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OZET

ETIL ALKOL iLE DENEYSEL OKSIiDATIF STRES OLUSTURULAN
SICANLARDA UZUM (Vitis vinifera L.) CEKIRDEGININ KARACIiGER
KORUYUCU VE ANTiOKSIDAN ROLUNUN BELIiRLENMESI

DOGAN, Abdulahad
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. ismail CELIK

Kasim 2010, Sayfa 75

Bu calismada, liziim ¢ekirdeginin etil alkol ile deneysel oksidatif stres olusturulan
sicanlarda karaciger koruyucu ve antioksidan roliiniin belirlenmesi amaclanmistir. 24 adet
Wistar albino cinsi sicanlar 4 deney gruba ayrilmistir (kontrol, %20 alkol, %15 cekirdek ve
%15 c¢ekirdek+%?20 alkol). 50 giin muamele sonunda; iliziim c¢ekirdegi katilmli yemin
karaciger koruyucu ve antioksidan rolii ic¢in; karaciger harabiyeti serum enzimlerinden
aspartate aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), gamma glutamil
transpeptidaz (GGT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) enzim seviyeleri, beyin, bobrek, dalak,
eritrosit, kalp ve karaciger dokularinda antioksidan savunma unsurlarindan siiperoksid
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri ile rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ve malondialdehit
(MDA) igerikleri tespit edilerek degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; alkol grubunun serum AST, ALT, GGT ve LDH enzim
seviyeleri kontrol grubuna gore dnemli diizeyde artarken, liziim c¢ekirdegi %15 + alkol grubu
AST ve LDH enzim seviyeleri alkol grubuna gore onemli oranda azaldi. 50 giin deneysel
muamele sonunda; kontrol grubu ile kiyaslandiginda alkol grubu tiim dokularinda MDA
miktar1 artarken, %15 {izim ¢ekirdegi + alkol grubunda ise alkol grubuna gore tiim dokularda
istatistiki agidan 6nemli diizeyde azalma tespit edildi.

Ayrica, alkol siganlarin farkli dokulardaki oksidatif stres sonucu antioksidan savunma
sistem unsurlarinin seviyelerinde dalgalanmalara neden olurken, iiziim ¢ekirdeginin bu

dalgalanmalara kars1 kesin iyilestirici etkileri belirlenememistir.
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Sonuglar gosterdi ki, tiziim cekirdegi igeriginin alkoliin 50 giinliik siire boyunca
oksidatif hasarina karsi karaciger koruyucu ve antioksidan roliiniin olabilecegi sonucuna

varildi.

Anahtar kelimeler: Uziim ¢ekirdegi, Serum enzimleri, Antioksidan savunma sistemi,

Malondialdehit, Sigan
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ABSTRACT

DETERMINATION OF HEPATOPROTECTIVE AND ANTIOXIDANT
ROLE OF GRAPE KERNEL (Vitis vinifera L.) AGAINST ETHYL ALCOHOL
INDUCED OXIDATIVE STRESS IN RATS

DOGAN, Abdulahad
Master, Biological Science
Supervisor: Prof. Dr. Ismail CELIK
November 2010, pages 75

This study was aimed to determine the hepatoprotective and antioxidants effects of
grapes kernel against ethyl alcohol induced oxidative stres in rats. 24 Wistar albino rats were
divided into four experimental groups (control, 20% alcohol, 15% kernel and 15%
kernel+20% alcohol). At the end of 50 days experiment, the hepatopreventive and antioxidant
role of grapes kernel supplementation feed were evaluated by measuring level of serum liver
damage enzymes, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
gamma glutamyl transpeptidase (GGT) and lactate dehydrogenase (LDH) levels, antioxidant
defense systems (ADS), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px),
glutathione-S-transferase (GST), glutathione reductase (GR) activities, reduced glutathione
(GSH) levels and malondialdehyde (MDA) contents in the brain, kidney, spleen, erythrocytes,
heart and liver tissues of rats.

According to the results, while the levels of AST, ALT, GGT and LDH increased
significantly in alcohol group as compared to those of control, AST and ALT were decreased
significantly in 15% grapes kernel+alcohol as compared to those of alcohol group. Also,
while alcohol increased significantly in the all tissues MDA content in comparison to those of
control, the tissues MDA contens significantly decreased in the kernel suplementation group
in comparison to those of alcohol.

Furthermore, while alcohol caused the fluctuate of ADS constituents as a result of
oxidative stress condition in the rats, it could have not be determined the healing effects of

kernel against the fluctuations.
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These results indicate that constituents present in kernel may possess hepatoprotective
effects and antioxidant role against alcohol induced oxidative injury during the period of a 50-
day.

Key words: Grapes kernel, Serum enzymes, Antioxidant defense system,

Malondialdehyde, Rat
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ON SOZ

Her seyin hizla degistigi giiniimiiz diinyasinda, bu degisime paralel olarak yeryiiziinde
yasamini idame eden canlilar lizerinde dogrudan veya dolayli olarak etki meydana getirmesi
kacinilmazdir. Bu hizla gelisen degisim (fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak)
organizmalarin yapisinda olumlu veya olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Bazen
organizmalar bu degisime yeterli diren¢ gosterirken bazen de bu degisime yenik diistiigii
goriilmiistiir. Biz insanoglunu da ¢ok yakindan ilgilendiren bu siire¢ canlinin biinyesini
direngli tutacak sentetik ilaglar yerine, dogal iiriinlerin iyilestirici 6zelliklerini bulmanin
arayist icine sokmustur. Sentetik gida katki maddelerinin yerine dogal antioksidanlar
kullanma c¢abalar1 da artmaktadir.

Organik bilesiklerin oksidasyona ugramasiyla serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller dokularin yaglanmasina, kanser, gérme bozukluklar1 ve kalp-damar rahatsizliklar
gibi bircok hastaliklara neden olduklar1 bilinmektedir. Bundan dolay1r insan viicudunun
serbest radikallere karsi korunmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Viicutta bulunan antioksidan
enzimler, organizmanin dogal savunma sistemini olustururlar. Besinlerle alinan ve genellikle
vitamin olan antioksidanlar da bu savunmaya katkida bulunurlar. Fonksiyonel gidalar kendi
0zel bilesenleri yoluyla hastaliklardan koruyucu veya tedavi edici etkiye sahiptir.

