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hasarı oluşturuldu ve bu dokuda Epigallokateşin-3-gallat (EGCG)’ın, kaspaz-3, bcl-2, Nrf-

2 ve NF-kB proteinlerinin ekspresyonlarına etkisi araştırılarak ve TUNEL metodu ile 

apoptozis düzeyi belirlenerek DNA’da meydana gelen hasar tespit edilmiştir. 
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ÖZET 

 

Epigallokateşin-3-gallat (EGCG) doku hasarı, kanser oluşumunu önleme ve 

metabolizma hızını arttırmada etkili bir polifenoldür. Bu tez çalışmasında, 28 adet Wistar 

albino (n=28, 8 haftalık) sıçan kullanılmıştır. Sıçanlar 4 gruba ayrılmış ve her grupta 7 

sıçan yer almıştır. Gruplar: (i) Kontrol Grubu: Standart diyet; (ii) EGCG Grubu (50 mg/kg 

CA, ip): Standart diyet + EGCG verilen grup; (iii) CCl4 Grubu (1,5 ml/kg CA, ip): Standart 

diyet + CCl4 verilen grup; (iv) CCl4 + EGCG Grubu: Standart diyet + CCl4 (1,5 ml/kg CA, 

ip) + EGCG (50 mg/kg CA, ip)verilen grup. Hayvanlar 4 hafta sonra dekapite edilerek 

karaciğer dokuları incelenmiştir. Karaciğer dokusunda kaspaz-3, bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB 

ekspresyon düzeyleri Western blotlama tekniğiyle, lipit peroksidasyonu MDA 

(malondialdehit) analizleri spektrofotometre ile belirlenmiştir. EGCG uygulamasının, CCl4 

+ EGCG grubunda, CCl4 grubuna göre kaspaz-3, bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB ekspresyonları 

bakımından anlamlı bir fark oluşturduğu bulunmuştur (p<0.05).  EGCG uygulamasıyla, 

kaspaz-3 ve Nrf-2 ekspresyon düzeyleri artış, MDA düzeyi azalış buna karşın bcl-2 ve NF-

kB ekspresyon düzeyleri azalış göstermiştir. TUNEL metodu incelemelerinde, CCl4 + 

EGCG grubunda CCl4 grubuna göre apoptotik indeks oranının daha düşük olduğu 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar, EGCG’nin Wistar albino sıçanlarda karaciğer hasar oranını 

azalttığı ve EGCG uygulamasının insanlarda da karaciğer hasarını azaltıcı etkisinin 

olabileceğini göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Epigallokateşin-3-gallat, Apoptozis, Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2, 

NF-kB 
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SUMMARY 

 

The Effect of Epigallocatechin-3-Gallate on Caspase-3, Bcl-2, Nrf-2 and NF-kB 

Protein Expression in Rats with Carbon Tetrachloride-induced Liver Damage 

 

Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is a polyphenol that is effective in preventing 

tissue damage, cancer formation and increasing metabolism. In this thesis, 28 Wistar 

albino rats (n = 28, 8 weeks old) used. Animals were divided into four groups, and 7 rats 

involved in each group. The groups were: (i) Control Group: Standard diet; (ii) EGCG 

Group (50 mg/kg Live Weight (LW), ip): Standard diet + EGCG; (iii) CCl4 Group (1,5 

ml/kg LW, ip): Standard diet + CCl4; (iv) CCl4 + EGCG Group: Standard diet + CCl4 (1,5 

ml/kg LW, ip)+ EGCG (50 mg/kg LW, ip). The animals were decapitated after 4 weeks 

and liver tissues were examined. Expression levels of caspase-3, bcl-2, Nrf-2 and NF-kB in 

the liver were determined by western blot technique, lipid peroxidation MDA 

(malondialdehyde) analysis by spectrophotometer. EGCG application, in the CCl4 + EGCG 

group, when compared to the CCl4 group, caspase-3, bcl-2, Nrf-2 and NF-kB expressions 

and MDA level create a significant difference (p<0.05). Caspase-3 and Nrf-2 expression 

level increased, MDA level decreased but bcl-2 and NF-kB expression level was 

decreased, through the application of EGCG. The rate of apoptotic index was observed 

decrease in the CCl4 + EGCG group than the CCl4 group at TUNEL assay examinations. 

These results shows that EGCG 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: Epigallocatechin-3-gallate, Apoptosis, Caspase-3, Bcl-2, Nrf-2, NF-kB 
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1. GİRİŞ 

 

Yapılan çalışmalarda, yeşil çay içerisinde bulunan EGCG’nin, antioksidatif,  

antienflamatuar,  antimutajenik, antikarsinojenik, antianjiyojenik, apoptotik, antiobezite, 

antidiyabetik, antibakteriyal ve yaşlanmayı geciktirici gibi farmakolojik özelliklere sahip 

olduğu belirtilmiştir (Çelik, 2006). Ayrıca yapılan in vivo ve in vitro deneysel çalışmalara 

göre, EGCG’nin başta karaciğer, kolon, mide, özofagus ve akciğer kanserleri başta olmak 

üzere prostat, meme ve cilt kanseri gibi birçok kanser türüne ve doku hasarına karşı 

koruyucu görevi üstlendiği tespit edilmiştir (Sharangi, 2009; Kayaalp, 2009). Yeşil çay 

içenlerde kardiyovasküler hastalıklar daha az görülmekte, kolesterol ve okside LDL 

düzeylerini düşürmektedir. Kan şekerini düşürerek tip II diyabetten korunmayı 

sağlamaktadır ve obeziteyi önleyebilmektedir (Yazıcı ve Güner-Akdoğan, 2010). 

Karaciğer, canlı sistemlerde meydana gelen metabolik aktivitelere bağlı olarak toksik 

madde ve ilaçlara yoğun olarak maruz kalan bir organdır (Erdoğan vd., 2004). Ayrıca 

sindirim sistemi ve dolaşım sistemi arasındaki konumu ve sahip olduğu önemli 

görevlerinden dolayı çoğu zaman hasara uğrayabilmektedir. Bu süreç, etkili bir onarımla 

cevaplanmazsa normal karaciğer yapısı bozulabilir. Normal şartlarda iç ve dış kökenli çoğu 

stres faktörü hücresel homeostaziyi daima değiştirmektedir. Antioksidanlar bu faktörlere 

karşı hücreyi sürekli korumaktadır (Akşit vd., 2015). Tıbbi bitkilerde bu antioksidanların 

bulunmasıyla sağlık alanında kullanımları artmış ve birçok hastalığın tedavisinde olumlu 

sonuçlar verebilmiştir. Örneğin, çay tüketimi ile değişik kanser türleri arasındaki 

bağlantılar, birçok kişi tarafından araştırılmıştır ve çayın sağlığı etkileyen olumlu etkileri, 

yapılan bu çalışmalar ile ortaya konulmuştur. Çaydaki flavinlerin ve özellikle yeşil çayda 

fazlaca bulunan kateşinler gibi (EGCG) polifenollerin antioksidan etkilerden sorumlu 

olduğu belirtilmektedir (Çelik, 2006). 

Bu bilgiler doğrultusunda bu yüksek lisans tezinde, CCl4 ile karaciğer hasarı 

oluşturulan sıçanlarda EGCG’nin moleküler marker olarak kullanılan kaspaz-3, bcl-2, Nrf-

2 ve NF-kB protein ekspresyonlarına ve DNA hasarına karşı koruyucu etkisi araştırılmıştır. 
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1.1. Karaciğerin Anatomisi 

 

Karaciğer, vücudun en kompleks ve en önemli organlarından biridir (Şekil 1.1). 

Ksenobiyotiklerin sentezi, salgılanması ve metabolizması da dahil olmak üzere vücudun 

çeşitli fizyokimyasal işlevlerinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynamaktadır. Karaciğer 

vücudumuzdaki toksik kimyasalların ve ilaçların detoksifikasyonundan sorumlu hayati 

organlardan biridir. Böylece tüm zehirli kimyasalların hedef organıdır (Vuda vd., 2012). 

