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RATLARDA OLUġTURULAN KARACĠĞER TÜMÖR MODELĠNDE 

OCTREOTĠDE KEMOTERAPÖTĠK AJANININ, ISI ġOK 

PROTEĠNLERĠ,8-HĠDROKSĠ DEOKSĠGUANOZĠN VE OKSĠDATĠF 

STRES PARAMETRELERĠ DÜZEYLERĠNE ETKĠLERĠNĠN 

ARAġTIRILMASI 

ÖZET 

Bu çalıĢmada önemli karsinojenler Dietilnitrozamin (DEN) ve 2-Asetilamino floran 

(2-AAF) ratlar üzerinde karaciğer tümör modeli oluĢturulmaya çalıĢıldı. Modelde 

kemoterapötik ajan olan Octreotidenin (OCT) Oksidatif stres parametreleri ; Süperoksit 

dismutaz (SOD),  Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Malondialdehit (MDA), 

Nitrik oksit (NO), 8-Hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) ve Isı Ģok proteini 70 (Hsp 70) 

düzeyleri üzerine etkisini bakıldı. 

Bu amaçla çalıĢmaya her grupta 8 rat olmak üzere 64 diĢi  Wistar- albino türü rat 

dahil edildi. 1.Grup kontrol grubu olarak düzenlendi. Grup 2 deki ratlara gavajla sadece 0,1 

ml zeytinyağı verildi. Grup 3 deki ratlara 0,1ml DMSO (Dimetil sülfoksit) i.p verildi. Grup 

4 deki ratlara DMSO da çözünmüĢ 300 μg octreotid i.p olarak verildi.  Grup 5 teki ratlara 

DMSO da çözünmüĢ 175 mg/kg i.p olarak DEN verildi. Grup 6 daki ratlara 7 gün su+yem 

verildikten sonra sekizinci, dokuzuncu, onuncu günde DMSO da çözünmüĢ 20mg/kg 

oranında 0,1 ml 2-AAF gavajla zeytinyağı yardımıyla verildi. Grup 7 deki ratlara deney 

baĢlangıcında DMSO da çözünmüĢ 175 mg/kg DEN i.p olarak verildi. DEN 

uygulamasından 1 hafta sonra deneyin  sekizinci, dokuzuncu, onuncu gününde DMSO da 

çözünmüĢ 20mg/kg  oranında 2-AAF zeytinyağı yardımıyla 0,1 ml gavajla verildi. Grup 8 

deki ratlara deney baĢlangıcında DMSO da çözünmüĢ 175mg/kg  DEN i.p olarak verilmiĢ 

olup  DEN uygulanmasından bir hafta sonra sekizinci, dokuzuncu,onuncu  gününde DMSO 

da çözünmüĢ 20 mg/kg 2-AAF zeytinyağı yardımıyla 0,1 ml gavajla verildi. Deneyin 

onaltıncı, yirmi üçüncü, otuzuncu gününde DMSO da çözünmüĢ 300 μg /kg octreotid 

verildi. Deneyin beĢinci haftasında hayvanlar sakrifiye edilerek karaciğer dokuları alındı. 

SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri MDA, NO düzeyleri spektrofotometrik  olarak belirlendi. 

Hsp 70 ve 8-OH dG düzeyleri eliza yöntemiyle ölçüldü.  
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Elde edilen bulgularda ; MDA düzeyinde Kontrol grubu  ile  2., 3., 4., 5. Grupları 

arasında fark bulunmazken 7.grubun MDA düzeyinde önemli bir artıĢ, 8.grubun düzeyinde 

önemli bir azalıĢ kaydedildi. 

 Süperoksit Dismutaz aktivitelerinde  Kontrol grubu ile 2. , 3. gruplar arasında fark 

bulunmazken 6. ve 8. grupta azalıĢ , 7.grupta artıĢ kaydedildi. GSH-Px aktivitesi, kontrol 

grubu  ile 7.grup arasında önemli azalıĢ, 8.grubun aktivitesinde artıĢ kaydedildi. NO 

düzeyleri kontrol grubu ile 2., 3., 4. gruplar arasında  fark bulunmazken  5.,  6., 7., 

gruplarda  artıĢ  8.grupta azalıĢ kaydedildi.CAT aktivitelerinde kontrole ile  2., 3., 4. 

Gruplar  fark bulunmazken 5., 6., 7. grupta çok önemli azalıĢ ,8.grupta önemli artıĢ 

kaydedildi.Hsp 70 düzeylerinde Kontrol grubu ile 2., 4. grupta fark bulunmazken  3., 5., 6., 

7. grupta artıĢ kaydedilmiĢ 7.grubta  ise azalıĢ kaydedildi. 

8- Hidroksi deoksiGuanozin düzeyleri incelendiğinde Kontrol grubu ile 2.grupta 

fark bulunmazken 3., 4., 5., 6., 7., 8. gruplarda artıĢ kaydedildi. Ancak 8.grup 5.6.7.gruba 

göre azalıĢ gösterek kontrol grubuna yaklaĢmıĢtır. 

Histopatolojik olarak ;   Gruplar karĢılaĢtırıldığında  özellikle 7. Grupta daha fazla 

orta Ģiddette Portal inflamasyon oluĢumu gibi patolojik bozukluk gözlendi.Bununla beraber 

1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. gruplar karĢılaĢtırıldığında  anlamlı sayılmayacak   hafif ve  orta 

Ģiddete  parankimal nekroz gözlendi.  ÇalıĢmamızda OCT‟ in  antioksidan   etkisinin 

olduğu  ve  bu konuda daha fazla araĢtırmaya gerekli olduğu sonucuna varıldı. 

 

 Anahtar Kelimeler: Karaciğer Kanseri, Oksidatif stres, 8-OHdG, Hsp 70, 

Octreotide, Dietilnitrozamin, 2-Asetil-Aminofloran                                                         
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MODEL RATS INDUCED LIVER TUMOR OF OCTREOTĠDE 

CHEMOTHERAPEUTĠC AGENT, HEAT SHOCK PROTEĠNS, 8-HYDROXY 

DEOXYGUANOSĠNE AND OXIDATIVE STRESS LEVELS OF INVESTIGATING 

THE EFFECTS OF PARAMETERS 

SUMMARY 

Diethylnitrosamine (DEN) carcinogens in this study  and 2-acetylamino Flora (2-

AAF) was made to create the model with rats, the liver tumor. Octreotide of model 

chemotherapeutic agent (OCT) Oxidative stress parameters, superoxide dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), malondialdehyde (MDA), nitric oxide 

(NO), 8-hydroxy deoxyguanosine (8-OHdG ) and heat shock protein 70 (Hsp 70) the effect 

on the levels of views. 

8 rats in each group in this study, 64 female Wistar-Albino rats were included. Group 

1 was held as a control group. Was only 0.1 ml of olive oil by gavage to rats in Group 2. 

Group 3 rats in 0.1 ml of DMSO (dimethyl sulfoxide) was given ip. Dissolved in DMSO in 

Group 4 rats were given ip 300 μg/kg octreotide. it's also dissolved in DMSO group 5 rats of 

175 mg / kg ip was given DEN. Group 6  bait in the water rats 7 days after giving the eighth, 

ninth, tenth day, dissolved in DMSO in the olive oil with the help of 20mg/kg was given by 

gavage 0.1 ml of 2-AAF. Dissolved in DMSO at the beginning of the experiment the rats in 

Group 7 of 175 mg / kg was given ip DEN. Try one week after the administration of DEN 

eighth, ninth, tenth day of 20mg/kg dissolved in DMSO by the olive oil with the help of 2-

AAF was given by gavage 0.1 ml. Dissolved in DMSO at the beginning of the experiment 

the rats in group 8 175mg/kg i.p DEN . 

DEN were given as a week after application of the eighth, ninth, tenth day dissolved 

in DMSO for 20 mg / kg of olive oil with the help of 2-AAF were given 0.1 ml gavage. Try 

the sixteenth, the twenty-third, the thirtieth day dissolved in DMSO or 300 μ / kg was given 

octreotide. Try it the fifth week of the animals were sacrificed and liver tissues were taken. 

SOD, CAT, GSH-Px activities, MDA and NO levels were determined 

spectrophotometrically. Hsp 70 and 8-OH dG levels were measured by ELISA.  



 

V 

 

The findings, MDA level with the control group, 2, 3, 4, 5 there was no difference 

between the groups in 7.group a significant increase in the level of MDA, a significant 

decrease in the level of 8.group recorded. 

  Control group and 2 in SOD activities , 3 there was no difference between the 

groups 6 and 8 decrease in the group, recorded an increase in 7 group. GSH-Px activity 

decreased significantly between the control group and the 7.Group, 8.group increase in 

activity was recorded. NO levels in the control group 2, 3, 4 there was no difference between 

the groups 5, 6, 7, and control groups, with activities in recorded.CAT decrease in growth 

8.group 2, 3, 4 There was no difference Groups 5, 6, 7 a very significant decrease in the 

group, a significant increase in 8.group recorded.Hsp 70 levels with the control group at 2, 4 

there was no difference in the group 3, 5, 6, 7 group recorded an increase in the recorded 

decrease. 

Analysis of 8-OH dG levels in group 2 there was no difference with the control group 

3, 4, 5, 6, 7, 8 groups was increased. However, the control group, which decreased by 

5.6.7.groups 8.group close. 

Histopathologically, especially when compared Groups 7 , such as the formation of 

more moderate portal inflammation with pathological disorder observed.in addition to 1st, 

2nd, 3rd, 4th, 5th, 6th, 7th, 8th Compared to groups are not considered significant 

parenchymal necrosis was observed in mild and moderate violence. In our study, the 

antioxidant activity of OCT‟s and that this matter is concluded that more research is needed   

 

             Key words: Liver cancer, Oxidative Stress, 8-Hidroxy deoxyiguanosine, Heat 

shock Protein 70 , Octreotide, Diethylnitrosamine, 2-Asetyl aminoflore 
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1. GĠRĠġ AMAÇ 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz (otonom), normal dıĢı büyümesi olarak tarif edilebilir. 

Kansere neden olan maddelere “Karsinojen” adı verilir. Karsinojen madde, radyasyon gibi 

fiziksel, polisiklik hidrokarbon gibi kimyasal veya virüs gibi biyolojik ajan olabilir [1]. 

Günümüzün en önemli ölüm nedenlerinden olması sebebiyle kanser oluĢumunun 

önlenmesi, üzerinde en çok çalıĢılan konulardan biridir [2]. 

Kanser üzerine yapılan araĢtırmalar yaklaĢık 14. Yüzyıldan bu yana devam etmektedir. 

Söz konusu dönem içinde kanser ilaçlarının araĢtırılma ve geliĢtirilme çalıĢmalarında her 

zaman deneysel çalıĢmalara gereksinim duyulmuĢ ve çeĢitli modeller  kullanılmıĢtır [3]. 

Hepatosellüler karsinoma, dünyada, en yaygın kanserlerden biri olup, bunun 

oluĢumunda DEN, 2-AAF, fenobarbital, alkol gibi kimyasallar, aflatoksin B1 metabolit ya da 

hepatit virüsleri (B ve C) gibi ajanların etkendir [4-6]. 

ÇalıĢmamızda kullandığımız karsinojenden biri olan DEN‟in metabolitleri, DNA‟ya 

bir ya da iki oksidasyon sağlayan elektron ile kovalent bağlanarak tümör promotörlerinin 

bağlanmasına aracılık eder [7]. 

Dietilnitrozamin indükleyici, 2-AAF ise promotör olarak mesane ve karacigerde tümör 

oluĢumunda rol alırlar [8]. 

Vücutta doğal metabolik yollarla oluĢan serbest radikaller normalde radikal parçalayan 

antioksidan sistemlerle ortadan kaldırılmaktadır. Ancak, çeĢitli nedenlerle reaktif oksijen 

türlerinin artması ve antioksidan mekanizmaların yetersiz kalması sonucu Oksidatif stres adı 

verilen bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin, farklı mekanizmalar ile 

DNA üzerinde baz ve Ģeker modifikasyonları, tek ve çift zincir kırıkları, abazik bölgeler, 

DNA-protein çapraz bağlanması gibi bir takım lezyonlara neden olarak hasara yol açtığı 

bilinmektedir [9]. 

Genetik materyalin moleküler bütünlüğünde endojen veya ekzojen faktörlerin etkisiyle 

meydana gelen tüm değiĢiklikler DNA hasarı olarak adlandırılır [10]. 

DNA hasarı, hücrenin yaĢamı boyunca yaygın olarak görülen ve mutasyon, kanser, 

yaĢlanma ve sonuçta hücre ölümüne yol açabilen bir olaydır. DNA, yaĢam boyunca hücresel 

metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafından sürekli olarak değiĢimlere maruz kalır. Bu 

değiĢimler sonuçta tek hücreli organizmalarda hücresel ölüme veya çok hücreli 

organizmalarda dejenerasyon ve yaĢlanmaya sebep olabilir. 
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 Reaktif oksijen türleri DNA‟da 20‟den fazla oksidatif baz hasar ürününün oluĢmasına 

yol açar. Bu hasara uğrayan bazlar arasında 8-hidroksi-2‟-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukça 

duyarlı ve en sık karĢılaĢılan oksidatif DNA hasarı belirtecidir [11]. 

Birçok biyolojik sistem içerisinde strese karĢı tepki oluĢmaktadır. Bu tepkinin en 

belirgin olanı, ilk defa yüksek ateĢe bağlı olarak hücrelerde keĢfedilen ve ısı Ģok proteinleri 

(Hsp) olarak adlandırılan bir grup protein ailesidir. 

Stres proteinleri büyüme, farklılaĢma, bölünme, hatta hücre ölümü dahil hücre 

metabolizmasının tüm evrelerinde hayati önem taĢır. Hsp ailesinden olan Hsp 70; Sitoplazma, 

çekirdek, ER ve mitokondride protein taĢınmasına katılır. Stres altında proteinleri korur 

kümeleĢmelerini önler. Polipeptidleri birbirine bağlar [12]. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda Oksidatif stres fizyolojik, biyokimyasal ve 

moleküler kanıtları içeren çoklu cevaplara neden olmaktadır. Oksidatif stres HSP 

ekspresyonuna sebep olur. 

Çoğu kanser çeĢidinde ısı Ģok proteinlerinin üretimi artar. HSP ler tümör hücrelerinin 

proliferasyonu, farklılaĢması, invazyonu, metastazı, ölümü ve immün sistem tarafından 

tanınması ile iliĢkilidir. Örneğin Göğüs Kanserinde HSP -70  kemoterapiye karĢı olan direncin 

göstergesidir [13]. 

Bu araĢtırmada; Ratlara DEN ve 2-AAF verilmesiyle karaciğer tümör modeli 

oluĢturarak karaciğer doku hücreleri tahribatının düzeylerini ve octreotide maddesinin  

biyokimyasal ve histopatolojik olarak karaciğer dokusu üzerine etkilerinin incelenmesi 

amaçlanmıĢtır. 
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2.GENEL BĠLGĠLER 

2. Karsinogenez 

Karsinojenez (neoplastik transformasyon) karsinojenlerin çoğunlukla sinyal iletim 

yollarıyla etkileĢimi sonucu belirli bir süreçte geliĢen ve birbirini izleyen çok basamaklı 

hücresel değiĢikliklerin yer aldığı kontrolsüz hücre çoğalmasıdır. 

Karsinojenez inisiyasyon (baĢlangıç), promosyon (geliĢim) ve progresyon (ilerleme) 

olmak üzere herbiri kendine özgü üç safhaya ayrılmaktadır [14-17].(ġekil 2.1) 

 1) Ġnisiyasyon normal dokuda yer alan hücrenin genotoksik bir karsinojenle 

karĢılaĢması sonucu DNA hasarı oluĢması evresidir. Bu evrede mutant preneoplastik bir hücre 

oluĢur. “Ġnisiye” olmuĢ hücre “progenitör” olarak da adlandırılır. Ġnisiyasyon geri 

dönüĢümsüz, doza bağımlı bir olaydır ve bu evrede kalıcı DNA hasarı (mutasyon) meydana 

gelmektedir  [15, 16, 18]. 

Ġnisiyatör olan karsinojenler doğal veya sentetik olabilirler ve baĢlıca 2 gruba 

ayrılırlar. Direkt etkili olanlar karsinojenik etkilerini göstermeleri için kimyasal 

transformasyona ihtiyaç duymazlar. Ġndirekt etkililer ise metabolizmaları sonucunda 

karsinojen maddeye dönüĢürler . 

2) Promosyon evresi inisiye hücrenin “selektif klonal çoğalması”dır. BaĢka bir deyiĢle, 

sadece preneoplastik hasarlı hücre  popülasyonunun aktif çoğalmasıdır. Bu evreyi baĢlatan 

ajanlara “promotör” denir. 

Promotörlerin ortak özelliği hücrede proliferasyonu indüklemeleridir. Promotörler 

DNA dizisinde değiĢiklik yapmadan posttranslasyonal modifikasyonlarla proteinlerin 

aktivitelerini değiĢtirirler. Böylece ya proliferasyonda görevli proteinler daha aktif hale geçer, 

ya da apoptoziste görevli olanların aktiviteleri azalır. 

