolü olan onkoprotein grubudur. Bu protein, 

mitokondri porlarının geçirgenliğini kontrol etmektedir. Bcl-2, apaf-1 proteininin bir 

molekülünü bağlamaktadır. Bcl-2, yol açtığı iç hasarla mitokondride çatlaklar meydana 

getirerek apaf-1 ve sitokrom c salınımına yol açar. Bu iki protein ise, kaspaz-9 

moleküllerine bağlanır (Korsmeyer, 1999; Yılmaz, 2005). Kaspaz-9‟u aktifleĢtiren 

oligomerik sinyal platformuna apoptozom denir ve apoptozom yapısının oluĢabilmesi için 
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sitokrom c ve dATP/ATP gereklidir (Ģekil 6) (URL-6). Bir hücrenin apoptozise eğilimli 

olması, heterodimer ya da homodimer formunda olan bcl-2 ailesi genlerinin etkisine 

bağlıdır. Bcl-2 salgılanması neticesinde bcl-2 homodimerleri Ģekillenmektedir. Böylece 

apoptozis inhibe edilir (Altunkaynak ve Özbek, 2008).  

 

ġekil 6. Apoptozom oluĢumu (URL-6) 

Proapoptotik bir protein olan Bax proteini, mitokondrinin üzerinde yer almaktadır ve 

apoptozisin gerçekleĢmesinde önemli role sahiptir (Aslan, 2011). Bax proteinleri, etkilerini 

kaspazlar üzerinden gerçekleĢtirir. Bax ve Bad gibi proapoptotik proteinler, 

heterodimerizasyon yoluyla kaspaz serbestleĢmesini uyararak ve mitokondri membranının 

geçiĢ porlarının açıklığını değiĢtirerek sitokrom c‟yi serbest hale getirirler. Böylece kaspaz 

aktivasyonuna sebep olurlar. Bcl-2‟nin aksine, çok fazla Bax, apoptozisi aktive eder 

(Altunkaynak ve Özbek, 2008).   

1.4. Deve Dikeni ve Antioksidan Özellikleri 

Deve dikeni, kapalı tohumlu bitkilerin (Magnoliophyta ya da Angiospermae) çift 

çenekliler (Magnoliopsida) sınıfına ait papatyagiller (Asteraceae) familyasından bazı 

dikenli bitkilerin genel adıdır. Yol ve tarla kenarlarında yetiĢen, 30-100 santimetre 

yüksekliğinde olabilen, bir ya da iki yıllık otsu bitkilerdir. Carduus, Carlina, Cirsium, 
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Silybum gibi cinsleri bulunan deve dikeni, ayrıca meryemana dikeni, peygamber dikeni, 

sütlü kengel olarak da bilinmektedir (Campbell ve Reece, 2006; ġentürk vd., 2010).   

 

ġekil 7. Deve dikeni (URL-7) 

Yüksek antioksidan içerikleriyle tıbbi bitkiler, yeni antioksidanlar bulmak için 

gerçekten zengin kaynaklardır. Deve dikeni yaprak ve çiçeklerinin ekstraktları da 

yüzyıllardır karaciğer, safra kesesi ve dalak bozukluklarında tedavi için kullanılmaktadır. 

1960‟larda tohum ve meyve ekstraktlarının aktif biyolojik esasları araĢtırılmıĢ ve kimyasal 

yapıları aydınlatılmıĢtır (Sonnenbichler vd., 1999). Örneğin, Silybum cinsine ait Silybum 

marianum türü, etken maddesi silymarin olan kuvvetli bir antioksidan bitkidir. Son 

çalıĢmalar, silymarin maddesinin kanseri önlemedeki olası etkileri üzerine odaklanmıĢtır. 

Kimyasal olarak silymarin; silibin, izosilibin, silikristin ve dehidrosilibinin denilen izomer 

flavanolignanlardan oluĢmaktadır (ġentürk vd., 2010; Aghazadeh vd., 2011). Tohum 

ekstraktında, silymarinden baĢka, taxifolin, kuercetrin, sabit yağ, albümin, müsilaj gibi 

maddeler mevcuttur. Silymarin, hücre siklus düzenleyicileri ve apoptotik proteinlerin 

ekspresyonlarına yaptığı müdahale sayesinde hücre canlılığı ve apoptozis arasındaki 

dengesizliği azaltır. Silybum marianum ekstraktlarının ve silimarinin, CCl4‟ün neden 

olduğu karaciğer nekrozu ve fibrozuna karĢı koruyucu etkisinin olduğu tespit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmalar, silimarin ve bitki içeriklerinin antioksidan etkisi, antitümör faktörü ve 

antienflamasyon etkisi üzerinde yoğunlaĢmıĢtır (Shaker vd., 2010).  
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1.5. Lipit Peroksidasyonu 

Normal Ģartlar altında aerobik metabolizmanın ürettiği reaktif oksijen türleri, 

organizmada bulunan antioksidan savunma sistemlerince daima inhibe edildiğinden dolayı 

patolojik bir durum söz konusu olmaz. Organizma, meydana gelen radikallerden, serbest 

radikal oluĢum hızı ile savunma sistemlerinin gücü arasındaki denge stabil olduğu sürece 

olumsuz etkilenmez. Ancak bu denge antioksidan sistemlerin aleyhine bozulduğu takdirde 

meydana gelen potansiyel hasara oksidatif stres denir. Oksidatif hasar, DNA, lipit, protein 

ve karbonhidrat gibi tüm moleküllerde ortaya çıkabilir (Nakahira vd., 2003; Tanrıverdi, 

2005).  

Hücrede serbest radikal hasarı için önemli bölge olan hücre membranında kolesterol 

ve yağ asitlerinin doymamıĢ bağları serbest radikallerle kolayca etkileĢerek peroksidasyon 

ürünlerini açığa çıkarmaktadır. Lipit peroksidasyonu, membranlarda yer alan PUFA 

(poliansatüre yağ asitleri)‟nın, serbest oksijen radikalleri tarafından alkoller, peroksitler, 

aldehitler gibi çeĢitli ürünlere yıkılması reaksiyonudur. Lipit hidroperoksitleri yıkıldığı 

zaman birçoğu biyolojik açıdan aktif aldehit meydana gelmektedir. Bu bileĢikler ya hücre 

düzeyinde metabolize edilirler ya da ilk baĢtaki etki alanlarından diffüze olarak hücrenin 

diğer kısımlarına zararı yayarak doku hasarına ve birçok hastalığa sebep olmaktadırlar. 

Lipit peroksidasyonunun en önemli ve son ürünü MDA‟tir. OluĢan malondialdehit, hücre 

zarlarından iyon alıĢveriĢine etki göstererek zardaki bileĢiklerin çapraz bağlanmasına sebep 

olur, böylece iyon geçirgenliği ve enzim aktivitesinin değiĢimi gibi olumsuz neticelere yol 

açar (Benzer ve Ozan, 2003; Lin vd., 2008; Al-Dbass vd., 2012). CCl4‟e bağlı karaciğer 

hasarında oluĢan lipit peroksidasyonu, bu hasara bağlı olarak ilerleyen dönemde karaciğer 

fibrozu ve siroz oluĢabildiği için oldukça önemli bir yere sahiptir. Yapılan birçok 

çalıĢmada, karaciğer hastalıklarında oksidatif stres ve buna bağlı olarak meydana gelen 

karaciğer hasarı ile fibrozis arasında iliĢki olduğu belirlenmiĢtir (Üstündağ vd., 2005).     



 

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 edilmiĢtir.  

Western blot aĢamasında kullanılan primer antkiorlar BioVision (ABD)'den; sekonder 

antikor ise Santa Cruz Biotechnology (ABD)‟den temin edilmiĢtir. Deneysel çalıĢmalarda 

kullanılan diğer bütün kimyasallar Sigma-Aldrich (Almanya), Bio-Rad (ABD), BioShop 

(Kanada) ve Merck (ABD)'ten sağlanmıĢtır.   

Ratların günlük içme sularına kaynatarak katmak suretiyle, toz halindeki deve dikeni 

tohumları Öz Gıda Organik ve Yöresel Ürünler Ltd. ġti. (Elazığ)'den temin edilmiĢtir.  