Ulkemiz {iziim ihracatin da diinyada %12’ lik iiretimle 5. sirada bulunmakta olup
tilkemiz ekonomisine Onemli doviz girdisi saglayan iiziim ve c¢ekirdeginin iyilestirici
Ozelliklerinin bilimsel ¢alismalarla arastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir.

Bu calismada, Ulkemizin énemli iiriinlerinden iiziim ¢ekirdeginin insan saglig icin
onemi olan karaciger koruyucu ve antioksidan roliinlin in vivo olarak belirlenmesi
amaglanmistir.

Boylesine 6nemli bir konuya beni yonlendiren ve yogun mesai saatlerin de dahi
kapisin1 bana hep acik tutan gerek lisans hayatimda gerekse yiiksek lisansin tiim asamasinda
destegini esirgemeyerek biiyiikk 6zveride bulunan danisman hocam sayin Prof. Dr. Ismail
CELIK’e, ¢aligmalarrm boyunca yardimlarmi gordiigiim sayin Yrd. Dog. Dr. Yasin
TULUCE’ye, Yrd. Dog. Dr. Halil OZKOL’a, Uzman Necati OZOK’a, Yrd. Dog. Dr. Bayram
YURT’a, Ismail ISIK’a, Dr. Emre EREZ’e, Ars. Gor. Mehmet Ali TEMiZ’a, Yildiray
BASBUGAN’a, Bayram ALTUN’a, Musa ISNAS’a, Bedia BATI’ye ve Biyoloji Béliimiiniin

degerli 6gretim elemanlarina, Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’nlin personeline, projemize



destek saglayan YYU Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi'na (YYU-BAP-2010-FBE-

YLO033) ve her konuda destegini gordiigiim kiymetli aileme tesekkiir ederim.

Kasim, 2010 Abdulahad DOGAN
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1. GIRIS

1.1. Serbest Radikaller

Canli hiicrelerin yapi taslarini olusturan molekiillerin atomlar1 kovalent baglarla
birbirlerine baglidir. Bu tip baglar birbirine paralel olmayan ydriingelere sahip iki
komsu atomun arasindaki elektronun ortaklasa kullanilmasina dayanmaktadir. Yeterli
bir enerji kaynagi ile (genelde kimyasal etkiler) bu bag kopabilir. Bu tip bir veya daha
fazla eslenmemis elektrona sahip kisa Omiirlii, kararsiz, kimyasal reaktifleri yliksek
molekiil veya atomlar serbest radikal olarak adlandirilir. Radikal eslenmemis elektronun
atomik yada molekiiller orbitali kendi basina isgal etmesidir. Semboliin iizerine bir
nokta konur, bu serbest radikal tiirlerine 6zgii bir igarettir (Akkus, 1995).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler.

1. Homolitik ayrilma ile radikal olusumu: Kovalent bagli normal bir molekiiliin

her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak homolitik bdliinmesi.
X:Y X-+Y-

2. Heterolitik boliinme ile radikal olusumu: Normal bir molekiilden tek bir
elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik bdliinmesi, heterolitik boliinmede
kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin birisinde kalir. Boylece serbest
radikaller degil iyonlar meydana gelmis olur.

X:Y X +Y”

3. Elektron transferi ile radikal olusumu: Normal bir molekiile tek bir elektronun

eklenmesi veya transferi ile radikal olusumudur.
X+e X

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak
nétral olabilirler. Cu*?, Fe, Mn ve Mo gibi gegis metallerinde ortaklanmamus elektron
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Ama bu iyonlar reaksiyonlari
katalize ettiklerinden dolay1 serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (Akkus,

1995).



Canl1 organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi i¢in antioksidatif
korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Bazi durumlarda antioksidatif koruyucu
sistemin iyi ¢aligmamasindan dolay1, serbest radikallerin viicutta fazlalagtigi goriiliir. Bu
da viicutta bazi1 hasarlara neden olur, serbest radikallerin miktar1 arttik¢a 6nce yaslanma
hizlanir, hiicre 6liimii, sonra doku 6liimii daha sonra ise beyin damarlarinin tahribatina
varan hasarlar olusur (Bilaloglu ve Harmandar, 1999). Serbest radikaller, dis
orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron ihtiva eden atom veya molekiiller
olup, bu elektronlarin1 paylasabilmek i¢in diger molekiillerle hizla reaksiyona girerler.
Boylece somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran ve kanser, alerji, diabet,
katarakt, norodejeneratif hastaliklar, arterioskleroz gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde
rol oynayan molekiillerdir (Hurst ve ark. 1997; Jornot ve ark. 1998; Mills ve ark. 1998).

Atomlarda elektron dagilimi incelendiginde elektronlarin yoriingelerde oldugu
goriiliir. Yoriingeler alt yoriingelerden, alt yoriingeler de elektron igeren orbitallerden
olusur. Orbitallerde de, her biri digerinin fizikokimyasal reaksiyonlara girmesini
engelleyen, zit spinlerde hareket eden elektron ciftleri vardir. Serbest radikallerin dis
orbitalleri, genellikle eslenmemis elektron igerir. Serbest radikal olan atom veya
molekiiller, dis orbitallerindeki elektron konfiglirasyonlarinin yani sira, termodinamik
yapilar1 ve lokal kinetik reaktiviteleri géz oniinde bulundurularak da degerlendirilirler.
Bu tip atom ya da atom kombinasyonlari, elektron konfiglirasyonlarini pozitif yiikle
dengelemek egiliminde olduklarindan stabil degildir (Akkus, 1995; Sen, 1995; Halliwell
ve ark., 1995). Viicut savunmasinin yetersiz kaldigi durumlarda bu tiir maddeler hedef
olmayan organizmaya c¢esitli yollarla girmekte ve bu organizmada sinir sistemi,
endokrin sistem, immiin sistem, karaciger, kas, kalp, kan, bosaltim ve diger sistemleri
etkileyebilmektedirler (Blasiak ve ark., 1991).

