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ONSOZ

Bu yiiksek lisans tezinde, si¢anlara karbon tetrakloriir (CCls) verilerek Kkaraciger
hasar1 olusturuldu ve bu dokuda Epigallokatesin-3-gallat (EGCG)’1n, kaspaz-3, bcl-2, Nrf-
2 ve NF-kB proteinlerinin ekspresyonlara etkisi aragtirilarak ve TUNEL metodu ile
apoptozis diizeyi belirlenerek DNA’da meydana gelen hasar tespit edilmistir.
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Dr. Kutbettin DEMIRDAG’a, calismamizin deney hayvanlar1 asamasini yiiriittiigiimiiz
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OZET

Epigallokatesin-3-gallat (EGCG) doku hasari, kanser olusumunu Onleme ve
metabolizma hizini arttirmada etkili bir polifenoldiir. Bu tez ¢alismasinda, 28 adet Wistar
albino (n=28, 8 haftalik) sigan kullanilmistir. Siganlar 4 gruba ayrilmis ve her grupta 7
sigan yer almistir. Gruplar: (i) Kontrol Grubu: Standart diyet; (ii) EGCG Grubu (50 mg/kg
CA, ip): Standart diyet + EGCG verilen grup; (iii) CCls Grubu (1,5 ml/kg CA, ip): Standart
diyet + CCl4 verilen grup; (iv) CCls + EGCG Grubu: Standart diyet + CCls (1,5 ml/kg CA,
ip) + EGCG (50 mg/kg CA, ip)verilen grup. Hayvanlar 4 hafta sonra dekapite edilerek
karaciger dokular1 incelenmistir. Karaciger dokusunda kaspaz-3, bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB
ekspresyon diizeyleri Western blotlama teknigiyle, lipit peroksidasyonu MDA
(malondialdehit) analizleri spektrofotometre ile belirlenmistir. EGCG uygulamasinin, CCl4
+ EGCG grubunda, CCls grubuna gore kaspaz-3, bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB ekspresyonlari
bakimindan anlamli bir fark olusturdugu bulunmustur (p<0.05). EGCG uygulamasiyla,
kaspaz-3 ve Nrf-2 ekspresyon diizeyleri artis, MDA diizeyi azalis buna kargin bcl-2 ve NF-
kB ekspresyon diizeyleri azalis gostermistir. TUNEL metodu incelemelerinde, CCls +
EGCG grubunda CCls grubuna gore apoptotik indeks oranmin daha diisik oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglar, EGCG’nin Wistar albino sicanlarda karaciger hasar oranini
azaltigt ve EGCG uygulamasinin insanlarda da karaciger hasarmi azaltici etkisinin

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epigallokatesin-3-gallat, Apoptozis, Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2,
NF-kB



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) CCls Group (1,5
ml/kg LW, ip): Standard diet + CCls; (iv) CCls + EGCG Group: Standard diet + CCls (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 CCls + EGCG
group, when compared to the CCls 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 CCls + EGCG group than the CCls 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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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

Al . Apoptotik indeks

CA : Canli Agirlik

CCla : Karbon Tetrakloriir

ConA : KonkanavalinA

DAB : Diaminobenzidine

DT : Domates Tozu

EA : Ellagaik Asit

EGCG : Epigallokatesin-3-Gallat

EP : Etil Pirtivat

FUDAM : Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi
hARE : Insan Antioksidan Yanit Elemani

IRI : Iskemi-reperfiizyon

ip : Intra Peritonal

K : Kontrol

LDL : Diistik Dansiteli Lipoprotein

MDA : Malondialdehit

PBS : Fosfat tamponu

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

SAB : Ornek Uygulama Tamponu

SDS : Sodyum Dodesil Stilfat

SDS-PAGE  : Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SOD : Super Oksit Dismutaz

TUNEL : Terminal Deoksiniikleotidil Transferazd UTP Centik Etiketleme
WSDF : Propolis Tiirevi



1. GIRIS

Yapilan caligmalarda, Yyesil c¢ay igerisinde bulunan EGCG’nin, antioksidatif,
antienflamatuar, antimutajenik, antikarsinojenik, antianjiyojenik, apoptotik, antiobezite,
antidiyabetik, antibakteriyal ve yaslanmay1 geciktirici gibi farmakolojik 6zelliklere sahip
oldugu belirtilmistir (Celik, 2006). Ayrica yapilan in vivo ve in vitro deneysel ¢alismalara
gore, EGCG’nin bagsta karaciger, kolon, mide, 6zofagus ve akciger kanserleri basta olmak
lizere prostat, meme ve cilt kanseri gibi birgok kanser tiiriine ve doku hasarina karsi
koruyucu gorevi Ustlendigi tespit edilmistir (Sharangi, 2009; Kayaalp, 2009). Yesil ¢ay
icenlerde kardiyovaskiiler hastaliklar daha az goriilmekte, kolesterol ve okside LDL
diizeylerini diisiirmektedir. Kan sekerini diisiirerek tip II diyabetten korunmay1
saglamaktadir ve obeziteyi Onleyebilmektedir (Yazict ve Giiner-Akdogan, 2010).
Karaciger, canli sistemlerde meydana gelen metabolik aktivitelere bagli olarak toksik
madde ve ilaglara yogun olarak maruz kalan bir organdir (Erdogan vd., 2004). Ayrica
sindirim sistemi ve dolagim sistemi arasindaki konumu ve sahip oldugu Onemli
gorevlerinden dolay1 ¢ogu zaman hasara ugrayabilmektedir. Bu siireg, etkili bir onarimla
cevaplanmazsa normal karaciger yapisi bozulabilir. Normal sartlarda i¢ ve dis kdkenli cogu
stres faktorii hiicresel homeostaziyi daima degistirmektedir. Antioksidanlar bu faktorlere
kars1 hiicreyi siirekli korumaktadir (Aksit vd., 2015). Tibbi bitkilerde bu antioksidanlarin
bulunmasiyla saglik alaninda kullanimlar1 artmis ve birgok hastaligin tedavisinde olumlu
sonuglar verebilmistir. Ornegin, cay tiiketimi ile degisik kanser tiirleri arasindaki
baglantilar, bir¢ok kisi tarafindan arastirilmistir ve ¢ayin saghigi etkileyen olumlu etkileri,
yapilan bu ¢aligmalar ile ortaya konulmustur. Caydaki flavinlerin ve 6zellikle yesil ¢ayda
fazlaca bulunan katesinler gibi (EGCG) polifenollerin antioksidan etkilerden sorumlu
oldugu belirtilmektedir (Celik, 2006).

Bu bilgiler dogrultusunda bu yiiksek lisans tezinde, CCls ile karaciger hasari
olusturulan siganlarda EGCG’nin molekiiler marker olarak kullanilan kaspaz-3, bcl-2, Nrf-

2 ve NF-kB protein ekspresyonlarina ve DNA hasarina karsi koruyucu etkisi arastirilmistir.