 

 

Şekil 1.1. Karaciğerin kesiti (URL-1, 2018) 

 

 

Karaciğer, karnın sağ üst bölümüne yerleşmiş olup aşağıda duodenuma (oniki 

parmak bağırsağı), sağ böbreğe, ortada ise özofagus ve mideye komşudur. Deriden sonra 

hacimce en büyük iç organdır. Karaciğerin ağırlığı, yaklaşık 1200-1600 gr arasındadır. 

Erişkinlerde yaklaşık 1,5 kg ağırlığa sahiptir ve erişkin vücut ağırlığının yaklaşık %2,5’ine 

denk gelmektedir. Karaciğer yüzeyinin tamamı ince bağ dokusundan oluşan düzgünce 

sıralanmış kollogen lifler, fibroblastlar ve ince kan damarlarından oluşan Glisson kapsülü 

ile örtülüdür (Aycan, 2015). Sindirim kanalından geçen besinlerin işlenip vücuttaki diğer 

bölgelerin faydalanması için bir kısmının depolandığı diğer bir kısmının ise hemen 

dolaşıma verildiği bir organdır. Ayrıca protein sentezi, safra salgılanması, kanın depo 

edilmesi, detoksifikasyon ve inaktivasyon karaciğerin fonksiyonlarından birkaçıdır. 

Karaciğer hasarı da denilen hepatoksisite (hepatik toksisite) organizmanın doğal toksinler, 
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pestisitler, ilaçlar gibi birçok kimyasallarla karşı karşıya kalmaları nedeniyle oluşmaktadır. 

Saydığımız bu kimyasallara da hepatotoksin denilmektedir (Çolak, 2011). 

Karaciğerin inanılmaz bir kendini yenileme yeteneği vardır. Karaciğer dokusunun 

ameliyatla çıkarılması ya da zararlı maddelerin etkisiyle yok edilmesi dokunun kütlesi 

oluşuncaya kadar devam eden hücrelerinin bölünmesini başlatır. Yenilenmesi şalon 

(Chalon) adındaki mitoz inhibitör maddeleri ile sağlanmaktadır. Doku hasara uğradığında 

ya da kısmen çıkarıldığında, Chalon’ların sayısı azalır ve bununla birlikte dokudaki hücre 

bölünmesinde artış gözlemlenir, fakat yenilenme devam ederse Chalon’ların sayısı artarve 

hücre bölünmesi azalır (Aras, 2016). 

 

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

 

Karbon tetraklorür (CCl4) peroksidan aktivitesi gösterdiği bilinen bir madde olup 

hızlıca buharlaşabilen, renksiz, koyu, yanıcı olmayan bir sıvıdır. Ortamda kendiliğinden 

var olabildiği gibi çoğu kimyasal reaksiyon neticesinde ürün olarak ortaya çıkabilmektedir. 

CCl4, lipit peroksidasyonun belirlenmesinde ayraç olarak kullanılan malondialdehit 

(MDA) seviyelerinde artışa ve uzun vadeli uygulanması kronik karaciğer hasarına yol 

açmaktadır. Bu özelliklerinden dolayı da karaciğer tedavisi üzerinde etkili olabilecek 

moleküler biyolojik yolakların değerlendirilmesi için bilimsel araştırmalarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Aslan ve Can, 2014; Tang vd., 2017; Güven ve Gülmez, 2003; Thrall 

vd., 2000). 

CCl4, endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-450’nin indirgenmesi ile triklorometile 

(CCl3), daha sonra oksijen varlığında proxy triklorometil radikali (CCl3O2)’ne 

dönüştürülmektedir. CCl4’ün metabolize edilmesi sonucunda meydana gelen bu serbest 

radikaller, çoklu doymamış yağ asitleri ile tepkimeye girebilmektedir. Öte yandan, 

antioksidan enzim aktivitesini azaltarak, hücre zarında lipit peroksidasyonunu indükleyen 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumuna neden olabilmektedir. Böylece, CCl4, kalsiyum 

iyonlarının plazma zarından geçirgenliğini arttırarak kalsiyum dengesinde önemli ölçüde 

bozulmalara ve sonuçta nekrozise sebep olabilmektedir (Gök, 2017). CCl4 ilk olarak yağ 

dokusuna yerleşmektedir. Daha sonra buradan ayrılıp akciğerlere geçiş yapmaktadır. 

Akciğerlerde değişime uğrayan CCl4’ün çok az bir miktarı nefesle dışarı verilir, geri kalanı 

ise hücre içi moleküllerle tepkimeye girer (Al-Dbass vd., 2012; Tanrıverdi, 2005; Aslan ve 

Can, 2014; Can, 2014). 
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Karbon tetraklorür yoğun buharı nedeniyle kendine özgü bir kokuya sahiptir. 

23°C’de katı halde olup ve 77°C’de kaynayan CCl4’ün yoğunluğu, 1,585 g/cm3tür. 

Atomikyapısı merkezinde karbon atomu olup çevresinde dört adet Cl- atomu 

bulunmaktadır (Şekil 1.2). Apolar yapıdadır ve suda çözünmez. Karbon tetraklorür zehirli 

bir sıvı olup uzun süre buharının solunması veya deri ile temas edilmesi mide bulantısına 

yol açabilir. Bu durum devam ederse karaciğer ile birlikte birçok organ zarar görür ve 

ölüm ile sonuçlanabilir (URL-2, 2017). 

Formül: CCl4 

Yoğunluk: 1,5867g/cm³ 

Erime noktası:-22,92 

Kaynama noktası: 76,72°C 

Molar kütlesi: 153,82 g/mol 

İçinde çözünebildiği maddeler: Karbondisülfür 

(CS2), Eter, Formik asit, Benzen, Alkol, Kloroform 

 

1.3. Apoptozis 

 

Çok hücrelilerde bir hücre diğer hücreleri kötü olarak etkiliyorsa veya çevresindeki 

hücrelerden gerekli olan sinyali alamıyorsa bu hücrenin yok edilmesi gerekmektedir. 

Metamorfoz esnasında kuyruğu olan yavru kurbağanın büyürken bu hücrelerini tahrip 

ederek kuyruğun yok olması örnek verilebilir. İşte bu durumlarda patolojik ya da çevreden 

gelen fizyolojik uyaranlara karşı bir cevap olarak apoptozis olayı ortaya çıkmaktadır. 

Apoptozis tip I programlı (kontrollü) hücre ölümüdür. Bu deyim yunanca Apo (ayrı) ve 

Pzotis (düşmek) kelimelerinden oluşmaktadır (Dilsiz, 2004). 