2.2. Metot 

2.2.1. Hayvan Materyali ve AraĢtırma Grupları 

AraĢtırmamızın hayvan deneyleri bölümünün tamamı, Fırat Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Etik Kurulu'nun 27.11.2013 toplantı tarihi, 2013-11 toplantı sayısı ve 132 karar 

nolu izni ile F.Ü. Deney Hayvanları AraĢtırma Merkezi‟nde (FÜDAM) yürütülmüĢtür. 

AraĢtırmada 28 adet erkek Wistar albino (n=28, 8 haftalık) rat kullanılmıĢtır. Ratlara 

günlük 12 saat aydınlık; 12 saat karanlık olacak Ģekilde bir aydınlatma periyodu 

uygulanmıĢtır. Ratlar canlı ağırlıkları birbirine yakın olacak Ģekilde 4 gruba ayrılmıĢtır. 

Gruplar: (i) Negatif Kontrol: Normal su tüketen, CCl4 ve deve dikeni verilmeyen grup; (ii) 

Pozitif Kontrol: Normal su tüketen, CCl4 verilmeyen fakat deve dikeni verilen grup; (iii) 

CCl4 Grubu: Normal su tüketen ve CCl4 verilen grup (2 ml/kg CA, ip); (iv) CCl4 + deve 

dikeni Grubu: CCl4 (2 ml/kg CA, ip) ve deve dikeni verilen grup Ģeklinde ayarlanmıĢtır. 

Deve dikeni kaynağı olarak kaynatılmıĢ deve dikeni tohumlarının ekstresi hayvanların 

içme suyuna katılmıĢtır (% 10). Hayvanların baĢlangıç canlı ağırlıkları eĢit olacak Ģekilde 

ayarlanıp gruplar oluĢturulmuĢtur. Canlı ağırlıklar çalıĢma boyunca haftada 3 kez olmak 

üzere kaydedilmiĢtir.        
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Tablo 1. AraĢtırma Grupları (n=7) 

Gruplar Uygulama Deneme 

Süresi 

Negatif Kontrol Normal su tüketen, CCl4 ve deve dikeni 

verilmeyen grup 

 4 hafta 

Pozitif Kontrol Normal su tüketen, CCl4 verilmeyen fakat 

deve dikeni (% 10) verilen grup 

4 hafta 

CCl4 Grubu Normal su tüketen ve CCl4 (2 ml/kg CA) 

verilen grup 

4 hafta 

CCl4 ve deve dikeni 

verilen grup 

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

verilen grup 

4 hafta 

Ratların normal su tükettiği bir haftalık alıĢma döneminden sonra, önceden belirtildiği 

gibi ağırlık ortalamaları eĢit olacak Ģekilde seçilip gruplara ayrılmıĢtır. Yem ve su, çalıĢma 

süresince ad libitum olarak verilmiĢtir. ÇalıĢma süresince 2 günlük su tüketimi 

belirlenmiĢtir. ÇalıĢma bitiminde ratlar dekapite edilerek karaciğer dokuları ve kan 

serumları alınmıĢ ve analizler yapılıncaya kadar -80
0
C‟de muhafaza edilmiĢtir.  

2.2.2. CCl4 Uygulaması 

CCl4 uygulaması, ratlar canlı ağırlıkları birbirine yakın olacak Ģekilde 4 gruba 

ayrıldıkları ilk günden baĢlanarak, dört hafta boyunca haftada iki kez olmak üzere 2 ml/kg 

canlı ağırlığında intraperitoneal (karın zarı içine) olarak, 1:3 oranında zeytinyağı ile birlikte 

enjekte edilerek gerçekleĢtirilmiĢtir (Bahçecioğlu vd., 2008; Shaker vd., 2010). 

2.2.3. Deve Dikeni Ekstraktının Hazırlanması 

Toz haline getirilmiĢ vaziyetteki deve dikeni tohumlarının su içerisinde 

kaynatılmasıyla oluĢturulan ekstrakt, ratların günlük içme sularına % 10 oranında 

katılmıĢtır. Ratların su tüketimleri düzenli periyotlarla takip edilip kaydedilmiĢtir.    

2.2.4. Karaciğer Doku MDA Ölçümleri 

Karaciğer doku örnekleri küçük parçalara bölünerek 0,5 gram doku baĢına 4,5 ml % 

1,15‟lik KCl olacak Ģekilde mekanik homojenizatörde parçalandı. Hazırlanan bu 

homojenattan lipit peroksidasyonunun son ürünü olan MDA tayini Ohkawa vd., (1979)‟ya 

göre değiĢtirilerek yapılmıĢtır. Bu yöntem, lipit peroksidasyonunun aldehit ürünlerinden 
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biri olan MDA ve TBA (tiyobarbütirik asit)‟nın reaksiyonu temeline dayanmaktadır. 

Ölçüm prosedüründe 0,1 ml doku homojenatına 0,1 ml % 8,1 sodyum dodesil sülfat (SDS), 

750 µl % 20‟lik (pH:3,5) asetik asit solüsyonundan eklendi. Ardından 750 µl % 0,8‟lik 

(pH: 3,5) TBA solüsyonundan eklenerek son hacmi 4 ml olacak Ģekilde saf su eklendi. 

Daha sonra 95
0
C sıcaklıkta kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi ve ardından 

soğutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oranında 5 ml n-butanol-piridin karıĢımından 

eklenip vortekslendi. 5000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edildikten sonra üst kısımdaki 

organik tabaka alınarak 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüldü. Sonuçlar 

nmol/g olarak kaydedildi (Ohkawa vd., 1979; Benzer ve Ozan, 2003; Üstündağ vd., 2005).         

2.2.5. Plazma MDA Ölçümleri 

Plazma örneklerinin MDA tayini Ohkawa vd. (1979)‟nın yöntemine göre değiĢtirilerek 

yapılmıĢtır. Gruplardan 200 µl örnek alınarak % 8,1 SDS‟ten 200 µl 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 Ģekilde distile su eklendi. Daha sonra 95
0
C sıcaklıkta kaynar su banyosunda 1 

saat bekletildi ve ardından soğutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oranında 5 ml n-

butanol-piridin karıĢımından eklenip vortekslendi. 4000 rpm‟de 15 dakika santrifüj 

edildikten sonra üstteki organik tabaka alınıp 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik 

olarak ölçüldü. Sonuçlar nmol/ml olarak kaydedildi.   

2.2.6. MDA Ölçümleri için Standart Eğri Çizimi 

Günlük standart MDA stoklarından (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 µl alınıp 100 ml 

saf suya tamamlandı. Eğri çizimi için günlük standarttan saf suyla 40, 20, 10, 8, 5, 4 

oranında seyreltme yapılarak 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol deriĢiminde çalıĢma 

standartları hazırlandı (Antmen, 2005). Bunun ardından, daha önce bahsedilen MDA 

prosedürüne göre diğer iĢlemler yapılarak sonuçlar doku için nmol/g; plazma için nmol/ml 

olarak kaydedildi ve standart eğri grafiği çizildi.  

2.2.7. DNA Hasarının Analizi 

Apoptozis esnasında DNA‟yı 200 baz çiftlik parçalara ayırarak kırılmalar meydana 

getiren endonükleaz enzimi, apoptozisin önemli bir iĢareti olan merdiven görüntüsünü 

oluĢturmaktadır ve bu oluĢum DNA agaroz jel elektroforezinde (Thermo EC, mini cell, EC 

320) tespit edilebilmektedir. Dokularda Qiagen DNA izolasyon kiti kullanılarak DNA 

izolasyonu yapılmıĢtır ve ardından DNA, Tris-EDTA solüsyonunda çözülerek DNA agaroz 
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jel elektroforezinde % 1‟lik jelde analiz edilmiĢtir (Wang vd., 2003; Aslan, 2011). 

Sonrasında DNA bantlarının görüntüsü alınarak gruplar arasındaki benzerlik ve farklılıklar 

tespit edilmiĢtir.  