Serbest radikaller baslica, oksijenin normal metabolizma basamaklarinda
indirgenmesi ile agiga c¢ikmaktadir. Ayrica, organik maddelerin c¢iiriimesi, boyalarin
kurumasi ve plastik maddelerin islenmesi gibi endiistriyel islemlerde oksijenin kismi
rediiksiyonu ile olusabilmektedir (Thomas, 1995). Ote yandan hava kirliligi,
kimyasallara maruz kalma, sigara dumani ve iyonize edici radyasyon gibi ¢evresel
kimyasal etkilerle kars1 karsiya kalma sonucunda hiicrelerde radikallerin ¢ogaldigi ve
hipoksi, inflamasyon, 1s1, yogun egzersiz, iskemi, travma, intoksikasyon gibi durumlarin

radikal olusumunu tetikleyen faktorler oldugu ileri siiriilmektedir (Aslan ve ark., 1995;



Wickens, 2001). Siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen iiriinlerinin endojen
iretiminde artis ile karakterize olan oksidatif stres, endotel tabakasinin islev
bozuklugunun temel nedenidir. Oksidatif stres kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
norolojik hastaliklar, diyabet, yaslanma ve diger pek cok hastalifin patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir. Oksidatif stres ile ilgili savunma mekanizmalari; bu
mekanizmalarin engellenmesi, onarimi, fiziksel savunma ve antioksidan savunmayi
kapsamaktadir. Hiicrenin antioksidan savunmasinda goérev alan enzimlerin diizenleyici
etkileri oldugu gosterilmis olup, kardiyovaskiiler hastaliklarda olusan oksidatif stresin
iyilestirilmesinde kullanilan antioksidanlar yeni terapotik yaklasimlara 11k tutabilecek

belirtmistir (Sayin ve ark., 2008).

1.2. Sebest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Aerobik organizmalarin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in organik molekiillerden
enerji agiga c¢ikarmada molekiiler oksijeni kullanma mecburiyetinde olmalari, bu
canlilar1 dogal olarak oksijenin toksik metabolik {irlinleriyle birlikte yasamak
durumunda birakmistir. Oksijen, canli organizmalar1 olusturan molekiillerin yapisina
girmesi, besin kaynagi konumundaki maddelerde temel element olmasi ve aerobik
canlilardaki oksidasyon reaksiyonlar1 ve solunumda rol almasi nedeniyle de 6énemlidir
(Thurnham, 1990; Erenel ve ark., 1992). Normal metabolizmada molekiiler O, nin %
98’1 oksidazlar yoluyla suya ¢evrilmektedir. Geriye kalan kismi ise oksijenazlar yoluyla
hiicre i¢i organellerin yapilarini ve fonksiyonlarini degistiren, membranlarda oksidatif
yikima neden olan reaktif toksik {iriinlere donistiiriilir. Bu O, metabolizmasi
iriinlerinin azaltilmas1 enzimatik siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve nonenzimatik (glutatyon (GSH) ve B-tokoferol) hiicresel
savunma mekanizmalariyla kontrol edilmektedir (Wohaieb ve Godin, 1987; Wickens,
2001). Metabolik olaylarin normal seyrinde oksijen toplam dort elektron kabul edebilir.
Oksijene bir elektron eklenmesi siiperoksit anyonu, iki elektron eklenmesi hidrojen
peroksit, ii¢ elektron eklenmesi hidroksil radikali ve dort elektron eklenmesi su

olusumuna neden olur (Ozdem ve Sadan, 1994; Wickens, 2001).



1.2.1. Singlet oksijen

Singlet oksijen, ortaklanmamus elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan bir
reaktif oksijen molekiiliidiir. Molekiiler oksijende eslesmemis iki dis elektronun spinleri
aynidir. Fakat farkli yoriingelerde bulunurlar. Molekiiler oksijen yiliksek enerji ile
uyarildiginda bu eslenmemis elektronlardan biri ya kendi spininin tersi yoniinde hareket
eder ya da bulundugu orbitalden bagka bir orbitale gecis yapar. Boylece singlet oksijen
ortaya ¢ikar. Singlet oksijende eslesmemis elektronlarin spinleri birbirine zittir. Singlet
oksijenin iki farkli formu bulunur. Bu zit spinli eslesmemis elektronlar ayni yoriingede
bulunuyorlarsa delta singlet oksijen, farkli yoriingelerde bulunuyorlarsa sigma singlet
oksijen formu olusur (Perl-Treves ve Perl, 2002; Hurst ve ark., 1997; Akkus, 1995).
Oksijenin yliksek enerjili bu formunun reaktivitesi molekiiler oksijene gore cok
yiiksektir. Serbest radikal reaksiyonlart sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da sebep olur. Radikal olmadigi halde ¢ok reaktif olmasi
ve radikal tepkimelerinin baslamasina sebep olmasi sebebiyle radikal sinifina kabul
edilir. Biyolojik sistemlerde singlet oksijen; fotosentez reaksiyonlari sirasinda, hidrojen
peroksitlerin metal iyonlar1 varliginda vermis olduklar1 reaksiyonlar esnasinda, iyonize
radyasyon ile uyarilma sonucu veya sitokrom p450 tepkimeleri sirasinda olusabilir.
Singlet oksijen, igerdigi enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi olarak yayip daha diisiik enerji
seviyelerine inerek tekrar molekiiler oksijene donebilir (Akkus, 1995; Stahl ve Sies,

2002; Halliwell ve Gutteridge, 1990).

1.2.2. Superoksit radikali

Organizmada meydana gelen ilk radikal siiperoksit (O, ) radikalidir. Cevresel
etkenler, enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla ¢ok kolay bir sekilde olusur.
Biyolojik sistemlerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit radikal
anyonu olusur. Molekiiler oksijenin suya indirgenmesi sirasinda elektron transport
zincirindeki elektron kacagi sonucu siiperoksit radikali olusur. Siiperoksitin en biiyiik
kaynagi elektron transport zinciridir. Her ne kadar siiperoksit bir radikal olsa da
reaktifligi yiiksek degildir (Jialal ve Fuller, 1993; Akkus, 1995). Molekiiler oksijenin dis

orbitallerinde paylasilmamis iki elektron vardir. S6z konusu elektronlar paylagilmayip



ayr1 orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayn1 yonde oldugu zaman en diisiik enerji
seviyesindedirler. Dig orbitallerden her biri birer elektron daha kabul edebilir. Bu
orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit radikali O,") iki
elektron almasi ile peroksil anyonu olusur. Siiperoksit radikali bir oksitleyici gibi
davranarak bir elektron daha alabilir, boylece olusan peroksil anyonu ortamdan iki

proton alarak hidrojen peroksit (H,O;) olusturabilir (Kiling, 1986).