Sonuç olarak, önceden genetik hasar geliĢmiĢ olan hücre klonunun çoğalması sağlanır. 

Promotörler tek baĢlarına tümör oluĢturma gücüne sahip değildir, ancak inisiye olmuĢ 

hücrelerde tümöre neden olurlar. Ġnisiyatör uygulamasından oldukça uzun bir zaman geçtikten 

sonra bile promotör uygulandığında tümör geliĢebilmektedir. Ancak, promotörler 

inisiyatörden önce uygulandıklarında tümöre neden olmazlar. Çünkü direkt olarak DNA‟yı 

etkilemezler, yani genotoksik değildirler, etkileri doza bağımlı ve geri dönüĢümlüdür [14-16]. 

3) Üçüncü evre olan progresyon ise hücresel ve moleküler değiĢikliklerin oluĢtuğu ve 

preneoplastik dönemden neoplastik döneme geçiĢ evresidir. Bu evre geri dönüĢümsüzdür ve 
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bu evrede genetik instabilite, nükleer ploidi değiĢiklikleri ve kromozom bütünlüğünde 

bozulma meydana gelmektedir [14-16]. 

 

ġekil 2.1. Karsinojenezin evreleri 

Karsinojenez sürecinde kimyasal ajanlar farklı etkiler gösterdiklerinden “genotoksik” 

ve “epigenetik (nongenotoksik)” olarak ayrılmaktadırlar [14]. 

Genellikle inisiyatörler genotoksik, promotörler ise epigenetik ajanlardır. Bazı 

ajanlar hem genotoksik hem de epigenetik etki gösterebilirler. 

Kanser genetik bir hastalıktır, yani “genetik hasar sonucu” oluĢur. Ayrıca bazı kanser 

türleri kalıtsal bir özellik de gösterir. Bununla birlikte, her genetik hasar kanserle 

sonuçlanmaz. Kimyasal bir karsinojen veya metabolizması sırasında daha etkin hale gelmiĢ 

olan karsinojen eğer karaciğerde detoksifiye edilemezse DNA‟yı değiĢtirebilir. 

DNA‟da tek veya çift zincir kırıklarına, pürin ve pirimidin bazlarında 

modifikasyonlara, deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, DNA-protein ve DNA-DNA çapraz 

bağlarına neden olabilir. Bu durumda DNA‟yı ve hücreyi bekleyen baĢlıca üç seçenek vardır. 

Öncelikle DNA‟daki hasar hücre bölünmeye baĢlamadan önce çeĢitli tamir mekanizmaları ile 

onarılmaya çalıĢılır. Eğer hasar onarılamayacak kadar büyükse hücre apoptozise giderek 

kendini yok edebilir. DNA‟sı onarılmadan hücre bölünmeye giderse hasar kalıcı hale gelir ve 

mutasyonlar oluĢur.  

Hücre döngüsü ve DNA hasarının onarımında görev alan proteinleri kodlayan bazı 

kritik genlerde oluĢan mutasyonlar kansere neden olmaktadır [14, 15]. 
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2.1. Karaciğer Kanseri 

Karaciğer kanseri tüm dünyada özellikle Asya ve Afrika da en sık görülen malign 

tümörlerden birisidir [19]. Dünya çapında kanser türleri arasında 6.sıradadır ve 625,000 vaka 

kaydedilmiĢtir.Primer karaciğer kanserlerinin % 85-90‟ı hepatoselüler karsinom (HSK) dır 

[20]. 

Hepatoselüler karsinom‟ lı hastalarda mortalite çok yüksek olup, 5 yıllık survi % 5‟in 

altındadır [21]. 

HSK‟nın sıklığı ve HSK‟ya bağlı ölüm oranı cinsiyete ve coğrafik bölgelere göre 

farklılık göstermektedir. Erkeklerde kadınlardan 3-5 kat daha fazla olduğu bildirilmiĢtir [22, 

23]. 

Alkol tüketimi , hepatit B, hepatit C , Karaciğer yağlanmasıyla iliĢkili olan obezite , 

aflatoksin, karbon tetraklorür (CCl4), Nitrozodietilamin gibi kimyasalların oranı artığından 

dolayı karaciğer kanseri hastalıklarında  artıĢ beklenmektedir [24]. 

2.1.1.  Deneysel Hepatik Karsinojenez 

Karaciğer kanseri deney hayvanlarına aromatik aminler, azot içeren boyalar, 

nitrozaminler ve aflatoksinler gibi çesitli kimyasallar  uygulanarak deneysel olarak 

oluĢturulabilir [25].Ġnisiyasyon fazının oluĢturmak amacıyla en sık kullanılan ajanlar 

dietilnitrozamin (DEN) aflatoksindir. Ġnisiyasyon evresini takiben promosyon evresi 

fenobarbital (FB), asetaminofloren (AAF), 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin, polihalojenli 

bifenil gibi kimyasallarla indüklenmektedir [25]. 

Karaciğerde promosyon fazı promotör ajan kullanmadan farklı Ģekillerde de 

gerçekleĢtirilebilmektedir. Buradaki amaç hücre bölünmesinin uyarılmasıdır. Higgins ve ark. 

[26] karaciğerde parsiyel hepatektomi uygulamasının, yetiĢkin hayvanlarda hücre 

proliferasyonunu indüklediğini ilk kez göstermiĢtir. Peraino ve ark.[27] hepatik hücre 

proliferasyonunun hızlı olduğu yenidoğan dönemindeki hayvanları kullanmıĢtır. Tomasi ve 

ark ise 4 günlük açlık süresinin hepatik hücre çoğalmasını indüklediğini, yeniden beslemeden 

24 saat sonra “subnekrojenik” dozda inisiyatör bir ajan uygulandığında karaciğer kanseri 

oluĢtuğunu göstermiĢtir. Bununla birlikte, aç bırakma/yeniden besleme metodunun kısmi 

hepatektomi ve yenidoğan metodları gibi etkin olmadığını bildiren çalıĢmalar da vardır [28]. 

Bir baĢka yöntem ise DEN, aflatoksin gibi inisiyatör ajanların promotör kullanılmadan 

tek baĢına “nekrojenik” dozda kullanılmasıdır. 
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 Nekrozla hücre ölümü proliferasyon yeteneği çok yüksek bir organ olan karaciğeri 

“ölenlerin yerine yenisini koymak üzere” prolifere olmaya yönlendirmektedir. Bu sayede 

hepatoselüler adenom veya HSK oluĢumu sağlanır. Karaciğer karsinojenezinin 

uygulanabileceği transgenik fare modelleri de geliĢtirilmiĢtir. 

2.1.2. DEN ve 2-AAF’nin Karaciğerde Tümör OluĢumundaki Rolleri   

Dietilnitrozamin ve 2-AAF, biyolojik sistemde tümör olusumuna neden olan 

kimyasallardır. Tümör oluĢturmak için kullanılan ksenobiyotiklerden DEN, 2-AAF ve 

fenobarbital, fare, sıçan, hamster, tavĢan, köpek, domuz ve maymun gibi hayvanlar için 

karsinojeniktir[29-32]. 

 Dietilnirozamin ve 2-AAF birlikte uygulanması kemirgenlerde hepatokarsinogenesisi 

baĢlatır ve hepatositlerde preneoplastik baĢlangıca neden olur [6, 29, 33-47]. 

Dietilnitrozamin indükleyici, 2-AAF ise promotör olarak mesane ve karacigerde tümör 

oluĢumunda rol alırlar [33, 35, 39, 40, 42] 

Dietilnitrozamin ve 2-AAF gibi promotör olarak görev yapan FB ile yapılan bir 

çalısmada bunların, H-Ras‟ın 61. kodonunda mutasyona neden oldugu belirtilmiĢtir  [48]. 

2.2.1 DEN ‘in Tümör oluĢumundaki Rolü 

Kanser araĢtırmalarında tümör indükleyici olarak genellikle DEN kullanılmaktadır 

[33, 34, 36, 41, 42, 44, 49-58] 

Dietilnitrozamin‟in yapısında amid, üreaz ve karbon içeren bileĢikler bulunur 

[59].Karsinojen bir madde olan DEN‟ in  inteksititlerden, tarımda kullanılan kimyasallardan 

ve nitrattan Ģekillendiği  ,  sigara  dumanında bulunduğu ve aynı zamanda besinlerde bulunan 

nitratın midede sekonder ve tersiyer aminlerle sonucu da meydana geldiği bildirilmektedir 

[60]. 

Dietilnitrozamin, kanser oluĢumunda direkt etkiye sahiptir. Bunun anlamı enzimlere 

bağlı olmaksızın DEN‟in kendiliğinden hidrolize olmasıdır [31, 59]. Ġki hidroksilasyon 

reaksiyonu ile aktive olan DEN‟in bu biyolojik aktivasyonu sitokrom p450 tarafından 

katalizlenir [31, 59, 61]. 

      Dietilnitrozamin deneysel hayvan modellerinde karaciğer kanseri oluĢturmada ve DNA 

hasarının tamir edilmesinde görev alan bazı enzimlere zarar vermede kullanıldığı 

bilinmektedir [62]. 
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ġekil 2. 2. Ġnisiyatör bir kimyasal ajan olan dietilnitrozaminin (DEN) iki farklı gösterimi [50] 

2.2.2.  2-AAF’nin Karaciğerde Tümör OluĢumundaki Rolü 

2-Asetilaminofloran, sentetik arylamin yapısında olan 2-aminofloranın biyolojik 

olarak asetillenmesi sonucu 2-AAF oluĢur. 2-AAF, detoksifikasyon reaksiyonlarının ikinci 

fazında görev yaparak DEN‟in birinci adımından sonra, ikinci adım olarak DNA‟da guanin 

bazına bağlanıp toksik etki oluĢturur. Bu toksik etki, mutasyonlara neden olarak, karaciğerde, 

sırasıyla preneoplastik, neoplastik, benign neoplazmi ve malign neoplazmi oluĢur [33, 36, 38-

41, 43, 50, 54, 63-65]. 

Dietilnitrozamin ve 2-AAF benzeri kimyasal tümör promotör ajanların birikimi 

sonucu, düz E.R.‟de detoksifikasyon reaksiyonları için detoksifikasyon enzimleri sentezlenir 

[33, 40, 50, 66-68]. 

Bu enzimler topluca sitokrom P450 olarak bilinir. Sitokrom P450, karaciğer 

mikrozomlarında ve adrenal korteks mitokondrilerinde temel elektron transport zincirindeki 

en son enzimdir [69]. 

 

ġekil  2.3.  2-Asetil aminoflorenin kimyasal gösterimi [39] 
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2.3 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Türleri 

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamıĢ elektron ihtiva eden atom veya 

moleküllerdir. Orbitali doldurup stabil hale gelmek için baĢka elektrona ihtiyaç duyduğundan 

ortaklanmamıĢ elektronlar serbest radikalleri oldukça reaktif hale getirir. Bu bileĢikler 

organizmada normal metabolik yolların iĢleyiĢi sırasında oluĢtuğu gibi, çeĢitli dıĢ etkenlerin 

etkisiyle de oluĢmaktadır. YaĢam süreleri çok kısa olmasına rağmen, yapılarındaki 

dengesizlik nedeniyle çok aktif yapıda olan serbest radikaller tüm hücre bileĢenleri ile 

etkileĢebilme özelliğine sahiptirler. Aerobik metabolizması olan memelilerde serbest 

radikaller baĢlıca oksijenden türemektedir [70]. 

Oksijen, dıĢ orbitalde iki tane eĢleĢmemiĢ elektronu ile biyolojik sistemlerde önemli 

bir yeri olan serbest radikaldir. O2 ile reaksiyona giren moleküllerin oluĢturduğu serbest 

radikaller de biyolojik sistemde önemli bir yere sahiptir [71].  

2.3.1 Reaktif oksijen türleri 

Reaktif oksijen radikalleri; normal oksijen metabolizması sırasında az miktarda oluĢan 

süperoksit radikali (O2⋅−), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH•)'dir Reaktif 

oksijen türleri, çeĢitli serbest radikallerin oluĢtuğu serbest radikal zincir reaksiyonlarını 

baĢlatabilirler. AĢağıda serbest radikal oluĢumu gösterilmiĢtir. (ġekil 2.4) 

O2 

 

Moleküler oksijen 

 

 

 

Süperoksit radikali 

(süperoksit anyonu) 

 

H2O2 
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Hidrojen peroksit 

 

H2O + OH• 

 

Hidroksil radikali 

 

H2O  (Su) 

 

ġekil 2.4: Serbest radikal oluĢumu  [72]    

Moleküler oksijen (O2), paralel spin durumlu iki ortaklanmamıĢ (eĢleĢmemiĢ) 

elektrona sahiptir [73]. 

  OrtaklanmamıĢ (eĢleĢmemiĢ) elektron içeren atom, atom grubu veya moleküller 

serbest radikal olarak tanımlanırlar. Ancak Fe
3+

, Cu
2+

, Mn
2+

 ve Mo
5+

 gibi geçiĢ metalleri de 

ortaklanmamıĢ elektronlara sahip oldukları halde serbest radikal olarak kabul edilmezler, fakat 

serbest radikal oluĢumunda önemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif yüklü (katyon), 

negatif yüklü (anyon) veya elektriksel olarak nötral olabilirler.  

Serbest radikal tanımına göre moleküler oksijen, bir biradikal (diradikal) olarak 

değerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavaĢ reaksiyona girdiği halde 

diğer serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer [71].  



 

10 

 

Çizelge 2.1: Reaktif oksijen partikülleri [74] 

Radikaller      Radikal Olmayanlar 

  Süperoksid anyon radikali (O2
-
) 

  Hidroksil (HO˙) 

  Peroksi(ROO˙) 

  Alkoksil (RO˙) 

  Nitrik oksit(NO˙) 

  Semikinon radikali (HQ˙) 

  Hemoproteine bağlı serbest radikaller 

  Organik radikaller (R˙) 

  Organik peroksid radikali (RCOO) 

Hidrojen peroksid (H2O2) 

Singlet oksijen (*O2) 

Ozon (O3) 

Hipokloroz asit (HOCl) 

Lipit hidroperoksid (LOOH) 

Peroksinitrit (ONOO˙) 

Azot dioksit (NO2) 

N-halojenli aminler (R-NH-X) 

Hi  Hipohalöz asid (HOX) 

 

Moleküler oksijen her aĢamada indirgenerek yukarıda tanımladığımız reaktif O2
-
 

metabolitlerinin oluĢumuna yol açar. O2
-
 tek baĢına hücre yıkımına neden olan reaksiyonları 

baĢlatabildiği gibi , esas olarak daha reaktif oksijen radikallerinin oluĢumuna da yol açarak 

hücre toksisitesinde rol oynamaktadır [71].  

Reaktif oksijen metabolitlerinden en sık karĢılaĢılanlar Ģunlardır. 

2.3.1.1. Süperoksid Radikali (O2·-) 

Süperoksit radikali hemen tüm aerobik hücrelerde moleküler oksijenin bir elektron 

alarak indirgenmesi sonucu oluĢur. ĠndirgenmiĢ geçiĢ metallerinin otooksidasyonu, süperoksit 

radikali oluĢumuna neden olur. Süperoksit radikalinin kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu 

radikal anyonun asıl önemi, hidrojen peroksit kaynağı olması ve geçiĢ metalleri iyonlarının 

indirgeyicisi olmasıdır. Süperoksit radikali düĢük pH değerlerinde daha reaktiftir [73]. 

Süperoksit radikali, oksijen molekülüne bir elektron ilavesi ile oluĢur ve serbest radikal 

hasarına karĢı koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar oluĢumu ile birlikte artan 

süperoksit dismutaz aracılığı ile hidrojen peroksit‟e indirgenir. Hidrojen peroksit eĢlenmemiĢ 

elektron içermediği için tek baĢına radikal değildir [71]. 

Ortamda biriken süperoksid radikallerinin girebileceği baĢlıca tepkimeler aĢağıdaki 

gibi özetlenebilir [75, 76]. 

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO2˙) oluĢturabilir. 

2.  H2O2 ile tepkimeye girerek hidroksil radikali  (OH˙)  ve singlet oksijen (
1
O2) 

oluĢturabilir. 
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          O2   +  H2O2    →    1O2   +  OH˙   +  OH˙ 

3.  Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapımına neden olur. 

           O2  + OH·        →         1O2   +  OH
-
 

Serbest radikallere karĢı organizmanın uzun süreli korumasız kalması bu maddelerin 

düĢük konsantrasyonlarında bile biyolojik açıdan önemli moleküllerin tahribatı ile 

sonuçlanır ve sonuçta DNA' da mutasyona, doku tahribatına ve hastalıklara yol açar [71, 

73]. 

Süperoksit dismutaz, süperoksit radikalinin hidrojen peroksite dönüĢümünü katalize 

eden önemli bir enzimidir.        