2.2.7.1. Karaciğer Dokusundan DNA Ġzolasyonu 

Dokularda Qiagen DNA izolasyon kiti kullanılarak DNA izolasyonu Ģu Ģekilde 

yapılmıĢtır (Qiagen, QIAamp® DNA Mini Kit, Cat. No. 51304): 

1- 25 mg doku alınır, küçük parçalara ayrılır. 1,5 ml‟lik santrifüj tüpüne alınır. 180 

µl ATL Buffer‟ı eklenir. 

2- 20 µl Proteinaz-K ilave edilir, vortekslenir. 56
0
C‟de doku eriyinceye kadar (1-3h) 

inkübe edilir (ara sıra vortekslenir). 

3- 200 µl AL Buffer‟ı ilave edilir. 15 saniye darbeli vorteksleme yapılır. Ardından 

70
0
C‟de 10 dakika inkübe edilir. (Doku kaybını önlemek için gerekirse kısa süreli 

santrifüj yapılır.) 

4- 200 µl etanol ilave edilip 15 saniye vortekslenir. 

5- KarıĢım Spin Kolona aktarılır ve kapağı kapatılır. 8000 rpm‟de 1 dakika santrifüj 

edilir. Spin Kolon çıkarılır. Temiz bir Collection tüpe bırakılır, diğeri atılır.  

6- 500 µl AW1 Buffer‟ı Spin Kolona ilave edilir, kapak kapatılır. 8000 rpm‟de 1 

dakika santrifüj edilir. Spin Kolon alınır, Collection tüp atılır, temiz bir Collection 

tüpe bırakılır.  

7- Spin Kolona 500 µl AW2 Buffer‟ı eklenir ve 14000 rpm‟de 3 dakika santrifüj 

edilir.  

8- Spin Kolon 1,5 ml eppendorf tüpe bırakılır. Spin Kolon içerisine 200 µl AE 

Buffer‟ı veya distile su bırakılır. Oda sıcaklığında 1 dakika beklenir. 8000 rpm‟de 

1 dakika santrifüj edilir. 

9- 8. basamak tekrarlanır. 

2.2.8. Western Blotlama ÇalıĢması için Doku Homojenizasyonu 

Karaciğer doku örnekleri, küçük parçalara bölünerek mekanik homojenizatörde lizis 

tamponu (0,5 M Tris [pH: 8], EDTA, ß-Merkaptoetanol, Fenil metil sülfonil florid 

[PMSF]) içerisinde parçalandı. Parçalanan doku örnekleri 15000 rpm‟de 45 dakika 
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santrifüjlendi. Süpernatant alındı ve kullanılıncaya kadar -80
0
C‟de muhafaza edildi (Aslan, 

2011).   

2.2.9. SDS-PAGE ve Western Blotlama Tekniği ile Proteinlerin Analizi 

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) tekniği ile 

dokulara ait protein örnekleri %12‟lik jelde yürütülmüĢtür. Daha sonra bu proteinler 

Western blotlama tekniği ile nitroselüloz membrana aktarılarak sentez oranlarına bakılmıĢ 

(Laemmli, 1970) ve sonrasında protein düzeyleri yoğunluk belirleyici analiz sistemi ile 

ölçülmüĢtür (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA). 

2.2.9.1. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel elektroforez sistemi kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Proteinleri ayırmak için kullanılan jel Ģu Ģekilde hazırlanmıĢtır 

(Laemmli, 1970). 

Ayırma Jeli (Separating)’nin HazırlanıĢı (% 12) 

dH2O     3,35 ml 

1,5 M Tris HCl (pH: 8.8)  2,5 ml 

% 10 SDS    100 μl 

% 30 Akrilamid/Bis   4 ml 

% 10 Amonyum Persülfat  75 μl 

TEMED     15 μl 

Yükleme Jeli (Stacking)’nin HazırlanıĢı (% 4) 

dH2O     6,1 ml 

0,5 M Tris HCl (pH: 6.8)  2,5 ml 

% 10 SDS    100 μl 

% 30 Akrilamid/Bis   1,3 ml 

% 10 Amonyum Persülfat  60 μl 

TEMED     12 μl 
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HazırlanmıĢ örneklerin kuyulara yüklenmesinden önce, eĢit miktarda SDS-PAGE 

SAB boyası eklenerek 5 dakika kaynatılır. Elektroforez için 1 x tank tamponu kullanılır ve 

proteinlerin jeldeki hareketini izlemek için kullanılan boya olan bromofenol mavisine ait 

mavi bant, jelin sonuna gelinceye dek 20 mA akım uygulanır. Elektroforezin ardından jel, 

oda sıcaklığında yarım saat süreyle Coomassie mavisi ile boyandıktan sonra jeldeki protein 

bantları görünür hâl alıncaya kadar boya uzaklaĢtırıcı solüsyon ile yıkanır. Fotoğrafları 

alınan jeller, jel kurutma sistemi ile kurutularak saklanır (Laemmli, 1970). 

2.2.9.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

SDS-PAGE için 5x Tank (Yürütme) Tamponu (5x Running Buffer) 

0,025 M Trizma Base    15 g/ml 

0,192 M Glisin     72 g/ml 

%0.1 SDS     5 g/l 

dH2O ile 1x Running buffer‟a seyreltilerek çalıĢma solüsyonu hazırlandı. 

SDS-PAGE Ġçin Örnek Uygulama Tamponu (SAB: Sample Amplification Buffer) 

% 10 SDS      1 g/10 ml 

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

% 10 Gliserol      1 ml/10 ml 

% 25 2-Merkaptoetanol     0,25 ml/10 ml 

% 0,05 Bromofenol Mavisi    0,005 g/10 ml 

DTT      0,2 g/10 ml 

dH2O ile 10 ml‟ye tamamlandı. 

SDS-PAGE Sonrası Protein Boyama Solüsyonu 

% 0,1 Commassie Brillant Mavisi   0,1 g/100 ml 

% 40 Metanol      40 ml/100 ml 

%10 Glasiyal Asetik Asit    10 ml/100 ml 

dH2O ile 100 ml‟ye tamamlandı. 
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SDS-PAGE Sonrası Boya Giderici (Destaining) Solüsyon 

% 5 Metanol      5 ml/100 ml 

% 7 Asetik Asit      7 ml/100 ml 

dH2O ile 100 ml‟ye tamamlandı. 

Western Blot Transfer Tamponu 5X 

Glisin       4,3 g/300 ml 

Trizma Base      5,81 g/300 ml 

Metanol       75 ml/300 ml 

dH2O ile 300 ml‟ye tamamlandı. 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 9X 

1,45 M NaCl      84,74 g/l 

0,075 M Na2HPO4.12 H2O    26,8 g/l 

0,025 M NaH2PO4.12 H2O    3,9 g/l 

PBS Tween-20 

PBS       1000 ml 

Tween-20      2 ml 

Süt Tozu 

Bloklama solüsyonu olarak % 5‟lik süt tozu kullanıldı. 

Western Blotlama Sonrasında Nitroselüloz Membranda Protein Görüntüleme 

Solüsyonu 

1 M Tris (pH: 6,8)     1,33 ml/40 ml 

3,3‟-Diaminobenzidin (DAB) tablet   4 tablet  

% 30 H2O2     40 µl/40ml 

dH2O ile 40 ml‟ye tamamlandı. 

Western blotlama, BIO-RAD Mini-PROTEAN
®
3 Cell jel elektroforez sistemi 

kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Blotlama öncesinde SDS-PAGE ile proteinlerin jelde 
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ayrılması sağlanır. Jel büyüklüğünde olacak Ģekilde NitroBind transfer membranı kesilir. 

Filtre kağıtlarıyla beraber transfer tamponu içerisinde bekletilir. Elektroforezin ardından jel 

de transfer tamponu içerisinde bekletilir ve sonrasında western blota özgü kasetin kapağı 

açılarak alt tarafına filtre kağıdı ve onun üzerine de jel yerleĢtirilir. Hava kabarcığı 

kalmamasına dikkat ederek nitroselüloz membran ve tekrar bir filtre kağıdı yerleĢtirilerek 

kasetin kapağı kapatılır ve elektroforez tankına yerleĢtirilir. Tanka buz ünitesi de 

yerleĢtirilir ve ardından transfer tamponu doldurularak güç kaynağına bağlanır ve 250 

mA‟da 90 dakika akım verilir. Isının düzenli dağılması amacıyla, blotlama manyetik 

karıĢtırıcı üzerinde yapılır. Blotlama sonrasında membran, PBS Tween-20‟de (PBS yıkama 

solüsyonu) 15 dakika yıkanır. 4
0
C‟de bir gece süt tozu içerisinde bloklama iĢlemi yapılır. 