1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, viicudun en kompleks ve en 6nemli organlarindan biridir (Sekil 1.1).
Ksenobiyotiklerin sentezi, salgilanmasi1 ve metabolizmasi da dahil olmak iizere viicudun
cesitli fizyokimyasal iglevlerinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Karaciger
viicudumuzdaki toksik kimyasallarin ve ilaglarin detoksifikasyonundan sorumlu hayati

organlardan biridir. Boylece tiim zehirli kimyasallarin hedef organidir (Vuda vd., 2012).
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Sekil 1.1. Karacigerin kesiti (URL-1, 2018)

Karaciger, karnin sag iist boliimiine yerlesmis olup asagida duodenuma (oniki
parmak bagirsagi), sag bobrege, ortada ise 6zofagus ve mideye komsudur. Deriden sonra
hacimce en biiyilik i¢ organdir. Karacigerin agirligi, yaklasik 1200-1600 gr arasindadir.
Erigkinlerde yaklasik 1,5 kg agirliga sahiptir ve erigkin viicut agirhiginin yaklasik %2,5’ine
denk gelmektedir. Karaciger yiizeyinin tamami ince bag dokusundan olusan diizgiince
siralanmis kollogen lifler, fibroblastlar ve ince kan damarlarindan olusan Glisson kapsiilii
ile ortiilidiir (Aycan, 2015). Sindirim kanalindan gecen besinlerin iglenip viicuttaki diger
bolgelerin faydalanmasi i¢in bir kismmin depolandigi diger bir kisminin ise hemen
dolasima verildigi bir organdir. Ayrica protein sentezi, safra salgilanmasi, kanin depo
edilmesi, detoksifikasyon ve inaktivasyon karacigerin fonksiyonlarindan birkagidir.

Karaciger hasar1 da denilen hepatoksisite (hepatik toksisite) organizmanin dogal toksinler,



pestisitler, ilaglar gibi birgok kimyasallarla kars1 karsiya kalmalari nedeniyle olusmaktadir.
Saydigimiz bu kimyasallara da hepatotoksin denilmektedir (Colak, 2011).

Karacigerin inanilmaz bir kendini yenileme yetenegi vardir. Karaciger dokusunun
ameliyatla ¢ikarilmasi ya da zararli maddelerin etkisiyle yok edilmesi dokunun kiitlesi
olusuncaya kadar devam eden hiicrelerinin bdliinmesini baglatir. Yenilenmesi salon
(Chalon) adindaki mitoz inhibitér maddeleri ile saglanmaktadir. Doku hasara ugradiginda
ya da kismen ¢ikarildiginda, Chalon’larin sayis1 azalir ve bununla birlikte dokudaki hiicre
boliinmesinde artig gézlemlenir, fakat yenilenme devam ederse Chalon’larin sayis1 artarve

hiicre boliinmesi azalir (Aras, 2016).

1.2. Karbon Tetrakloriir (CCls)’iin Genel Ozellikleri ve Toksisitesi

Karbon tetrakloriir (CCls) peroksidan aktivitesi gosterdigi bilinen bir madde olup
hizlica buharlasabilen, renksiz, koyu, yanicit olmayan bir sividir. Ortamda kendiliginden
var olabildigi gibi ¢ogu kimyasal reaksiyon neticesinde {iriin olarak ortaya ¢ikabilmektedir.
CCls, lipit peroksidasyonun belirlenmesinde ayrag¢ olarak kullanilan malondialdehit
(MDA) seviyelerinde artisa ve uzun vadeli uygulanmasi kronik karaciger hasarina yol
acmaktadir. Bu ozelliklerinden dolayr da karaciger tedavisi tizerinde etkili olabilecek
molekiiler biyolojik yolaklarin degerlendirilmesi i¢in bilimsel arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Aslan ve Can, 2014; Tang vd., 2017; Giiven ve Giilmez, 2003; Thrall
vd., 2000).

CCls, endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-450’nin indirgenmesi ile triklorometile
(CCls), daha sonra oksijen varliginda proxy triklorometil radikali (CCl3O2)’ne
doniistiiriilmektedir. CCls’lin metabolize edilmesi sonucunda meydana gelen bu serbest
radikaller, coklu doymamis yag asitleri ile tepkimeye girebilmektedir. Ote yandan,
antioksidan enzim aktivitesini azaltarak, hiicre zarinda lipit peroksidasyonunu indiikleyen
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olabilmektedir. Boylece, CCls, kalsiyum
iyonlarmin plazma zarindan gegirgenligini arttirarak kalsiyum dengesinde onemli dlciide
bozulmalara ve sonugta nekrozise sebep olabilmektedir (Gok, 2017). CCly ilk olarak yag
dokusuna yerlesmektedir. Daha sonra buradan ayrilip akcigerlere ge¢is yapmaktadir.
Akcigerlerde degisime ugrayan CCls’lin ¢ok az bir miktar1 nefesle disar1 verilir, geri kalam
ise hiicre i¢i molekiillerle tepkimeye girer (Al-Dbass vd., 2012; Tanriverdi, 2005; Aslan ve
Can, 2014; Can, 2014).



Karbon tetrakloriir yogun buhart nedeniyle kendine &zgii bir kokuya sahiptir.
23°C’de kat1 halde olup ve 77°C’de kaynayan CCls’iin yogunlugu, 1,585 g/cm3tiir.
Atomikyapis1 merkezinde karbon atomu olup c¢evresinde dort adet CI° atomu
bulunmaktadir (Sekil 1.2). Apolar yapidadir ve suda ¢6ziinmez. Karbon tetrakloriir zehirli
bir s1v1 0lup uzun siire buhariin solunmasi veya deri ile temas edilmesi mide bulantisina

yol agabilir. Bu durum devam ederse karaciger ile birlikte birgok organ zarar goriir ve

6liim ile sonuglanabilir (URL-2, 2017). ..

Formiil: CCl,4 .Cl.
Yogunluk: 1,5867g/cm? Lo | *e .
Erime noktasi:-22,92 . (.:] —C— I_C.] *
Kaynama noktasi: 76,72°C . | .

Molar kiitlesi: 153,82 g/mol * E:.l *

Icinde  coziinebildigi ~ maddeler:  Karbondisiilfiir geki1 1.2. CClyin molekiiler
(CS»), Eter, Formik asit, Benzen, Alkol, Kloroform yapisi ve bazi ozellikleri (URL-

3, 2018)

1.3. Apoptozis

Cok hiicrelilerde bir hiicre diger hiicreleri kotii olarak etkiliyorsa veya cevresindeki
hiicrelerden gerekli olan sinyali alamiyorsa bu hiicrenin yok edilmesi gerekmektedir.
Metamorfoz esnasinda kuyrugu olan yavru kurbaganin biiylirken bu hiicrelerini tahrip
ederek kuyrugun yok olmas1 drnek verilebilir. Iste bu durumlarda patolojik ya da ¢evreden
gelen fizyolojik uyaranlara karsit bir cevap olarak apoptozis olayir ortaya g¢ikmaktadir.
Apoptozis tip I programli (kontrollii) hiicre 6liimiidiir. Bu deyim yunanca Apo (ayri) ve
Pzotis (diismek) kelimelerinden olusmaktadir (Dilsiz, 2004).


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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Sekil 1.3. Apoptozise ugrayan bir hiicrenin 6liim agamalar1 (URL-4, 2018)

Apoptozis, sinyal yolaklari, tetikleyiciler, genler, proteinler ve molekiillerin biiyiik
bir boliimiini iceren bir sistemdir. Baslatma safhasi ve uygulama safhasi olarak iki farkli
evreden olusmaktadir. Baglatma evresinde birbirinden farkli proteinler bulunur ve oldukca
komplekstir. Hiicre disindan veya iginden gelen gesitli sinyaller ile baslatilir. Apoptozisi
tetikleyen  hiicre dist  sinyallere  biiyime faktorlerinin = kaybi,  hipoksi  ve
radyasyon, intraselliiler sinyallere ise DNA hasari, kemoterapi ilaglarinin neden oldugu
hasar, telomer arizasi1 ve viriis enfeksiyonu 6rnek olarak verilebilir. Apoptoziste yiiriitme
sathasin1 baglatma safhasi tetiklemektedir. Uygulama safthasinda ise direk hiicre dliimiiyle
son bulan 6zel enzimlerin (kaspaz ailesi, NF-kB,bcl-2, bax, Nrf-2 vs.) aktivasyonunu
icermektedir (Sekil 1.3) (Morrill ve He, 2017).