 

Şekil 1.2. CCl4'ün moleküler 

yapısı ve bazı özellikleri (URL-

3, 2018) 

https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=karbon+tetraklor%C3%BCr+form%C3%BCl&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq_UUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSAdjlT2M2AAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0Q6BMIpgEoADAX
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=karbon+tetraklor%C3%BCr+yo%C4%9Funluk&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq_UUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxSUvOKM0sqAaPX1sQ2AAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0Q6BMIrAEoADAZ
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=karbon+tetraklor%C3%BCr+erime+noktas%C4%B1&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq_U0s1OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxyU3NKMvPSFQryM_NKAGA9r6Y8AAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0Q6BMItQEoADAc
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=karbon+tetraklor%C3%BCr+kaynama+noktas%C4%B1&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq_U0s1OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqyS8jNzMvPSFQryM_NKAGptxi48AAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0Q6BMIrwEoADAa
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=karbon+tetraklor%C3%BCr+molar+k%C3%BCtle&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq_U0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLAWpTOnQ5AAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0Q6BMIsgEoADAb
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=Karbondis%C3%BClf%C3%BCr&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq9UgjCzjbIqtbSyk630kzNSczOLS4oqIazkxJz45PzcgvzSvBSr4vyc0qScVIXMPAAo8SqrRAAAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0QmxMIuQEoATAd
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=Eter&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq9U4gAxjbKyzbS0spOt9JMzUnMzi0uKKiGs5MSc-OT83IL80rwUq-L8nNKknFSFzDwA1PiBVkMAAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0QmxMIugEoAjAd
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=Formik+asit&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq9U4gIxjbKTDaqStbSyk630kzNSczOLS4oqIazkxJz45PzcgvzSvBSr4vyc0qScVIXMPACnhl8zRQAAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0QmxMIuwEoAzAd
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=Benzen&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq9U4gAzk43NtLSyk630kzNSczOLS4oqIazkxJz45PzcgvzSvBSr4vyc0qScVIXMPABCaxZ1QwAAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0QmxMIvAEoBDAd
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=Alkol&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq9UYgcxcwqztbSyk630kzNSczOLS4oqIazkxJz45PzcgvzSvBSr4vyc0qScVIXMPACUs4MkQgAAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0QmxMIvQEoBTAd
https://www.google.com.tr/search?sa=X&espv=2&biw=1366&bih=638&q=Kloroform&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMyqKq9U4gAxcywM8rS0spOt9JMzUnMzi0uKKiGs5MSc-OT83IL80rwUq-L8nNKknFSFzDwAZAKwKEMAAAA&ved=0ahUKEwi769TGwdbRAhULcBoKHU9cAH0QmxMIvgEoBjAd
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Şekil 1.3. Apoptozise uğrayan bir hücrenin ölüm aşamaları (URL-4, 2018) 

 
 

Apoptozis, sinyal yolakları, tetikleyiciler, genler, proteinler ve moleküllerin büyük 

bir bölümünü içeren bir sistemdir. Başlatma safhası ve uygulama safhası olarak iki farklı 

evreden oluşmaktadır. Başlatma evresinde birbirinden farklı proteinler bulunur ve oldukça 

komplekstir. Hücre dışından veya içinden gelen çeşitli sinyaller ile başlatılır. Apoptozisi 

tetikleyen hücre dışı sinyallere büyüme faktörlerinin kaybı, hipoksi ve 

radyasyon, intrasellüler sinyallere ise DNA hasarı, kemoterapi ilaçlarının neden olduğu 

hasar, telomer arızası ve virüs enfeksiyonu örnek olarak verilebilir. Apoptoziste yürütme 

safhasını başlatma safhası tetiklemektedir. Uygulama safhasında ise direk hücre ölümüyle 

son bulan özel enzimlerin (kaspaz ailesi, NF-kB,bcl-2, bax, Nrf-2 vs.) aktivasyonunu 

içermektedir (Şekil 1.3) (Morrill ve He, 2017). 
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Şekil 1.4. Bir hücredeki apoptozis aşamaları (URL-5, 2018) 

 

Apoptozis canlının deri ve ince barsak gibi organlarının hücrelerinde sürekli olarak 

devam etmekte ve bu döngü organizmanın hayatı boyunca sürmektedir. Her bir saniyede 

yaklaşık 1 milyon hücremiz apoptozis ile yok edilmektedir. Bu hücrelerin yerine ise 

mitozla yerine yenileri meydana getirilmektedir. Bu şekilde bir denge var olmaktadır. 

Apoptozisde görevli olan genlerin sentezlediği proteinler; hücreleri yok eden, DNA’larını 

parçalayan ve bunları sindiren olmak üzere üçe ayrılmaktadır. Örneğin kaspazlar DNA 

onarımında görevli olan polimerazların parçalanmasına ve apoptozisin oluşumuna olanak 

sağlamaktadır. Apoptozis hata gösterdiğinde tümorogenezis ve neticede kanser vb. 

hastalıklar meydana gelmektedir (Dilsiz, 2004). 

Apoptozisde özetle, hacmi küçülen hücre parçalanır ve apoptotik cisimler ortaya 

çıkmaktadır. Bu cisimler sonrasında makrofajlar tarafından, komşu epitel hücrelerce ya da 

fagositozla yutulmaktadır (Şekil 1.4) (Dilsiz, 2004). 

 

1.3.1. Apoptotik Markerler (Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB) 

 

Apoptozis, canlının gelişme aşamasında bazı hücre türlerinin yıkımı olurken özel 

hücrelerin de yok olmasından sorumludur. Yıkım az olursa hücre sayıca artar, fazla olursa 

azalır ve engellenemeyen bir doku hasarı meydana gelir. Apoptozis miktarı birçok 

yöntemle hesaplanabilmektedir (Thompson, 1994; Hugle ve Fulda, 2015). Canlının 
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DNA’sında bir dejenerasyon oluştuğu zaman apoptozis yoluyla hasarlı olan hücre yok 

edilir. Bu şekilde DNA’sında sakıncalı mutasyon bulunan hücrelerin kanser oluşturması 

engellemiş olur (Aslan ve Can, 2014). 

Kaspaz ailesi, apoptozisin başlatılması ve uygulanmasında kritik roller oynamaktadır 

(Mishra ve Vinayak, 2015). Kaspazlar hücrede sitoplazmada bulunup apoptoz ile alakalı 

iki farklı enzim grubundan oluşmaktadır; başlatıcı kaspazlar ve uygulayıcı kaspazlar. İnsan 

kan ve endotel hücrelerinde bulunan veziküller, kaspaz-3 içermektedir. Kaspaz-3 içeren bu 

veziküllerin salınımı ve inhibisyonu apoptozun indüksiyonunu önleyebilmektedir. Ayrıca 

DNA polimeraz aktivitesini baskılayarak hücreyi apoptozise yönlendirmektedir (Aslan, 

2011; Can, 2014; Böing vd., 2013). 

Antiapoptotik bir protein olan bcl-2, kanser tedavisi için ideal bir hedef haline gelmiş 

olmakla birlikte normal hücrelere kıyasla birçok kanserde yüksek oranda etkili bir 

proteindir.Bcl-2 ağırlıklı olarak sitoplazmada mitokondri zarı üzerinde konumlanmış olup 

porlarının geçirgenliğini denetleyen ve apoptozisin düzenlenmesinde merkezi role sahip bir 

onkoprotein grubudur  (Aslan, 2011; Can, 2014). Bcl-2 proteininin etkisiyle sitokrom c’nin 

salınması sonucu bcl-2 heterodimerleri biçimlenmekte ve böylece apoptozis önlenmiş 

olmaktadır (Can, 2014; Altunkaynak ve Özbek, 2008; Radha ve Raghavan, 2017). 

Tüm hücrelerde inaktif halde bulunan ve Nrf-2 aktivatörü tarafından serbest 

bırakılınca aktifleşen Nrf-2,apoptoziste rol alarak tümör önlenmesinde görevli olan önemli 

bir proteindir. Hücreyi koruma özelliğinden dolayı, kanserleşme olasılığını azaltarak 

mutasyona uğratmakla görevlidir. Eritroid 2'ye bağlı nükleer faktör (Nrf-2), transkripsiyon 

faktörlerinden cap'n'collar (Cnc) ailesinin bir üyesi olmakla birlikte ve sitoprotektif (doku 

koruyucu) genlerin indüklenebilen hücresel sisteminin ana regülatörüdür. Ayrıca Nrf-2 

transkripsiyon faktörü, antiinflamatuar ve nöroprotektif (nöron koruyucu) genlerin 

beraberinde faz II detoksifikasyon ve antioksidan genlerin önemli bir regülatörüdür. Nrf-2, 

faz I ve II detoksifikasyon enzimleri, antioksidan proteinler, antiinflamatuar ve 

nöroprotektif faktörler, büyüme faktörleri, reseptörler ve diğer transkripsiyon faktörleri 

gibi geniş bir protein yelpazesini kodlamaktadır (Chu vd., 2017). Aktivatör ile serbest 

bırakılan Nrf-2 proteini hücre çekirdeğine geçerek insanlarda bulunan tüm antioksidan 

sistemin ana regülatörü olan hARE (insan antioksidan yanıt elemanı)’yi DNA'ya bağlar. 