Bloklamadan sonra 90 dakika oda ısısında bekletilir. Daha sonra 1/1000 oranında 

seyreltilmiĢ primer antikor ilave edilir. Gene 90 dakika oda ısısında bekletilir. 15 dakika 

PBS çalıĢma solüsyonu ile yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilir. 1/1000-2000 oranında 

seyreltilmiĢ sekonder antikor ilave edilir. 90 dakika oda ısısında bekletilir. Yine aynı 

Ģekilde PBS çalıĢma solüsyonu ile 15 dakika yıkanır. Yıkama iĢleminin ardından son 

hacim 40 ml saf suyla tamamlanacak Ģekilde 4 tablet (20 mg) 3,3‟-Diaminobenzidin (DAB, 

Amresco), 1,33 ml 1M Tris (pH: 6,8), %30‟luk 40 µl H2O2 içerisinde bantlar belirgin hale 

gelinceye kadar bekletilir. Ardından dH2O içerisine alınarak reaksiyon durdurulur. Bu 

metotta Aslan (2011)‟in çalıĢması esas alınarak bazı değiĢiklikler yapılmıĢtır. 

2.2.10. Kaspaz-3, Kaspaz-9, Bax, Bcl-2 Proteinlerinin Analizi (Apoptotik Markerlar) 

Apoptozisin önemli belirteci olan bu proteinlerin dokulardaki sentez oranları oldukça 

önemlidir. Bu çalıĢmada kaspaz-3, kaspaz-9, bax, bcl-2 apoptotik proteinlerinin hasarlı ve 

normal dokulardaki ekspresyon seviyeleri özel antikorlar kullanılarak SDS-PAGE ve 

Western blotlama tekniği ile belirlenmiĢtir.  

2.2.11. TUNEL Metoduyla Apoptozis Düzeylerinin Belirlenmesi 

Terminal Deoksinükleotidil Transferaz dUTP Çentik Uç Etiketleme olarak bilinen 

TUNEL metodu, hücrelerde meydana gelen apoptozis oranlarını belirlemede standart 

yöntemlerden biridir. (TaĢ vd., 2012) Parafin bloklar, dondurulmuĢ halde bulunan kesitler, 

kültürü yapılmıĢ solüsyon halindeki ya da “plate”lere ekilmiĢ veya lameller üzerinde 

büyütülmüĢ hücrelerdeki apoptozis bu yöntemle belirlenebilir (Yılmaz, 2005; Qiu vd., 

2007).  
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TUNEL metodu sırasında Ģu iĢlemler yapılmıĢtır: Parafin bloklardan 5 μm kalınlığında 

alınan kesitler polilizinli lamlara alındı. Üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, 

USA) kullanılarak apoptoza giden hücreler belirlendi. Boyama metodu aĢağıdaki tabloda 

ayrıntılı olarak verilmiĢtir (Tablo 2). Hazırlanan preparatlar araĢtırma mikroskobunda 

(Olympus BH–2) incelenerek değerlendirildi ve fotoğraflandı. TUNEL boyamanın 

değerlendirilmesinde metil green ile yeĢile boyanmıĢ çekirdekler normal, kahverengi 

nükleer boyanma gösteren hücreler apoptotik olarak değerlendirildi. Kesitlerde 10'luk 

büyütmede rastgele seçilen alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hücre sayıldı. 

Apoptotik hücrelerin, toplam (normal + apoptotik) hücrelere oranlanması ile Apoptotik 

indeks (AI)‟i hesaplandı. Skala bar: 50µm. 

Tablo 2. TUNEL Boyama Prosedürü  

 ĠĢlem Süre 

1  60ºC etüv  Bir gece 

2 Xylol   3X15 dakika 

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

4 PBS 5 dakika 

5 Kesitlerin çevreleri sınırlayıcı kalem ile çizilir. ............. 

6 1:500 dilüsyondaki Protinaz K solüsyonu  20 dakika 

7 PBS  3X5 dakika 

8 Endojen peroksidaz blokajı (% 3 H2O2)  3 dakika 

9 PBS  3X5 dakika 

10 Equilibration tampon solüsyonu  10 dakika 

11 ÇalıĢma solüsyonu (%70 µl Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme ) 

37°C‟de  

60 dakika 

12 Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sıcaklığında 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 kullanılarak lamel ile kapatma. ............. 
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2.2.12. Ġstatistiksel Analizler 

Bütün veriler SPSS 20 paket programında varyans analizi ile değerlendirilmiĢtir. 

Gruplar içi farklılıkları belirlemek için One-Way ANOVA Post Hoc Tukey testi 

uygulanmıĢtır. Yapılan istatistiklerin güvenilirliği açısından, ölçümler en az 3 tekrar 

olacak Ģekilde yapılarak, SPSS 20 paket programında sonuçlar kaydedilmiĢ ve ardından 

değerlendirme sürecine geçilmiĢtir. 



 

3. BULGULAR  

3.1. Canlı Ağırlık DeğiĢimi ve Su Tüketimi 

Tablo 3. Gruplarda baĢlangıç ve bitiĢ canlı ağırlıkları ve günlük su tüketimi 

Gruplar BaĢlangıç canlı 

ağırlığı, g 

BitiĢ canlı  

ağırlığı, g  

Günlük su  

tüketimi, ml 

Negatif Kontrol 264,85 ± 9,68 357,85 ±  16,26
a
 307,33 ±  1,52

a
 

Pozitif Kontrol 237,14 ± 14,15 309,28 ± 15,46
b
 280,35 ± 1,56

b
 

CCl4 249,57 ± 29,23 279,28 ± 34,60
c
 184,29 ± 1,53

d
 

CCl4 + Deve Dikeni 255,42 ± 18,03 304,57 ± 18,84
b
 233,32 ± 1,52

c
 

a-d: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark önemlidir (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post HocTukey Testi 

 

ġekil 8. Deney gruplarımızın bakım odası 



29 

 

 

ġekil 9. Gruplarda görülen bitiĢ canlı ağırlık oranları 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 

 

ġekil 10. Gruplara göre günlük su tüketim oranları 

a-d: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 

Tablo 3‟teki istatistiksel değerlere su tüketimi açısından bakıldığında gruplar 

arasındaki farklar önemlidir (p<0.05). Özellikle CCl4 uygulanan gruplarda su tüketiminin 
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kontrol gruplarına göre daha az olması, zamanla meydana gelen hasarın, önemli bir 

fizyolojik faaliyet olan su tüketimini olumsuz yönde etkileyebildiğini göstermesi açısından 

önemlidir. 

BaĢlangıç canlı ağırlıklarında gruplar arasında istatistiksel olarak bir fark olmadığı 

görülürken (p>0.05), bitiĢ canlı ağırlıkları incelendiği zaman ise gruplar arasında 

istatistiksel olarak fark olduğu (p<0.05) ve en düĢük ağırlık oranının CCl4 grubunda 

olduğu; deve dikeni ekstraktı verilen CCl4 grubunda ise belirgin bir Ģekilde ağırlık artıĢının 

olduğu görülmektedir.  