APOPTOLZIS

fagositoz

Sekil 1.4. Bir hiicredeki apoptozis asamalar1 (URL-5, 2018)

Apoptozis canlinin deri ve ince barsak gibi organlarinin hiicrelerinde siirekli olarak
devam etmekte ve bu dongii organizmanin hayati boyunca siirmektedir. Her bir saniyede
yaklasik 1 milyon hiicremiz apoptozis ile yok edilmektedir. Bu hiicrelerin yerine ise
mitozla yerine yenileri meydana getirilmektedir. Bu sekilde bir denge var olmaktadir.
Apoptozisde gorevli olan genlerin sentezledigi proteinler; hiicreleri yok eden, DNA’larin
parcalayan ve bunlar1 sindiren olmak iizere iice ayrilmaktadir. Ornegin kaspazlar DNA
onariminda gorevli olan polimerazlarin par¢alanmasina ve apoptozisin olusumuna olanak
saglamaktadir. Apoptozis hata gosterdiginde tiimorogenezis ve neticede kanser vb.
hastaliklar meydana gelmektedir (Dilsiz, 2004).

Apoptozisde 6zetle, hacmi kii¢iilen hiicre pargalanir ve apoptotik cisimler ortaya
¢ikmaktadir. Bu cisimler sonrasinda makrofajlar tarafindan, komsu epitel hiicrelerce ya da
fagositozla yutulmaktadir (Sekil 1.4) (Dilsiz, 2004).

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

Apoptozis, canlinin gelisme asamasinda bazi hiicre tiirlerinin yikimi olurken 6zel
hiicrelerin de yok olmasindan sorumludur. Yikim az olursa hiicre sayica artar, fazla olursa
azalir ve engellenemeyen bir doku hasart meydana gelir. Apoptozis miktar1 bir¢ok

yontemle hesaplanabilmektedir (Thompson, 1994; Hugle ve Fulda, 2015). Canlinin



DNA’sinda bir dejenerasyon olustugu zaman apoptozis yoluyla hasarli olan hiicre yok
edilir. Bu sekilde DNA’sinda sakincali mutasyon bulunan hiicrelerin kanser olusturmasi
engellemis olur (Aslan ve Can, 2014).

Kaspaz ailesi, apoptozisin baslatilmasi ve uygulanmasinda kritik roller oynamaktadir
(Mishra ve Vinayak, 2015). Kaspazlar hiicrede sitoplazmada bulunup apoptoz ile alakali
iki farkli enzim grubundan olusmaktadir; baslatic1 kaspazlar ve uygulayici kaspazlar. insan
kan ve endotel hiicrelerinde bulunan vezikiiller, kaspaz-3 igermektedir. Kaspaz-3 igeren bu
vezikiillerin salinimi ve inhibisyonu apoptozun indiiksiyonunu 6nleyebilmektedir. Ayrica
DNA polimeraz aktivitesini baskilayarak hiicreyi apoptozise yonlendirmektedir (Aslan,
2011; Can, 2014; Boing vd., 2013).

Antiapoptotik bir protein olan bcl-2, kanser tedavisi i¢in ideal bir hedef haline gelmis
olmakla birlikte normal hiicrelere kiyasla bir¢ok kanserde yiiksek oranda etkili bir
proteindir.Bcl-2 agirlikli olarak sitoplazmada mitokondri zari iizerinde konumlanmis olup
porlarinin gegirgenligini denetleyen ve apoptozisin diizenlenmesinde merkezi role sahip bir
onkoprotein grubudur (Aslan, 2011; Can, 2014). Bcl-2 proteininin etkisiyle sitokrom c¢’nin
salinmasi sonucu bcl-2 heterodimerleri bigimlenmekte ve bdylece apoptozis Onlenmis
olmaktadir (Can, 2014; Altunkaynak ve Ozbek, 2008; Radha ve Raghavan, 2017).

Tim hicrelerde inaktif halde bulunan ve Nrf-2 aktivatorii tarafindan serbest
birakilinca aktiflesen Nrf-2,apoptoziste rol alarak tiimor 6nlenmesinde gorevli olan 6nemli
bir proteindir. Hiicreyi koruma ozelliginden dolayi, kanserlesme olasiligin1 azaltarak
mutasyona ugratmakla gorevlidir. Eritroid 2'ye bagli niikleer faktor (Nrf-2), transkripsiyon
faktorlerinden cap'n'collar (Cnc) ailesinin bir {iyesi olmakla birlikte ve sitoprotektif (doku
koruyucu) genlerin indiiklenebilen hiicresel sisteminin ana regiilatoriidiir. Ayrica Nrf-2
transkripsiyon faktorii, antiinflamatuar ve noroprotektif (ndéron koruyucu) genlerin
beraberinde faz Il detoksifikasyon ve antioksidan genlerin dnemli bir regiilatoriidiir. Nrf-2,
faz | ve Il detoksifikasyon enzimleri, antioksidan proteinler, antiinflamatuar ve
noroprotektif faktorler, bliylime faktorleri, reseptorler ve diger transkripsiyon faktorleri
gibi genis bir protein yelpazesini kodlamaktadir (Chu vd., 2017). Aktivator ile serbest
birakilan Nrf-2 proteini hiicre c¢ekirdegine gecerek insanlarda bulunan tiim antioksidan
sistemin ana regiilatorii olan hARE (insan antioksidan yanit elemani)’yi DNA'ya baglar.
Cekirdekte Nrf-2 aktifleserck katalaz, glutatyon ve siiperoksitdismutaz (SOD) gibi
antioksidan enzimlerin iiretimini tesvik etmektedir. Uretilen bu antioksidanlar sayesinde de

yaslanma ve hastaliklara kars1 miicadele kolay hale gelebilmektedir (Cho ve Kleeberger,



2010; URL-6, 2017). NF-kB, tiim hiicrelerde sitoplazmada inaktif halde bulunup cesitli
hiicre i¢i ve dis1 uyaricilar (bakteriler, viriisler, bliyiime faktorleri, kemoterapotik ajanlar,
cesitli fizyolojik, fiziksel ve oksidatif uyaranlar) ile aktif hale geldiginde c¢ekirdege
gecmektedir. Biiyiime ve inflamasyon, tahrig, yaralanma veya enfeksiyona karsi viicudun
tepkisi anlamina gelen bir proteindir. NF-kB 1986 yilinda Baltimore ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismalar neticesinde bulunmustur. ilk 6nce B lenfositlerin ¢ekirdeklerinde
10 baz ¢ifti uzunlugunda bir DNA boélgesine baglanmis transkripsiyon faktorii olarak
nitelendirilen NF-kB, zamanla bir ¢ok organizmada ve ¢ogu hiicre tipinde bulunup, birgok
genin ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemli bir regiilatér protein oldugu tespit
edilmistir. Yapilan c¢alismalarda tiimoérlerde NF-kB’nin tamamen veya siirekli
baskilanmasimin hiicre ¢ogalmasini 6nledigi, hiicre dongiisiinii engelledigi ve apoptozise
neden oldugu goézlenmistir (Bharti ve Aggarwal, 2002; Shishodia ve Aggarwal, 2004;
Ekinci ve Memis, 2008;Sriram vd., 2009; Ozkan, 2012).