Çekirdekte Nrf-2 aktifleşerek katalaz, glutatyon ve süperoksitdismutaz (SOD) gibi 

antioksidan enzimlerin üretimini teşvik etmektedir. Üretilen bu antioksidanlar sayesinde de 

yaşlanma ve hastalıklara karşı mücadele kolay hale gelebilmektedir (Cho ve Kleeberger, 
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2010; URL-6, 2017). NF-kB, tüm hücrelerde sitoplazmada inaktif halde bulunup çeşitli 

hücre içi ve dışı uyarıcılar (bakteriler, virüsler, büyüme faktörleri, kemoterapötik ajanlar, 

çeşitli fizyolojik, fiziksel ve oksidatif uyaranlar) ile aktif hale geldiğinde çekirdeğe 

geçmektedir. Büyüme ve inflamasyon, tahriş, yaralanma veya enfeksiyona karşı vücudun 

tepkisi anlamına gelen bir proteindir. NF-kB 1986 yılında Baltimore ve arkadaşlarının 

yapmış olduğu çalışmalar neticesinde bulunmuştur. İlk önce B lenfositlerin çekirdeklerinde 

10 baz çifti uzunluğunda bir DNA bölgesine bağlanmış transkripsiyon faktörü olarak 

nitelendirilen NF-kB, zamanla bir çok organizmada ve çoğu hücre tipinde bulunup, birçok 

genin ekspresyonunun düzenlenmesinde önemli bir regülatör protein olduğu tespit 

edilmiştir. Yapılan çalışmalarda tümörlerde NF-kB’nin tamamen veya sürekli 

baskılanmasının hücre çoğalmasını önlediği, hücre döngüsünü engellediği ve apoptozise 

neden olduğu gözlenmiştir (Bharti ve Aggarwal, 2002; Shishodia ve Aggarwal, 2004; 

Ekinci ve Memis, 2008;Sriram vd., 2009; Özkan, 2012). 

 

1.4. EGCG ve Antioksidan Özellikleri 

 

Şekil 1.5. EGCG'nin kimyasal formülü ve yapısı (URL-7, 2018) 

 

 

Yeşil çayın ham ekstraktlarında bulunan fenolik madde bileşimi, kateşin ve flavonol 

glikozitlerden meydana gelmektedir. Bu polifenoliklerde başlıca dört kateşin tespit 

edilmiştir. Bu kateşinlerin içinde en fazla bulunanı epigallokateşin-3-gallat (EGCG) olarak 

adlandırılmaktadır (Üstün ve Demirci, 2013; Chen et al. 2001). İçeriğindeki hidroksil 

gruplarından dolayı suda çözünebilir (Şekil 1.5). Yapılan çoğu çalışmalarda özellikle yeşil 
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çayda bulunan EGCG’nin hücre büyümesini durdurmadan kanserli hücrelerin çoğalmasını 

engellediği, doku hasarlarına karşı koruyucu olduğu belirtilmektedir (Sun vd., 2006). 

 

Tablo 1.1. Bir fincan yeşil çayda bulunan bileşenlerinin miktarı (Üstün ve Demirci, 2013) 

Bileşen Yeşil çay 

EGCG 60-125mg 

Theaflavinler - 

Kafein 20-50mg 

L-Theanine 20-40mg 

 

Kanserli hücrelerde kinazların aşırı ekspresyonu (Şekil 1.6), bazı transkripsiyon 

faktörlerinde azalışa, hücre döngüsü proteinlerinin ekspresyonlarında ise bazı 

değişikliklere neden olmaktadır.  EGCG hücrelerin hızlı bir şekilde çoğalmasına sebep 

olan bu protein kinazları ve gen düzenlenmesinde görevli transkripsiyon faktörlerini 

baskılayarak kanser oluşumunu engellemektedir. Onkoproteinler; onkagenler aracılığıyla 

oluşmaktadır ve DNA transkripsiyonunu devamlı hale getirebilmektedir. EGCG bu 

onkoprotein oluşumunu hücre döngüsünde görev alan CDK gibi proteinlerin 

salgılanmasını duraklatarak engelleyebilmektedir. Ayrıca EGCG bcl-2, survivin gibi 

antiopoptotik proteinlerin ekspresyonlarında azaltıcı, kaspaz-3, Nrf-2, bax gibi apoptotik 

proteinlerin ekspresyonlarında ise arttırıcı etki göstermektedir. Apoptotik proteinlerin artışı 

da sitokrom c’nin salgılanmasını sağlayarak büyüme faktörlerini inhibe eder ve böylece 

hücreyi apoptozise yönlendirmektedir (Singh vd., 2011). 
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Şekil 1.6. EGCG mekanizması (Singh vd., 2011) 

 



 

2. MATERYAL VE METOT 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Kimyasal Maddeler ve EGCG 

 

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

yapılmıştır, kullanılan primer antikorlar (anti-kaspaz-3 sc-70497, anti-bcl-2 sc-509, anti-

Nrf-2 ab137550, anti-NF-kB sc-8008) ve sekonder antikor (sc-516102) Santa Cruz 

Biotechnology ve Abcam’den sağlanmıştır. 

Bu tez çalışmasında kullanılan bütün kimyasallar, Sigma-Aldrich, Bio-Rad, 

BioShopve Merck’ten, EGCG (FE09970) ise CARBOSYNTH’den temin edilmiştir. 

 

2.2. Metot 

 

2.2.1. Hayvan Materyali ve Araştırma Grupları 

 

Çalışmamızın hayvan deneyleri bölümü, F.Ü. Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 

17.03.2017 toplantı tarihi, 2017-31 protokol numaralı ve 73 karar nolu izni ile F.Ü. Deney 

Hayvanları Araştırma Merkezi’nde (FÜDAM) gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmada 28 adet Wistar albino (n=28, 8 haftalık) sıçan kullanılmıştır. Sıçanlara gün 

içinde 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık olacak biçimde bir aydınlatma periyodu 

uygulanmıştır. Sıçanlar canlı ağırlıkları (CA) birbirine yakın olacak şekilde 4 gruba 

ayrılmıştır. Gruplar: (i) Kontrol Grubu: Standart diyet ile beslenen, CCl4 ve EGCG 

verilmeyen grup; (ii) EGCG: Standart diyet ile beslenen, CCl4 verilmeyen fakat EGCG (50 

mg/kg CA, ip) verilen grup; (iii) CCl4 Grubu: Standart diyet ile beslenen ve CCl4 verilen 

grup (1,5 ml/kg CA, ip); (iv) CCl4 + EGCG Grubu: CCl4 (1,5 ml/kg CA, ip) ve EGCG (50 

mg/kg CA, ip) verilen grup. Sıçanların CA eşit olacak şekilde ayarlanıp gruplar 

oluşturulmuştur. CA çalışma süresince haftalık olarak kayıt altına alınmıştır. Yem ve su, 

çalışma süresince ad libitum olarak verilmiştir. Araştırma sonucunda sıçanların karaciğer 

dokuları alınarak gerekli analizler yapılmıştır. Ayrıca kan, akciğer, böbrek, kas ve beyin 

dokuları da alınmış ve başka çalışmalar için kullanılacaktır. 
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2.2.2. Karbon Tetraklorür Hazırlanması ve Uygulanması 

 

Karbon tetraklorür, sıçanların CA’ları birbirine yakın olacak şekilde 4 gruba 

ayrıldıkları ilk günden başlanarak, dört hafta süresince haftada iki kez 1,5 ml/kg CA 

intraperitoneal (karın zarı içine) olarak, 1:3 oranında zeytinyağı ile karıştırılarak enjekte 

edilmiştir (Aslan ve Can, 2014). 