3.2. DNA Hasarı 

 

ġekil 11. Kontrol grubu ve deney grubu ratlarda hücresel DNA hasarı görüntüsü 

Hatlar (sağdan sola): (1) Marker; (2) NK; (3) PK; (4) CCl4; (5) CCl4 + DD 

ġekil 11‟deki DNA agaroz jel görüntüsüne bakıldığı zaman, karbon tetraklorür 

grubunda meydana gelen kırılmaların (merdiven görüntüsü) kontrol gruplarına göre daha 

fazla olduğu anlaĢılmaktadır. CCl4 + DD grubunda ise DNA‟daki kırılmalar CCl4 grubuna 

göre kısmen daha azdır. Bu sonuçlara göre Ģu yorum yapılabilir: DD verilen ve karaciğer 

hasarı olan grupta DNA‟daki hasar oranı, DD verilmeyen ve karaciğer hasarı olan gruba 

göre nispeten daha azdır ve buna bağlı olarak deve dikeninin antioksidan etkisi, karaciğer 

hasarı bakımından düĢünüldüğünde, DNA hasarını azaltabileceği söylenebilir (Üstündağ 

vd., 2005; ġentürk vd., 2010).   
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3.3. MDA Ölçüm Sonuçları 

Tablo 4. ÇalıĢma gruplarında elde edilen plazma ve karaciğer doku MDA düzeyleri 

 

Gruplar 

 

Negatif Kontrol 

 

Pozitif Kontrol 

 

CCl4 

CCl4 + Deve 

Dikeni 

Plazma MDA  

(nmol/ml) 

 

2,72 ± 0,18
c
 

 

1,59 ± 0,25
d
 

 

4,25 ± 0,21
a
 

 

3,65 ± 0,15
b
 

Karaciğer 

Doku MDA 

(nmol/g) 

 

4,03 ± 1,57
c
 

 

4,35 ± 1,55
c
 

 

14,13 ± 1,58
a
 

 

8,48 ± 1,57
b
 

Tablo 4‟te görülen değerler, 532 nm dalga boyunda ölçülen MDA değerlerinin, daha 

önce bahsedilen günlük standart MDA stokları baz alınarak ve gerekli prosedürler 

uygulanarak hesaplanmıĢ halidir. Hesaplama iĢlemi x = (y – 0,0052)/0,0099 Ģeklinde 

yapılmıĢtır. Buradaki y değeri spektrofotometrede ölçülen MDA değeridir (y=0,0099x 

+0,0052). Bu verilere göre MDA standart eğrisi oluĢturulmuĢtur. 

 

ġekil 12. MDA Standart Eğrisi 

Tablo 4‟teki değerler, hem plazmada hem de karaciğer dokusunda, deve dikeni verilen 

gruplarda MDA düzeyinin düĢtüğünü ve en yüksek düzeydeki MDA değerlerinin CCl4 

gruplarında olduğunu göstermektedir. Karaciğer dokusunda ve plazmada, CCl4 muamelesi 

gören iki grup, kontrol gruplarına göre istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılık göstermiĢtir 
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(p<0.05). Deve dikeni verilen gruplarda ise MDA düzeylerinin daha düĢük olduğu 

görülmektedir. 

 

ġekil 13. Karaciğer dokusunda gruplar arasında MDA düzeylerinin karĢılaĢtırılması 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 

 

ġekil 14. Plazmada gruplar arasında MDA düzeylerinin karĢılaĢtırılması 

a-d: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 
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3.4. TUNEL Metoduyla Belirlenen Histolojik Sonuçlar 

ÇalıĢmanın sonlandırılmasının ardından TUNEL metodu kullanılarak apoptozis 

düzeyleri belirlenmiĢtir. Elde edilen görüntülerle, karaciğer dokusunda DNA‟da meydana 

gelen hasar tespit edilmiĢtir.  

 

ġekil 15. Negatif Kontrol grubuna ait karaciğer dokusunda TUNEL pozitif hücreler 

(→). Skala bar: 50µm. 

 

ġekil 16. Pozitif Kontrol grubuna ait karaciğer dokusunda TUNEL pozitif hücreler 

(→). Skala bar: 50µm. 
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ġekil 17. CCl4 grubuna ait karaciğer dokusunda TUNEL pozitif hücreler  

(→). Skala bar: 50µm. 

 

ġekil 18. CCl4 + Deve Dikeni grubuna ait karaciğer dokusunda TUNEL pozitif 

hücreler  

(→). Skala bar: 50µm. 
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Tablo 5. TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks (%) 

Gruplar Apoptotik indeks % 

Negatif Kontrol 6 

Pozitif Kontrol 7 

CCl4 23 

CCl4+DD 13 

Apoptotik hücrelerin belirlenmesi için yapılan TUNEL boyamanın ıĢık mikroskopi 

altında incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifliği karaciğer dokusunda NK (Ģekil 15) grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında CCl4 (Ģekil 17) grubunda anlamlı bir artıĢ gözlendi (p<0.05). CCl4 

grubu ile kıyaslandığında sadece deve dikeni verilen PK grubunda (Ģekil 16) ise anlamlı bir 

değiĢiklik yoktu. CCl4+DD (Ģekil 18) grubunda ise apoptotik indeksin, CCl4 grubuna göre 

azalıĢ göstererek normale yaklaĢtığı görülmektedir. 

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

Markerlar) 

 

ġekil 19. Gruplara göre bax protein ekspresyon düzeyleri 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 
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ġekil 20. Gruplara göre bcl-2 protein ekspresyon düzeyleri 

a-b: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 

 

ġekil 21. Gruplara göre kaspaz-3 protein ekspresyon düzeyleri 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 
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ġekil 22. Gruplara göre kaspaz-9 protein ekspresyon düzeyleri 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taĢıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). One-Way 

ANOVA Post Hoc Tukey Testi 

Bölüm 3.5.‟te, hücre ölüm mekanizması aĢamalarında yer alan proteinlerin ekspresyon 

seviyeleri görülmektedir. ġekil 19 incelendiğinde, Bax proteininin ekspresyon düzeyi 

gruplar arasında istatistiksel açıdan bir fark göstermiĢtir (p<0.05). En yüksek yüzde negatif 

kontrol grubunda, en düĢük yüzde ise CCl4+DD grubunda gözlenmiĢtir. ġekil 20‟de bcl-2 

proteininin ekspresyon düzeyi incelendiğinde, kontrol grupları ve CCl4+DD grubu arasında 

istatistiksel olarak farklılık yokken, CCl4 grubuyla kıyaslandığında istatistiksel olarak fark 

olduğu (p<0.05) görülmektedir. ġekil 21‟de, apoptotik bir protein olan kaspaz-3 proteinin 

ekspresyon düzeyi incelendiğinde, CCl4 ile CCl4+DD grubu arasında istatistiksel açıdan 

fark oluĢtuğu (p<0.05) görülmüĢtür. En yüksek yüzde CCl4+DD grubunda; en düĢük yüzde 

ise CCl4 grubunda ortaya çıkmıĢtır. Buna bağlı olarak, deve dikeninin bu proteinlerin 

sentezini artırıcı yönde etkisi olduğunu söyleyebiliriz. Son olarak Ģekil 22‟de yine bir 

apoptotik protein olan kaspaz-9 proteininin ekspresyon düzeyi incelendiğinde gruplar 

arasında istatistiksel olarak fark oluĢtuğu (p<0.05) görülmektedir. Burada da, karbon 

tetraklorür verilen DD grubunun, CCl4 grubuna göre yüzdesi daha fazla çıkmıĢtır.  



 

4. SONUÇLAR VE TARTIġMA 

Yapılan birçok çalıĢmada antioksidan özelliği olduğu bilinen bitkilerin dokulardaki 

hasarı önlemedeki önemi anlaĢılmıĢtır. Yapılarındaki flavanoidler, flavanolignanlar ve 

diğer polifenolik bileĢiklerle deve dikeni bitkisinin de serbest radikal tutucu iĢleviyle 

antioksidan özellik gösterdiği belirtilmiĢtir. Bu bitkinin özellikle karaciğer üzerindeki 

iyileĢtirici etkileriyle ilgili birçok araĢtırma bulunmaktadır (ġentürk vd., 2010; Aghazadeh 

vd., 2011). 

Al-Rasheed vd. (2014), CCl4 toksisitesi ile hasara uğratılmıĢ ratlarda deve dikeninin 

doku harabiyetini önlemede etkili antioksidan bitkilerden biri olduğunu belirtmiĢlerdir (Al-

Rasheed vd., 2014). Aghazadeh vd. (2011) ise yüksek polifenolik içeriği olan Silybum 

marianum‟un, serbest radikalleri temizlemesi sayesinde esasen oksidasyonu hızlandırıcı 

(prooxidant) ürünlere karĢı hepatoprotektif etkisinin olduğunu belirtmiĢlerdir (Aghazadeh 

vd., 2011). 