1.2.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit (H>O,), yapisinda paylasilmamis elektron bulundurmadigi igin
radikal 6zelligi yoktur. Bakir, demir gibi metal iyonlarinin varliginda en reaktif ve en
zararh radikal olan hidroksil radikalinin dnciilii olarak rol oynadigindan reaktif oksijen
tiirleri icerisine dahil edilir. Hidrojen peroksit proteinlerin yapisinda bulunan gruptaki
demirle etkileserek reaktif demir formlarini olusturur. Bu reaktif formdaki demir lipit
peroksidasyonunun baglamasinda etkili olabilir (Nordberg ve Arner, 2001; Cheeseman
ve Slater, 1993). Hidrojen peroksit hiicreler i¢in toksik olmakla beraber, 6zellikle
indirgenmis metal iyonlariyla reaksiyona girdiginde dnemli serbest radikal hasarina
neden olmaktadir (Erenel ve ark., 1992). Insan metabolizmas1 bir saat icerisinde
yaklasik olarak 3x10° toksik hidrojen peroksit molekiilii olusturmaktadir (Wickens,
2001).

1.2.4. Hidroksil radikali

Oksijen radikalleri igerisinde en reaktif ve en zarar verici etkiye sahip olan tiir
hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali (OH") olustugu yerde hicbir ayirim yapmaksizin
herhangi bir molekiille etkilesebilir. Bunun sebebi hidroksil radikalinin eslenmemis
elektron bulunduran dis orbitaline bir an Once elektron alma ilgisinden
kaynaklanmaktadir. Hemen etkilesime girdigi icin uzak mesafelere dagilamaz ve
yarilanma omrii ¢ok kisadir (Yanbeyi, 1999; Kenneth ve Bruce, 1998). Hidroksil
radikalinin yiiksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik etkileri yani sira,

tiretilmeleri normal biyolojik fonksiyonlar i¢cin de gereklidir. Fagositoz ve pek cok



enzimatik tepkimenin zorunlu bir parcasi olarak OH firetilir ve kataliz olayina dogrudan
katilir (Kiling, 1986). Hidroksil radikali (OH"), olustugu yerde biiylik hasara sebep olur.
Hiicrede hemen hemen biitiin yapilarla reaksiyona girebilir. Fosfolipidler,
karbonhidratlar, proteinler, DNA gibi elektronca zengin bir¢ok molekiil hidroksil
radikalinin hedefinde yer alir. Lipid peroksidasyonunu baslatabilir. Lipid peroksidayonu
hiicre zariin yapisini bozar. Gegirgenligini artirabilir ve hiicre 6liimiine yol acabilir.
DNA iizerinde kirilmalara ve mutajenik etkilere neden olur. Radikal olmayan biyolojik
molekiillerle reaksiyona girerek zincirleme reaksiyonlar baglatabilir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2004, Halliwell ve Gutteridge, 1990).

1.2.5. Nitrik oksit radikali

Nitrik oksit, inorganik bir serbest radikaldir. NO metabolizma igerisinde bir¢ok
goreve sahiptir. Ge¢gmiste sadece gevre kirliligine sebep olan bir molekiil olarak kabul
edilmistir. Giiniimiizde ise makrofaj ve nétrofiller gibi hiicreler tarafindan sentezlenip
metabolik siirece dahil olduklar1 anlasilmistir. NO’in kan basinci iizerinde onemli bir
etkisi bulunmaktadir. NO, siiperoksit ve gecis metalleriyle reaksiyona girer. NO,
stiperoksit radikali ile birleserek peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit, nitrik oksite gore
daha az stabildir. Fakat nitrik oksitten daha toksik oOzellik gosterir. Peroksinitritin
protonlanmasiyla da oldukca etkili olan peroksinitroz asit meydana gelir. NO’in
ortamda birikmesi noronlarda ileri derecede hasarin olugmasina yol agar. Yagda
¢oziinebilen nitrik oksit biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilir. Oldukca basit bir
yapiya sahip olmasina ragmen farkli ve zit etkilere sahiptir. NO bazi durumlarda bir
antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglar. Bununla
birlikte stiperoksitle reaksiyona girerek prooksidan olarak davranir. Metabolizmada
nitrik oksit sentaz (NOS) araciligr ile iiretilir. Nitrik oksit, gili¢lii bir damar diiz kas

gevseticisi olarak gorev yapar (Simonian ve Coyle, 1996; Lala ve Chakraborty, 2001).



1.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

1.3.1. Biyolojik kaynaklar

Aktive olmus fagositler (solunumsal patlama = respiratory burst), antineoplastik
ajanlar (bleomisin, adriamisin), radyasyon, aliskanlik yapan maddeler (alkol ve
uyusturucular), ¢cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi,
pestisitler, sigara dumani, anestezikler), stres. Streste katekolemin diizeyi artar.

Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir (Akkus, 1995).

1.3.2. intraselliiler kaynaklar

Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar. Enzimler ve
proteinler: Ksantin oksidaz, hemoglobin. Mitokondrial elektron transportu.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri (stokrom P-
450). Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler. Plazma membrani: lipoksijenaz, lipid
peroksidasyonu. Oksidatif stres yapict durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon (Akkus,

1995).

1.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, genelde i¢ ve dis etkenlere bagli olarak iiretimlerindeki artisi
takiben basta membran fosfolipitleri olmak {izere hiicresel bilesiklerin tiimiine
(karbonhidrat, lipit, protein, DNA) zarar vermekte, membranlar depolarize olmakta,
pargalayici enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin permeabilitesi ve elektrik yiik
dengesi degismektedir (Kavas, 1989; Sinclair ve ark., 1990). Hiicrede baslica
mitokondriyum olmak {izere hiicre membrani, lizozomlar, peroksizomlar, ¢ekirdek ve

endoplazmik retikulumda lokalize olur (Bendich, 1990).