 

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit süperoksidin çevresindeki moleküllerden bir elektron alması veya 

moleküler oksijenin çevresindeki moleküllerden iki elektron alması sonucu oluĢan peroksitin 

iki proton (H+) ile birleĢmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin 

asıl üretimi, süperoksidin dismutasyonu ile olur. Ġki süperoksit molekülü, süperoksitin 

dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve moleküler oksijeni Ģu 

Ģekilde oluĢtururlar: 

2O2
−
 + 2 H

+  
  →  H2O2 + O2 

Oksijen iki elektronla indirgenmesi sonucu H2O2 ortaya çıkar. 

O2
-
 +e- +2H

+
  →  H2O2 

Bu reaksiyon; radikal olmayan ürünler meydana geldiğinden, dismutasyon reaksiyonu 

olarak bilinir, ya spontan gerçekleĢir ya da süperoksit dismutaz enzimi tarafından katalizlenir. 

Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hızlıdır, enzimatik dismutasyon ise spontan 

dismutasyonun nispeten yavaĢ olduğu nötral ya da alkali pH'da daha belirgindir. Hidrojen 

peroksit bir serbest radikal olmadığı halde reaktif oksijen radikali (ROR) kapsamına girer ve 

serbest radikal biyokimyasında önemli bir rol oynar.  H2O2 geçiĢ metallerinin varlığında en 

önemli serbest oksijen radikali olan OH·
 
radikalinin oluĢumunu sağlar.

 
H2O2‟nin diğer önemli 

bir görevi de hücre içi sinyal molekülü olarak görev almasıdır. H2O2 oluĢtuktan sonra katalaz, 

glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler adında üç enzim sistemi tarafından 

uzaklaĢtırılırlar [71]. 
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2.3.1.3.  Hidroksil Radikali (OH. ) 

 Hidroksil biyolojik sistemlere diger ROS' lardan daha fazla hasar veren, 

biyomoleküllerle reaksiyona girebilen güçlü bir radikaldir. OluĢması için ortamda geçiĢ 

metalleri gereklidir. ġu yollarla oluĢabilir [76]. 

 

1.  Fe  (Demir) Katalizli - Haber Weiss reaksiyonu (Fenton Reaksiyonu) 

 

       Fe
2+ 
+ H2O2  →  Fe

3+ 
+ OH

-
+ OH     (Fenton) 

                   H2O2 + Fe
2+  
→   ·OH + OH

-
 + Fe

3+
   (Haber-Weiss) 

2.  Katalize olmayan Haber Weiss reaksiyonunda ise, süperoksidin direk olarak hidrojen 

peroksitle reaksiyona girmesiyle oluĢabilir.  

              O2
-
 + H2O2  →  OH˙ + OH

- 
+ O2 

Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen 

peroksitten oluĢmaktadır. Ayrıca suyun yüksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz 

kalması sonucunda oluĢur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir, 

yarılanma ömrü çok kısadır. Hidroksil radikali olasılıkla reaktif oksijen radikallerinin en 

güçlüsüdür. OluĢtuğu yerde tiyoller ve yağ asitleri gibi çeĢitli moleküllerden bir proton 

kopararak tiyil radikalleri (RS•), karbon merkezli organik radikaller (R•), organik peroksitler 

(RCOO•) gibi yeni radikallerin oluĢmasına ve sonuçta büyük hasara neden olur [73]. 

2.3.1.4. Singlet O2 (1O2)  

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasılmamıs dıs elektronlarını degistirerek aynı 

veya farklı orbitale yerlesebilirler. UyarılmıĢ haldeki bu oksijene singlet oksijen denir. Reaktif 

olmayan ancak reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin sigma ve delta diye 

iki tipi vardır [71, 77]. 

Sigma formu çok enerjik olduğundan yarı ömrü kısadır, hızlıca bozunarak delta 

formuna dönüĢür [71]. 

Singlet oksijen radyasyon sonucu olusabilecegi gibi invivo olarak sitokrom P-450, 

prostaglandin endoperoksit sentetaz ve miyeloproksidaz reaksiyonlarıyla da oluĢabilmektedir. 

Karotenler, bilirubin, histidin, methionin, 2-5 difenilfuran, 1,4 diazbisikloalefan, singlet 

oksijeni temizleme görevi yaparlar. Singlet oksijen, DNA, RNA, proteinler, lipitler ve 
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sterolleri kapsayan çok sayıda biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hücrede zararlı etkilere 

sebep olur [77]. 

2.3.1.5. Hidroperoksil Radikali (HO2· ) 

Süperoksit ve hidroperoksil relatif konsantrasyonları ortamdaki H
+
 konsantrasyonu 

üzerine dayanır. ÇeĢitli biyokimyasal ve inflamatuvar reaksiyonlar sonucu oluĢumu önemli 

derecede artan süperoksit, asidik ortamda daha reaktif bir radikal olan hidroperoksile çevrilir. 

HO2- nin dismutasyon hızı yüksek olduğu için H2O2 oluĢumu da büyük oranda  artar. 

Hidroperoksil radikalinin lipitte eriyebilirliği süperoksite göre daha fazladır ve daha 

kuvvetli bir oksidandır. Ayrıca hidroperoksil radikali asidik pH da süperoksite göre 108 kat 

daha hızlı olarak H2O2 „e dönüĢür [78]. 

2.4. Karsinogenez ve Serbest Oksijen  Radikalleri 

Karsinogenez; hücrelerde kimyasal, fiziksel, biyolojik ve genetik bir veya birden çok 

değiĢikligin birleĢmesi ile ortaya çıkan bir zedelenme sürecidir. Tümör oluĢumunu etkileyen 

faktörlerin çoğu, hücrede radikal üretimine neden olur. Bu faktörler, karsinogenezin baĢlama, 

geliĢme ve ilerleme aĢamalarında da etkilerini göstererek tümör oluĢumu ve geliĢimini 

indüklerler. Bu konuda çeĢitli hayvan model çalıĢmaları yapılmıĢtır, bunlar; 

- Serbest oksijen radikali üreten bileĢiklerin tümör promotörü olduğunu, 

- Bu bileĢiklerden bazılarının tümor promotorunun biyokimyasal fonksiyonunu taklit 

edebildigini, 

- Bazı promotorların serbest oksijen radikali üretebildigini, 

- Antioksidan mekanizmanın tümör promotorları tarafından düzenlendigini, 

- Serbest oksijen radikali süpürücülerinin, antioksidantlar  ve detoksifikasyondan 

sorumlu enzim ve moleküllerin tömörün ilerlemesini engellediğini göstermiĢtir [79].  
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ġekil 2.5. Reaktif oksijen radikallerinin (ROS) kanser oluĢumu üzerine etkileri [14-15] 

2.4.1.  DEN ve 2-AAF’nin Aktif Oksijen Türlerini Üreterek Tümör GeliĢimine Etkisi 

Dietilnitrozamin‟in metabolitleri, DNA‟ya bir ya da iki oksidasyon sağlayan elektron 

ile kovalent baglanarak tümör promotörlerinin bağlanmasına aracılık eder [80]. 

Tümör promotoru bir süperoksit anyonu indükleyicisi olarak görev yaparak reaktif 

oksijen molekülleri ve hidrojen peroksit oluĢumunu sağlar. Bunun sonucunda süperoksit ve 

hidrojen peroksit birikimi gerçekleĢir. Bu birikim, koruyucu antioksidant mekanizmanın 

azalmasını ve yüksek oranda reaktif hidroksil radikali olusumunu sağlar. Bunun sonucunda 

DNA‟nın yapısında kopma ve deoksiriboz parçalanması ortaya çıkar. 

2.5. Oksidatif Stres ve Karsinojenez 

Serbest radikaller hücrelerimizde DNA‟ya, proteinlere ve lipidlere saldırarak zarar 

verir. Serbest radikallerin zararlı etkilerinden korunmak için hücreler bunları nötralize eden 

antioksidanlar üretmektedir. Serbest radikallerin oluĢum hızı ve bunların antioksidanlar 

tarafından nötralize edilme hızı arasında bir denge bulunması beklenir. Böylece hücre serbest 

radikallerin olumsuz etkilerinden korunur.  Eğer bu denge serbest radikaller lehine bozulursa, 

yani yapımdan daha yavaĢ nötralize edilirlerse, hücrede serbest radikaller artar. Serbest 
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radikallerin hücrede artıĢı ve hücre fonksiyonları üzerinde yaptıkları olumsuz etkiye (oksidatif 

hasara) „oksidatif stres‟ denir [81]. 

Serbest radikallerin lipitler üzerindeki en önemli etkileri lipit peroksidasyonunun 

uyarılmasıdır. Lipit peroksidasyonu serbest radikaller tarafından baĢlatılan ve hücre 

membranlarında bulunan çok doymamıĢ yağ asitlerinin oksidasyonuna yol açan kimyasal bir 

olaydır. Süperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali, lipit 

peroksidasyonunu baĢlatan baĢlıca radikallerdir. Lipit peroksidasyonu çok doymamıĢ yağ 

asidi (LH) zincirindeki -  α-metilen gruplarından hidrojen atomunun uzaklaĢması ile baĢlar ve 

böylece yağ asidi zinciri bir radikal niteliği kazanır. Bu lipit radikali (L.) dayanıksız bir 

bileĢik olup bir dizi değiĢikliğe uğrar.  

Ġlk önce , molekül içi çift bağ aktarılması (rezonans) ile dien konjugatı (DK) oluĢur. 

Bu yağ asidi radikali oksijen eklenmesiyle hızlı bir Ģekilde peroksil radikaline (LOO-) 

dönüĢür. Bu lipit peroksil radikalleri membran yapısındaki diğer çok doymamıĢ yağ asidi 

moleküllerinden hidrojen atomlarını çıkartarak yeni reaksiyonları baĢlatır, kendileri de açığa 

çıkan hidrojen atomlarını alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) dönüĢür [82, 83]. 

Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diğer karbonil bileĢiklerine dönüĢmesi ile lipit 

peroksidasyon reaksiyonları sona erer. Hücre membranlarında lipit peroksidasyonu sonucu 

transport sistemi etkilenir, hücre içi ve dıĢı iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hücre içi 

kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bağlı olarak proteazlar aktive olur. Bu olaylar hücre 

hasarında etkin bir rol oynar. Ayrıca lipit peroksidasyonun son ürünü olan aldehitler de 

sitotoksik etkilere sahiptir [82-84]. 

Serbest radikaller proteinler üzerinde doğrudan veya dolaylı etki gösterebilir. Peptid 

bağları, prolin ve lizin gibi amino asitler serbest radikallerden oldukça kolay etkilenir.   

Protein oksidasyonu , özellikle histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde 

karbonil gruplarının oluĢumu Ģeklinde olur.  Lipit peroksidasyonun aldehit yapıdaki ürünleri, 

sisteinin sülfidril grupları ile veya lizin ve histidinler ile kovalent bağlar oluĢturarak 

proteinlerde fragmentasyon ve çapraz bağlanmalara yol açar. Bu olaylar proteinlerin yapı ve 

fonksiyonlarının bozulmasıyla sonuçlanır [82, 84-86]. 

2.5.1. DNA Hasarı ve Serbest Radikaller 

Stabil bir molekül olan DNA da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi spontan 

kimyasal oksidatif hasara uğrayabilmektedir. Ġnsan vücudunun her hücresinde DNA‟nın 

günde 10
3
 kez oksidatif hasara maruz kaldığı öne sürülmüĢtür [82]. 
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DNA hasarı ve onarımı arasındaki denge nedeniyle, çok düĢük düzeylerde hasar, 

sağlıklı bireylerde de saptanmaktadır. Yeni doğan sıçanlarda dahi oksidatif baz 

modifikasyonunun (8OHdG) olduğu gösterilmiĢtir [87]. 

ROM oluĢumundaki artma, antioksidan enzim düzeylerindeki azalma ve/veya DNA 

onarım mekanizmalarında defekt olması oksidatif DNA hasarının artmasına yol açmaktadır 

[88, 89]. 

Oksidatif hasara bağlı olarak DNA‟da, tek ve çift dal kırıkları, abazik alanlar, baz 

modifikasyonları (baz katılımı, bazlarda yeniden düzenlenme), Ģeker hasarı meydana gelebilir 

veya DNA ile protein arasında çapraz bağlanma olabilir. 

Bu lezyonlardan bazıları fizyolojik koĢullarda da oluĢabilmektedir. Örneğin pürin 

kaybı ile apürinik alanların oluĢması insan genomunda gün içinde 10 
4 

kez meydana 

gelebilmektedir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter kazanmakta ve 

anti DNA antikorları oluĢmaktadır. 

Son yıllarda yapılan araĢtırmalarda oksidatif  DNA hasar göstergesi olarak sıklıkla baz 

hasarları analizlenmiĢtir. Cu
2+

 iyonları DNA‟da G-C‟den zengin bölgelerde yüksek oranda 

bulunduğundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu nedenle en yaygın 

olarak ölçülen baz hasarı 8OHdG‟dir. 8OHdG oksidatif DNA baz hasarının bir “biyomarker”ı 

olarak kabul edilmektedir [88-90]. 
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  ġekil 2.6.  DNA hasarı / DNA onarımı arasındaki dengenin önemi [91] 

2.5.2.  8-Hidroksi deoksiGuanizin (8-OHdG) 

2 -Deoksiguanizin (2-dG), DNA‟nın bileĢenlerinden biridir ve oksijenle 

yükseltgendiğinde 8-Hidroksi-2 -deoksiguanizin‟e (8-OHdG) dönüĢür. (ġekil 2.7) ki bu madde 

ROS‟un DNA‟da yaptığı yaklaĢık 23 tane baz hasar ürününden en önemlisi ve biyolojik 

sistemlerdeki oksidatif DNA hasarında mutajenitesi en iyi bilinenidir. 8-OHdG ilk defa 1984 

yılında Kasai ve Nishimura tarafından oksidatif DNA hasarının bir belirteci olarak tespit 

edilmiĢtir [92]. 
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ġekil 2.7. 8 - hidroksi - 2‟ – deoksiguanozin [92] 

8-Hidroksiguanin (8-OHG)‟in deoksiriboza bağlanmıĢ hali olan bir modifiye nükleosit 

olup, ekzonükleazlar olarak adlandırılan enzimlerin oksidatif hasara uğramıĢ DNA‟yı 

onardıklarında ekstrakte edilen bir baz modifikasyonudur. 8-OHdG normal oksidatif 

metabolizma sırasında üretilen ve reaktif oksijen türlerinden kaynaklanan, DNA‟da Ģekillenen 

bir mutajendir [92]. 

Serbest oksijen radikal üretiminin artmasına sebep olan tüm etkenler, 8-OHdG 

oluĢumuna yani oksidatif DNA hasarına katkıda bulunur. Oksijen radikali üreten ajanlar; 

(sigara dumanı, asbestos, x-ıĢınları, okside olmuĢ doymamıĢ yağ asitleri), gama ıĢını, sigara 

dumanındaki polifenoller, paraquat, kainik asit, dietilbutilesterol, benzen, fecapenene, 

furocoumarin hydroperoxide, H2O2 + UV ve Ni bileĢikleri gibi maddeler tarafından, 

deoksiguanozin‟den (dG) 8-OHdG oluĢumu invitro olarak gösterilmiĢtir. Ayrıca kanserojen 

maddelerin verilmesinden sonra hayvan dokularında 8-OHdG düzeyinin arttığına dair bir çok 

araĢtırma mevcuttur. Metabolik aktiviteye bağlı artan oksijen tüketimi sonucu artmıĢ OH 

üretimi, vücut moleküllerinde oksidasyona neden olur. Dokuların oksijen tüketimi ile 8-

OHdG bazal düzeyi arasında doğrusal bir oran vardır. Oksidatif hasar ürünü olarak kabul 

edilen „Deoksiguanozin-Malondialdehit‟in idrardaki miktarı ile kg canlı ağırlık baĢına 

tüketilen oksijen miktarı arasında doğrusal bir iliĢki bulunması ve böbreklerde diğer organlara 

göre daha yüksek düzeyde 8-OHdG tespit edilmiĢ olması bu fikri desteklemektedir [92]. 

Loft adlı bir araĢtırmacı tarafından sağlıklı kiĢilerde yapılan bir çalıĢmada, vücut kütle 

indeksi arttıkça idrar 8-OHdG ekstraksiyon düzeyinin azaldığı tespit edilmiĢtir. Erkeklerde 

(%29 fazla) ve zayıflarda 8-OHdG ekstraksiyon oranın yüksek çıkmasının olası nedeni olarak, 

metobolizmaya bağlı ROS üretimindeki artıĢ sorumlu tutulmuĢtur [93]. 
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Yapılan araĢtırmaların ağırlıklı olarak desteklediği baĢka bir nokta, yaĢlanma ile 

oksidatif DNA hasarı arasında doğrusal bir iliĢki olduğudur. YaĢa bağlı olarak DNA‟da 8-

OHdG birikiminin, mutasyon sıklılığının artmasında, organ fonksiyonlarının azalmasında, 

dejeneratif hastalıkların ortaya çıkmasında ve tümor oluĢum ihtimalinin artmasında en önemli 

neden olduğu belirtilmiĢtir [92]. 