Sonnenbichler ve ark., böbrek hücreleri üzerinde deve dikeninin antioksidan etkilerini 

araĢtırıdıkları çalıĢmalarında, büyüme oranı, protein sentezi ve LDH aktivitesi gibi 

parametrelerdeki değiĢimleri incelemiĢler ve deve dikeninin toksik maddelere karĢı etkin 

bir antioksidan bitki olduğunu belirtmiĢlerdir (Sonnenbichler vd., 1999). Bizim 

bulgularımıza göre, ratlara CCl4 verilerek oluĢturulan karaciğer hasarında, DNA agaroz jel 

elektroforezi görüntülerimiz incelendiğinde (Ģekil 11), NK ve PK gruplarında DNA 

kırıklarının olmadığı görülmüĢtür. CCl4 ve CCl4+DD gruplarında ise DNA hasarı meydana 

geldiği ve DD verilen hasara uğratılmıĢ grup ile DD verilmeyen hasara uğratılmıĢ grup 

arasında DNA'da meydana gelen kırıklar açısından bir fark olduğu anlaĢılmaktadır. DD 

verilen hasarlı grupta, DD verilmeyen hasarlı gruba göre DNA kırıklarının daha az 

seviyede olduğu görülmektedir. Bu farklılık ise deve dikeninde bulunan etken maddelerin, 

hasarlı hücrelerdeki DNA hasarını nispeten de olsa engelleyebileceğini düĢündürmektedir. 

ġentürk ve ark., deve dikeninin bazı etken maddelerinin GSH seviyesinde artıĢa neden 

olduğunu, SOD aktivitesini artırdığını ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettiğini 

belirtmiĢlerdir (ġentürk vd., 2010). 
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Aghazadeh vd. (2011), deve dikeni ekstraktının hepatositleri etanol, serbest yağ 

asitleri, karbon tetraklorür gibi çeĢitli toksinlere karĢı koruduğunu belirtmiĢlerdir 

(Aghazadeh ve ark., 2011). 

Deve dikeninin ilaç olarak kullanımı 1. yüzyıla kadar dayanmaktadır. Romalı doğa 

bilimci Plinius yüzyıllar önce, bu bitkinin suyunun safrayı akıtmaya yaradığını belirtmiĢtir. 

Karaciğer enzimlerini düzenleme, sarılığı önleme gibi birçok karaciğeri koruyucu etkisinin 

yanında, bazı kanser türlerini önlemede rolünün olduğu da bilinmektedir. Japonya'da 

bulunan kanser araĢtırma merkezi Clinical Cancer Research'ta Dr. Zi vd. (1998) tarafından 

yapılan çalıĢmada deve dikeni etken maddelerinin meme kanserinde ilerlemeyi durdurduğu 

tespit edilmiĢtir. 1996'da  European Journal of Cancer adlı merkezde yapılan çalıĢmada da 

deve dikeninin yumurtalık ve meme kanseri hücrelerinin çoğalmasını durdurduğu 

belirlenmiĢtir (Zi vd., 1998). 

Deney hayvanlarıyla yapılan araĢtırmalarda, hasar oluĢturulan gruplarla diğer gruplar 

arasındaki farkı anlamak için ilk parametrelerden biri hayvanların ağırlıklarıdır. Zira hasar 

görmüĢ hayvanlarda ağırlık kaybı olması muhtemeldir. Bu nedenle çalıĢmamızda düzenli 

olarak rat ağırlıkları kaydedilmiĢtir. Yaptığımız rat ağırlıkları tayinini dikkate alarak, ilk 

günkü ağırlıklar ile kesimden 24 saat önceki ağırlıklara bakıldığında (Tablo 3), negatif 

kontrol ve pozitif kontrol grubunda düzenli ve yüksek oranda ağırlık artıĢı gözlenirken; en 

az ağırlık artıĢının ise CCl4 grubunda olduğu görülmektedir. CCl4 + DD grubunda ise 

kontrol gruplarına oranla daha az seviyede bir ağırlık artıĢı olmakla beraber, CCl4 grubuna 

göre ise daha yüksek bir ağırlık artıĢı olmuĢtur. Sadece ağırlık artıĢları göz önünde 

bulundurularak, deve dikeninin, ksenobiyotik etkisi olan CCl4‟e karĢı hayvanlarda 

koruyucu bir etkisi olduğu ve bu durumun hayvanların beslenmesi dâhil birçok faktör 

üzerinde etki gösterdiği yorumu yapılabilir.  

ÇalıĢmamızda ratlara verilen içme suları düzenli olarak kontrol edilmiĢtir. Özellikle 

içme sularına deve dikeni ekstraktı kattığımız PK ve CCl4+DD gruplarındaki ratların suları 

ne düzeyde içtikleri sık sık kontrol edilerek kaydedilmiĢtir. ġekil 10‟daki günlük su 

tüketimi oranları incelendiği zaman, en az su tüketiminin karbon tetraklorür verilen grupta 

olduğu görülmektedir. Bu durum da, çalıĢma sırasınca ratların gördükleri hasarın 

tükettikleri suya da yansıdığını göstermektedir.   
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Shaker vd (2010)., lipit peroksidasyonunun son ürünü olan MDA‟nın karaciğer 

hasarında dikkat çekici serbest radikal rolünü gösterdiğini belirtmiĢlerdir. Shaker ve 

ark.‟nın yaptığı çalıĢmada, normal diyetle beslenen ve herhangi baĢka bir muamele 

görmeyen ratların plazmasında MDA düzeyinin, CCl4 ile muamele gören gruba göre 

oldukça düĢük çıktığı görülmüĢtür. Aynı çalıĢmanın, enjeksiyon yoluyla deve dikeni etken 

maddesi ilave edilen 3. grubunun MDA düzeyinin ise 2. gruba göre düĢük çıktığı (p<0.05) 

görülmüĢtür (Shaker vd., 2010).     

ġentürk vd. (2010), rat böbreğinde oluĢan oksidatif hasarda deve dikeninin rolünü 

araĢtırdıkları çalıĢmada, iskemi rüperfüzyonu grubunda MDA düzeyinin yüksek olduğunu, 

50 mg/kg deve dikeni ekstraktı grubunda bu oranın düĢtüğünü, 100 mg/kg deve dikeni 

ekstraktı grubunda ise MDA düzeyinin yüksek olduğunu görmüĢler ve belirli oranda deve 

dikeninin MDA seviyesini düĢürdüğünü ancak yüksek doz uygulamanın olumsuz etkisinin 

olabileceğini belirtmiĢlerdir (ġentürk vd., 2010). 

Aghazadeh vd. (2011)‟nin çalıĢmasında, metiyonin ve kolin bakımından eksik 

beslenen ratların plazma MDA düzeyi, normal diyetle beslenen kontrol grubuna göre 

oldukça yüksek çıkmıĢtır. Aynı grup, bu diyete ek olarak deve dikeni takviyesi yapılan 

grupla kıyaslandığı zaman ise, diyetlerine deve dikeni eklenen grupta plazma MDA 

düzeyinin istatistiksel olarak daha düĢük çıktığı görülmüĢtür (p<0.05).  

Al-Rasheed vd. (2014), deve dikeninin kalp dahil birçok dokuda koruyucu rolü 

olduğunu, MDA düzeyi, protein ekspresyon oranları ve birçok fizyolojik mekanizmayı 

etkilediğini belirtmiĢlerdir. 

Bizim bulgularımızda, karaciğer dokusundaki MDA düzeyi gruplar bazında 

değerlendirildiğinde (Tablo 4), kontrol grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olmadığı görülmüĢtür. Fakat CCl4 ve CCl4+DD gruplarının negatif kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak farklı (p<0.05) olduğu ve en yüksek MDA düzeyinin CCl4 grubunda 

olduğu görülmüĢtür. CCl4+DD grubunun MDA düzeyi kontrol gruplarına göre yüksek 

olmakla beraber, CCl4 grubuna göre daha düĢük seviyede olması, deve dikeninin karaciğer 

dokusunda lipit peroksidasyonuna bağlı olarak oluĢan MDA seviyesini düĢürmede etkili 

bir antioksidan olduğunu düĢündürmektedir. 