1.4. EGCG ve Antioksidan Ozellikleri

(-)-Epigallocatechin gallate

CAS No: 989-51-5 Product Structure
Synonyms: OH
(-)-cis-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl)-3,4-dihydro- OH

1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol 3-gallate

(-)-cis-3,3',4,5,5,7-Hexahydroxy-flavane-3- HO o OH
gallate
EGCG "0

Product Code: FE09970 OH o OH

MDL No: MFCD00075940

Chemical Formula: C22Hi2044 OH
. OH

Molecular Weight: 458.37

Sekil 1.5. EGCG'nin kimyasal formiilii ve yapis1 (URL-7, 2018)

Yesil ¢cayin ham ekstraktlarinda bulunan fenolik madde bilesimi, katesin ve flavonol
glikozitlerden meydana gelmektedir. Bu polifenoliklerde baslica dort katesin tespit
edilmistir. Bu katesinlerin iginde en fazla bulunani epigallokatesin-3-gallat (EGCG) olarak
adlandirilmaktadir (Ustiin ve Demirci, 2013; Chen et al. 2001). igerigindeki hidroksil
gruplarindan dolay1 suda ¢oziinebilir (Sekil 1.5). Yapilan ¢ogu ¢alismalarda 6zellikle yesil



cayda bulunan EGCG’nin hiicre biiylimesini durdurmadan kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini

engelledigi, doku hasarlarina karsi koruyucu oldugu belirtilmektedir (Sun vd., 2006).

Tablo 1.1. Bir fincan yesil cayda bulunan bilesenlerinin miktar1 (Ustiin ve Demirci, 2013)

Bilesen Yesil cay
EGCG 60-125mg
Theaflavinler -

Kafein 20-50mg
L-Theanine 20-40mg

Kanserli hiicrelerde kinazlarin asir1 ekspresyonu (Sekil 1.6), bazi transkripsiyon
faktorlerinde azalisa, hiicre dongiisii proteinlerinin  ekspresyonlarinda ise bazi
degisikliklere neden olmaktadir. EGCG hiicrelerin hizli bir sekilde ¢ogalmasina sebep
olan bu protein kinazlari ve gen diizenlenmesinde gorevli transkripsiyon faktorlerini
baskilayarak kanser olusumunu engellemektedir. Onkoproteinler; onkagenler araciligiyla
olusmaktadir ve DNA transkripsiyonunu devamli hale getirebilmektedir. EGCG bu
onkoprotein olusumunu hiicre dongiisiinde gorev alan CDK gibi proteinlerin
salgilanmasin1 duraklatarak engelleyebilmektedir. Ayrica EGCG bcl-2, survivin gibi
antiopoptotik proteinlerin ekspresyonlarinda azaltici, kaspaz-3, Nrf-2, bax gibi apoptotik
proteinlerin ekspresyonlarinda ise arttirict etki gostermektedir. Apoptotik proteinlerin artigt
da sitokrom c’nin salgilanmasini saglayarak biiyiime faktorlerini inhibe eder ve bdylece

hiicreyi apoptozise yonlendirmektedir (Singh vd., 2011).



Hicre Donglad Proteinlerl

Cyclin D1
Cyclin E
P21/WAF1/CIP1
P27/KIP1
CDK-2,4,6

Protein Kinazlar

Src
JAK2
TYK2

PKA

Transkripsiyon Faktéderi
NFxB
AP-1
STAT-1,3,5

Nrf2
PPAR

P53

AR

Sekil 1.6. EGCG mekanizmasi (Singh vd., 2011)
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Apoptotik Proteinler

Caspase 9
Caspase 8
Caspase 7
Caspase 3
PARP
Bax
Bak

IKK \ /
AKT

PKC
MAP kinase

Bel-2
Bel-XL
Survivin
TRAF1
clAP
xIAP
cFLIP
Bfl1/A1

Blyiime Faktérleri

TNF
HER-2
EGF
PDGF
FGF
TGFa/p
Erythropoietin
IGF

IL-1,2,6,8

\ IFN- J

Antiapoptotik Proteinler




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
yapilmustir, kullanilan 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 saglanmustir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan biitin kimyasallar, Sigma-Aldrich, Bio-Rad,
BioShopve Merck’ten, EGCG (FE09970) ise CARBOSYNTH’den temin edilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplari

Calismamizin hayvan deneyleri béliimii, F.U. Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
17.03.2017 toplant1 tarihi, 2017-31 protokol numarali ve 73 karar nolu izni ile F.U. Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde (FUDAM) gergeklestirilmistir.

Calismada 28 adet Wistar albino (n=28, 8 haftalik) sican kullanilmistir. Siganlara giin
icinde 12 saat aydinhik, 12 saat karanlik olacak bi¢cimde bir aydinlatma periyodu
uygulanmigtir. Siganlar canli agirliklar1 (CA) birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba
ayrilmigtir. Gruplar: (i) Kontrol Grubu: Standart diyet ile beslenen, CCls ve EGCG
verilmeyen grup; (ii) EGCG: Standart diyet ile beslenen, CCl4 verilmeyen fakat EGCG (50
mg/kg CA, ip) verilen grup; (iii) CCls Grubu: Standart diyet ile beslenen ve CCl4 verilen
grup (1,5 ml/kg CA, ip); (iv) CCls + EGCG Grubu: CCls (1,5 ml/kg CA, ip) ve EGCG (50
mg/kg CA, ip) verilen grup. Sicanlarin CA esit olacak sekilde ayarlanip gruplar
olusturulmustur. CA ¢alisma siiresince haftalik olarak kayit altina alinmistir. Yem ve su,
calisma siiresince ad libitum olarak verilmistir. Arastirma sonucunda siganlarin karaciger
dokular1 alinarak gerekli analizler yapilmistir. Ayrica kan, akciger, bobrek, kas ve beyin

dokular1 da alinmis ve bagka caligmalar i¢in kullanilacaktir.



2.2.2. Karbon Tetrakloriir Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Karbon tetrakloriir, siganlarin CA’lar1 birbirine yakin olacak sekilde 4 gruba
ayrildiklar1 ilk giinden baslanarak, dort hafta siiresince haftada iki kez 1,5 ml/kg CA
intraperitoneal (karin zari igine) olarak, 1:3 oraninda zeytinyag ile karistirilarak enjekte

edilmistir (Aslan ve Can, 2014).

2.2.3. Epigallokatesin-3- gallat Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

0,2 gr Epigallokatesin-3-gallat tartildi ve 15 ml serum fizyolojik igerisinde
¢ozildikten sonra hayvanlara ikinci haftadan itibaren haftada ii¢ kez intraperitoneal, 50

mg/kg CA dozlarinda yapilmistir. Calisma 4 hafta devam etmistir (Tipoe vd., 2010).