 

2.2.3. Epigallokateşin-3- gallat Hazırlanması ve Uygulanması 

 

0,2 gr Epigallokateşin-3-gallat tartıldı ve 15 ml serum fizyolojik içerisinde 

çözüldükten sonra hayvanlara ikinci haftadan itibaren haftada üç kez intraperitoneal, 50 

mg/kg CA dozlarında yapılmıştır. Çalışma 4 hafta devam etmiştir (Tipoe vd., 2010). 

 

2.2.4. Karaciğer Dokusu MDA Ölçümleri 

 

Karaciğer dokusu küçük parçalara bölünerek 0,5 gram dokuya karşılık 4,5 ml % 

1,15’lik potasyum klorürile cam homojenizatörde parçalanmıştır. Hazırlanan bu 

homojenattan MDA tayini Ohkawa vd., (1979) yöntemine göre bazı değişiklikler yapılarak 

ölçülmüştür. Bu metot’da, 0,1 ml doku homojenatına % 8,1 sodyum dodesil sülfat (SDS), 

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

(pH: 3,5) tiyobarbütirik asit (TBA) solüsyonundan eklenmiştir. Son hacmi 4 ml olacak 

şekilde saf su eklenerek 950C’de kaynar su banyosunda 45 dk bekletilmiştir. Daha sonra 

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

eklenip vortekslenmiştir. 5000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek en üstteki organik 

tabaka alınıp 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Sonuçlar 

nmol/g olarak hesaplanmıştır (Ohkawa vd., 1979; Aslan ve Can, 2014). 

 

2.2.5. Plazma MDA Ölçümleri 

 

Örneklerden 200 µl alınıp üzerlerine % 8,1 SDS’ten 200 µl ilave edilmiştir. % 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 

hacmi 4 ml’ye distile su ile tamamlanmıştır. Hazırlanan bu karışım 950C’de kaynar su 

banyosunda 1 saat bekletilip soğutulduktan sonra 1 ml distile su 15:1 (v/v) oranında 5 ml 
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n-butanol-piridin karışımından eklenerek vortekslenmiştir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifüj 

edilip daha sonra üst kısımdaki organik tabaka alınıp 532 nm dalga boyunda 

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Sonuçlar nmol/ml olarak hesaplanmıştır (Ohkawa 

vd., 1979; Aslan ve Can, 2014). 

 

2.2.6. MDA Ölçümleri için Standart Eğri Çizimi 

 

MDA stoklarından (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 μl alınıp 100 ml saf suya 

tamamlanmıştır. Eğri çizimi için günlük standarttan saf suyla 40, 20, 10, 8, 5, 4 oranında 

seyreltme yapılarak 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol değişiminde çalışma standartları 

hazırlanmıştır (Antmen, 2005). Daha sonra, yukarıda anlatılmış olan MDA prosedürüne 

göre basamaklar uygulanarak sonuçlar doku için nmol/g; plazma için nmol/ml olarak 

kaydedilmiş ve standart eğri grafiği çizilmiştir. 

 

2.2.7. Western Blotlama Çalışması için Doku Homojenizasyonu 

 

Karaciğer doku örnekleri, küçük parçalar şeklinde kesilerek cam homojenizatör de 

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

[PMSF]) içerisinde parçalanmıştır. Parçalanmış dokulara ait örnekler 15000 rpm’de 45 

dakika santrifüjlenmiştir. Santrifüj sonrasında süpernatant alınıp kullanılıncaya kadar -

800C’de saklanmıştır (Aslan ve Can 2014). 

 

2.2.8. SDS-PAGE ve Western Blotlama Tekniği ile Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2 ve 

NF-kB Proteinlerinin Analizi 

 

Moleküler belirteç olarak kullanılan bu proteinlerin dokulardaki sentez miktarları 

dokusal hasarların takibi açısından oldukça önemlidir. Bu çalışmada kaspaz-3, bcl-2, Nrf-2 

ve NF-kB proteinlerinin hasarlı ve normal dokulardaki ekspresyon seviyeleri spesifik 

antikorlar kullanılarak SDS-PAGE ve Western blotlama tekniği ile belirlenmiştir. Özetle, 

SDS-PAGE tekniği kullanılarak dokulardan alınan protein örnekleri % 12’lik jelde 

yürütülmüş, sonrasında bu proteinler (Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB) western blotlama 

tekniği ile nitroselüloz membrana aktarılmıştır (Laemmli, 1970) ve ardından nitroselüloz 
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membrandaki protein ekspresyon düzeyleri yoğunluk belirleyici analiz sistemi ile 

ölçülmüştür (Image J; NationalInstitute of Health, Bethesda, USA). 

 

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

 

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

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Proteinleri ayırmak için kullanılan jel şu şekilde 

hazırlanmıştır (Laemmli, 1970). 

 

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

dH2O     3,35 ml 

1,5 M TrisHCl (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 Hazırlanışı (% 4) 

dH2O     6,1 ml 

0,5 M TrisHCl (pH: 6.8)  2,5 ml 

% 10 SDS    100 μl 

% 30 Akrilamid/Bis  1,3 ml 

% 10 Amonyum Persülfat 60μl 

TEMED    12 μl 

Hazırlanan protein örnekleri kuyulara yüklenerek proteinlerin jelde ayrılması 

sağlanmıştır (Laemmli, 1970). 

 

2.2.8.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Western Blot Transfer Tamponu 5X 

Glisin    4,3 g/300 ml 

Trizma Base    5,81 g/300 ml 

Metanol    75 ml/300 ml 
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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 

 

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 m’ye tamamlandı. 

Protein transferi işleminde blotlama öncesinde, SDS-PAGE ile proteinlerin jelde 

birbirinden ayrılması sağlanmıştır. Daha sonra blotlama yapılarak jelden nitrosülüloz 

membrana proteinler transfer edilmiştir. Blotlamanın ardından membran, PBS Tween-

20’de (PBS yıkama solüsyonu) 15 dakika yıkanmıştır. Bir gece süt tozu içerisinde 

bekletilmiştir. Bloklamanın ardından 90 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. Daha sonra 

1:500 oranında seyreltilmiş primer antikor (anti-kaspaz-3 sc-70497, anti-bcl-2 sc-509, anti-

Nrf-2 ab137550, anti-NFkB sc-8008 ) eklenerek 90 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

15 dakika PBS solüsyonu yıkanmıştır. 1:1000 oranında seyreltilmiş sekonder antikor (sc-

516102) eklenerek 90 dakika oda ısısında bekletilmiştir. Yine aynı şekilde PBS solüsyonu 

ile 15 dakika yıkanmıştır. Daha sonra Diaminobenzidin (DAB, Amresco), solüsyonu 

içerisinde bantlar belirgin hale gelinceye kadar bekletilmiştir. En sonunda da saf su 

içerisine alınarak reaksiyon durdurulmuştur. Bu metotta Aslan (2011)’ in metodu dikkate 

alınarak uygulamalar yapılmıştır. 
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2.2.8.3. TUNEL Metoduyla Apoptozis Düzeylerinin Belirlenmesi 

 

Parafin bloklardan 5-6 μm kalınlığında kesitler alınıp polilizinli lamlara konuldu. 

Üretici firmanın talimatları doğrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis 

Detection Kit (Chemicon, catno: S7101, USA) ile apoptoza uğrayan hücreler belirlendi. 

TUNEL boyamanın değerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmış 

çekirdekler normal iken kahverengi nükleer boyanma gösteren hücreler hasarlı olarak 

analiz edildi. Kesitlerde 10'luk büyütmede rastgele seçilen alanlarda, normal ve apoptotik 

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

ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandı ve istatistiksel analizleri yapıldı. Pozitif kontrol 

dokusu olarak sıçan meme dokusu kullanıldı. Negatif kontrol için çalışma solüsyonu yerine 

Reaction Buffer uygulandı. 