2.6. Isı ġok Proteinleri (Heat Shock Proteins: Hsp 70 ) 

Ferruccio Ritossa 1962‟de Drosophila melanogaster‟ın tükürük salgısından yüksek 

ısıya bağlı bir protein sentezlendiğini gözlemlemiĢ, bu olayı deneysel ortamda tekrarladığında 

da elde ettiği bu proteinleri ısı Ģok proteini (Hsp) olarak isimlendirmiĢtir [94]. 

Isı Ģok yanıtı ise bu proteinlerin hızlı gen ifadeleri ile karakterizedir. Bu proteinler 

klasik olarak ısı stresine yanıt olarak sentezlenirken çok geniĢ ısı harici faktörler ve 

farmakolojik ajanlara karĢı da sentezlenirler. Bu yüzden stres proteini ve stres yanıtı terimleri 

daha uygun olacaktır [95]. 

Bu proteinlerin moleküler ağırlıkları 7 ile 110 kDa arasındadır ve intraselüler, 

ekstraselüler, plazma membranı yerleĢimli olabilirler. Ġntraselüler yerleĢimli olanlar, hemen 

her hücrenin sitoplazma, mitokondri, çekirdek gibi kompartmanlarında bulunur [96, 97]. 

Isı Ģok proteinleri hücre metabolizması kontrolünde anahtar rol oynarlar [98]. 

Hsp 90 hücre siklusu ve mitogenezin düzenlenmesinde, Hsp 70 de apoptozda görev 

alır ve bunu da birkaç anahtar proteinle etkileĢime girerek gerçekleĢtirir. Bu moleküler 

Ģaperonlar, ısı Ģoku boyunca protein kümelenmesi ve katlanmaları durumunda görev alırlar 

[99]. 

Çok sayıda proteinin agregasyonu ısı Ģok proteinleri aracılığı ile engellenir. Hsp 27,70 

ve 90‟ın etkisi ile denatüre proteinler tanınır ve ardından Ģaperonlar yardımı ile tekrar 

katlanmıĢ hale getirilir [100]. 

Proteinlerin denatürasyon ve agregasyonu apoptozu güçlü bir Ģekilde tetikler. Hsp‟nin 

apoptozu engelleyici özellikleri ile güçlü antiapoptotik özellik geliĢtirirler ve böylece 

proteinlerin onarılması için zaman aralığı sağlanmıĢ olur [101]. 

Hsp ‟nin protein katlanmasındaki görevleri ve hücre koruyucu özellikleri, malign 

progresyon boyunca tümör hücrelerinin korunması ve yaĢamını devam ettirmesinde büyük rol 

oynamaktadır [102]. 
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2.6.1.  Kanserde Isı ġok Proteinlerinin Rolü 

Tümör geliĢimi bir dizi moleküler ve morfolojik değiĢiklikleri içerir. Hanahan ve 

Weinberg hücre fizyolojisindeki değiĢiklikleri 6 grupta özetlemiĢlerdir [103]. 

 

1-Büyümede kendi kendine yeterlilik  

2-Büyüme inhibisyonuna duyarsızlık  

3-Programlı hücre ölümünden kurtulma  

4-Sınırsız replikatif potansiyel  

5-Devam eden anjiogenez 

6-Doku inazyonu ve metastaz 

Isı Ģok proteini ekspresyonundaki artıĢlar sadece bu tümör geliĢim aĢamalarında değil, 

ilaca dirençli fenotip geliĢiminde de rol oynar. Hsp‟leri kanser geliĢimindeki etkilerini 

yaĢlanma ve apoptoz gibi anti kanser mekanizmalarının baskılanmasına neden olmalarına 

ilaveten, immun sistem yoluyla tümör rejeksiyonunun arttırılması ve metastatik genlerin 

ekspresyonlarının hızlandırılması gibi mekanizmalarla da sağlamaktadır. Diğer yandan 

membran aracılı Hsp ve ekstrasellüler Hsp kanser immünterapisinde kullanılır [104]. 

Kanserde Hsp genlerinin artmıĢ transkripsiyonu birkaç mekanizma ile açıklanabilir. 

Normal hücrelerde Hsp regülasyonu için temel mekanizma; tümör supresör p53 ve bununla 

iliĢkili p63 proteinini içerir. Bu proteinler, Hsp geninin protomer bölgelerinde bulunan NF-Y 

transkripsiyon faktörüne bağlanarak Hsp genlerinin transkripsiyonunu baskılar.[105, 106] p53 

mutasyonu, transformasyon boyunca genetik değiĢikliğe neden olur. Bu değiĢiklikler 

Hsp70‟in artmıĢ transkripsiyonuna neden olur [107, 108]. 

Tümör hücrelerindeki Hsp‟lerinin indüksiyonu, p53 protein ailesinin tümör baskılayıcı 

özelliğinin tersine çevrilmesine ilave olarak Hsp yolağının sinyal elemanları aracılığı ile 

transkripsiyonu arttırıcı etkiye sahiptir [109]. 

Hsp yanıtı boyunca bütün Hsp genlerinin protomer bölgesinde bulunan ısı Ģok 

elementi (HSE) ile ısı Ģok faktörü 1‟in (Hsf1) etkileĢimi Hsp gen ifadesinin artıĢına neden 

olur [110-112]. 

Birkaç hücre türünde Hsp70‟in fazla üretilmesi ile ilgili çalıĢmalar, tümör geliĢimine 

doğru giden hücrelerde Hsp70‟in arttığı fikrini desteklemektedir [113]. 
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Ġnsan meme kanseri MCF-7 hücre kültürlerinde Hsp70‟in aĢırı ekpresyonunun G0/G1 

fazının kısalması ile hücre çoğalmasının hızlanmasına neden olduğu bildirilmektedir [113]. 

Bu etki, Hsp 70‟in fazla üretimi ile hücre siklus regülatörü olan D1 siklinin 

stabilizasyonunun sağlanmasına bağlı olabilir [114]. 

2.6.2. Kanser Tedavisinde Isı ġok Proteinleri 

BaĢlangıçta Hsp‟lerinin kanser tedavisi için hedef alınması pek mümkün 

görünmüyordu. Yakın zamanlarda Hsp90‟ın ATPaz domaininin antikanser tedevisinde 

kullanılan oldukça etkili ve eĢsiz bir hedef olduğu tesbit edildi [115]. 

Hsp 90‟ı hedef alan ilaçların hem normal hem de kanser hücrelerine saldırması 

beklenirken, özellikle kanser hücrelerini etkilediği görüldü. Hsp 90 inhibitörü 17AAG de 

selektif olarak kanser hücrelerini inhibe ediyordu [116]. 

Ġlginç bir Ģekilde bu antikanser ilaçlar normal hücreleri koruyucu özellik gösteriyordu 

[117]. 

Isı Ģok protein 90‟ı hedef alan inhibitör ilaçlar, onkogenler ve kanserden üretilen 

mutant proteinlerin gen ifadesinin artmasına neden olurlar. Bu inhibitörler kanserin özgün 

proteinlerini hedef almaları ve kanserin otonom büyümesini inhibe etmesi dolayısı ile kanser 

tedavisinde ümit verici gözükmektedirler [118-120]. 

Bu ilaçlara karĢı muhtemel yan etki dirençli vakaların ortaya çıkması ile meydana gelir 

[121]. 
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ġekil 2.8. Isı Ģok proteinlerinin kanser tedavisindeki rolü [95] 

Kanserde Hsp‟lerinin artması, bunların biyolojik adjuvan özelliğinden dolayı kanser 

immunterapisinde kullanılmasına olanak sağlamıĢtır [122]. 

Örneğin Hsp70 ve 110 tümör antijenleri ile iliĢkili olup, kolayca ekstrakte edilerek 

otolog aĢı olarak kullanılabilir [123, 124]. 

Hsp‟leri kanser hücrelerinde nekrotik mekanizmalar aracılığı ile yıkıma uğratılırken 

uzak bölgedeki hücreler, primer hücreden salınan Hsp‟lerinin artmasına bağlı olarak spesifik 

immun yanıt tarafından yıkıma uğratılırlar [125]. 

2.7. OCTREOTĠDE 

Farmakolojik olarak doğal somatostatin taklit eden bir oktapeptid olup kimyacı 

Wilfried Bauer tarafından 1979 yılında ilk kez sentezlenmiĢtir. 

Octreotide, bir sandostatin analoğu olup, tüm büyüme faktörlerini inhibe etmektedir. 

Yapılan çalıĢmalarda akut pankreatit, karsinoid tümör, VIPoma, Zollinger-Ellison sendromu,  

glukagonoma, AIDS‟e bağlı diyare ve akromegali tedavisinde baĢarılı bir Ģekilde 

kullanılmaktadır [126-132]. 
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Octreotide‟nin son zamanlarda bazı klinik çalıĢmalarda ve çeĢitli deneysel modellerde 

antioksidan özellikleri de bildirilmiĢtir [133-135]. 

 

ġekil 2.9. Octreotidenin kimyasal yapı gösterimi [136] 
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3. ANTĠOKSĠDANLAR 

3.1. Antioksidan Savunma Sistemleri 

Serbest radikaller, organizmada normal metabolik yolların iĢleyiĢleri sırasında sürekli 

oluĢan ve endojen antioksidanlar adı verilen moleküller tarafından etkisizleĢtirilen 

maddelerdir. Oksidan moleküller belirli düzeyde kaldıkları sürece, organizmanın yabancı 

maddelere ve infeksiyon ajanlarına karĢı önemli savunma molekülleridir. Ancak belirli 

düzeyin üzerinde oluĢtuklarında veya antioksidan sistemin yetersizliğinde serbest radikal 

molekülleri, organizmanın yapı elemanları olan protein, lipit, karbonhidrat, nükleik asitler ve 

enzimleri bozarak zararlı etkilere yol açarlar [137]. 

Hücrede oluĢan serbest radikallerin detoksifikasyonu özellikle daha çok enzimatik 

mekanizmalarla gerçekleĢir. Antioksidan savunmanın önemli bir kısmını O2
· 

radikalini ve 

H2O2 temizleyen özel enzimler oluĢturur.  Bunlar radikal süpürücü olarak adlandırılan SOD, 

CAT ve glutatyon peroksidaz enzimleridir [138]. 

3.1.1. Antioksidan etki tipleri 

Antioksidanların ilk belirlenen etkileri, zar yapısında bulunan lipitlerin peroksidasyona 

karĢı korunması olmuĢtur. Bunun sonucunda antioksidanlar baĢta lipit peroksidasyonunu 

engelleyen moleküller olarak tanımlanmıĢlardır. Günümüzde ise antioksidanların tanımı 

lipitlerin yanı sıra proteinler, nükleik asitler ve karbonhidratlar gibi diğer hedef molekülleri 

koruyucu etkilerini de içerecek Ģekilde geniĢletilmiĢtir [74, 139]. 

Antioksidanlar dört ayrı Ģekilde etki ederler:  

1) Toplayıcı etki: Reaktif oksijen radikallerini etkileyerek onları tutma veya daha zayıf 

yeni moleküle çevirme Ģeklindedir. Antioksidan enzimler bu tip etki gösterirler. 

2) Bastırıcı etki: Reaktif oksijen radikalleriyle etkileĢip onlara bir hidrojen aktararak 

aktivitelerini azaltma veya inaktif Ģekle dönüĢtürme Ģeklindedir. Vitaminler, flavanoidler bu 

tarz bir etkiye sahiptirler. 

3) Zincir kırıcı etki: Reaktif oksijen radikallerini bağlayarak zincirlerini kırıp 

fonksiyonlarını engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kırıcı etki 

gösterirler.  

4) Onarıcı etki: Serbest radikallerin oluĢturdukları hasarın onarılması Ģeklindedir.  
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3.1.1.1.Doğal Antioksidanlar (Endojen) 

Antioksidanlar, endojen kaynaklı veya eksojen kaynaklı olabilirler. Eksojen 

antioksidanlar, vitaminler, ilaçlar ve gıda antioksidanları olmak üzere sınıflandırılabilirler. 

Endojen antioksidanlar ise enzim ve enzim olmayanlar olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar. 

Enzim olan endojen antioksidanlar Ģunlardır [72, 81, 140] 

 

1) Süperoksit dismutaz (SOD),  

2) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),  

3) Glutatyon S-Transferazlar (GST),  

4) Katalaz (CAT),  

5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi,  

6) Hidroperoksidaz.  

Enzim olmayan endojen antioksidanlar Ģunlardır [72, 81, 140] 

1) Melatonin  

2) Seruloplazmin 

3) Transferin 

4) Miyoglobin 

5) Hemoglobin 

6) Ferritin 

7) Bilirubin 

8) Glutatyon 

9) Sistein  

10) Metiyonin 

11) Ürat 

12) Laktoferrin 

13) Albümin  

3.1.1.2. Eksojen Antioksidanlar 

Ġlaç olarak kullanılan eksojen antioksidanlar Ģunlardır [72, 81, 140] 

1) Ksantin oksidaz inhibitörleri (allopürinol, oksipürinol, pterin aldehit, tungsten) 
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2) NADPH oksidaz inhibitörleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal 

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaçlar, diphenyline iodonium) 

3) Rekombinant süperoksit dismutaz 

4) Endojen antioksidan aktiviteyi artıranlar (GSH-Px aktivitesini artıran ebselen ve 

asetilsistein) 

5) Trolox-C (vitamin E analoğu) 

6) Demir redoks döngüsü inhibitörleri (desferroksamin) 

7) Nonenzimatik serbest radikal toplayıcılar (mannitol, albümin) 

8) Nötrofil adezyon inhibitörleri 

9) Sitokinler (TNF ve IL-1) 

10) Demir Ģelatörleri 

11) Barbitüratlar 

3.1.2. Enzimatik Antioksidanlar 

3.1.2.1 Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Süperoksit dismutaz, Oksijeni metabolize eden bütün hücrelerde bulunur, süperoksidin 

H2O2 dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir. SOD süperoksit serbest radikalinin 

hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüĢümünü aĢağıdaki reaksiyonla katalizleyen 

antioksidan enzimdir [141, 142]. 

2O2˙
- 
+ 2H

+
  → H2O2 + O2 

Serbest radikallere karĢı organizmada ilk savunma SOD enzimi ile gerçekleĢir. SOD, 

O2˙radikalini metabolize eder ve daha zararlı olan hidroksil radikalinin oluĢumunu engeller. 

O2˙radikalini H2O2‟ye ve moleküler O2‟ye dönüĢtürür. Tepkime ürünü olan H2O2 

tarafından inhibisyona uğrar [143]. 

SOD enzimi metalloprotein yapısındadır. Hücrelerde farklı Ģekillerde bulunmaktadır. 

Bunlar: 

SOD-1:Cu-Zn SOD, stoplazmada bulunur. 

SOD-2:Mn-SOD,  mitokondride bulunur. 

SOD-3 :Fe-SOD,  Bazı bakterilerde rastlanmıĢtır. 

SOD-4 : Ni-SOD, Bazı bakteri türlerinde bulunur. 



 

27 

 

Ġnsanlarda ise SOD enzimi: Sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD; plazma, 

lenf ve sinovyal sıvılarda bulunan ekstrasellüler SOD olmak üzere 3 formda bulunur [141]. 

SOD, O2˙molekülleri ile spontan olarak dismutasyona uğrayabilir. Sulu ortamda 

kendiliğinden ve hızlı bir Ģekilde dismutasyona uğrayarak O2 ve H2O2 oluĢturur.  SOD varlığı 

dismutasyon hızını 10
4
 kat artırır.  Böylece O2˙radikalinin potansiyel substratla reaksiyona 

girmesi ve OH˙ gibi daha toksik ürünlerin oluĢması SOD tarafından önlenmiĢ olur. 

Organizmada oksidatif stresin ve dokuda pO2'nin arttığı durumlarda SOD enzim aktivitesi 

artmaktadır. 

Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu veya Haber-Weiss reaksiyonları ile çok daha 

reaktif olan OH˙ radikali oluĢturabilir. OluĢan H2O2'e karĢı ikinci savunma CAT ve GPx 

enzimleriyle sağlanır [137]. 

3.1.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Glutatyon sistemi, oksidatif hasarın azaltılmasında rol oynayan, serbest radikallerin 

hücre içinde detoksifikasyonuna neden olan ve lipit peroksidasyonunu önleyen en önemli 

endojen mekanizmalardandır. Ġntrasellüler glutatyon olarak bulunan en güçlü thiol bileĢiğidir. 

GPx enzimi, glutatyondan ayırarak H2O2‟yi suya dönüĢtürür, selenyuma bağlı sitoplazmik bir 

enzimdir, H2O2'yi detoksifiye ederek su ve okside glutatyona dönüĢtürür [144]. 

 

H2O2 + 2GSH → GSSG + 2H2O 

 

Glutatyon peroksidaz' ın antioksidan aktivitesini göstermesi, hücre içinde yeterli 

konsantrasyonda glutatyon redüktaz, GSH ve nikotinamid adenindinükleotid bulunmasına 

bağlıdır [144]. 

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu içerir, tetramerik 

yapıdadır. Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. 

Ayrıca Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adı verilen bir enzim 

monomerik yapıdadır ve esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.  