2.2.4. Karaciger Dokusu MDA Olciimleri

Karaciger dokusu kiigiik parcalara boliinerek 0,5 gram dokuya karsilik 4,5 ml %
1,15°1ik potasyum Kkloriirile cam homojenizatorde pargalanmistir. Hazirlanan bu
homojenattan MDA tayini Ohkawa vd., (1979) yontemine gore bazi1 degisiklikler yapilarak
Olciilmiistiir. Bu metot’da, 0,1 ml doku homojenatina % 8,1 sodyum dodesil siilfat (SDS),
750 ul % 20’lik (pH: 3,5) asetik asit soliisyonundan eklenmistir. Ardindan 750 pl % 0,8’lik
(pH: 3,5) tiyobarbiitirik asit (TBA) soliisyonundan eklenmistir. Son hacmi 4 ml olacak
sekilde saf su eklenerek 95°C’de kaynar su banyosunda 45 dk bekletilmistir. Daha sonra
sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-butanol-piridin ¢ozeltisinden
eklenip vortekslenmistir. 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek en istteki organik
tabaka alinip 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Sonuglar

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

2.2.5. Plazma MDA Olciimleri

Orneklerden 200 ul alinip iizerlerine % 8,1 SDS’ten 200 pl ilave edilmistir. % 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 tamamlanmistir. Hazirlanan bu karisim 95°C’°de kaynar su

banyosunda 1 saat bekletilip sogutulduktan sonra 1 ml distile su 15:1 (v/v) oraninda 5 ml
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n-butanol-piridin karigimindan eklenerek vortekslenmistir. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilip daha sonra iist kisimdaki organik tabaka almip 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak olglilmiistiir. Sonuglar nmol/ml olarak hesaplanmistir (Ohkawa
vd., 1979; Aslan ve Can, 2014).

2.2.6. MDA Olgiimleri i¢in Standart Egri Cizimi

MDA stoklarindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alinip 100 ml saf suya
tamamlanmustir. Egri ¢izimi i¢in giinliik standarttan saf suyla 40, 20, 10, 8, 5, 4 oraninda
seyreltme yapilarak 15, 30, 60, 75, 121, 151 n/mol degisiminde c¢alisma standartlari
hazirlanmistir (Antmen, 2005). Daha sonra, yukarida anlatilmis olan MDA prosediiriine
gore basamaklar uygulanarak sonuglar doku i¢in nmol/g; plazma i¢in nmol/ml olarak

kaydedilmis ve standart egri grafigi ¢izilmistir.

2.2.7. Western Blotlama Calismasi i¢cin Doku Homojenizasyonu

Karaciger doku ornekleri, kiigiik pargalar seklinde kesilerek cam homojenizator de
lizis tamponu (0,5 M Tris [pH: 8], EDTA, B-Merkaptoetanol, Fenil metil siilfonilflorid
[PMSF]) igerisinde pargalanmistir. Pargalanmis dokulara ait ornekler 15000 rpm’de 45
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant alinip kullanilincaya kadar -

80°C’de saklanmustir (Aslan ve Can 2014).

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

NF-kB Proteinlerinin Analizi

Molekiiler belirte¢ olarak kullanilan bu proteinlerin dokulardaki sentez miktarlar
dokusal hasarlarin takibi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada kaspaz-3, bcl-2, Nrf-2
ve NF-kB proteinlerinin hasarli ve normal dokulardaki ekspresyon seviyeleri spesifik
antikorlar kullanilarak SDS-PAGE ve Western blotlama teknigi ile belirlenmistir. Ozetle,
SDS-PAGE teknigi kullanilarak dokulardan alinan protein ornekleri % 12’lik jelde
yiiriitiilmiis, sonrasinda bu proteinler (Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2 ve NF-kB) western blotlama

teknigi ile nitroseliilloz membrana aktarilmistir (Laemmli, 1970) ve ardindan nitroseliiloz
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membrandaki protein ekspresyon diizeyleri yogunluk belirleyici analiz sistemi ile

ol¢iilmiistiir (Image J; NationalInstitute of Health, Bethesda, USA).
2.2.8.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
SDS-PAGE, BIO-RAD Mini-PROTEAN® 3 Cell jel -elektroforez sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Proteinleri ayirmak i¢in kullanilan jel su sekilde

hazirlanmistir (Laemmli, 1970).

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

dH20 3,35 ml
1,5 M TrisHCI (pH: 8.8) 2,5ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 4 ml

% 10 Amonyum Persiilfat 75 ul
TEMED 15 pl

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

dH20 6,1 ml
0,5 M TrisHCI (pH: 6.8) 2,5ml
% 10 SDS 100 pl
% 30 Akrilamid/Bis 1,3 ml
% 10 Amonyum Persiilfat 60ul
TEMED 12 ul

Hazirlanan protein ornekleri kuyulara yiiklenerek proteinlerin jelde ayrilmasi

saglanmigtir (Laemmli, 1970).

2.2.8.2. Western Blotlama ile Protein Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Western Blot Transfer Tamponu 5X

Glisin 4,3 g/300 ml
Trizma Base 5,81 ¢/300 ml
Metanol 75 mi/300 ml
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dH20 ile 300 mI’ye tamamlandi.

PBS (Phosphate Buffered Saline) 9X
1,45 M NacCl 84,74 g/l
0,075 M Na2HPO4.12 H,O 26,8 g/l
0,025 M NaH2P0O4.12 H.O 3,9 g/l
PBS Tween-20

PBS 1000 ml

Tween-20 2 ml

Western Blotlama Sonrasinda Nitroselilloz Membranda Protein Goriintiileme

Soliisyonu
1 M Tris (pH: 6,8) 1,33 ml/40 ml
3,3“-Diaminobenzidin (DAB) tablet 4 tablet
% 30 H202 40 ul/40ml

dH20 ile 40 m’ye tamamlandi.

Protein transferi isleminde blotlama oncesinde, SDS-PAGE ile proteinlerin jelde
birbirinden ayrilmasi saglanmigtir. Daha sonra blotlama yapilarak jelden nitrosiililloz
membrana proteinler transfer edilmistir. Blotlamanin ardindan membran, PBS Tween-
20’de (PBS yikama soliisyonu) 15 dakika yikanmustir. Bir gece siit tozu igerisinde
bekletilmistir. Bloklamanin ardindan 90 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
1:500 oraninda seyreltilmis primer antikor (anti-kaspaz-3 sc-70497, anti-bcl-2 sc-509, anti-
Nrf-2 ab137550, anti-NFkB sc-8008 ) eklenerek 90 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
15 dakika PBS soliisyonu yikanmustir. 1:1000 oraninda seyreltilmis sekonder antikor (sc-
516102) eklenerek 90 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Yine ayni sekilde PBS soliisyonu
ile 15 dakika yikanmistir. Daha sonra Diaminobenzidin (DAB, Amresco), soliisyonu
icerisinde bantlar belirgin hale gelinceye kadar bekletilmistir. En sonunda da saf su
igerisine alinarak reaksiyon durdurulmustur. Bu metotta Aslan (2011)” in metodu dikkate

alinarak uygulamalar yapilmstir.

15



2.2.8.3. TUNEL Metoduyla Apoptozis Diizeylerinin Belirlenmesi

Parafin bloklardan 5-6 um kalinliginda kesitler alinip polilizinli lamlara konuldu.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Apop Tag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon, catno: S7101, USA) ile apoptoza ugrayan hiicreler belirlendi.
TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis
¢ekirdekler normal iken kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler hasarli olarak
analiz edildi. Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve apoptotik
en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere orani
ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi ve istatistiksel analizleri yapildi. Pozitif kontrol
dokusu olarak sigan meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol igin ¢aligma soliisyonu yerine

Reaction Buffer uygulandi.

2.2.8.4. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel ~ veriler SPSS 20 paket programinda varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Gruplar i¢i farkliliklart belirlemek i¢in One-Way ANOVA Post Hoc

Duncan, Tukey ve Tamhane’s T2 testleri uygulanmistir. Yapilan istatistiksel 6lglimlerin

giivenilirligi acisindan, dl¢iimler en az 3 tekrarl yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhik Degisimi

Tablo 3.1. Gruplarin baslangi¢ ve bitis canli agirliklart

Gruplar Baslangi¢ canli agirhigx (g) Bitis canli agirhg ()
Kontrol 230,28 298,21+3,032
EGCG 232,01 300,35+3,03?
CCly 228,57 266,49+3,02°
EGCG+ CCly 231,57 281,56+3,03°

a-C: Aym siitunda farkls harfi tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

320

310 - a

&
o

290 -

Kontrol EGCG ccla EGCG + CCl4

Sekil 3.1. Gruplarda goriilen bitis canli agirlik oranlar1
a-c: Ay siitunda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamhidir (p<0.05).