1.4.1. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit, peroksitler
ve okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diabet gibi patolojik prosseslerde 6nemli rol
oynarlar. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkariti olan hiyaliironik asit, sinoviyal
stvida da bol bulunur. Enflamatuvar eklem hastaliklarinda sinovyal siviya ¢ok sayida
polimorf hiicreler go¢ eder ve immiin komplekslerle aktivasyonu sonucu ekstraseliiler
stiviya H,O, ve O,  salgilarlar. Hiyaliironik asit pargalanmasi enflamatuvar eklem
hastaliklarinda sinovyal sivinin karakteristik bir 6zelligidir. G6ziin vitreous humor’unda
bulunan hyaluronik asidin oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunur (Akkus,

1995).

1.4.2. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin neden oldugu hasar sonucunda proteinlerde fragmantasyon,
capraz baglanma, protein agregasyonu meydana gelmektedir. Proteinlerin, serbest
radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit kompozisyonlarina baglhdir.
Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite giiciine gore protein

harabiyetinin boyutlar1 degisebilir (Kavas, 1989; Erenel ve ark., 1992).

1.4.3. Membran lipidlerine etkileri

Poliansatiire (doymamis) yag asitleri serbest radikal hasarina kars1 hassastirlar.
Bu oksidatif hasara “lipit peroksidasyonu” denir. Sonu¢ta membran akigkanliinda
azalma ve permeabilite degisiklikleri meydana gelir (Kavas, 1989).
Peroksidasyon, bir metilen grubundan bir H atomunu yerinden ¢ikartan herhangi bir
serbest radikal tiirii ile baslayabilir. Bu olay ¢ift baga komsu metilen grubu {izerinde
daha da kolaydir. Oksijen peroksil radikalini olugturmak i¢in karbon radikaline eklenir

ve sonucta diger lipit molekiiliinden bir H atomu ¢ikarir, lipit hidroperoksil olusturur.



Boylece zincirleme reaksiyon baslar. Siklik peroksitler yeniden diizenlenme ile
endoperoksitlere, daha ileri oksidasyon ile de malondialdehite (MDA) doniisebilirler
(Sinclair ve ark., 1990; Erenel ve ark., 1992). MDA hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglar dogurur. MDA bu
Ozelliklerinden dolayr DNA’nin nitrojen bazlariyle de reaksiyona girebilir. Bundan

dolay1 hiicreler icin genotoksik ve karsenojeniktir (Moslen, 1994).

1.4.4. Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri

Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca etkilesime girer ve
degisikliklere yol agar. Sitotoksisite, biiyllk oranda, niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baglidir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona ve o6liime yol agarlar (Akkus, 1995). Mitokondrial,
endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde (sitokrom p450),
peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi normal metabolik olaylar
sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bir anlamda serbest radikaller, solunum
ve sindirim gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli atiklari durumundadir.
Aragtirmacilar, insan viicudundaki her hiicrenin giinde ortalama 10.000 serbest radikalin
hiicumuna ugradigini belirtmektedirler. Eger serbest radikaller nétralize edilmese; hiicre
membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 61diirmek, membran lipit ve proteinlerini yok
ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek, niikleustaki
genetik kodu iginde tasiyan, hiicrenin iiretimini ve bilyiimesini saglayan niikleik asite
(DNA) etki edip, DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirmek, bagisiklik
sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak, yaslanma ve kanser

gibi olaylara neden olabilirler (Akkus, 1995; Diindar ve Aslan 2000).
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1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek icin viicutta bircok savunma mekanizmalar1 geligmistir. Bunlar ‘antioksidan
savunma sistemleri’ veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinen; serbest radikalleri
notralize eden, serbest radikal hasarlarmi tamir etmeye yardimci olan ve viicudun
onlardan etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan besinlerin bir
siifidir (Ames ve ark. 1993). Antioksidanlar1 anlayabilmek i¢in onlarin nétralize ettigi
serbest radikallerin kaynagini ve neler yapabilecegini bilmemiz gerekir. Antioksidanlar
olarak adlandirilan mikro besin maddeleri, yiyecekleri 6zellikle yaglar1 oksidasyon ve
bozulmaktan koruyan maddelerdir. Adlarindan da anlasilacagi iizere oksijenin diger
maddelerle birlesmesini dnleyerek canlidaki maddelerin okside olmasini engellerler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidan sistem biitlin
bunlar1 yaparken temelde; serbest radikalleri hiicre zarina, niikleik asitlere (DNA) ve
hiicre bilesenlerine saldirmadan kendine ¢eker ve baglar. Antioksidan 6zelligi bilinen
bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismin1 6zellikle bitkilerden alirken, bir
kismin1 viicut kendisi {iretir. Antioksidanlar, endojen kaynakli (dogal) ve eksojen
kaynakli olmak iizere baglica iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana
gelisini Onleyenler ve mevcut olanlart etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye
ayrilabilirler. Ayrica enzim olanlar ve olmayanlar seklinde de smiflandirilabilirler.

Hiicrelerin hem s1vi hem membran kisimlarinda bulunabilirler.

1.5.1. Endojen (dogal) antioksidanlar

1.5.1.1. Enzimatik olan antioksidanlar

= Siiperoksit Dismutaz (SOD)
= Katalaz

= Selenyum bagimli Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
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Glutatyon —S- Transferaz (GST)
Glutatyon Rediiktaz (GR)

Hidroperoksidaz

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

Bilinen en taninmig reaktif oksijen radikallerini daha az toksik {iriinlere
doniistiiren antioksidan enzimler SOD, CAT ve GSH siklusu enzimleri (glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) dir (Ozdem ve Sadan
1994; Aslan, 1995). Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, siiperoksidi

detoksifiye eden enzimdir. (Akkus, 1995).

1.5.1.1.1 Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) siiperoksit serbest radikalinin (02' )

hidrojen peroksit (H,0,) ve molekiiler oksijene (O,) doniigimiinii katalizleyen
antioksidan enzimdir. Fizyolojik olarak metabolik asamalarda iiretimi olduk¢a fazla

olan siliperoksit, hiicre ic¢i aktivitesini diisiik tutarak hiicresel O, diizeylerinin

kontroliinde ve hiicreleri O, radikalinin etkilerinden korumada gorev alir.

SOD

20,” +2H" _ H,0, + O,

Spontan olarak da olusabilen bu reaksiyon SOD katalizorliigiinde yaklagik 4000
kez daha hizli olusur.