Bulgularımızdaki plazma MDA seviyeleri karĢılaĢtırıldığında ise (Tablo 4), gruplar 

arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılık görülmektedir (p<0.05). Tablo 4‟e 
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bakıldığında, en yüksek MDA düzeyi CCl4 grubunda ortaya çıkmıĢtır. CCl4+DD grubunun 

MDA düzeyi ise CCl4 grubuna göre daha düĢük çıkmıĢtır ve istatistiksel açıdan farklılık 

vardır. Burada, sadece deve dikeni muamelesi gören PK grubunun MDA seviyesinin en 

düĢük çıkması da dikkat çekicidir. Sonuç olarak, deve dikeninin karaciğer dokusunda ve 

plazmada, MDA düzeyini düĢürüp hasarı azaltmada etkin bir role sahip olduğunu 

söyleyebiliriz.     

Zhou vd. (2006), ratlarda deve dikeni etken maddelerinin DNA hasarı ve hücre 

döngüsü düzenlemesi üzerine etkilerini araĢtırdıkları çalıĢmalarında, hasara uğratılmıĢ 

gruplarda TUNEL pozitif hücrelerin sayısının, deve dikeni verilen gruplara oranla daha 

yüksek çıktığını belirtmiĢlerdir. Aynı zamanda DNA agaroz jel elektroforezi görüntüleriyle 

de deve dikeninin DNA hasarını azaltmada etkili bir bitki olduğunu ifade etmiĢlerdir.   

Yu vd. (2014), CCl4‟e bağlı oluĢan karaciğer hasarında Dioscorea nipponica bitkisinin 

etkilerini araĢtırmıĢlar ve karaciğer hasarını belirlemede TUNEL metodunu 

kullanmıĢlardır. CCl4 verilen model grubundaki apoptotik indeksin, diğer gruplara göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek çıktığı görülmüĢtür (p<0.05). 

Zhao vd. (2012)‟nin, asetoaminofenin karaciğer üzerindeki olumsuz etkilerini 

araĢtırdıkları çalıĢmalarında TUNEL metodu sonuçlarına bakıldığı zaman, bu maddeyle 

yüksek oranda hasara uğramıĢ olan gruplarda apoptotik indeks oranı diğer gruplara kıyasla 

istatistiksel açıdan anlamlı Ģekilde yüksek çıkmıĢtır (p<0.05). 

Singh ve Agarwal (2005), deri kanserini klinik öncesi dönemde inceledikleri 

çalıĢmada, deve dikeni etken maddelerinden olan silibinini denemiĢlerdir. Yaptıkları 

TUNEL metodu sonuçlarında, hastalığın erken dönemlerinde kullanılan deve dikeninin, 

antikanser ajanı olarak ifade ettikleri silibinin maddesi sayesinde kanseri önleyebileceğini 

ifade etmiĢlerdir.  

Bizim çalıĢmamızdaki TUNEL metodu sonuçları incelendiği zaman ise NK ve PK 

grupları arasında istatistiksel olarak fark oluĢmadığı gözlenmektedir. Ancak CCl4 grubunda 

NK grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde artma gözlenmiĢ (p<0.05), 

CCl4+DD grubunda ise CCl4 grubuna göre anlamlı bir Ģekilde azalıĢ gözlenmiĢtir (p<0.05). 

TUNEL metoduyla apoptozis oranının ifade edildiği bu sonuçları değerlendirdiğimizde, 

karbon tetraklorürün karaciğerde DNA seviyesinde ciddi düzeyde hasar meydana getiren 

bir kimyasal olduğunu, CCl4 ile birlikte deve dikeni verdiğimiz grupta ise buna bağlı 
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olarak meydana gelmiĢ olan karaciğer hasarına karĢı deve dikeninin apoptotik indeksi 

azaltarak karaciğeri mevcut hasara karĢı koruduğunu söyleyebiliriz.  

Lu vd. (2012)‟nin yaptığı çalıĢmada bax protein ekspresyon düzeyi, CCl4 uygulanan 

grupta, kontrol grubu, deve dikeni grubu ve dioscin grubuna göre istatistiksel açıdan fark 

olacak Ģekilde yüksek çıkmıĢtır (p<0.05). Lee vd. (2014) yaptığı çalıĢmada ise sadece CCl4 

muamelesi gören grupta bax protein ekspresyon düzeyi en yüksek çıkmıĢ, bunu hem CCl4 

hem de 50 mg/kg diallil disülfit verilen grup izlemiĢtir. Hem CCl4 hem de 100 mg/kg 

diallil disülfit verilen grupta ise bax protein ekspresyon seviyesi daha düĢük çıkmıĢ ve 

sadece CCl4 verilen grupla arasında istatistiksel olarak fark gözlenmiĢtir (p<0.05). Bizim 

çalıĢmamızda ise, CCl4 grubunda bax protein ekspresyon düzeyi, PK ve CCl4+DD 

gruplarına göre istatistiksel açıdan fark oluĢacak Ģekilde yüksek çıkmıĢ, NK grubuna göre 

ise düĢük çıkmıĢtır (p<0.05). Proapoptotik bir protein olan bax proteini, daha önce de 

bahsedildiği gibi apoptozisin gerçekleĢmesinde rol oynar ve çalıĢmamızda elde ettiğimiz 

sonuç, hasara uğratılan grupta apoptozis oranının daha fazla olduğunu göstermesi 

açısından önemlidir. 

Zhao vd. (2012), normal dozlarda hasar oluĢturmayan; ancak aĢırı dozlarda kullanımı 

ağır karaciğer zararıyla sonuçlanabilen asetoaminofenin etkilerini araĢtırdıkları 

çalıĢmalarında, normal ve düĢük dozlardaki asetoaminofen uygulanan gruplardaki bcl-2 

protein ekspresyon düzeylerinin, aĢırı doz asetoaminofen uygulanan gruba oranla daha 

düĢük çıktığını belirtmiĢlerdir (p<0.05). ÇalıĢmalarında en yüksek bcl-2 protein 

ekspresyon düzeyi, aĢırı doz asetoaminofen verilen grupta görülmüĢtür.  

Lu vd. (2012)‟nın çalıĢmasında bcl-2 protein ekspresyon düzeyi, dioscin grubu, deve 

dikeni grubuna göre istatistiksel olarak yüksek çıkmıĢtır (p<0.05). Bizim bulgularımıza 

göre ise bcl-2 protein ekspresyon düzeyine bakıldığında, kontrol grupları ve CCl4+DD 

grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yokken, CCl4 grubuyla kıyaslandığında 

istatistiksel olarak fark olduğu (p<0.05) görülmektedir. CCl4 grubunda bcl-2 ekspresyon 

düzeyi CCl4+DD grubuna göre daha yüksek çıkmıĢtır. Bcl-2 protein ailesi, pro-apoptotik 

veya anti-apoptotik yapıda olabilmektedir. ÇalıĢma sonuçlarımız göz önünde 

bulundurulduğunda, karaciğer hasarı oluĢturulmuĢ ratlarda bcl-2 protein ekspresyon 

düzeyinin deve dikeni verilen gruba göre yüksek çıkmasını, bu antioksidan bitki içeriğinin 

bcl-2 proteinin oranını düĢürmesiyle açıklayabiliriz. Hem CCl4 gruplarında apoptozis 
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oranının yüksek çıkması hem de bax ve bcl-2 protein ekspresyon düzeylerinin bu gruplarda 

yüksek çıkmasını ise, bax ve bcl-2 proteinlerini kodlayan genlerin CCl4 gruplarında aktif 

olmasıyla açıklayabiliriz.        

Lu vd. (2012), CCl4 uygulaması yapılan gruplarda yüksek; deve dikeni grubunda daha 

düĢük çıkmasına bağlı olarak, deve dikeninin bax ve bcl-2 proteinlerinin oranını 

düĢürdüğünü belirtmiĢlerdir.  