 

2.2.8.4. İstatistiksel Analizler 

 

İstatistiksel veriler SPSS 20 paket programında varyans analizi ile 

değerlendirilmiştir. Gruplar içi farklılıkları belirlemek için One-Way ANOVA Post Hoc 

Duncan, Tukey ve Tamhane’s T2 testleri uygulanmıştır. Yapılan istatistiksel ölçümlerin 

güvenilirliği açısından, ölçümler en az 3 tekrarlı yapılmıştır. 

 



 

3. BULGULAR 

 

3.1. Canlı Ağırlık Değişimi 

 

Tablo 3.1. Grupların başlangıç ve bitiş canlı ağırlıkları 

Gruplar Başlangıç canlı ağırlığı (g) Bitiş canlı ağırlığı (g) 

Kontrol 230,28 298,21±3,03a 

EGCG 232,01 300,35±3,03a 

CCl4 228,57 266,49±3,02c 

EGCG+ CCl4 231,57 281,56±3,03b 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taşıyan gruplar arasındaki fark önemlidir (p<0.05). 

 

 

Şekil 3.1. Gruplarda görülen bitiş canlı ağırlık oranları 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taşıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). 
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Şekil 3.2. Deney grupları 

 

Bitiş canlı ağırlıklarına bakıldığı zaman gruplar arasında istatiksel anlamda bir fark 

olduğu (p<0.05) ve en düşük ağırlık ölçümünün CCl4 grubunda olduğu; EGCG+CCl4 

grubunda ise CCl4 gruba göre belirgin bir şekilde ağırlığın arttığı görülmektedir (Tablo 3.1 

ve Şekil 3.1). 

 

3.2. MDA Ölçüm Sonuçları 

 

Tablo 3.2. Çalışma gruplarından elde edilen plazma ve karaciğer dokusu MDA seviyeleri 

Gruplar Kontrol EGCG CCl4 EGCG+CCl4 

Plazma MDA (nmol/ml) 0,61 ± 0,01c 0,62 ± 0,02c 0,93 ± 0,03a 0,75 ± 0,00b 

Karaciğer Doku MDA (nmol/g) 0,93 ± 0,03c 0,91 ± 0,03c 1,38 ±0,2a 1,11 ± 0,05b 

a-c: Aynı satırda farklı harfi taşıyan gruplar arası fark önemlidir (p<0.05). 

 

Plazma ve karaciğer dokusunda MDA hesaplama işlemi x = (y + 

0,4809)/0,6965şeklinde yapılmış olup ‘y’ değeri spektrofotometrede ölçülmüş MDA 

değeridir (y=0,6965x -0,4809). Bu değerlere göre MDA standart eğrisi çizilmiştir (Şekil 

3.3). 
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Şekil 3.3. MDA standart eğrisi 

 

Tablo 3.2’deki sonuçlar, plazma ve karaciğer MDA miktarının, EGCG verilen 

gruplarda CCl4 grubuna göre, önemli ölçüde azaldığını göstermektedir (p<0.05) (Tablo 3.2, 

Şekil 3.4 ve 3.5). 

 

 

Şekil 3.4. Karaciğer dokusunda gruplar arasında MDA düzeylerinin karşılaştırılması 

a-c: Aynı satırda farklı harfi taşıyan gruplar arası fark önemlidir (p<0.05). 
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Şekil 3.5. Gruplar arasında plazma MDA düzeylerinin karşılaştırılması 

a-c: Aynı satırda farklı harfi taşıyan gruplar arası fark önemlidir (p<0.05). 

 

3.3. Kaspaz-3, Bcl-2,Nrf-2 ve NF-kB Proteinlerinin Ekspresyon Düzeyleri 

(Apoptotik Markerlar) 

 

3.3.1. Kaspaz-3 Protein Ekspresyon Düzeyleri 

 

 

Şekil 3.6. Gruplara göre kaspaz-3 protein ekspresyon düzeyleri 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taşıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). 
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3.3.2. Bcl-2 Protein Ekspresyon Düzeyleri 

 

 

Şekil 3.7. Gruplara göre bcl-2 protein ekspresyon düzeyleri 

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

 

3.3.3. Nrf-2 Protein Ekspresyon Düzeyleri 

 

 

Şekil 3.8. Gruplara göre Nrf-2 protein ekspresyon düzeyleri 

a-c: Aynı sütunda farklı harfi taşıyan gruplar arası fark anlamlıdır (p<0.05). 
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3.3.4. NF-kB Protein Ekspresyon Düzeyleri 

 

 

Şekil 3.9. Gruplara göre NF-kB protein ekspresyon düzeyleri 

 

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

 

Elde edilen sonuçlara bakıldığında, kaspaz-3 ekspresyon düzeyinin EGCG grubunda 

en yüksek, CCl4 grubunda en düşük değere ulaştığı, CCl4 + EGCG grubunda CCl4 grubuna 

göre önemli ölçüde arttığı görülmektedir (Şekil 3.6). Bcl-2 ekspresyon düzeyinin, CCl4 

grubunda en yüksek,CCl4 + EGCG grubunda azaldığı ve CCl4 grubu ile karşılaştırıldığında 

aradaki farkın istatiksel açıdan önemli olduğu bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 3.7). NF-kB 

düzeyinin kontrol ve EGCG gruplarında en düşük ve birbirine çok yakın değerlerde 

olduğu, aradaki farkın önemli olmadığı, farklı olarak da CCl4 grubunda en yüksek düzeye 

ulaştığı, CCl4 + EGCG grubunda CCl4 grubuna göre düştüğü görülmektedir (Şekil 3.8). 

Nrf-2 düzeyinin CCl4 grubunda en düşük değerde olduğu, buna karşın CCl4grubu ile 

kıyaslandığında CCl4 +EGCG grubunda Nrf-2 ekspresyon düzeyinin artış göstererek 

kontrol grubuna yakın değere ulaştığı görülmektedir (Şekil 3.9). Bu sonuçlara bağlı olarak, 

EGCG’nin kaspaz-3 ve Nrf-2 sentezini artırıcı yönde, NF-kB ve bcl-2 sentezini ise azaltıcı 

yönde etkilediğini söyleyebiliriz. 
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3.4. TUNEL Metoduyla Belirlenen Histolojik Sonuçlar 

 

Çalışmamızda, apoptotik hücrelerin belirlenmesi için yapılan TUNEL boyamanın 

ışık mikroskopi altında incelenmesi sonucu; sıçanların karaciğer dokusundaki 

hepatositlerde (siyah ok)  TUNEL pozitifliği gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 3.10. Kontrol grubu karaciğer dokusundaki TUNEL pozitif hücreler 

(→). Skala bar: 50μm. 

 

 

Şekil 3.11. EGCG grubu karaciğer dokusundaki TUNEL pozitif hücreler 

(→). Skala bar: 50μm. 
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Şekil 3.12. CCl4 grubu karaciğer dokusundaki TUNEL pozitif hücreler 

(→). Skala bar: 50μm. 

 

 

Şekil 3.13. CCl4 + EGCG grubu karaciğer dokusundaki TUNEL pozitif hücreler 

(→). Skala bar: 50μm. 