Ug biiyiik SOD tipi bildirilmistir. Cu, Zn ve Mn igeren birer enzim &karyotik
hiicrelerde bulunmustur. Cu, Zn igeren enzim sitoplazmada, Mn iceren enzim ise

mitokondride bulunmaktadir (Kahraman, 1998).
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1.5.1.1.2. Katalaz

Katalaz (H,0,:H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisinda dort tane hem grubu

bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak
sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunan ve yapisinda demir bulunduran bir enzim

olarak H,O;’nin suya doniistiiriilmesinden sorumludur (Erenel ve ark., 1992).

Katalaz
2H,0, > 2H,O0 + O,

Insan eritrositlerinde 6nemli miktarda katalaz bulunmasina ragmen, hidrojen
peroksitin buradan uzaklastirllmasindaki temel mekanizmanin NADPH, glutatyon
rediiktaz / peroksidaz yolu oldugu diisiiniilmektedir (Gaetani ve ark., 1989).

Katalaz reaksiyonu i¢in Michaelis Sabiti (K,,) nispeten yiiksektir ve katalaz
H,0,’in olustugu tiim komponentlerde bulunmaz, bu da katalazin oksijen radikallerinin
olusumundan korunmada ikincil 6neme sahip oldugunu akla getirmektedir (Erenel ve

ark., 1992).

1.5.1.1.3. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (glutatyon:H,O, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9),

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-Px enzimi sitozolda
bulunan tetramerik yapida 84000 dalton molekiil agirliginda olup her bir molekiil basina
4 atom selenyum igerir. GSH-Px hidrojen peroksidi glutatyon varliginda suya katalizler
(Deneke ve ark., 1985). Bu arada rediikte glutatyon ise okside forma gecer. GSH-Px
enzimi etki i¢in rediikte glutatyona gereksinim duymasindan dolayr okside glutatyon
(GSSG) formunun, rediikte formuna (GSH) doniisiimiinii glutatyon rediiktaz katalizler

(Kahraman, 1998).
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GSH-Px
2GSH +ROOH ——m ROH + GSSG +H,0

GR
GSSG+NADPH+H" —— s NADP++2GSH

1.5.1.1.4. Glutatyon -S- transferazlar

Glutatyon S-transferazlar (GST), ( EC 2.5.1.18) kodlu ve her biri iki alt birimden
olugmus bir enzim ailesidir. Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksidleri olmak
tizere lipid peroksidlerine karst GST’lar Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi

gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH +2GSH —— GSSG + ROH + H,O

GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok onemli bagka biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptir. GST hem detoksifikasyon yapar hem de hiicre i¢i baglayici ve
tastyici rolleri vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri GSH’daki sisteine ait —SH grubu
ile baglayarak onlarin elektrofilik bdlgelerini noétralize ederler ve {iriiniin daha fazla
suda ¢oziiniir hale gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan

atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar (Akkus, 1995).

1.5.1.1.5. Glutatyon rediiktaz

GSH’nun yiiksek konsantrasyonlar1 ve GSSG’un diisiik diizeyleri hayvanlarin
yasamlari i¢in gereklidir. GSH, oksidazlar tarafindan protein siilfitlerine tercih edilen bir
substrat olup protein siilfidril oksidasyonunu onler. GSH, protein siilfidrillerinin
oksidasyonunu geriye de c¢evirir. Yiksek GSH ve diisiik GSSG diizeyleri 6nemlidir,

clinkii yliksek GSSG diizeyleri protein siilfidrilleriyle reaksiyona girer ve proteinleri
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inaktive eden karigik glutatyon-protein siilfidrilleri olusturur. Gerekli GSH-GSSG
oranlar1 glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6 fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimleri
tarafindan devam ettirilir. NADPH’1n G6PD ile iiretimi de oksijen hasarinin tamirinde

gerekli biyosentetik siireglerde dnemli olabilir (Erenel ve ark., 1992).

GR
GSSG + NADPH+H" - 2GSH + NADP*

1.5.1.2. Enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar

= Glutatyon

= Melatonin

= Seruloplazmin
= Hemoglobin
= Metiyonin

= Transferin

= Bilirubin

= Sistein

» Urat

= Albumin

= Miyoglobin

= Laktoferrin

CAT ve GSH-Px gibi enzimler oldukca reaktif hidroksil tiirlerinin hasarlayici
etkilerine kars1 sadece smuirli, direkt bir koruma saglayabilirler. Bununla birlikte bir seri
diistik molekiil agirlikli serbest radikal temizleyiciler (antioksidanlar) direkt reaksiyona
girerek onlar1 daha az zararli ve daha stabil tiirevlerine doniistiirebilirler (Erenel ve ark.,
1992).

Nonenzimatik karakterdeki redoks reaksiyonlarinda serbest radikal olusumu ile
ilgili bircok calisma yapilmistir. Bir serbest radikal, iki bagli molekiiliin bir tek baginin

bir molekiil yardimi ile yiikseltgenmesi veya indirgenmesi sonucu meydana gelir
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(Thurnham, 1990). Nonenzimatik yapidaki bu maddeler, GSH, iirik asit, beta karoten
(provitamin A), taurin ve yiiksek molekiil agirlikli antioksidanlar olan mukus ve
albiimindir (Ozdem ve Sadan, 1994). Diger nonenzimatik antioksidanlar, melatonin,
seruloplazmin, askorbik asit, alfa tokoferol, transferin, laktoferrin, miyoglobin,

hemoglobindir (Akkus, 1995).

1.5.1.2.1. Melatonin

Melatonin en zararli radikal olan "OH radikalini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir
antioksidandir. Bu yiizden, gilinlimiize kadar bilinen antioksidanlarin en giicliisii olarak
kabul edilmektedir. Melatonin, "OH radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil
katyon radikaline doniisiir ki bunun da ortamda O,” radikalini tutarak antioksidan
aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Melatoninin antioksidan olarak diger onemli bir
ozelligi de lipofilik olmasidir. Dolaysiyla hiicrenin hemen biitlin organellerine ve hiicre
cekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri de kolayca geger.
Boylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gdsterir. Melatoninin bir bagka
avantaji, diger antioksidanlarin aksine ¢ok yiiksek dozlarda (300 mg/giin) ve uzun siire
kullanimda (5 yila kadar) bile toksik bir etkisinin olmamasidir. Melatoninin hiicre
cekirdegine girebilmesi onun DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi bakimindan diger
antioksidanlara gore daha istiin bir 6zelligini teskil eder. Yaslanma ile birlikte
melatonin Uretimi azalir ki bunun da yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin

patogenezinde 6nemli rolii olabilecegi kaydedilmistir (Akkus, 1995).