Sekil 3.2. Deney gruplari

Bitis canli agirliklarina bakildigi zaman gruplar arasinda istatiksel anlamda bir fark
oldugu (p<0.05) ve en diisiik agirhik olgiimiiniin CCls grubunda oldugu; EGCG+CCls
grubunda ise CCls gruba gore belirgin bir sekilde agirligin arttig1 goriillmektedir (Tablo 3.1
ve Sekil 3.1).

3.2. MDA Ol¢iim Sonuglar

Tablo 3.2. Caligma gruplarindan elde edilen plazma ve karaciger dokusu MDA seviyeleri

Gruplar Kontrol EGCG CCls EGCG+CCl,
Plazma MDA (nmol/ml) 0,61+0,01°¢ 0,62 +0,02°¢ 0,93 +£0,03? 0,75+ 0,00°
Karaciger Doku MDA (nmol/g) 0,93 +0,03°¢ 0,91 +0,03°¢ 1,38 £0,28 1,11 +0,05°

a-c: Aym satirda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05).

Plazma ve karaciger dokusunda MDA hesaplama islemi x = (y +
0,4809)/0,6965seklinde yapilmis olup ‘y’ degeri spektrofotometrede oOlgiilmiis MDA
degeridir (y=0,6965x -0,4809). Bu degerlere gore MDA standart egrisi ¢izilmistir (Sekil
3.3).
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Sekil 3.3. MDA standart egrisi

Tablo 3.2’deki sonuglar, plazma ve karaciger MDA miktarinin, EGCG verilen
gruplarda CCls grubuna gore, 6nemli 6lgtide azaldigini gostermektedir (p<0.05) (Tablo 3.2,
Sekil 3.4 ve 3.5).

(nmol/gr)

o 2 o
m oa = (=] sy o
1 1 1 1 1 1

Y]

Karaciger dokusu MDA diizeyi
=2
£

0,2 -

Kontrol EGCG CCla CCla + EGCG

Sekil 3.4. Karaciger dokusunda gruplar arasinda MDA diizeylerinin karsilastirilmasi
a-c: Ayni satirda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 3.5. Gruplar arasinda plazma MDA diizeylerinin karsilastiriimasi
a-C: Ayni satirda farkl harfi tastyan gruplar arasi fark dnemlidir (p<0.05).

3.3. Kaspaz-3, Bcl-2,Nrf-2 ve NF-kB Proteinlerinin Ekspresyon Diizeyleri
(Apoptotik Markerlar)

3.3.1. Kaspaz-3 Protein Ekspresyon Diizeyleri

EGCG Kontrol EGCG+CCl4 CCl4
Kaspaz-3 32kDa

Beta aktin — 43¥Da

40.000 -
H
2 35000 - 2
g 30.000
& '
o b
= -
§ 2500
-3
& ¥ 20000 .
-
g 15000 -
F] d
i
s 10.000 -
E
] )
r s-m l
o

o -
EGCG Kontrol EGCG + CCl4 ccls

Sekil 3.6. Gruplara gore kaspaz-3 protein ekspresyon diizeyleri
a-c: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar aras1 fark anlamlidir (p<0.05).
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3.3.2. Bcl-2 Protein Ekspresyon Diizeyleri

EGCG Kontrol EGCG+CCH CCl4

 s— 26kDa

Beta aktin — 13 LkDa

il

EGCG Kontrol EGCG + CCl4 Cccla

8 ¢

2

E &

Ortalama belk2 protein ekspresyonu (%)
L*]
w o

o

Sekil 3.7. Gruplara gore bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri
a-c: Ayni siitunda farkl harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05).

3.3.3. Nrf-2 Protein Ekspresyon Diizeyleri

Kontrol EGCG EGCG+CCl4 CcCcu
Nrf-2 ~ 68 kDa
Beta aktin — 43kDa
30.000 -
—_— a
£
2 25.000 -
2
g b
[ . b
& 20000
@
£
2 15.000 - c
3
-9
~
+ 10.000 -
z
£
& 5.000 -
[]
T
o
o -
Kontrol EGCG EGCG + CCl4 ccla

Sekil 3.8. Gruplara gore Nrf-2 protein ekspresyon diizeyleri
a-c: Ayni siitunda farkl harfi tasiyan gruplar aras1 fark anlamlidir (p<0.05).
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3.3.4. NF-kB Protein Ekspresyon Diizeyleri

Kontrol EGCG EGCG+CCH CCH
NF-kB . R —.— — — | 1T}

Beta aktin 43kDa

all

Kontrol EGCG EGCG + CCla ccla

Ortalama NF-kB protein ekspresyonu
%
[
o

Sekil 3.9. Gruplara goére NF-kB protein ekspresyon diizeyleri

a-c: Ayni siitunda farkl harfi tasiyan gruplar arasi fark anlamlidir (p<0.05).

Elde edilen sonuglara bakildiginda, kaspaz-3 ekspresyon diizeyinin EGCG grubunda
en yiiksek, CCls grubunda en diisiik degere ulastigi, CCls + EGCG grubunda CCls grubuna
gore O6nemli Olglide arttign goriilmektedir (Sekil 3.6). Bcl-2 ekspresyon diizeyinin, CCls
grubunda en yiiksek,CCls + EGCG grubunda azaldigi ve CCls grubu ile karsilagtirildiginda
aradaki farkin istatiksel a¢idan 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3.7). NF-kB
diizeyinin kontrol ve EGCG gruplarinda en diisiik ve birbirine ¢ok yakin degerlerde
oldugu, aradaki farkin 6nemli olmadig1, farkli olarak da CCls grubunda en yiiksek diizeye
ulastigl, CCls + EGCG grubunda CCls grubuna gore distiigii goriilmektedir (Sekil 3.8).
Nrf-2 diizeyinin CCls grubunda en diisiik degerde oldugu, buna karsin CClsgrubu ile
kiyaslandiginda CCls +EGCG grubunda Nrf-2 ekspresyon diizeyinin artis gostererek
kontrol grubuna yakin degere ulastigi goriilmektedir (Sekil 3.9). Bu sonuglara bagl olarak,
EGCG’nin kaspaz-3 ve Nrf-2 sentezini artirici yonde, NF-kB ve bcl-2 sentezini ise azaltici

yonde etkiledigini sdyleyebiliriz.
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3.4. TUNEL Metoduyla Belirlenen Histolojik Sonuclar

Calismamizda, apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; siganlarin  karaciger dokusundaki

hepatositlerde (siyah ok) TUNEL pozitifligi gozlenmistir.

K . -
Sekil 3.10. Kontrol grubu karaciger dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 50um.

Sekil 3.11. EGCG grubu karaciger dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 50um.
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Te a e | o—T —
Sekil 3.12. CCl, grubu karaciger dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 50um.

Sekil 3.13. CCls + EGCG grubu karaciger dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 50um.