 

Tablo 3.3. TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks (%) 

Gruplar Apoptotik indeks % 

Kontrol 2,33±0,81 

EGCG 2,83±1,47 

CCl4 19,33±4,27a 

CCl4+EGCG 6,50±1,87b 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 
aKontrol grubuna göre karşılaştırıldığında, 
bCCL4 grubu ile karşılaştırıldığında,   (p<0.05). 
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TUNEL boyama sonucunda; TUNEL pozitifliği karaciğer dokusunda kontrol (Şekil 

3.10) grubu ile karşılaştırıldığında; sadece EGCG verilen pozitif kontrol grubunda (Şekil 

3.11) anlamlı bir değişiklik gözlemlenmedi, CCl4 (Şekil 3.12) grubunda anlamlı bir 

yükselme olduğu gözlendi (p<0.05). CCl4+EGCG (Şekil 3.13) grubunda ise CCl4 grubu ile 

kıyaslandığında apoptotik indeksin azalma göstererek normale yaklaştığı görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

Yeşil çay, polifenoller, kafein, teanin, vitamin ve mineraller dahil olmak üzere çeşitli 

biyoaktif bileşenler içermektedir. Çay bileşenlerinin en büyük grubu çay polifenolüdür ve 

EGCG yeşil çayda en fazla bulunan antioksidan bileşiktir. Yeşil çaydaki biyoaktif 

polifenol olan EGCG’nin antiobezite, kardiyovasküler koruma, antikanser  antiinflamatuar, 

antioksidan, antitümör, anti-bakteriyel ve antiviral aktiviteler  etkileri dahil olmak üzere 

çeşitli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir 

(Liu vd., 2014; Luo vd., 2017). 

Lambert vd.(2010), EGCG’nin fareler üzerinde karbon tetraklorür, asetaminofen gibi 

hepatotoksikanların neden olduğu karaciğer toksisitesini önlediğini; Wang vd. (2015), 

EGCG’nin, süperoksit anyonları, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

yanı sıra nitrik oksit, nitrojendioksit ve peroksinitrit de dahil olmak üzere reaktif azot 

türlerini nötralize ettiğini belirtmişlerdir. 

Vegias vd. (2008), sıçanlara CCl4 verilerek oluşturulan hasara karşı EGCG’nin 

mükemmel bir antioksidan ve sitoprotektif aktivite gösterdiğini; Tipoe vd. (2010), CCl4 ile 

karaciğer hasarı oluşturulan farelerde EGCG’nin inflamatuar süreci ve oksidatif stresi 

azalttığı böylelikle karaciğer hasarını önlediğini belirtmişlerdir. 

Lipit peroksidasyonu, yüksek derecede sitotoksik etki gösteren ürünlerin oluşumu ile 

son bulmaktadır. Bu ürünlerin başında da malondialdehit (MDA) gelmektedir (Ertürk, 

2006). Liu vd. (2014), konkanavalin A (ConA) ile indüklenen karaciğer hasarına karşı 

farelerde EGCG’nin koruyucu etkilerini araştırdıkları çalışmalarında, ConA ile verilen 

farelerde MDA seviyelerinin arttığını, EGCG ön tedavisinin, MDA seviyelerindeki artışı 

önemli ölçüde azalttığını tespit etmişlerdir. Bu sonuçların, EGCG’nin ConA tarafından 

indüklenen hepatik oksidatif stresi azalttığını belirtmişlerdir. 

Gök, (2017); CCl4 ile karaciğer hasarı oluşturulan sıçanlarda Ellagik asit’in (EA) 

koruyucu rolünü araştırmıştır. Plazma ve karaciğer dokusunda, EA verilen gruplarda MDA 

seviyesinin azaldığını ve en yüksek düzeyde MDA miktarlarının CCl4 gruplarında 

olduğunu tespit etmiştir. 

Sisplatin nefrotoksisitesine (CDDP) EGCG’nin etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, 

uygulanan sisplatinin etkisiyle MDA seviyesinin en düşük pozitif kontrol grubunda en 

yüksek ise hasarlı grupta olduğu görülmüştür (Timurkaan, 2010). 
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Hipertiroidili hastalara antitiroid ilaçlar verilerek tedavi öncesi ve sonrası serum 

MDA seviyeleri tespit edilmiş, kontrol grubu ile karşılaştırdığında tedavi sonrası dönemde 

serum MDA düzeylerinde anlamlı bir azalma olurken (p<0.05), hipertiroid hastaların 

serum MDA düzeylerinde artma olduğu belirlenmiştir (Gür vd., 2005). 

Farelerde zorla yüzme egzersiziyle oral olarak verilen EGCG’nin anti-yorgunluk 

etkisinin değerlendirildiği çalışmada; fareler kontrol ve EGCG (50, 100 ve 200 mg/kg) 

olarak dört gruba (n=12) ayrılmış, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 50, 100 ve 200 

mg/kg gruplarının karaciğerindeki MDA düzeyleri ile 100 ve 200 mg/kg gruplarının 

kaslarındaki MDA seviyelerinin anlamlı olarak düşük olduğu (p<0.05),  50 mg/kg grubu 

ile karşılaştırıldığında, 200 mg/kg grubunun karaciğerdeki MDA düzeyleri ile 100 ve 200 

mg/kg gruplarının kaslarının MDA düzeylerinin anlamlı olarak daha düşük olduğu tespit 

edilmiştir (p<0.05) (Teng ve Wu,  2017). 

Orsolic vd. (2013), farelerde alloksanın neden olduğu antidiyabetik etkinin suda 

çözünen propolis türevi (WSDP) ve EGCG’nin pozitif etkinliğini gerçekleştirmek için 

yaptıkları çalışmada; karaciğer ve böbreklerde lipit reroksidasyonu alloksanla indüklenen 

farelerde (diyabetik farelerde), WSDP veya EGCG ile tedavi edilen farelere kıyasla 

arttığını, diyabetik farelerin sırasıyla WSDP veya EGCG ile tedavisinde, karaciğer ve 

böbreklerinde MDA seviyelerinde önemli bir azalma ile sonuçlandığını tespit etmişlerdir. 

Bulgularımıza göre, MDA düzeylerini karşılaştıracak olursak (tablo); gruplar 

arasında istatiksel olarak belirgin bir fark tespit edilmiştir (p<0.05).En yüksek MDA 

seviyesinin CCl4 grubunda olduğu, CCl4 + EGCG grubunun MDA düzeyinin ise CCl4 

grubuna göre daha düşük çıktığı ve istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılık olduğu 

görülmüştür. Bunun sonucunda; EGCG’in karaciğer dokusunda ve plazmada, MDA 

düzeyini azaltarak doku hasarını iyileştirici yönde bir etkiye sahip olduğunu söyleyebiliriz. 

Aslan vd., (2016), akciğerlerdeki TUNEL pozitifliğini kontrol grubuyla 

karşılaştırdıklarında CCl4 grubunda apoptotik indeksin en yüksek olduğu, CCl4 + çörek 

otu grubunda ise apoptotik indeksin azaldığını tespit etmişlerdir (p <0.05) 

Yalçın vd. (2017), CCl4 ile karaciğer hasarı oluşturulan sıçanlar üzerinde Salvia 

cryptantha bitki özütünün hepatoprotektif özelliğini araştırmışlardır. Hasar oranını 

belirlemek için TUNEL methodunu uygulamışlardır. Kontrol ve zeytinyağı verilen gruplar 

arasında karaciğer dokularında apoptozis miktarında benzerlik gözlemlemişlerdir. Kontrol 

grubuna kıyasla CCl4 grubundaki karaciğer dokularında apoptotik indeksin daha fazla 
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olduğu, CCl4 +S. cryptantha  ile S. cryptantha verilen grupta karaciğer dokularının TUNEL 

ekspresyonunda düşüş olduğunu tespit etmişlerdir. 

Tak vd. (2016), farelerde hepatik iskemi-reperfüzyon hasarına karşı EGCG'nin 

koruyucu etkilerini araştırmışlardır. EGCG tedavisinin, oksidatif strese bağlı hasar ve 

hücresel apoptoz ile hepatik iskemi-reperfüzyon hasarının boyutunu azalttığını tespit 

etmişlerdir. 

Karaman vd. (2017), Omega-3’ün CCl4 zehirlenmesine karşı iyileştirici etkisini 

araştırdıkları çalışmalarında TUNEL yöntemini kullanmışlardır.  Deneyin sonucunda CCl4 

grubu da dahil olmak üzere herhangi bir grubunda TUNEL yöntemi ile apoptotik hücre 

ölümü tespit edememişlerdir. 