 

ROOH + 2GSH → GSSG + ROH + H2O 
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Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz membrana bağlı en önemli antioksidan 

olan vitamin E yetersiz olduğunda membranı peroksidasyona karĢı korur. GSH-Px'ın fagositik 

hücrelerde de önemli fonksiyonları vardır. Diğer antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum 

patlaması sırasında serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hücrelerin zarar 

görmesini önler [72]. 

3.1.2.3. Katalaz (CAT) 

Katalaz 60 kDa ağırlığında 4 tane aynı yapıda (tetramerik yapıda) hem grubu bulunan 

bir hemoproteindir. Görevi hidrojen peroksidi oksijen ve suya parçalamaktır. Peroksidaz 

aktivitesine sahip oluĢuna ek olarak, katalaz enzimi bir molekül hidrojen peroksidi elektron 

verici bir substrat olarak, diğerini ise oksidan veya elektron alıcısı olarak kullanabilir [72, 

145]. 

                 CAT 

2H2O2  →→ 2H2O + O2 

 

Katalaz enzimi peroksizomlarda yerleĢmiĢ olup kan, kemik iliği, mukoz membranlar, 

karaciğer ve böbrekte yüksek miktarlarda bulunmaktadır. Katalaz önemli bir aktivite olarak 

düĢük hızlarda hidrojen peroksidin oluĢtuğu durumlarda ya da ortamda yüksek miktarda 

elektron alıcısı bulunduğunda peroksidatif tepkime ile hidrojen peroksidi suya dönüĢtürür. 

 

H2O2+AH2  → 2H2O + A 

 

Hidrojen peroksit oluĢum hızının yüksek olduğu durumlarda ise aĢağıdaki katalitik 

tepkimeyle H2O2 yi suya dönüĢtürerek ortamdan uzaklaĢtırmıĢ olur [142]. 

 

H2O2+H2O2  → 2H2O + O2 
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

4.1. GEREÇ 

4.1.1. Deney Grupları 

Bu çalıĢma KahramanmaraĢ Sütçü Ġmam Üniversitesi Tıp Fakültesi etik kurulu onayı 

alınarak Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı tarafından, KSÜ Tıp Fakültesi Deneysel AraĢtırma 

Laboratuarında gerçekleĢtirildi. Deneylerde kullanılan toplam 64 adet diĢi Sprague-dawley 

cinsi sıçan KSÜ Tıp Fakültesi Deney hayvanları barınağından alındı. Sıçanlar 200 ± 50 gram 

ağırlığında 4-5aylıktır. Sıçanlar 21 ± 1º C oda sıcaklığında 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık 

periyodunda tutularak standart rat yemi ve su verilerek beslendi. Bir hafta adaptasyon süresi 

beklendikten sonra baĢlangıç ağırlıkları kaydedilmiĢtir ve deneye baĢlanmıĢtır. Deney 

sonunda tekrar ağırlıkları kaydedilmiĢ ve sıçanlar sakrifiye edilerek karaciğer dokuları 

alınmıĢtır.   

4.1.2. Kullanılan Kimyasallar    

-2-AAF (Sigma ) 

- Octreotide (Sigma ) 

- DMSO (Sigma) 

- DEN (Sigma) 

-% 30  H202 (Merck) 

- HCl (merck) 

-Formaldehit (HCHO-Merck) 

-Metanol (CH4O) 

- Na2CO3 (Sigma) 

- NaOH (Sigma) 

-  Na-K Tartarat (Sigma)           

- Folin Cioacalteu (Sigma) 

- Sodyum Dodesil Sülfat (SDS-Sigma) 

- %20‟lik   Asetik Asit (Merck) 

- Tiyobarbitürik Asit (Sigma) 

- Bütanol (Sigma) 
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- Piridin (Sigma) 

- Tris-Baz  (Sigma)                       

- Tris-HCI (Sigma)                        

- Na2 EDTA (Merck)                      

- Ksantin (Sigma) 

- CAPS (Sigma) 

-CuSO4  (Sigma ) 

4.1.3. Kullanılan Cihaz ve Malzemeler 

-Cam Kalemi 

-Enjektör  

-Fotoğraf makinesi (Canon) 

-Hassas Terazi (Shimadzu) 

-Hayvan Kafesi 

-Homojenizatör düzeneği (Art Miccra D-8) 

-Kronometre  (Clıp) 

-Lam  

-Lamel 

-Manyetik KarıĢtırıcı (IKA labortechnik) 

-Mezür (25ml,50 ml,100 ml,250 ml,500 ml) 

-Mikroskop 

-Operasyon Takımı 

-Otomatik pipet (Gilson) 

-Pastör pipeti (Ġsolab) 

-Pipet uçları (1000 ve 100) 

-Soğutmalı santrifüj (Eppendorf) 

-Spektrofotometre(Shimadzu UV-1601) 

-Su Banyosu (Memmert) 

-Vorteks (Velp) 

-Buzdolabı (Arçelik) 

-Buz Makinesi ( BF85-A UK) 

-Distile Su (Millipore ) 

-pH metre (Mettler Toledo) 

- Mikro Elisa (Chemwell 2910) 
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4.2. YÖNTEM 

4.2.1. Doz ve deney grupları 

Çizelge 4.1. Doz ve deney grupları 

 Gruplar N Birinci doz ve rutin uygulamalar Ġkinci uygulamalar 

Grup 1:Kontrol 8  

Su + Yem 

- 

Grup 2 :  Zeytinyağı 8 Su + Yem Deney sonuna kadar haftada  3 

kez 0,1 ml/kg gavaj uygulandı. 

 

Grup 3: DMSO 8 Su + Yem Deney sonuna kadar haftada  3 

kez 0,1 ml/kg i.p uygulandı. 

 

Grup 4 :  OCT 8 0,1 ml DMSO da çözünmüĢ 300 

μg/kg OCT i.p olarak 1 kez 

uygulandı. 

 

Grup 5 :  DEN 8 DEN, 175 mg/kg i.p 0,1 ml DMSO‟da 

çözündürülerek 1 kez uygulandı. 

Su + Yem 

 

Grup 6 : 2-AAF 8 Su + Yem Deneyin baĢlamasından sonra 7. 

8. ve 9.günde 20 mg 2-AAF /kg 

oranında DMSO‟da 

çözündürülerek 0.1 ml z.yağ 

içinde gavajla verildi 

Grup 7: DEN+AAF 8 DEN, 175 mg/kg i.p 0,1 ml DMSO‟da 

çözündürülerek 1 kez uygulandı. 

Su + Yem 

Deneyin baĢlamasından sonra 7. 

8. ve 9.günde 20 mg 2-AAF /kg 

oranında DMSO‟da 

çözündürülerek 0.1 ml z.yağ 

içinde gavajla verildi 

Grup8:DEN+AAF+OCT 8 DEN, 175 mg/kg i.p 0,1 ml DMSO‟da 

çözündürülerek 1 kez uygulandı. 

Su + Yem 

Deneyin baĢlamasından sonra 7. 

8. ve 9.günde 20 mg/kg 2-AAF 

oranında DMSO‟da 

çözündürülerek 0.1 ml z.yağ 

içinde gavajla verildi. 0,1 ml 

DMSO da çözünmüĢ  300 μg 

OCT DMSO da çözündürülerek 

16.23.ve 30.günde i.p olarak 

verildi 
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ġekil 4.1. Kontrol grubunun makroskobik görünümü 

                               

ġekil 4.2.  5.Grup (DEN) makroskobik görünümü 
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ġekil 4.3. 7.grup (DEN+ 2-AAF ) makroskobik görünümü 

4.3. Karaciğer doku örneklerinin alınması ve hazırlanması 

Alınan karaciğer dokularının bir kısmı Histopatolojik inceleme için % 0.9 NaCl ile 

yıkanan karaciğer örnekleri % 10‟luk tamponlanmıĢ formalin çözeltisinde 3 gün süre ile fikse 

edildi, rutin doku takibinden geçirilen materyallerden hazırlanan parafin bloklardan elde 

edilen 5 μ kalınlığındaki kesitler hematoksilen eosin (H&E) boyası ile boyandı ve ıĢık 

mikroskobunda incelendi. 

Biyokimyasal parametreler için ayrılan karaciğer dokuları -20 ºC homojenize edilecek 

güne kadar muhafaza edildi. Homojenize edileceği gün  erimeye bırakıldı.Daha sonra eriyen 

ve çalıĢmaya hazır olan doku örnekleri soğuklukları muhafaza edilerek teker teker tartıldı ve 

cam tüplere konuldu. Dokuların homojenize iĢlemine geçmeden önce dokulara 0,5 gr 10 

hacim (hacim/ağırlık) %1,15 M KCI çözünme sağlamak amacıyla eklendi. Dokular 16.000 

devir/dakika hızda 3 dk boyunca homojenize edildi. Enzim aktive kaybını önlemek amacıyla 

örnekler buz dolu küvete yerleĢtirildi. Daha sonra homojenatlar 4.000x rpm‟de +4 ºC „de 60 

dakika soğuk santrifüj edilerek süpernatantlar alındı ve ependorf tüplere ayrıldı bu ayrılan 

süpernatantlardan protein ve  MDA, NO düzeyleri ile SOD, CAT ve GSH-Px  enzim aktive 

ölçümleri yapıldı. 

Bununla beraber 8-OH dG ve Hsp 70 için çalıĢılan doku örnekleri homojenize 

iĢlemine geçmeden önce dokulara 0,5 gr 10 hacim (hacim/ağırlık) (0,1 N pH= 7.2-7,4 ) fosfat 
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tamponuyla  çözünme sağlamak amacıyla eklendi. Dokular 16.000 devir/dakika hızda 3 dk 

boyunca homojenize edildi. Daha sonra homojenatlar 4.000x rpm‟de +4 ºC „de 60 dakika 

soğuk santrifüj edilerek süpernatantlar alındı ve ependorf tüplere ayrıldı bu ayrılan 

süpernatantlardan 8-OH dG ve Hsp 70 düzeyleri tayin edildi. 

4.4. Karaciğer Dokusunda Protein Düzeyinin Tayini 

Bu metot proteinlerin içerdiği trozin ve triptofan rezidülerinin fosfotungustik –

fosfomolibdik asit ile verdiği renk reaksiyonunun spektrofotometrik yöntemle 750 nm‟deki 

absorbans ölçümüne dayanır. 

4.5.1. Ayıraçlar 

1. A çözeltisi:  

         %2 Na2CO3                      2 g hazırlanır  

         0,1 N NaOH ile 100 ml‟ye tamamlanır.  

2.  B Çözeltisi: B1 ve B2 çözeltilerinden oluĢur. 

          a) B1 Çözeltisi:  

          % 1 CuSO4.5H2O        1g  hazırlanır 

          Saf suyla 100 ml‟ye tamamlanır. 

          b) B2 Çözeltisi: 

          %2 Na-K tartarat          2g hazırlanır 

          Saf suyla 100 ml‟ye tamamlanır. 

3.  C Çözeltisi(Günlük hazırlanır) 

           50 ml A + 1 ml B (0,5 ml B1+0,5 ml B2) karıĢtırılır.   

4.  D Çözeltisi (Günlük hazırlanır)     

           Folin Cioacalteu 1: 1,5 (v/v) oranında saf su ile sulandırılır .     

4.5.2. Standart Eğrinin çizimi 

Stok standart için 0,3 g/dl bovin albumin hazırlanır. Hazırlanan stok standarttan 5 ml 

alınıp 100 ml „ye serum fizyolojik ile tamamlandığında 150 μg/ml konsatrasyon elde edilir. 

Bundan seri sulandırma ile 150, 120, 90, 60, 30 μg/ml‟ lik konsatrasyonlar elde edilerek 750 

nm‟de verdikleri absorbanslar kaydedilir. Bu verilere göre konsantrasyon-absorbans eğrisi 

çizilir ve her numune ölçümünde standart eğri tekrarlanır (Ģekil 19)  
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Çizelge 4.2. Protein standart eğri çizimi için tüplerin hazırlanıĢı 

Tüp no  

Konsantrasyon (μg/ml) 

Kör 

  0 

   1  

  30 

   2 

  60 

   3 

  90 

   4 

  120 

   5 

 150 

Standart bovin albumin (ml) - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

Serum fizyolojik (ml) 0.3 - - - - - 

C Çözeltisi (ml) 3 3 3 3 3 3 

15 dakika oda ısısında bekletilir 

D Çözeltisi (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

 

Oda ısısında 30 dakika bekletilir ve 750 nm‟de köre karĢı okunur. 

 

 

 

 

 

 

                

        

  

    

ġekil 4.4. Protein standart eğrisi 

Doku Örnek ÇalıĢması 

Karaciğer dokularından hazırlanan süpernatantta protein tayinini yapmak için, 

süpernatant 1: 50 oranında serum fizyolojik ile sulandırılır ve protein tayini yapılır. Bunun 

için üç tüp alınır ve çözeltiler aĢağıdaki Ģekilde tüplere konulur. 
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Çizelge 4.3. Doku örneğinde protein tayini için tüplerin hazırlanıĢı 

 Kör (ml) Standart (ml) Örnek (ml) 

Serum fizyolojik 0.3 - - 

Standart - 0.3 - 

Süpernatant - - 0.3 

C Çözeltisi 3 3 3 

15 dakika oda ısısında bekletilir 

D Çözeltisi 0.3 0.3 0.3 

                

Oda ısısında 30 dakika bekletilir ve 750 nm‟de köre karĢı okunur. 

Hesaplanması 

Doku örneğinin absorbansı standartın absorbansı ile karĢılaĢtırılarak veya doğrudan 

standart eğrisinden değerlendirilir ve dilüsyon katsayısı ile çarpılarak sonuç verilir. 

4.6. Karaciğer Dokusunda MDA Düzeyinin Tayini 

Aerobik Ģartlarda pH 3.40„de tiyobarbitürik asit (TBA) ile örneğin 90-95 Cº‟de 

inkübasyonu sonucu oluĢan lipit peroksidasyonunun sekonder ürünü olan MDA‟nın TBA ile 

pembe renkli kompleks oluĢturma esasına dayanır. OluĢan bu renk Ģiddeti ortamdaki MDA 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. 532 nm‟de spektrofotometrik olarak değerlendirilir . 

4.6.1.Ayıraçlar 

1. SDS %8,1‟lik  

Sodyum Dodesil Sülfat(SDS) 

2. Asetik Asit %20‟lik (pH 3,5)  

3. Tiyobarbitürik Asit(TBA) %0.8 lik 

4. N-Butanol/Piridin Çözeltisi (14/1)(v/v) 

5. Stok Standart  

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yoğunluk =0.99 g/ml) 
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4.6.2.Standart Eğri Çizimi 

Standart eğri çizimi yapılırken stok sandarttan 6,6 µl alınıp 100 ml‟ye saf su ile 

tamamlanarak günlük standart hazırlanır. Daha sonra 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml 

konsantrasyonunda çalıĢma standartları hazırlanır. Ayraçlar tüplere aĢağıda belirtildiği Ģekilde 

ilave edilirler. 

Çizelge 4.4. MDA standart eğri çizimi için tüplerin hazırlanıĢı 

Tüp No. 

Konsantrasyon(nmol/ml) 

0 0 1 

100 

2 

80 

3 

60 

4 

40 

5 

20 

6 

10 

Standart(ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

SDS (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

Asetik Asit (ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

TBA(ml) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

Saf  su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 

  Vorteksle karıĢtırılır.60 dk 90 Cº‟de inkübe edildikten sonra musluk suyu altında soğutulur. 

Saf su(ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

N-Butanol/Piridin 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

  Vorteksle karıĢtırılır.4000 rpm „de 10 dakika santrifüj edilir. 

 

Tüpler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karıĢtırılır. Daha sonra 4000 rpm‟de 

10 dakika santrifüj edilir, üstteki organik kısım (üst faz) alınarak 532 nm‟de absorbans 

fotometrik olarak okunur ve standart eğri grafiği çizilir (ġekil 4.5) 
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                                                     Konsantrasyon(nmol/mL   

ġekil 4.5. MDA (Malondialdehit) standart eğrisi grafiği 

Dokuda MDA düzeyinin tayini için örnek çalıĢması yapılırken de yukarıdaki tabloda 

verildiği gibi tüpler belirli hacimde hazırlanır, doku örneği alınır ve MDA tayini yapılır. 

Ayrıntılı bilgi Çizelge 6‟da gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.5. Doku örneğinde MDA düzeyinin tayini için tüplerin hazırlanıĢı 

 Örnek Standart  Kör 

Homojenat(Örnek) 0.1 ml - - 

Standart - 0.1 ml - 

%8.1 SDS 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 

%20 Asetik Asit  1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 

%0.8 TBA (sulu) 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml 

Saf su (ml) 0.7 ml 0.7 ml 0.8 ml 

Vorteksle karıĢtırılır.60 dk 90 Cº‟de inkübe edildikten sonra musluk suyu altında soğutulur. 