Kabak ve Gülbahar (2013)‟ın çalıĢmasında, 14 gün boyunca (75mg/kg) CuSO4 verilen 

grupta kaspaz-3 aktivitesi, kontrol grubu ve 28 gün boyunca (75mg/kg) CuSO4 verilen 

gruba göre istatistiksel açıdan fazla çıkmıĢtır (p<0.05). Kabak ve Gülbahar, 14 gün CuSO4 

verilen grubun karaciğer dokularında daha fazla apoptozis olduğunu belirtmiĢlerdir. Lu vd. 

(2012)‟ne göre, CCl4 uygulanan grupta kaspaz-3 aktivitesi, kontrol grubu, deve dikeni 

grubu ve dioscin grubuna göre beklenenden yüksek çıkmıĢtır (p<0.05). Lee vd. (2014)‟nin 

çalıĢmasında kaspaz-3 aktivitesi, sadece CCl4 verilen grupta, kontrol grubu, CCl4+50 

mg/kg diallil sülfat ve CCl4+100 mg/kg diallil sülfat gruplarına göre istatistiksel olarak 

farklı Ģekilde yüksek çıkmıĢtır (p<0.05).  

Zhou vd. (2006), ratlarda deve dikeni uygulamasının kaspaz-3 protein ekspresyon 

düzeyine etkisini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢma sonuçlarına göre, fazla oranda deve dikeni 

ekstraktı verdikleri grupta kaspaz-3 proteini fazla sentezlenmiĢtir. Ancak daha düĢük 

dozlarda deve dikeni verilen gruplarda ise sentez oranının düĢtüğünü belirtmiĢlerdir. Bizim 

bulgularımıza göre, CCl4 grubunda kaspaz-3 aktivitesi, diğer gruplara oranla istatistiksel 

açıdan düĢük çıkmıĢtır (p<0.05). En yüksek kaspaz-3 protein ekspresyon oranının ise 

CCl4+DD grubunda olduğu görülmektedir.  

Kromatin yoğunlaĢması, DNA‟nın parçalanması ve membran proteinlerin yıkılması 

gibi görevlerinden dolayı kaspaz-3‟ü cellat kaspazlar olarak adlandıran TaĢ vd. (2012), 

yaptıkları çalıĢmada sıçan profrenal korteksinde tolüenin yol açtığı apoptozise karĢı 

melatoninin koruyucu etkisi olup olmadığını incelemiĢlerdir. Tolüenin en çok beyin 

dokusunda apoptotik nörodejenerasyona yol açtığını belirtmiĢler; fakat karaciğer, akciğer, 

testis gibi dokuların da etkilendiğini ve TUNEL metodu incelemelerinde, tolüenin kaspaz-

3 aktivitesinde artıĢa yol açtığını ifade etmiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda, CCl4+DD 

grubunda kaspaz-3 miktarı oldukça yüksek oranda sentezlenmiĢtir. Fakat sadece CCl4 

verdiğimiz grupta ise kaspaz-3 oranının daha az olduğu görülmüĢtür.     
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Kabak ve Gülbahar (2013)‟ın çalıĢmasına göre, 14 gün boyunca (75mg/kg) CuSO4 

verilen gruptaki kaspaz-9 aktivitesi, kontrol grubu ve 28 gün boyunca (75mg/kg) CuSO4 

verilen gruba göre istatistiksel açıdan farklı çıkmıĢtır (p<0.05). En fazla ekspresyon oranı 

14 günlük uygulama yapılan I. deneme grubunda görülmüĢtür. Yu vd. (2014)‟nin, 

karaciğerde CCl4‟e bağlı oluĢan karaciğer hasarında Dioscorea nipponica‟nın etkilerini 

araĢtırdıkları çalıĢmalarında, sadece CCl4 verilen grubun kaspaz-9 protein ekspresyon 

oranı, kontrol grubu ve hem CCl4 hem de farklı dozlarda (100, 200, 300 mg/kg) bitki 

ekstraktı verilen gruplara oranla istatistiksel olarak fazla çıkmıĢtır (p<0.05). Kauntz vd. 

(2011), deve dikeninin kolon adenokarsinom hücreleri üzerindeki apoptotik sinyaller ile 

iliĢkilerini incelemiĢler ve deve dikeni etken maddelerinin kaspaz-9 aktivasyonu üzerinde 

etki gösterdiğini, onu aktifleĢtirdiğini belirtmiĢlerdir.   

Bizim bulgularımıza göre, kaspaz-9 protein ekspresyon düzeyleri PK ve CCl4 

gruplarında, CCl4+DD grubuna göre nispeten düĢük çıkmıĢtır. CCl4 grubundaki oran, NK 

grubuyla kıyaslandığında istatistiksel olarak farkın oluĢtuğu gözlenmektedir (p<0.05). 

CCl4+DD grubunda daha fazla kaspaz-9 protein sentezi söz konusu olmuĢtur. Kaspaz-9 

proteini de kaspaz-3 gibi yıkım olayında ve apoptozisin gerçekleĢmesinde etkindir. 

ÇalıĢmamızda kaspaz-9 proteininin CCl4+DD grubunda daha fazla sentezlendiğini 

görmekteyiz. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteinlerinin sentez oranının CCl4+DD gruplarında,  

sadece CCl4 verilen gruplara göre fazla çıktığı görülmektedir. Bu durum TUNEL metodu 

sonuçlarıyla birlikte değerlendirildiğinde, CCl4 grubunda apoptozis oranının yüksek, 

kaspaz-3 ve kaspaz-9 protein ekspresyon oranlarının bu gruplarda düĢük olmasını, CCl4‟ün 

bu iki proteini kodlayan genleri baskıladığı yorumunu yapabiliriz.  



 

5. ÖNERĠLER 

Analiz verilerimize göre, deve dikeni ekstraktındaki etken maddeler, bilhassa 

karaciğer hasarı sürecinde, dokulardaki hasar oranını azaltabilmekte, lipit peroksidasyon 

düzeyini düĢürebilmekte ve yine DNA hasarını da azaltabilmektedir (ġentürk vd., 2010; 

Yu vd., 2014). Apoptozisten sorumlu proteinlerin sentezini indükleyerek bu sürecin 

baĢlamasına yol açmakta ve böylece karaciğer dokusunda hasarlı hücrelerin apoptozise 

uğrayarak yok olmalarında rol oynamaktadır (Kuwahata vd., 2012). ÇalıĢmamızda 

kullandığımız apoptotik markerların ekspresyon düzeyleri incelendiğinde, deve dikeninin 

apoptozis üzerindeki etkileri açık bir Ģekilde görülmektedir. Aynı Ģekilde, apoptozis 

düzeyini belirlemek amacıyla yaptığımız TUNEL metodu çalıĢmasının sonuçlarını 

incelediğimiz zaman, CCl4, deve dikeni ve apoptozis arasındaki iliĢkiyi daha iyi 

anlamamız mümkün olmaktadır.   

Elde ettiğimiz bu bilgiler ıĢığında, güçlü bir antioksidan bitki olan deve dikeninin 

karaciğer üzerinde koruyucu etkileri olduğunu ve karaciğer hasarına karĢı 

kullanılabileceğini söyleyebiliriz. Aynı zamanda, yapılan literatür araĢtırmasıyla beraber 

sonuçlarımız karĢılaĢtırıldığında, deve dikeninin sadece karaciğer üzerinde değil, böbrek, 

beyin, kalp gibi birçok organda ve birçok kanser türünde çalıĢıldığı ve bunlar üzerinde 

ciddi düzeyde koruyucu etkilerinin olduğu anlaĢılmıĢtır. ÇalıĢmamızın sonucunda, ratlar 

üzerinde denenen deve dikeni bitkisininin göstermiĢ olduğu karaciğer koruyucu etkilerin, 

insanlar üzerinde de benzer etkiler gösterebileceğini ve bunun karaciğer hastalıklarını 

önlemede gelecekte bir umut olabileceğini düĢünmekteyiz. 
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