1.5.1.2.2. Glutatyon (GSH)

GSH tripeptit yapisinda olan, glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
meydana gelen bilesiktir. Cok 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif zarara karsi korur. Proteinlerin —SH

gruplarini rediikte halde tutarak, protein ve enzimlerin inaktivasyonuna engel olur. Bu
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gorevleriyle beraber yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve aminoasitlerin
membranlarda geg¢isini de saglamaktadir (Akkus, 1995).

Indirgenmis glutatyon reaktif ksenobiyotiklere karst hiicresel membran
yapilarint korumaya istirak ettigi bilinen Onemli hiicresel redoks tepkimelerinde
potansiyel biyolojik madde olarak gorev alir. Bu 6nemli fonksiyonlari bize devamli
azalan GSH konsantrasyonunun yaslanma prosesleri ve neoplastik hastaliklarda

kolaylastirict faktor olabilecegini gostermistir (Laganiere ve Yu, 1989).

1.5.2. Eksojen antioksidanlar

1.5.2.1.Vitamin eksojen antioksidanlar

= Vitamin A

= Vitamin C

= Vitamin E

Vitamin C (Askorbik Asit, AA): Insanlar, primatlar, kobaylar ve meyve yiyen
yarasalarin, L-glukonolakton oksidaz enzimi igermediklerinden sentezleyemedikleri
esansiyel bir vitamindir. AA, gii¢lii bir rediikleyici ajan (e” donorii) ve antioksidan olup
stiperoksit, peroksit ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girerek bir ara {iriin olan
semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidroaskorbik asiti olusturur. AA,
dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyon ile glutatyon tarafindan
rejenere edilir (Erenel ve ark., 1992).

Vitamin E (o Tokoferol): Bu vitamin, lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu
bir serbest radikal temizleyici olarak davranir. Lipitte ¢oziiniir dogasi, hiicre zarlarinin
fosfolipit tabakas1 ve kan lipoproteinleri igerisinde yogunlagsmasina izin vermektedir.
Her bir E vitamini molekiilii iki oksidasyon zincirini durdurur. Vitamin E, AA
tarafindan rejenere edilebilir. Boylece bir antioksidan olan AA’in bagka bir rolii daha

ortaya ¢ikmaktadir (Erenel ve ark., 1992).
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1.5.2.2. Gidalarda bulunan eksojen antioksidanlar

= Sodyum Benzoate

= Butylated hydroxyanisole (BHA)
= Butylated hydroxytoluene (BHT)
= Propylgalate

= Ethoxyquim

1.5.2.3. ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

= NADPH oksidaz inhibiitorleri (Adenozin, Lokal anestezikler, Nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)

= Ksantin oksidaz inhibiitorleri (Allopiirinol, Oksipiirinol, Pterin aldehit,
Tungsten)

= Rekombinant siiperoksit dismutaz

= Trolox —C (Vitamin E analogu)

= Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (GSH-Px aktivitesini arttiran
ebselan ve asetil sistein)

= Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (Mannitol, Albumin)

= Demir selatorleri ve Sitokonlardir (Bayramoglu, 2008).

1.6. Antioksidan Etki Tipleri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan
savunma sistemleri' ya da kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.
1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve

kiigiik molekdiller bu tip etki gosterirler.
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2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastiric1 etkidir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirier etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir
kirict etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir.

1.7. Serum Enzimleri

1.7.1. Transaminazlar (Aspartat amino transferaz ve alanin amino transferaz)

Bu enzimler glutamati olusturmak i¢in aspartat veya alanin amino grubunun
reversible olarak a-ketoglutarata transferini saglarlar. Kofaktor olarak pridoksal fosfata
ihtiya¢ duyarlar. AST’nin yar1 omrii 17 saat, ALT ninki 27 saattir. AST, karaciger
disinda dokularda da bulunmaktadir. (Kalp ve iskelet kasi) ALT ise karaciger ve
bobreklerde bulunmaktadir.

Hepatositlerde AST’nin %80’i mitokondrilerde bulunmaktadir. ALT ise
ekstramitokondrial yerlesimlidir. Hafif karaciger hasarmnin oldugu ve mitokondrial
membranin saglam kalip hiicre membraninin biitiinligliniin bozuldugu durumlarda
sitoplazmik ALT ve AST seruma salinir. Ama eger agir karaciger hasar1 var ve hem
sitoplazmik hem de mitokondrial membran hasar gordilyse mitokondrial AST de kana

gecer ve AST/ALT oraninda yiikseklik goriiliir (Adam ve Ardigoglu, 2002).

AST (GOT)
L-Aspartat +a-ketoglutarat Okzalasetat + Glutamat

ALT (GPT)
L-Alanin + a-ketoglutarat Glutamat + Piruvat

Normal olarak bu enzimler kanda oldukga diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar.
Fakat dokularda ve ozellikle eritrosit, kalp adalesi, karaciger ve akcigerde daha fazla
miktarda bulunurlar. Normal seruma nazaran eritrositler daha fazla GOT ihtiva ederler.
Saydigimiz bu ¢esitli organlarda husule gelebilecek yaygin doku harabiyeti ile bu

enzimler kana gecer ve kandaki konsantrasyonlar1 artar (Mehmetoglu, 2002).
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1.7.2. Gamma glutamil transferaz (GGT)

Gamma glutamil transferaz, gamma glutamil transpeptidaz olarak da adlandirilir.
GGT, peptitlerden ve diger bilesiklerden y-glutamil grubunu herhangi bir akseptore
transfer eder. Enzim, sadece terminal glutamat kalintisinin, bilesigin geri kalan kismina

glutamatin y-karboksil grubu araciligi ile baglandig1 peptitlere veya bilesiklere etki eder.