Saf su (ml) 1 ml 1 ml 1 ml 

N-Butanol/Piridin 

(v:v 15/1 oranında) 

5 ml 5 ml 5 ml 

 

O
p

ti
k

 D
a

n
si
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 (

5
3
2

n
m

) 
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Tüpler n-Butanol /Piridin ilavesinden sonra iyice karıĢtırılır. Daha sonra 4000 rpm‟de 

10 dakika santrifüj edilir, üstteki organik kısım(üst faz) alınarak 532 nm‟de absorbans 

fotometrik olarak okunur. Sonuç standart eğrisinden değerlendirilir. 

4.6.3. Hesaplanması 

nmol/ml olarak ölçülen MDA düzeyi nmol/mg protein olarak verilmiĢtir. 

MDA Düzeyi (nmol/mg protein)-MDA Değeri (nmol/ml)/Protein (mg/ml)  

4.7. Karaciğer Dokusunda SOD Aktivite Tayini 

Süperoksit dismutaz, oksidatif enerji üretimi sırasında oluĢan toksik süperoksit 

radikallerinin hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dismutasyonunu hızlandırır. Bu 

yöntem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanılarak oluĢturulan süperoksit radikallerinin, 2-[4-

iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet: 

INT) ile meydana getirdiği kırmızı renkli formazan boyasının 505 nm dalga boyunda verdiği 

optik dansitenin (OD) okunması esasına dayanmaktadır. Örnekte bulunan SOD, süperoksit 

radikallerini ortamdan uzaklaĢtırarak 2 numaralı formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonuçta 

oluĢan kırmızı rengin OD‟si SOD yokluğunda oluĢan renge göre azalır, buaradaki farkın 

belirlenmesiyle de SOD aktivitesi ölçülür [146]. 

4.7.1. Ayıraçlar 

1. CAPS Tamponu(3-sikloheksilamino)-1-propan sülfonik asit) (pH: 10.2) 

        50.00 mM CAPS                     1.1065 gr 

         0.94 mM  EDTA                     0,035 gr 

         DoymuĢ NaOH                       11.1 µl 

         Saf su ile 100 ml „ye tamamlanır. 

2. Substrat KarıĢımı 

          0.05 mM Ksantin                    0,00076 gr 

          INT                                       0,00060 gr 

          Bu karıĢım CAPS tamponuyla 100 ml‟ye tamamlanır. 

3. 80 Ü/L Ksantin oksidaz 

          50 Ü Ksantin oksidaz             3.04 µl 

          Saf su ile 1 ml‟ye tamamlanır. 
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4. 0.01 M Fosfat tamponu (pH:7 ayarlanır) 

          Na2PO4                                    54.91 mg 

          NaH2PO4                                 3.58 mg 

Saf su ile 100 ml „ye tamamlanır. 

5. Standart (S6): 5,6 Ü/ml SOD içeren Ransod kitinin standardıdır. 

4.7.2. Standart Eğri Çizimi 

Liyofilize (hızlı dondurulmuĢ, mikroorganizma içermeyen, steril) olarak hazırlanmıĢ 

SOD standardı 10 ml bidistile su ile sulandırılır. Standart eğri çiziminde kullanılacak olan 

diğer SOD deriĢimleri fosfat tamponuyla Çizelge 4.6‟deki gibi hazırlanır. 2-8 ºC „de 

saklandığında 2 hafta süreyle dayanıklıdır. 

Çizelge 4.6. SOD standart eğri çizimi için tüplerin hazırlanıĢı 

Kullanılacak 

Standartlar 

Standart Solüsyonun 

Hacmi 

M Fosfat 

 Tamponunun Hacmi 

SOD deriĢimi 

(Ü/ml) 

S5 6 ml S6 5 ml 2.8 

S4 5 ml S5 5 ml 1.4 

S3 5 ml S4 5 ml 0.7 

S2 3 ml S3 5 ml 0.23 

S1: Kör (fosfat tamponu)   

Yöntem de; süperoksit dismutaz aktive tayini yapılırken, böbrek doku hücrelerinden 

hazırlanan süpernatantlar %30 ile %60 arasında % inhibisyon aralığı olacak Ģekilde 0.01 M 

fosfat tamponu ile 1:65 (640 mikrolitre tampon,10 mikrolitre örnek) oranında sulandırılır ve 

aktivite tayini yapılır. 
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Çizelge 4.7. Doku örneğinde SOD standart eğri çizimi için kuvars küvetlerin hazırlanıĢı 

 Kör (µl) Standart(µl) 

Standart - 25 

0.01 M Fosfat Tamponu 25 - 

Substrat KarıĢımı 850 850 

Küvetler iyice karıĢtırılır. 

Ksantin oksidaz 125 125 

 

Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karıĢtırılır 30 saniye sonra çalıĢma körünün 

ve standardın 37 ºC‟de, 505 nm dalga boyunda havaya karĢı baĢlangıç absorbansları (A1) 

okunur. Aynı anda kronometre çalıĢtırılarak 3 dakika sonra son absorbansları (A2) tekrar 

okunur. 

4.7.3. Hesaplama 

ÇalıĢma körü SOD içermediği için inhibisyona uğramamıĢ reaksiyon olarak kabul 

edilir ve değeri %100 olarak alınır. Tüm standartlar için % inhibisyon değeri bunlara ait 

çalıĢma körüyle oranlanarak hesaplama yapılır. 

 

ΔA/dak. standart = A2-A1 / 3 dakika 

% inhibisyon standart = 100 -   ΔA/dak. standart x 100 

                                                   Δ A çalıĢma körü       

Hesaplama yapıldıktan sonra x yatay eksenine SOD deriĢimlerinin (Ü/ml) logoritmik 

dönüĢüm değerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait % inhibisyon değeri yazılarak standart 

eğri elde edilir. 
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ġekil 4.6.  SOD standart eğrisi 

Örnek ÇalıĢması 

Çizelge 4.8. Doku örneğinde SOD aktivite tayini için kuvars tüplerin hazırlanıĢı 

 Kör (µl) Standart(µl) 

Standart - 25 

0.01 M Fosfat Tamponu 25 - 

Substrat KarıĢımı 850 850 

Küvetler iyice karıĢtırılır. 

Ksantin oksidaz  125 125 

 

Tüpler tekrar karıĢtırıldıktan 30 saniye sonra 37ºC‟de, 505 nm dalga boyunda havaya 

karĢı baĢlangıç absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur. 

Hesaplama: 

ΔA/dak. standart =A2-A1 / 3 dakika 

% inhibisyon standart = 100- ΔA/dak. standart x 100 

                                                    Δ A çalıĢma körü       

Örneğe ait hesaplanan yüzde inhibisyon değerine karĢılık gelen SOD değeri standart 

eğri kullanılarak bulunur. Ü/ml biriminden ölçülen SOD aktivitesi Ü/mg protein birimi olarak 

verilmiĢtir. 
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SOD spesifik aktivitesi(Ü/mg protein) = SOD aktivitesi (Ü/ml) 

                                                                           Protein (mg/ml) 

4.8. Karaciğer Dokusunda GSH-Px Aktivite Tayini  

Glutatyon peroksidaz aktivitesi süpernatantta Beutler yöntemiyle saptanmıĢtır.  

AĢağıda verilen reaktifler tabloda (Çizelge 4.9) gösterilen oranlarda tüplere konulur ve tüpler 

37ºC „de 10 dakika inkibasyona bırakılır [147]. 

Kullanılan Reaktifler  

1. 1M Tris-HCI (8.8 gr), 5 mM EDTA Tamponu                     (0.1861gr) (pH:8) 

2. 0.1 M GSH (Glutatyon)                                                    1,537 gr tartılır  distile 

suyla 50 ml‟ye tamamlanır. 

3. 10 Ü/ml GR (glutatyon redüktaz) (günlük hazırlanır)          50µl -1ml distile suda 

4. 2mM NADPH (Nikotinamid adenin dinükleotit fosfat)         0.1666 gr 100 ml‟ye 

tamamlanır. 

5. 7mM t-butil hidroperoksit (günlük hazırlanır) 

Çizelge 4.9. Doku örneğinde  GSH-Px tayini için deney tüplerinin hazırlanıĢı 

Reaktifler Örnek(ml) 

1M Tris-EDTA 0,1      (100 µl) 

Glutatyon  0,02    (20 µl) 

Glutatyon redüktaz 0,1 

NADPH 0,1 

Örnek (homojenat veya hemolizat) 0,01    (10 µl) 

Distile su 0,66    (660 µl) 

37ºC‟ de 10 dakika inkübasyon yapılır. 

t-bütilhidroperoksit 0,01 

Kinetik olarak 340 nm„de 2,5 dakika, optik dansite‟deki azalıĢ kaydedilir. 

 

Ġnkübasyon sonrası örnekler 1cm kuvars küvete konur üzerine 10 µl 7 mM t-

bütilhidroperoksit konulduktan sonra okuma baĢlatılır. Bu tepkime, 37 ºC‟de enzim tarafından 
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oksitlenen 1 µmol NADPH‟ ın 340 nm dalga boyunda ıĢık yolu 1 cm olan kuvars küvetlerde 

optik dansitedeki azalıĢı kinetik olarak 2,5 dakika süreyle okunur [147]. 

 

     Hesaplama 

     GSH-Px Aktivitesi (Ü/ml) = ΔOD x VT (1.0 ml) 

                                                    6.22x VH (0,01 ml) 

 

ΔOD : Dakikadaki optik dansite değiĢimi (O.D farkı) 

VH : Örnek hacmi 

VT : Toplam hacmi 

6,22 : 2mM NADPH yıkım hızının verdiği OD değeridir. 

 

Ü/ml biriminden ölçülen GSH-Px aktivitesi örnekte saptanan protein değerine 

bölünerek enzim spesifik aktivite sonucu Ü/mg protein biriminden verilir. 

      

GSH-Px Spesifik Aktivitesi (Ü/mg protein) =   GSH-Px Değeri (Ü/mg) 

                                                                                Protein (mg/ml) 

4.9. Karaciğer Dokusunda CAT  Aktivite  Tayini 

Katalaz, H2O2‟ nin yıkımını katalize eder. H2O2‟ nin CAT tarafından yıkım hızı, 

H2O2‟nin 230 nm‟de ıĢığı absorbe etmesinden yararlanılarak spektrofotometrik olarak 

ölçülebilir [147].  

       Ayıraçlar 

1M Tris-HCI, 5mM Na2 EDTA tamponu, pH 8.0 

      Tris-Baz                        5.358 gr 

      Tris-HCI                        8.787 gr 

      Na2 EDTA                     0.1461 gr 

     Saf su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

 

1 M Fosfat tamponu, pH 7.0 

         K2HPO4                      6.723 gr 



 

45 

 

          KH2PO4                      8.344 gr 

Saf su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

10 mM H2O2  %30‟ luk peroksitten 10 µl alınır ve 9.990 ml saf suyla tamamlanır. 

Etanol (%95‟lik) 

 Yöntem 

Katalaz aktivite tayini için, doku süpernatanı 1: 50 oranında saf su ile sulandırılır ve 1 

ml‟sine 20 µl saf etanol ilave edilir, karıĢtırılır ve aktivite tayini yapana kadar tüplerin ağzı 

kapalı bekletilir. Deneye baĢlamadan önce, günlük olarak hazırlanan 10 mM H2O2 

konsatrasyonunun doğru ayarlanıp ayarlanmadığı fosfat tamponu ile kontrol edilir. Bunun için 

fosfat tamponu 1: 10 oranında saf su ile sulandırılabilir. Ayarlanma yapılırken 1ml‟lik küvete 

900 µl saf su 100 µl fosfat tamponu koyulur karıĢtırılır ve bu karıĢımın 900 µl‟ 230 nm‟de 

fotometrik olarak okunur OD1 olarak kaydedilir. Daha sonra aynı küvete hazırladığımız 10 mM 

„lık peroksitten (H2O2) 100 µl koyulur ve tekrar okuma yapılır absorbans değeri OD2 olarak 

kaydedilir. OD2-OD1= 0.071 olmalıdır. Bu değer bulunduktan sonra hazırlanan peroksidin 

konsatrasyonu tam 10 mM‟dır denilir ve deneye aĢağıda gösterildiği gibi baĢlanır.  

Çizelge 4.10. Doku örneğinde CAT aktivite tayini için kuvars küvetlerinin hazırlanıĢı 

   Kör (µl)     Numune (µl) 

1M Tris-HCI, 5mM Na2 EDTA tamponu, pH 8.0 50 50 

10 mM H2O2  - 900 

Saf su 930 30 

                                      37 ºC‟de 10 dakika inkübe edilir. 

Örnek (sulandırılmıĢ) 20 20 

 

Tüpler 37 ºC‟de 10 dakika inkübe edildikten sonra daha önce 1:5 0 oranında dilüe 

ettiğimiz örnekten 20 µl alınarak tüplere ilave edilir ve 230 nm‟de 2,5 dakika kinetik okuma 

yapılır. Her numune teker teker çalıĢılarak kaydedilir [147]. 

       Hesaplama 

CAT Aktivitesi (Ü/ml) =   ΔOD x VT (1.0 ml) 

                                           0.071 x VH (0.02 ml) 
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ΔOD: Dakikadaki optik dansite değiĢimi 

VH: Örnek hacmi 

VT: Toplam hacim 

0.071: 10mM H2O2 yıkım hızının verdiği OD değeridir. 

 Ü/ml biriminden ölçülen CAT aktivitesi örnekte saptanan protein değerine bölünerek 

dokudaki enzim spesifik aktivite sonucu Ü/mg protein biriminden verilir. 

 

CAT Spesifik Aktivitesi (Ü/mg protein) =  CAT Değeri (Ü/ml) 

                                                                         Protein (mg/ml) 

4.10 Karaciğer Dokusunda NO Düzeyinin  Tayini 

Dokuda nitrit ve nitrat miktarı deproteinizasyondan sonra Griess reaksiyonu ile 

belirlenir. Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu modifiye kadmiyum redüksiyon metodu 

ile değerlendirilir. pH 9.7 glisin tamponunda bakır (Cu) kaplı kadmiyum granülleri 

deproteinize numune süpernatantı ile 90 dakikalık inkübasyon sonunda nitrat redüksiyonu 

sağlanır. Üretilen nitrit; sülfanilamid ve buna bağlı N-naphthylethylene diamin (NNDA) 

diazotizasyonuyla reaksiyon sonu oluĢan pembe rengin 545 nm dalga boyunda 

spektrofotometrede okunması ile belirlenir. Sonuçta elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk 

konsantrasyondan çıkarılarak nitrat miktarı belirlenir. 

 Kadmiyum granülleri (Cd)  

 pH 9.7 Glisin-NaOH tamponu  

 Sülfanilamid            

 N-Naphthylethylene diamine  

 5mmol/L CuSO4 (0,79 gr tartılır ,  deiyonize su ile 1lt‟ ye tamamlanır ) 

0,1 mol/L H2SO4  

Standart solüsyonu (0.1 mol/L NaNO2)  

10 mmol/L Na2B4O7 (2,01 gr tartılır , deiyonize su ile 1 lt‟ye tamamlanır.) 

75 mmol/L ZnSO4 (12,10 gr tartılır deiyonize su ile 1lt‟ye tamamlanır.) 

55 mmol/L NaOH (2,2 gr tartılır deiyonize su ile 1 lt‟ye tamamlanır)  

           



 

47 

 

Çizelge 4.11. Doku örneğinde NO tayini için tüplerin hazırlanıĢı 

 

 

Kör (ml)  Örnek (ml)  

Örnek  

 

  _ 500 μl  

ZnSO4 2ml  2 ml  

 Ġyice KarıĢtırılır  

NaOH  1.250 ml  1.250 ml  

 KarıĢtırılır. 3500xg‟de 10 

dakika santrifüj edilir. 

Süpernatan numune olarak 

kullanılır.  

 

Deiyonize su  2 ml  2 ml  

 Kadmiyumlar 2.5-3 gr olarak 

20 cc kapaklı plastik tüplere 

dağıtılır. Granüller deiyonize 

su ile yıkanır. 1-2 dakika 

CuSO4 solüsyonu içinde 

bekletilir ve solüsyon 

dökülür. Granüller glisin 

tamponu ile yıkanarak 

deneyde kullanılır. 90 dakika 

oda ısısında inkübe edilir. 

 

Deiyonize su  3 ml  2.5 ml  

sülfanilamid  1 ml  1 ml  

NNDA  1 ml  1 ml  

 1 saat oda ısısında inkübe 

edilir.  
 

 

 

Organik kısım alınıp, 545 nm‟de köre karĢı okunur. 
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ġekil 4.7. NO standart eğrisi çalıĢması 

Hesaplama: μmol/mg olarak ölçülen NO düzeyi μmol/mg protein olarak verilmiĢtir. 

NO Düzeyi (μmol/mg protein)-NO Değeri (μmol/mg)/Protein (mg/ml) 

4.11. 8-OH dG ÖLÇÜMÜ 

Awareness  Tecnology firmasına ait Chemwell marka 2910 model Eıa & Biochemistry  

cihazında 96 testlik  sunredbio marka Katalog  no ;201-11-0032  eliza kit  adapte edilerek 

çalıĢılmıĢtır. 

4.12. Hsp 70  

Awareness  Tecnology firmasına ait Chemwell marka 2910 model Eıa & Biochemistry  

cihazında 96 testlik  sunredbio marka Katalog  no ;201-11-0523  eliza kit  adapte edilerek 

çalıĢılmıĢtır. 