Tablo 3.3. TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks (%)

Gruplar Apoptotik indeks %
Kontrol 2,3340,81

EGCG 2,83+1,47

CCly 19,33+4,272
CCI4++EGCG 6,50+1,87°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

@K ontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

®CCL4 grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).
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TUNEL boyama sonucunda; TUNEL pozitifligi karaciger dokusunda kontrol (Sekil
3.10) grubu ile karsilastirildiginda; sadece EGCG verilen pozitif kontrol grubunda (Sekil
3.11) anlamh bir degisiklik gozlemlenmedi, CCls (Sekil 3.12) grubunda anlamli bir
yiikselme oldugu gozlendi (p<0.05). CCl4+EGCG (Sekil 3.13) grubunda ise CCls grubu ile

kiyaslandiginda apoptotik indeksin azalma gostererek normale yaklastigi goriilmektedir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yesil cay, polifenoller, kafein, teanin, vitamin ve mineraller dahil olmak tizere ¢esitli
biyoaktif bilesenler igermektedir. Cay bilesenlerinin en biiylik grubu ¢ay polifenoliidiir ve
EGCG yesil cayda en fazla bulunan antioksidan bilesiktir. Yesil caydaki biyoaktif
polifenol olan EGCG’nin antiobezite, kardiyovaskiiler koruma, antikanser antiinflamatuar,
antioksidan, antitiimor, anti-bakteriyel ve antiviral aktiviteler etkileri dahil olmak {izere
cesitli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip oldugu birgok calismada gosterilmistir
(Liu vd., 2014; Luo vd., 2017).

Lambert vd.(2010), EGCG’nin fareler iizerinde karbon tetrakloriir, asetaminofen gibi
hepatotoksikanlarin neden oldugu karaciger toksisitesini onledigini; Wang vd. (2015),
EGCG’nin, siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
yani sira nitrik oksit, nitrojendioksit ve peroksinitrit de dahil olmak {izere reaktif azot
tiirlerini notralize ettigini belirtmislerdir.

Vegias vd. (2008), siganlara CCls verilerek olusturulan hasara karst EGCG’nin
miilkemmel bir antioksidan ve sitoprotektif aktivite gosterdigini; Tipoe vd. (2010), CCls ile
karaciger hasar1 olusturulan farelerde EGCG’nin inflamatuar siireci ve oksidatif stresi
azalttig1 boylelikle karaciger hasarin1 6nledigini belirtmislerdir.

Lipit peroksidasyonu, yiiksek derecede sitotoksik etki gdsteren iiriinlerin olusumu ile
son bulmaktadir. Bu {iriinlerin basinda da malondialdehit (MDA) gelmektedir (Ertiirk,
2006). Liu vd. (2014), konkanavalin A (ConA) ile indiiklenen karaciger hasarina karsi
farelerde EGCG’nin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, ConA ile verilen
farelerde MDA seviyelerinin arttigini, EGCG 6n tedavisinin, MDA seviyelerindeki artisi
onemli Olgiide azalttigini tespit etmislerdir. Bu sonuglarin, EGCG’nin ConA tarafindan
indiiklenen hepatik oksidatif stresi azalttigini belirtmislerdir.

Gok, (2017); CCly ile karaciger hasar1 olusturulan si¢anlarda Ellagik asit’in (EA)
koruyucu roliinii aragtirmigtir. Plazma ve karaciger dokusunda, EA verilen gruplarda MDA
seviyesinin azaldigimi ve en yiiksek diizeyde MDA miktarlarinin CCls gruplarinda
oldugunu tespit etmistir.

Sisplatin nefrotoksisitesine (CDDP) EGCG’nin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
uygulanan sisplatinin etkisiyle MDA seviyesinin en diisiik pozitif kontrol grubunda en

yiiksek ise hasarli grupta oldugu goriilmiistiir (Timurkaan, 2010).



Hipertiroidili hastalara antitiroid ilaglar verilerek tedavi Oncesi ve sonrasi Serum
MDA seviyeleri tespit edilmis, kontrol grubu ile karsilastirdiginda tedavi sonrast donemde
serum MDA diizeylerinde anlamli bir azalma olurken (p<0.05), hipertiroid hastalarin
serum MDA diizeylerinde artma oldugu belirlenmistir (Giir vd., 2005).

Farelerde zorla yiizme egzersiziyle oral olarak verilen EGCG’nin anti-yorgunluk
etkisinin degerlendirildigi ¢alismada; fareler kontrol ve EGCG (50, 100 ve 200 mg/kg)
olarak dort gruba (n=12) ayrilmis, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 50, 100 ve 200
mg/kg gruplarinin karacigerindeki MDA diizeyleri ile 100 ve 200 mg/kg gruplarinin
kaslarindaki MDA seviyelerinin anlamli olarak diisiik oldugu (p<0.05), 50 mg/kg grubu
ile karsilagtirildiginda, 200 mg/kg grubunun karacigerdeki MDA diizeyleri ile 100 ve 200
mg/kg gruplarinin kaslarinin MDA diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (p<0.05) (Teng ve Wu, 2017).

Orsolic vd. (2013), farelerde alloksanin neden oldugu antidiyabetik etkinin suda
¢oziinen propolis tiirevi (WSDP) ve EGCG’nin pozitif etkinligini ger¢eklestirmek igin
yaptiklar1 ¢caligmada; karaciger ve bobreklerde lipit reroksidasyonu alloksanla indiiklenen
farelerde (diyabetik farelerde)) WSDP veya EGCG ile tedavi edilen farelere kiyasla
arttigini, diyabetik farelerin sirasiyla WSDP veya EGCG ile tedavisinde, karaciger ve
bobreklerinde MDA seviyelerinde 6nemli bir azalma ile sonuglandigini tespit etmislerdir.

Bulgularimiza gore, MDA diizeylerini karsilastiracak olursak (tablo); gruplar
arasinda istatiksel olarak belirgin bir fark tespit edilmistir (p<0.05).En yiiksek MDA
seviyesinin CCls grubunda oldugu, CCls + EGCG grubunun MDA diizeyinin ise CCls
grubuna gore daha diisiik ciktigi ve istatistiksel acidan anlamli bir farklilik oldugu
goriilmiistiir. Bunun sonucunda; EGCG’in karaciger dokusunda ve plazmada, MDA
diizeyini azaltarak doku hasarini iyilestirici yonde bir etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Aslan vd., (2016), akcigerlerdeki TUNEL pozitifligini kontrol grubuyla
karsilastirdiklarinda CCls grubunda apoptotik indeksin en yiiksek oldugu, CCls + ¢orek
otu grubunda ise apoptotik indeksin azaldigini tespit etmislerdir (p <0.05)

Yal¢in vd. (2017), CCly ile karaciger hasari olusturulan si¢anlar iizerinde Salvia
cryptantha bitki Oziitiniin hepatoprotektif ozelligini arastirmislardir. Hasar oranini
belirlemek i¢in TUNEL methodunu uygulamiglardir. Kontrol ve zeytinyagi verilen gruplar
arasinda karaciger dokularinda apoptozis miktarinda benzerlik gozlemlemislerdir. Kontrol

grubuna kiyasla CCls grubundaki karaciger dokularinda apoptotik indeksin daha fazla
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oldugu, CCl4 +S. cryptantha ile S. cryptantha verilen grupta karaciger dokularinin TUNEL
ekspresyonunda diisiis oldugunu tespit etmislerdir.

Tak vd. (2016), farelerde hepatik iskemi-reperfiizyon hasarina karsi EGCG'nin
koruyucu etkilerini arastirmiglardir. EGCG tedavisinin, oksidatif strese bagli hasar ve
hiicresel apoptoz ile hepatik iskemi-reperfiizyon hasarinin boyutunu azalttigini tespit
etmislerdir.