Zhu vd. (2017), in vitro olarak insan akciğerinde belirledikleri birkaç hücre ile ilgili 

yaptıkları çalışmalarında, EGCG’nin, tümör oluşumunu inhibe edip apoptozu indükleyerek 

etkili bir şekilde akciğer kanser kök hücre (CSC) aktivitesini azalttığını ifade etmişlerdir. 

Bulgularımızdaki TUNEL sonuçlarına bakıldığı zaman (Tablo 3.3) kontrol ve EGCG 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark oluşmadığı görülmektedir. Fakat CCl4 

grubunda kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış görülürken 

(p<0.05), CCl4 + EGCG grubunda ise CCl4 grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde azalış 

görülmüştür (p<0.05). Bu veriler, karaciğer hasarına karşı EGCG’nin apoptotik indeksi 

azaltarak karaciğeri CCl4’ün toksik etkisine karşı önemli ölçüde koruduğunu ortaya 

koymaktadır. 

Tipoe vd. (2010), CCI4 ile karaciğer hasarı oluşturulan farelerde EGCG’nin 

koruyucu etkisini araştırdıkları çalışmalarında, hem EGCG hem de tedavi grubunda, NF-

kB aktivitesi’nin önemli ölçüde azaldığını ( p< 0.01), ancak kontrol ile karşılaştırıldığında 

NF-kB aktivitesinin arttığını belirtmişlerdir. 

Aslan(2011), azoksimetan verilerek oluşturulan kolorektal kanserli dokularda, 

domates tozu (DT) verilen grupta kaspaz-3 ekspresyonunun azoksimetan grubuna göre 

belirgin şekilde arttığını belirtmiştir. 

Zhang vd. (2017),  CCl4 ile indüklenen karaciğer fibrozu oluşturulan sıçanlarda etil 

piruvatın (EP) koruyucu etkilerini araştırdıkları çalışmalarında; CCl4 ile indüklenen 

karaciğer fibrozunda TLR4 ve NF-kB’nin mRNA düzeylerinin arttığını, CCl4+EP 

grubunun CCl4 grubuyla karşılaştırıldığında NF-kB-pozitif hücrelerin yoğunluğunun az 

olduğunu belirtmişlerdir. 
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Sıçan karaciğerinde meydana gelen iskemi-reperfüzyon (IRI) hasarında kaspaz-3 

ekspresyonunun araştırıldığı çalışmada; kaspaz-3 ifadesinin, hepatik IRI olan ve hızlı nitrik 

oksit salınan grupta baskılandığı, IRI olan ve yavaş salınan grupta baskılanamadığı tespit 

edilmiştir (Ko vd., 2017). 

Han vd. (2017), arsenik ile oksidatif stres ve karaciğer hasarı oluşturulan sıçanlarda 

EGCG’nin koruyucu etkilerini araştırdıkları çalışmalarında; EGCG’nin arsenik aktivitesini 

azalttığını, karaciğer dokularında arsenik tutulumunu hafiflettiğini ve Nrf-2 sinyalleme ile 

ilgili genlerin (Nrf-2, Nqo1 ve Ho-1) ifadelerini geliştirdiğini tespit etmişlerdir. Bu 

bulguların EGCG’nin, Nrf-2 sinyalleme yolunun aktivasyonu ile oksidatif stresle ilişkili 

hepatotoksisiteyi azaltmak için yararlı olabileceğini hepatotoksisiteyi önlemede EGCG’nin 

arsenik tedavisi için potansiyel bir tedavi olabileceğini belirtmişlerdir. 

Rishi vd. (2017), alkolün karaciğer hasarı oluşturduğu sıçanlarda bir probiyotik 

olarak EGCG’yi kullandıkları çalışmalarında; alkol uygulanan gruplardaki karaciğerde 

vakuolar dejenerasyon gözlediklerini, EGCG uygulanan gruplarda karaciğerde herhangi bir 

yağ değişim olmaksızın karaciğerin normal olduğunu tespit etmişlerdir. Bu çalışmada NF-

kB/p-50’nin, hem serbest hem de kapsüllenmiş probiyotik-EGCG tedavisi ile etkisiz hale 

getirildiğini belirtmişlerdir. 

Gök, (2017),CCl4 ile karaciğer hasarı oluşturulan sıçanlarda Ellagik asit’in (EA) 

koruyucu rolünü araştırdığı çalışmasında; kaspaz-3 ekspresyon düzeyinin kontrol grubunda 

en yüksek iken CCl4 grubunda en düşük değere ulaştığını tespit etmiştir. Ayrıca, bcl-2 

ekspresyon düzeyinin ise CCl4 grubunda en yüksek, CCl4 + EA grubunda CCl4 grubuna 

göre düştüğünü tespit etmiştir. 

Aslan ve Can, (2014), CCl4 ile karaciğer hasarı oluşturdukları çalışmada; deve dikeni 

verilen grupta (CCl4 + deve dikeni) CCl4 grubuna, göre bcl-2 ekspresyon seviyesinin  

azaldığı ve kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin ise artış gösterdiği tespit edilmiştir. 

Bulgularımıza göre, kaspaz-3 miktarı CCl4 + EGCG grubunda oldukça fazla, CCl4 

grubunda ise daha az olduğu görülmüştür (Şekil 3.6). Bcl-2 ekspresyon düzeyinin kontrol 

ile EGCG grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark göstermediği (p>0.05), CCl4 

+ EGCG grubunda ise CCl4grubuna göre daha düşük olduğu bulunmuştur(p<0.05) (Şekil 

3.7).Ayrıca , Nrf-2 ekspresyon düzeyi, kontrol ve EGCG gruplarıyla karşılaştırıldığı 

zaman, hem CCl4 + EGCG grubunda hem de CCl4 grubunda aradaki farkın istatiksel 

açıdan önemli olduğu (p<0.05), CCl4 +EGCG grubunda Nrf-2 ekspresyonunun CCl4 

grubuna göre önemli ölçüde artış gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 3.8). NF-kB ekspresyon 
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düzeyi kontrol ve EGCG gruplarında en düşük olduğu ve aradaki farkın önemli olmadığı 

(p>0.05), CCl4 grubunda en yüksek düzeye ulaştığı, CCl4 + EGCG grubunda CCl4 grubuna 

göre düştüğü gözlenmiştir (p<0.05) (Şekil 3.9). 

Sonuç olarak; EGCG karaciğer hasarına karşı doku ve DNA hasarını 

önleyebilmektedir. Bununla birlikte apoptotik proteinlerin sentezlenmesini arttırarak 

karaciğerde meydana gelen hasarlı hücreleri apoptozise uğratmaktadır (Singh vd., 2011). 

Nrf-2, NF-kB, bcl-2 ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek için 

uyguladığımız TUNEL metodu sonuçlarını incelediğimizde CCl4, EGCG ve apoptozis 

arasında bir bağlantı olabileceğini düşünebiliriz. Sonuç olarak bu bilgiler doğrultusunda 

EGCG’nin etkili bir antioksidan özelliğinin olması dışında karaciğeri koruyucu etkisinin 

olduğu ve oluşacak hasara karşı koyabileceğini söyleyebiliriz. Elde ettiğimiz sonuçlara ve 

literatürde EGCG ile ilgili yapılmış olan çalışmalara bakıldığında EGCG’nin akciğer, 

böbrek, beyin, gibi çoğu organda önemli ölçüde koruyucu etkilerinin olduğu gözlenmiştir. 

Ayrıca normal hücrelere kıyasla tümör hücrelerine yönlendirilmiş apoptotik etkisi olan 

EGCG’nin kanser tedavisinde olumlu sonuçlar verebileceği yönünde umut vaat ettiğini 

söyleyebiliriz. 
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