4.13. ĠSTATĠSTĠK 

Sonuçlar ortalama ± SD olarak verildi ve istatistik değerlendirmeler için gruplar 

arasındaki karĢılaĢtırmalarda Kruskal-Wallis testi, ikili karĢılaĢtırılmaların 

değerlendirilmesinde ise Mann-Whitney U testi kullanıldı, p <0.05 değerleri istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 
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5. BULGULAR 

ÇalıĢmaya her grupta 8 rat olmak üzere 64 diĢi Wistar- albino türü rat dahil edilmiĢtir.  

Grup 1 kontrol grubu olarak düzenlenmiĢtir. Grup 2 deki ratlara gavajla sadece 0,1 ml 

zeytinyağı verilmiĢtir. Grup 3 deki ratlara 0,1ml DMSO i.p verilmiĢtir. Grup 4 deki ratlara 

DMSO da çözünmüĢ 300 μg OCT i.p olarak verilmiĢtir.  Grup 5 teki ratlara DMSO da 

çözünmüĢ 175 mg/kg i.p olarak DEN verilmiĢtir. Grup 6 daki ratlara 7 gün su+yem 

verildikten sonra 8.9.10 günde DMSO da çözünmüĢ 20mg/kg oranında 0,1 ml  2-AAF gavajla 

zeytinyağı yardımıyla verilmiĢtir. Grup 7 deki ratlara deney baĢlangıcında DMSO da 

çözünmüĢ 175 mg/kg DEN i.p olarak verilmiĢtir. DEN uygulamasından 1 hafta sonra deneyin 

8.9.10 gününde DMSO da çözünmüĢ 20mg/kg  oranında 2-AAF zeytinyağı yardımıyla 0,1 ml 

gavajla verilmiĢtir.Grup 8 deki ratlara deney baĢlangıcında DMSO da çözünmüĢ 175mg/kg  

DEN i.p olarak verilmiĢ olup  DEN uygulanmasından bir hafta sonra 8.9.10 gününde DMSO 

da çözünmüĢ 20 mg/kg 2-AAF zeytinyağı yardımıyla 0,1 ml gavajla verilmiĢtir.Deneyin 

16.23.30 gününde DMSO da çözünmüĢ 300 μg /kg OCT verilmiĢtir.  

5.1.1 SıçanlarınVücut Ağırlıkları 

Çizelge 5.1.  Sıçanların vücut ağırlık ortalama ve sapma değerleri 

 

 N Deney öncesi  vücut  

ağırlık  

Ort ± SD (gr)      

 Deney sonrası vücut        

ağırlık  

Ort ± SD(gr) 

 

Grup 1 8 215,8 ± 11,6  221,5 ± 12,4 

Grup 2 8 221  ± 18,3  224,7 ± 19,11 

Grup 3 

 

8 238  ± 24,7  246,1 ± 26,9 

Grup 4 8 212  ± 17,7  218,0 ± 18,4 

 

Grup 5* 

 

8 248 ± 23,5  247,0 ± 25,4 

Grup 6 8 216 ± 20,3 

 

 217,0 ± 22,9 

Grup 7* 

 

8 197,8 ± 22,1  195,8 ± 22,1 

Grup 8 8 217,0 ± 20,6  218,2 ± 20,9 
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ġekil 5.1. Sıçanların deney öncesi ve  sonrası vücut ağırlıkları gösterimi 

*Deney sonunda  5. Ve 7. grubun  vücut ağırlıklarında azalıĢ saptandı. 

5.1.2. Deney sonrası sıçanların karaciğer ağırlık ortalaması 

Çizelge 5.2. Deney sonrası karaciğer ağırlık ortalama ve standart sapma değerleri 

 N       Deney sonrası 

karaciğer  ağırlık 

Ort ± SD(gr) 

Grup 1 

 

8  6,8 ± 0,4 

Grup 2 

 

8  6,7 ±0,9 

Grup 3 

 

8  6,8 ± 0,8 

Grup 4 8  6,2 ± 0,17 

 

Grup 5 

 

8  7,1 ± 0,7 

Grup 6 

 

8  6,75 ± 0,6 

Grup 7 

 

8  6,85 ± 0,7 

Grup 8 8  6,3 ± 0,7 
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5.1.3. Deney sonrası Sıçanların Hepato/ Somato indeksi istatiksel sonuçları 

Çizelge 5.3. Tüm gruplarda Hepato/ Somatik indeksi    

 N       Hepato/Somato        

indeksleri 

   Ort ± SD 

Grup 1 

 

8    0,030  ± 0,0032 

Grup 2 

 

8    0,030 ± 0,0034 

Grup 3 

 

8    0,028 ± 0,005 

Grup 4 8    0,029 ± 0,0027 

 

Grup 5 

 

8    0,029 ± 0,0040 

Grup 6 

 

8    0,032 ± 0,0049 

Grup 7 

 

8    0,0351 ± 0,006 

Grup 8 8     0,029 ± 0,005 

 

 Sıçan karaciğer ağırlıklarının vücut ağırlığına bölünmesi ile hepato/somato indeks elde 

edilmektedir.         
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5.2.1. Karaciğer Dokusunda SOD aktivitesi 

Çizelge 5.4.  Tüm grupların karaciğer dokusunda SOD aktivitesi  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Kontrol grubuyla ile 6.grup  ve 7.grup arasında SOD aktivitesi bakımından anlamlı       

farlılıklar saptandı. p= 0,005 ,  p=0,012  (p<0,05) 

 

¥ 2.grup  ile 6.grup arasında SOD aktivitesi bakımından anlamlı farklılıklar saptandı.     

p=0,003  (p<0,05) 

 

╬  3.grup ile 6.grup arasında SOD aktivitesi bakımından anlamlı farklılıklar saptandı .        

p=0,027  (p<0,05) 

 

∏ 4.grup ile 7. ve 8.grup arasında SOD aktivitesi bakımından anlamlı fark saptanmadı.    

p=0,095, p=1,00  (p>0,05) 

 

 N  

SOD Ü/mgprotein 

Ort  ±  SD     (min - max) 

Grup 1 * 8 2,46 ± 0,6      (1,2- 3,4)  

 

Grup 2 
¥
 8 2,78 ± 0,8     (1,7- 4,2) 

 

Grup 3
╬

 

 

8 2,81 ± 0,81  (2,0 – 4,2) 

 

Grup 4 
∏

 8 4,42 ± 2,4    (1,1 -8,2) 

 

Grup 5 

 

8 4,16 ± 1,56  ( 2,1-6,2) 

 

Grup 6 

 

8 5,48 ± 2,48  ( 2,4 – 6,2) 

 

Grup 7 

 

8 3,81 ± 0,91  (2,0 - 4,9) 

 

Grup 8 8 

 

 

4,21 ± 1,32  (2,5 – 6,2) 
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  ġekil 5.2.  Grupların SOD değerlerinin grafiksel gösterimi 
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                                      5.2.2 Karaciğer dokusunda CAT aktivitesi 

Çizelge 5.5. Tüm gruplarda CAT aktivitesi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Kontrol grubu ile CAT aktivitesi bakımından  5., 6., 7. Gruplar arasında anlamlı farklılıklar 

saptandı.p=0,002 , p=0,0019, p=0,002  (p<0,05) 

 

╬ 7.grub ile   8.grup arasında CAT aktivitesi bakımından anlamlı farklılıklar saptandı.       

p=0,017 ( p<0,05) 

 

 N        CAT Ü/mgprotein 

Ort ± SD         (min-max) 

Grup 1* 8 116,5 ± 32,6   (73,1-174,5) 

 

Grup 2 8 87,06 ± 31,8   (56,4-147,9) 

 

Grup 3 8 75,05 ± 32,80  (26,2 - 132,2) 

 

Grup 4 

 

8 95,9 ± 36,1     (46,5 -154,6) 

 

Grup 5 8 52,8 ± 18,9     (31,4-80,9) 

 

Grup 6 

 

8 62,3 ± 16,57   (40  -90,5 ) 

 

Grup 7 
╬
 

 

8 55,4 ± 20,2
        

(27,1-86,0 ) 

 

Grup 8 

 

8 99,75 ± 12,8   (74,2 -115,7) 
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ġekil 5.3. Grupların CAT değerlerinin grafiksel gösterimi 
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5.2.3 Karaciğer Dokusunda GSH –Px aktivitesi 

Çizelge 5.6.  Tüm gruplarda GSH-Px  aktivitesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

*Kontrol grubu ile 7. grup arasında  GSH-Px  aktivitesi bakımından anlamlı farklılıklar 

saptandı.  p=0,03  (p<0,05)  

              

 ¥ 2.grup ile 7.grup arasında  GSH-Px  aktivitesi bakımından  anlamlı farklılıklar saptandı. p= 

0,010 (p<0,05) 

              

╬  4.gruba göre 7.grup arasında GSH-Px  aktivitesi bakımından anlamlı farklılıklar saptandı. 

p=0,016 (p<0,05)               

 

                  

 

 

 

 

 

 

 

          

 

N 

 

GSH-PX 

Ort  ± SD    (min-max) 

 

Grup 1* 
8 3,11 ± 1,00   (1,30-4,37)

 

 

Grup 2 ¥ 8 2,6 ±  0,7    (1,75 – 3,82) 

 

Grup 3 8 1,9 ±  0,7    (0,72 -3,01) 

 

Grup 4 ╬ 

 

8 1,8 ± 0,47   (1,11-2,64) 

 

Grup 5 8 2,1 ± 1,00   (1,00 – 4,22) 

 

Grup 6 8 2,04 ± 0,75 (1,2 – 3,3) 

 

Grup 7 8 1,25 ± 0,2 (0,84 – 1,53) 

 

Grup 8 8 2,2 ± 1,00 (1,3 – 3,4) 
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ġekil 5.4. Grupların GSH-Px değerlerinin grafiksel gösterimi 
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5.2.4 Karaciğer Dokusunda MDA  düzeyi 

Çizelge 5.7. Tüm gruplarda  MDA düzeyleri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 *Kontrol grubuyla  ile  7. grup arasında MDA düzeyi bakımından anlamlıdır . 

                   p= 0,013    (p< 0,05)  

                 ¥ 4.grup ile  7.grup anlamlıdır. (p=0,006)    p< 0,05  

                 ╬ 7.grup ile 8.grup karĢılaĢtırıldığında  anlamlı değildir.(p=0,059)  p>0,05      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 N        MDA nmol /mgprotein 

 Ort  ± SD     (min- max) 

 

Grup 1* 8 2,21  ± 0,17   (1,9-2,5) 

 

Grup 2 8 2,46  ± 0,12  (2,2 – 2,5) 

 

Grup 3 8 2,41  ± 0,40  (2,0 – 3,2) 

 

Grup 4 ¥ 8 2,16  ± 0,33  (1,6 -2,5) 

 

Grup 5 8 2,74 ± 0,24   (2,3-3,1) 

 

Grup 6 

 

8 2,29  ± 0,35  (2,8- 2,9) 

 

Grup 7 ╬ 8 3,07 ± 0,85   (2,4- 4,5) 

 

Grup 8 

 

8 2,16 ± 0,65   (1,4- 3,19) 
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ġekil 5.5. Grupların MDA değerlerinin grafiksel gösterimi  
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5.2.5 Karaciğer dokusunda NO düzeyi 

Çizelge 5.8. Tüm gruplarda  NO düzeyi  

 N NO Ü/mgprotein 

Ort ± SD         (min –max) 

Grup 1* 8 0,39  ± 0,037  (0,34-0,45) 

 

Grup 2 
¥
 8 0,38  ± 0,030  (0,34-0,41) 

Grup 3 
╬
 8 0,38  ± 0,033  (0,33 – 0,43) 

 

Grup 4 8 0,41  ± 0,044  (0,37- 0,48) 

 

Grup 5 8 0,42  ± 0,038  (0,39- 0,49) 

 

Grup 6 8 0,43  ± 0,049  (0,38 -0,51) 

 

Grup 7
∏

  8 0,47  ± 0,028  (0,43-0,51) 

 

Grup 8 

 

8 0,42  ± 0,042  (0,37 – 0,48) 

 

 

*Kontrol grubu ile 7.grup arasında NO düzeyleri bakımından anlamlı farklılıklar           

saptandı. p=0,006 (p<0,05)                  

                

¥ 2.grup ile 7.grup NO düzeyleri bakımından anlamlı farklılık saptandı.  

p= 0,008     (p<0,05 )                                      

                 

╬ 3.grup 7.grup arasında NO düzeyleri bakımından anlamlı farklılıklar saptandı.       p=0,005    

(p<0,05) 

 

 ∏ 7.grup ile 8.grup arasında NO düzeyleri bakımından anlamlı farklılıklar  saptanmadı   p 

=0,115 (p<0,05) 
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ġekil 5.6. Grupların NO değerlerinin grafiksel gösterimi 
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5.2.6.  Karaciğer dokusunda 8-OH dG Düzeyleri 

 

Çizelge 5.9. Tüm gruplarda 8-OH dG düzeyleri  

 
 N                8-OH dG ng/ml     

         Ort  ± SD          (min-max) 

Grup 1* 8         2,95 ± 0,09       (2,85-3,12) 

 

Grup 2 8         2,95  ± 0,05     (2,85-3,00) 

 

Grup 3 8         3,03  ± 0,13     (2,80-3,21) 

  

Grup 4 8         3,22  ± 0,207   (2,93-3,50) 

 

Grup 5 8         3,36  ± 0,11     (3,15-3,55) 

 

Grup 6 8         3,42  ± 0,22     (3,10 -3,65) 

 

Grup 7 

 

8         3,45  ± 0,15     (3,20-3,65) 

 

Grup 8 8         3,30 ± 0,14      (3,12- 3,50) 

 

 

 

* Kontrol grubu ile 4.,5.6.,7.,8., gruplar arasında 8-OHdG düzeyi bakımından  anlamlı     

farklılıklar saptandı.  

p= 0,01 , p=0,001 , p=0,002 , p=0,001 , p=0,001 (p< 0,05) 

 

7.grup ile  8. grub  8-OH dG düzeyleri arasında anlamlı farklılıkla saptanmadı.(p>0,05) 
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 ġekil 5.7. Grupların 8-OH dG değerlerinin grafiksel gösterimi 
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5.2.7 Karaciğer dokusunda Hsp 70 düzeyleri 

Çizelge 5.10 Tüm gruplarda Hsp 70 düzeyleri  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Kontrol grubu ile 5. ve 7. grup Hsp 70 düzeyleri bakımından  arasında anlamlı farklılıklar            

saptandı.  p= 0,030 p= 0,01  (p< 0,05) 

 

¥ 2. grup ile  5. ve 7.grup Hsp 70 düzeyleri bakımından anlamlı farklılıklar saptandı. 

p= 0,036 p=0,001 (p< 0,05) 

 

╬ 4.grup ile 5. ve 6. Grup arasından Hsp 70 düzeyi bakımından  anlamlı farklılıklar  saptandı. 

P=0,021 p=0,001 (p< 0,05) 

 

6. grup ile diğer gruplardan hiçbiri arasında  anlamlı farklılıklara saptanılmadı.(p>0,05) 

  

8. grup  ile diğer gruplardan hiçbiri arasında anlamlı farklılıklara saptanılmadı. (p>0,05) 

  

                                                     

 

 N       Hsp 70 ng/ml 

  Ort ± SD      (min-max) 

Grup 1* 8 67,9 ± 18,97    (44,9-88,65) 

 

Grup 2 ¥ 8 68,19± 18,31    (44,9-86,6) 

 

Grup 3 8 91,41± 15,34    (66,5-110,7) 

 

   

Grup 4 
╬

 8 67,65 ± 27,34   (33,4-121,7) 

 

Grup 5 8 129,95 ± 55,97   (55,0-199,0) 

 

Grup 6 8 117,45± 42,41   (44,4-165,8) 

 

Grup 7 8 154,86 ± 44,17   (99,5-221,0) 

 

Grup 8 8 103,67 ± 33,93   (55,0-154,9) 
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ġekil 5.8. Grupların Hsp 70 değerlerinin grafiksel gösterimi 
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5.3. Histopatolojik Analiz Sonuçları 

Çizelge 5.11. Gruplarda  Portal Ġnflamasyon ve Fokal nekroz değerleri 

 

 Portal inflamasyon Fokal Nekroz 

Grup 1 0,0, 0,0,0,0,0,0 0, 0, 0,0,0,0,0,0 

Grup 2 0, 0 ,0,0,0,0,0,0 0, 1,0,1,0,0,0,0 

Grup 3 0,1,1 ,2,0,1,0,0 0,1,1,2,0,0,0,0 

Grup 4 0,1,1,1,0,0,0,0 0,0,0,0,0,0,0,0 

Grup 5 1,0,1,0,1,2,1,1 1,0,1,0,2,2,0,1 

Grup 6 0,0,1,0,1,1,0,1 0,0,0,0,0,0,0,0 

Grup 7 1,2,0,2,2,2,2,1 0,0,0,0,0,1,1,1 

Grup 8 0,1,1,2,2,2,0,1 0,1,1,1,1,0,1,1 

   

0 ; yok                                       2 ; Orta Ģiddette 

1 ;Hafif                                      3 ; ġiddetli 
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ġekil 5.9. Normal  portal mesafede  (H&Ex100) 

                           

ġekil 5.10. Normal parankimal (H&Ex100) 
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ġekil 5.11. Hafif dereceli portal inflamasyon (H&Ex200)        

                                     

 

ġekil 5.12.  Hafif dereceli parankimal nekroz (H&Ex200)        
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ġekil 5.13. Orta derecede portal inflamasyon (H&Ex100) 

                                

ġekil 5.14. Orta derecede parankimal nekroz(H&Ex100) 
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6.TARTIġMA VE SONUÇ 

Kanser araĢtırmalarında tümör modelleri oluĢturmak güncel bir konudur. Yapılacak 

araĢtırmalar ile tümör proliferasyonu, progresyonu ve apopitoz gibi tümör biyolojisi hakkında 

bilgi elde etmek, kanser etyopatogenezisini incelemek, tümör oluĢumunu inhibe etmek, 

metastaz biyolojisini anlamak, antikanser ilaçların etki mekanizmalarını, etkinlik ve güvenliği 

üzerine bilgi sahibi olmaktır. 