Karaman vd. (2017), Omega-3’iin CCls zehirlenmesine kars1 iyilestirici etkisini
arastirdiklar ¢alismalarinda TUNEL yontemini kullanmiglardir. Deneyin sonucunda CCls
grubu da dahil olmak iizere herhangi bir grubunda TUNEL yontemi ile apoptotik hiicre
Olumii tespit edememislerdir.

Zhu vd. (2017), in vitro olarak insan akcigerinde belirledikleri birkag hiicre ile ilgili
yaptiklar1 ¢aligmalarinda, EGCG’nin, tiimor olusumunu inhibe edip apoptozu indiikleyerek
etkili bir sekilde akciger kanser kok hiicre (CSC) aktivitesini azalttigini ifade etmislerdir.

Bulgularimizdaki TUNEL sonuglarina bakildigi zaman (Tablo 3.3) kontrol ve EGCG
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadig: goriilmektedir. Fakat CCls
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artig goriiliirken
(p<0.05), CCls + EGCG grubunda ise CCls grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azalis
goriilmiistiir (p<0.05). Bu veriler, karaciger hasarina karst EGCG’nin apoptotik indeksi
azaltarak karacigeri CCl4’lin toksik etkisine karsi Onemli Olgiide korudugunu ortaya
koymaktadir.

Tipoe vd. (2010), CCls ile karaciger hasari olusturulan farelerde EGCG’nin
koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, hem EGCG hem de tedavi grubunda, NF-
kB aktivitesi’nin 6nemli dl¢iide azaldigini ( p< 0.01), ancak kontrol ile karsilastirildiginda
NF-kB aktivitesinin arttigini belirtmislerdir.

Aslan(2011), azoksimetan verilerek olusturulan kolorektal kanserli dokularda,
domates tozu (DT) verilen grupta kaspaz-3 ekspresyonunun azoksimetan grubuna gore
belirgin sekilde arttigini belirtmistir.

Zhang vd. (2017), CCls ile indiiklenen karaciger fibrozu olusturulan siganlarda etil
piruvatin (EP) koruyucu etkilerini arastirdiklart g¢alismalarinda; CCls ile indiiklenen
karaciger fibrozunda TLR4 ve NF-kB’nin mRNA diizeylerinin arttigimi, CCIl4+EP
grubunun CCls grubuyla karsilastirildiginda NF-kB-pozitif hiicrelerin yogunlugunun az

oldugunu belirtmislerdir.
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Sican karacigerinde meydana gelen iskemi-reperfiizyon (IRI) hasarinda kaspaz-3
ekspresyonunun arastirildig ¢aligmada; kaspaz-3 ifadesinin, hepatik IRI olan ve hizli nitrik
oksit salinan grupta baskilandigi, IRI olan ve yavas salinan grupta baskilanamadig tespit
edilmistir (Ko vd., 2017).

Han vd. (2017), arsenik ile oksidatif stres ve karaciger hasari olusturulan siganlarda
EGCG’nin koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; EGCG’nin arsenik aktivitesini
azalttigini, karaciger dokularinda arsenik tutulumunu hafiflettigini ve Nrf-2 sinyalleme ile
ilgili genlerin (Nrf-2, Ngol ve Ho-1) ifadelerini gelistirdigini tespit etmislerdir. Bu
bulgularin EGCG’nin, Nrf-2 sinyalleme yolunun aktivasyonu ile oksidatif stresle iliskili
hepatotoksisiteyi azaltmak icin yararli olabilecegini hepatotoksisiteyi onlemede EGCG’nin
arsenik tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi olabilecegini belirtmislerdir.

Rishi vd. (2017), alkoliin karaciger hasari olusturdugu si¢anlarda bir probiyotik
olarak EGCG’yi kullandiklar1 ¢aligmalarinda; alkol uygulanan gruplardaki karacigerde
vakuolar dejenerasyon gozlediklerini, EGCG uygulanan gruplarda karacigerde herhangi bir
yag degisim olmaksizin karacigerin normal oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada NF-
kB/p-50’nin, hem serbest hem de kapsiillenmis probiyotik-EGCG tedavisi ile etkisiz hale
getirildigini belirtmislerdir.

Gok, (2017),CCly ile karaciger hasart olusturulan siganlarda Ellagik asit’in (EA)
koruyucu roliinii arastirdigi ¢alismasinda; kaspaz-3 ekspresyon diizeyinin kontrol grubunda
en yliksek iken CCls grubunda en diisiik degere ulagtigini tespit etmistir. Ayrica, bcl-2
ekspresyon diizeyinin ise CCls grubunda en yiiksek, CCls + EA grubunda CCls grubuna
gore diistliglinii tespit etmistir.

Aslan ve Can, (2014), CCly ile karaciger hasari olusturduklar1 ¢alismada; deve dikeni
verilen grupta (CCls + deve dikeni) CCls grubuna, gore bcl-2 ekspresyon seviyesinin
azaldig1 ve kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin ise artis gosterdigi tespit edilmistir.

Bulgularimiza gore, kaspaz-3 miktar1 CCls + EGCG grubunda oldukga fazla, CCl4
grubunda ise daha az oldugu goriilmistiir (Sekil 3.6). Bcl-2 ekspresyon diizeyinin kontrol
ile EGCG gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi (p>0.05), CCl4
+ EGCG grubunda ise CClsgrubuna gore daha diisiik oldugu bulunmustur(p<0.05) (Sekil
3.7).Ayrica , Nrf-2 ekspresyon diizeyi, kontrol ve EGCG gruplariyla karsilastirildigi
zaman, hem CCls + EGCG grubunda hem de CCls; grubunda aradaki farkin istatiksel
acidan onemli oldugu (p<0.05), CCls; +EGCG grubunda Nrf-2 ekspresyonunun CCl,4
grubuna gore 6nemli 6lgiide artig gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.8). NF-kB ekspresyon
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diizeyi kontrol ve EGCG gruplarinda en diisiik oldugu ve aradaki farkin 6nemli olmadigi
(p>0.05), CCl4 grubunda en yiiksek diizeye ulastigi, CCls + EGCG grubunda CCls grubuna
gore diistligli gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 3.9).

Sonu¢ olarak; EGCG karaciger hasarina karst doku ve DNA hasarini
Onleyebilmektedir. Bununla birlikte apoptotik proteinlerin sentezlenmesini arttirarak
karacigerde meydana gelen hasarli hiicreleri apoptozise ugratmaktadir (Singh vd., 2011).
Nrf-2, NF-kB, bcl-2 ve kaspaz-3 proteinlerinin ekspresyon seviyelerini belirlemek igin
uyguladigimiz TUNEL metodu sonuglarini inceledigimizde CCls, EGCG ve apoptozis
arasinda bir baglanti olabilecegini diisiinebiliriz. Sonug olarak bu bilgiler dogrultusunda
EGCG’nin etkili bir antioksidan 6zelliginin olmas1 disinda karacigeri koruyucu etkisinin
oldugu ve olusacak hasara kars1 koyabilecegini sdyleyebiliriz. Elde ettigimiz sonuglara ve
literatiirde EGCG 1le ilgili yapilmis olan caligmalara bakildiginda EGCG’nin akciger,
bobrek, beyin, gibi ¢ogu organda dnemli 6l¢iide koruyucu etkilerinin oldugu gézlenmistir.
Ayrica normal hiicrelere kiyasla timor hiicrelerine yonlendirilmis apoptotik etkisi olan
EGCG’nin kanser tedavisinde olumlu sonuglar verebilecegi yoniinde umut vaat ettigini

sOyleyebiliriz.
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