Kanserojenik maddelerle karaciğer kanseri oluĢumu çok basamaklı bir olaydır. Bu çok 

basamaklı olayın en önemli göstergelerinden biri makroskobik lezyonlardır. Bu lezyonları 

tanımlayabilmek için çok sayıda biyolojik ve biyokimyasal parametrelerdir [148]. 

Nitrozaminler oldukça tanınmıĢ karsinojenik bileĢiklerdir, fakat onların sitotoksik ve 

karsinojenik aktiviteleri metabolik aktivasyonlarını kullanmaları için gereklidir. 

Dietilnitrozamin hepatik karsinomaya neden olan bir nitrozamin bileĢiğidir. Özellikle 

karaciger DNA‟ sında DEN‟ in doz bağımlı davranıĢı ile yükselen 8-OH 2‟ deoksiguanozin 

(8-OH dG) düzeylerinin DNA‟nın oksidatif hasarını belirttiği rapor edilmiĢtir. 8-OHdG 

miktarı erken dönemde DEN verilmesinden 6 saat sonra yükselmektedir. Tümör oluĢumundan 

sorumlu olan lipid peroksidasyonu ile DEN aktivasyonuyla çevresel serbest radikaller 

arasında iliĢki gösterilmektedir [149]. 

2-Asetilaminofloran , sentetik arilamin yapısında olan 2-aminofloranın biyolojik 

olarak asetillenmesi sonucu 2-AAF oluĢur. 2-AAF, detoksifikasyon reaksiyonlarının ikinci 

fazında görev yaparak DEN‟in birinci adımından sonra, ikinci adım olarak DNA‟da guanin 

bazına bağlanıp toksik etki oluĢturur. Bu toksik etki, mutasyonlara neden olarak, karaciğerde, 

sırasıyla preneoplastik, neoplastik, benign neoplazmi ve malign neoplazmi oluĢur [33, 36, 38-

41, 43, 50, 54, 63-65]. 

Hsp 70 nekroza uğramıĢ hücrelerden salınır ve ekstrasellüler alana kaçarak dolaĢıma 

geçer. Ekstrasellüler  Hsp70 makrofaj ve monositlerden inflamatuar sitokin ve NO salınımı ve 

inflamatuar hücre reseptörleri ile etkileĢime girerek güçlü bir proinflamatuar etki gösterir 

[122, 150]. 

Ekstrasellüler  Hsp 70 tümör büyümesi üzerine hem pozitif hem de negatif etki 

gösterir. Orta derecedeki nekrozda  Hsp 70‟in bu inflamatuar etkileri stromal ve tümör 

hücrelerinde tümör büyüme ve yayılımını artıran birkaç proteinin normalden fazla 

ekpresyonunu düzenleyen NF-κB nükleer faktörünün aktivasyonu yolu ile tümör 

migrasyonunu arttırıyor olabilir [151]. 
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Octreotide‟nin son zamanlarda bazı klinik çalıĢmalarda, çeĢitli deneysel modellerde 

karsinoid tümör hücrelerini inhibe etmesinin yanında antioksidan özellikleri de olduğu  

bildirilmiĢtir [133-135]. 

Sıçanlarda karaciğer tümörü oluĢunda ,karsinojen metabolizma süresince oksidatif 

stresin etkili olduğu bilinmektedir. 

ÇalıĢmamızda sıçanların vücut ağırlıkları incelendiğinde  Çizelge 5.1 ġekil 5.1‟de 

gösterildiği gibi 5.ve 7. Grubun vücut ağırlık ortalamasının düĢtüğünü görebiliriz. 

Tessitore L ve ark.(2000) ve AtakiĢi ve ark.(2005) DEN verilmesinin ardından 

sıçanların vücut ağırlığının azaldığını tespit etmiĢlerdir. Bu durumun, verilen maddenin toksik 

etkisinden dolayı gıda alımında azalma olacağını düĢünmüĢlerdir [152, 153]. 

Bizim çalıĢmamızla paralellik göstermektedir. DEN+2-AAF nin verildiği bir çalıĢma 

bulunmadığından karĢılaĢtırma yapılamamıĢtır. 

ÇalıĢmamızda Çizelge 5.7  ve ġekil 5.5‟ de görüldüğü gibi Lipit peroksidasyonun 

ikinci ürünü olan  MDA bakımından değerlendirildiğinde Kontrol grubu ile  2., 3., 4., 6. 

gruplar arasında   fark bulunmazken 5. grup (DEN) ve 7.grup (DEN+2-AAF) ta MDA 

düzeyleri açısından artıĢ , 8.grupta azalıĢ ise gözlendi.Ancak 7.grup ile 8.grup 

karĢılaĢtırıldığında fark anlamlı değildir. 

Üstüner ve ark. (2006)  DEN ve 2-AAF uyguladıkları sıçanlarda karaciğer doku 

hücrelerinde radikal oluĢumu sonucu kontrol grubu ile karĢılaĢtırdıklarında DEN ve 2-AAF 

gruplarının  MDA düzeylerinde artıĢ belirlemiĢlerdir [154]. 

Al-Rejaie ve ark. (2009) DEN uyguladıkları sıçanların karaciğer doku hücrelerinde 

Kontrol grubuna göre DEN grubunun MDA düzeylerinde artıĢ belirlemiĢlerdir [155]. 

Malondialdehit doymamıĢ yağ asitleri metabolizmasında  lipit peroksidasyonunun bir 

ürünüdür ve mutajenik ve karsinojenik bir olaydır [156] .Bunun nedenini Ogina K ve 

ark.(2007) Ģu Ģekilde açıklamıĢlardır ; Lipit peroksidasyonun aldehit yapıdaki ürünleri, 

sisteinin sülfidril grupları ile veya lizin ve histidinler ile kovalent bağlar oluĢturarak 

proteinlerde fragmentasyon ve çapraz bağlanmalara yol açar. Bu olaylar proteinlerin yapı ve 

fonksiyonlarının bozulmasıyla sonuçlanır [86]. Grup 8 (DEN+2-AAF+ OCT) de karaciğer 

doku hücrelerinin MDA düzeylerinde azalıĢ tespit edildi. 

 Çelebi ve ark.(2002) oluĢturdukları retinal Ġ/R modelindeki oksidatif hasarda vitamin 

E, melatonin ve OCT‟nin sırasıyla 150 mg/kg, 10 mg/kg ve 22 μg/kg dozlarında koruyucu 

etkilerini araĢtırdı ve her üç ilacın da MDA düzeylerinde belirgin azalma sağladığı gösterildi 

[157]. 
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Seydanoğlu ve ark.(2010)  Bir somatostatin analoğu olan  (OCT) in deneysel sepsis 

modelinde oksidan-antioksidan durum ve akciğer histopatolojisi üzerine etkilerini araĢtırdı. 

Sıçanların plazma örneklerinde farklı dozajlarda uyguladıkları  (50 μg -100 μg) OCT nin sepsis 

grubuna göre MDA düzeylerine azalıĢ tespit etti  [158]. 

Bu bulgulara göre bizim çalıĢmamızda da olduğu gibi OCT‟nin MDA düzeylerini 

azalttığı belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda Çizelge 5.4 ve ġekil 5.2 gösterildiği gibi grupların SOD aktiviteleri 

değerlendirildiğinde  Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 5.6.7 ve 8.grupta artıĢ gözlenmiĢtir. 

6.,7.gruptaki artıĢ kontrol grubuna anlamlı bulunurken (p<0,05) 8.gruptaki artıĢ anlamlı 

değildir. 

Üstüner ve ark. (2006)  DEN ve 2-AAF uyguladıkları sıçanlarda karaciğer doku 

hücrelerinde DEN+ 2-AAF grubunda  SOD % inhibisyon değerlerinde azalma yani 

akitivitelerinde artıĢ olduğunu tespit etmiĢlerdir [154]. 

Chakraborty ve ark.(2003) yaptıkları farklı bir çalıĢmada, DEN ve 2-AAF‟nin sıçan 

karaciğeri hücrelerinde SOD aktivitesini artırdığını belirlemiĢlerdir [50]. 

ÇalıĢmamızda  Grup 6 ve Grup 8 deki SOD aktive artıĢlarının karsinojenlerin aĢırı Ģekilde 

ürettiği serbest radikallere cevap olarak savunma sisteminde görev yaptığı düĢünülebilir. 

Ortamdaki süpürücü enzim olan SOD‟ın fazla Ģekilde üretildiği ortamdaki serbest 

radikalleri temizleyerek ortamı antioksidan lehine döndürmesi olarak düĢünülebilir. 

ÇalıĢmamızda grupların GSH-Px aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında Çizelge 5.6 ve Ģekil 

5.4‟de gösterildiği  gibi Kontrol grubu ile  4. , 5. ,  6. , 7.  Grup karĢılaĢtırıldığında  grupların 

aktivitelerinde bir azalıĢ tespit edilmiĢtir.  7. Grubun aktivitesindeki azalıĢ kontrol grubuna göre 

anlamlıdır. (p<0,05)  Grup 8. ise anlamlı olmasa da artıĢ söz konusudur. 

Bingül ve ark.(2011) iki gün boyunca DEN uyguladıkları sıçanların karaciğer doku 

hücrelerinin GSH-Px aktivitelerinde  Kontrol grubuna göre DEN grubunda  azalma 

belirlemiĢlerdir [159]. 

Al-Rejaie ve ark.(2009) DEN uyguladıkları sıçanların karaciğer doku hücrelerinde 

Kontrol grubuna göre DEN grubunun GSH-Px aktivitelerinde azalıĢ belirlemiĢlerdir [155]. 

 Bizim çalıĢmamızda bu tür çalıĢmalarla paralellik göstermektedir. Grup 8 (DEN+2-

AAF+OCT) in GSH-Px aktivitelerinin Grup 7 (DEN+2-AAF) e göre değerlendirilmesinde ilk kez 

denenmesi nedeniyle  herhangi bir çalıĢmayla karĢılaĢtırma yapılamamıĢtır. Ancak GSH-Px in 

grup 7 e göre Grup 8 deki artıĢ nedeninin OCT ‟nin antioksidan veya karsinoid tümör inhibe etme 

özelliğinden kaynaklandığı  düĢünülebilir. 
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Grupların NO düzeyleri incelendiğinde Çizelge 5.8 ve ġekil 5.6‟de gösterildiği gibi ; 

Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 5. ,6. ,7. Grubta artıĢ gözlenirken 8.grubun NO düzeyinde 

7.gruba göre  anlamlı bir azalıĢ tespit edilmiĢtir. (p <0,05) 

Nitrik Oksit , Proteinlerin DNA‟ larında oluĢan tahribatın  tamirini inhibe edebildiği 

bilinmektedir.ve NO fizyolojik ve patolojik bozukluklarda biyolojik bir habercidir [160, 161]. 

Al-Rejaie ve ark.(2009) DEN uyguladıkları sıçanların karaciğer doku hücrelerinde 

Kontrol grubuna göre DEN grubunun NO düzeylerinde azalıĢ belirlemiĢlerdir [155]. 

Dietil nitrozamin ve 2-Asetil aminofloran yada sadece 2-AAF sıçanları uygulanmıĢ 

karaciğer doku hücrelerindeki NO düzeylerini gösteren bir çalıĢma olmamasına rağmen daha önce 

yapılan farklı çalıĢmalarda serbest radikallerin NO düzeyini arttırdığına dair çalıĢmalar mevcuttur 

[161].  Grup 8 deki NO düzeylerinde 7.gruba göre anlamlı azalıĢ OCT‟ nin antioksidan veya 

karsinoid tümör inhibe etme özelliğinden kaynaklandığı  düĢünülebilir. 

ÇalıĢmamızda grupların CAT aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında Çizelge 5.5 ve ġekil 5.3‟ de 

gösterildiği gibi ; Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 5., 6., ve 7.  grupların aktivitelerinde bir 

azalıĢ tespit edilmiĢtir.  5.,6.,7. grupların aktivitesindeki azalıĢ kontrol grubuna göre anlamlı 

(p<0,05) dır. 7.grup ile  8.grup karĢılaĢtırıldığında CAT akvititelerindeki artıĢın anlamlı olduğu 

tespit edilmiĢtir. 

Üstüner ve ark.(2006)  DEN ve 2-AAF uyguladıkları sıçanlarda karaciğer doku 

hücrelerinde DEN, 2-AAF ve  DEN+2-AAF gruplarının CAT  aktivitelerinde azalıĢ olduğunu 

tespit etmiĢlerdir [154]. 

Al-Rejaie ve ark.(2009) DEN uyguladıkları sıçanların karaciğer doku hücrelerinde 

Kontrol grubuna göre DEN grubunun CAT aktivitelerinde azalıĢ belirlemiĢlerdir [155]. 

Bu tür çalıĢmalar yaptığımız çalıĢma ile paralellik göstermektedir. 

Grupların Hsp 70 düzeyleri karĢılaĢtırıldığında Çizelge 5.10 ve ġekil 5.8‟de gösterildiği 

gibi  Kontrol grubuna göre 5. Ve 7. Grubun Hsp 70 düzeylerindeki artıĢ anlamlıdır. (p<0,05) 

Grup 7‟e göre Grup 8‟de azalıĢ tespit edilmiĢtir fakat anlamlı değildir. (p>0,05)  

Philips ve ark.(2007) fareler üzerinde oluĢturduğu pankreatik kanser hücrelerinin Hsp 70 

düzeylerini incelediklerinde normal pankreatik hücre  grubuna göre artıĢ gösterdiğini tespit 

etmiĢlerdir [162]. Birkaç hücre türünde Hsp 70‟ in fazla üretilmesi ile ilgili çalıĢmalar ,tümör 

geliĢimine doğru giden hücreler de Hsp 70‟ in arttığı fikrini desteklemektedir. Kaldı ki Isı Ģok 

proteinleri en küçük  dıĢ faktörlerden etkilenmektedir. Ancak Grup 8 deki Hsp 70 düzeyinde ki 

artıĢı karĢılaĢtıracak bir çalıĢma  bulunmadığından daha önce bahsettiğimiz  gibi OCT‟nin 

karsinoid tümör inhibe edici özelliğinin yanında antioksidan özelliğinden kaynaklandığı 

düĢünülebilir.   
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ÇalıĢmamızda Çizelge 5.9 ve ġekil 5.7‟ de  gösterildiği gibi grupların 8-OHdG düzeyleri 

kontrol grubuna göre  karĢılaĢtırıldığında 5. , 6. ,7. , 8 grubun düzeylerinde anlamlı artıĢ tespit 

edilmiĢtir.(p<0,05) 

Fakat grup 7‟nin 8-OHdG düzeyi grup 8 ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı değildir. (p>0,05) 

Reaktif oksijen türleri DNA‟da 20‟den fazla oksidatif baz hasar ürününün oluĢmasına yol 

açar [163]. 

Bu hasara uğrayan bazlar arasında 8-hidroksi-2‟-deoksiguanozin (8-OHdG) oldukça 

duyarlı ve en sık karĢılaĢılan oksidatif DNA hasarı belirtecidir [164]. 

 Kimyasal bir karsinojen veya metabolizması sırasında daha etkin hale gelmiĢ olan 

karsinojen eğer karaciğerde detoksifiye edilemezse DNA‟yı değiĢtirebilir.DNA‟da tek veya 

çift zincir kırıklarına, pürin ve pirimidin bazlarında modifikasyonlara, deoksiriboz fosfat 

iskeletinde hasara, DNA-protein ve DNA-DNA çapraz bağlarına neden olabilir.ÇalıĢmamızda  

sıçanların karaciğer doku hücrelerinde  8-OH dG düzeyinin artıĢında kimyasal karsinojenler 

DEN ve 2-AAF „in neden olduğu düĢünülebilir. 

Sonuç olarak, ÇalıĢmamızda OCT‟ in  antioksidan   etkisi olduğu düĢünülmüĢtür. 
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