Klinik 6nemi: Serumdaki GGT’ nin ana kaynag1 hepatobilier sistem olup biitiin
karaciger hastaliklarinda artar. Intra veya posthepatik safra yollarmin tikanmasinda
artarak normalin 5-30 misline kadar c¢ikar. GGT, tikanma sarilii, kolanjitis ve
kolesistitis teshisinde alkalen fosfatazdan daha kiymetlidir. Cilinkii daha erken yiikselir
ve daha uzun infeksiy6z hepatitlerde ise daha az yiikselir ve transaminazlardan daha az
kiymetlidir. Primer ve sekonder karaciger kanserlerinde de diger enzimlerden daha
degerlidir. Yine daha erken ve daha fazla yiikselir. Serum ALP seviyesinin yiiksek
oldugu durumlarda GGT tayini ile ALP’deki yiiksekligin karacigerden kaynaklanip
kaynaklanmadig1 anlasilir. Serum GGT seviyesi agir igicilerde ve alkolik karaciger
sirozunda da artar. Alkoliin ve diger ilaglarin karaciger {izerindeki toksik etkilerinin

ortaya konmasinda olduk¢a faydalidir (Mehmetoglu, 2002).

1.7.3. Laktat dehidrogenaz (LDH)

LDH, anaerobik glikolizin son enzimi olup piruvatin laktata doniistimiinii
katalize eder. Genel olarak viicut hiicrelerinin ve sivilarin hepsinde bulunmakla beraber
ozellikle kalp kasi, eritrositler bobrek, iskelet kasi, karaciger ve akcigerde yaygindir. Bu
dokulardaki herhangi bir hasar durumunda kandaki seviyesi artar ve bu da teshise

yardimci olur. LDH asagidaki reaksiyonu katalize eder (Mehmetoglu, 2002).

LDH
Piruvat + NADH + H" Laktat + NAD"
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1.8. Oksidatif Stres

Organizmada meydana gelen serbest radikaller, hiicrenin savunma sistemi
tarafindan ortadan kaldirilir. Bu savunma sistemine antioksidanlar adi verilir. Serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi bir denge halindedir. Yani serbest
radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hizlar1 birbirine esittir. Bu duruma
oksidatif denge denir. Oksidatif denge var oldugu silirece, metabolizma serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Fakat bazi durumlarda antioksidanlarin savunma
kapasitesini asan serbest radikal olusumu s6z konusu olabilir. Cesitli endojen ve eksojen
faktorlerin etkisiyle artan radikal olusumu veya azalan antioksidan savunmasi, var olan
oksidatif dengeyi bozar. Antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasi ve serbest
radikallerin yliksek miktarlara ulasmasi sonucu olusan bu duruma oksidatif stres denir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2004; Halliwell ve Gutteridge, 1986). Antioksidan savunma
sistemine ragmen, serbest radikallerin hiicrelere degisik diizeyde zarar vermesi
kacinilmazdir. Siddetli oksidatif stres, hiicrede hasara ve hiicre Oliimiine yol agcar.
Oksidatif stresin verecegi zarar, stresin siddetine, etkilenen molekiiliin tiirline,
antioksidan savunmanin kapasitesine gore degisir (Akkus, 1995). Oksidatif stres;
proteinler, membran lipitleri, DNA gibi énemli birimlerde hasara sebep olur. Ozellikle
DNA iizerinde niikleik asitleri hasara ugratmakta ve kansere sebep olabilmektedir.
Diistik seviyedeki oksidatif stresin etkileri ¢ok uzun bir siire¢ sonucunda ortaya ¢ikarken
(yagslanma vb.), yiiksek siddetteki oksidatif stresin etkileri kisa siirede ve ciddi
hastaliklar olarak gozlemlenir. Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif
stresin neden oldugu hiicre hasar1 sebebiyle bircok kronik hastaligin ortaya ¢iktigi
belirtilmektedir. Bu hastaliklarin bazilar1 ateroskleroz, kronik obstriiktif akciger
hastalig1, karsinogenezis, parkinson, down sendromu, iskemi-reperfiizyon injlirisi olarak

sayilabilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004; Keser, 2005; Bowler ve Crapo, 2002).

1.9. Etil Alkol

Mekanizmas1 net bir bicimde agiklanmamig olsa da etanolun karaciger
dejenarasyonuna yol actif1 bilinmektedir. Etanol uygulanan hayvanlarda karaciger
ekstraktlarindaki Tiyobarbiitirik asit reaktif tiirevleri (TBARS) ve diger oksidasyon

tirlinleri artmaktadir. Bazi yazarlar oksidatif stres ve radikallerin olaya karigmasinda,
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baskilanmis hepatik glutatyon ve metabolik enzim diizeyleri ile karaciger ve diger
dokularda demir gibi gecis elementlerinin artisinda etkili oldugu bildirilmektedir
(Diindar ve Aslan, 1999). Uzun siire alkol alimi karacigerde hasara neden olmaktadir
(Sonde ve ark., 2000). Alkoliin hem kimyasal hem de fiziksel olarak hiicre membran
hasarina yol actig1 bilinmekte olup alkol arastirmalart etanol ile uyarilan biyokimyasal
mekanizmalar iizerinde yogunlagsmistir (Armutgu ve ark, 2004). Alkol kullaniminda,
gerek beslenmenin bozulmasi sonucu, gerekse alkoliin zararl etkileri nedeniyle demir,
cinko, magnezyum, fosfor, bakir gibi baz1 mineraller ile 6zellikle B grubu vitaminler
basta olmak {izere tiim vitamin diizeylerinde bir azalma goriiliir. Bu eksiklikler sonucu

geri doniisiimsiiz olabilen bozukluklar ortaya ¢ikar (Kundak ve ark., 2007).

1.10. Uziim (Vitis vinifera L.) ve Cekirdegi

Asma, diinyada kiiltliri yapilan en eski meyve tiirlerinden birisidir. Yeryiiziinde
bagciligin tarihgesi M.O. 5000 yilina kadar dayanir. Asmanin anavatam1 Anadolu’yu da
icine alan ve Kii¢iik Asya denilen bolgedir. Bu bolge Kafkasya’yr da kapsamaktadir.
Asma, diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla ¢eside sahip olan tiirlerinden biridir.
Diinya da 10.000’nin iizerinde {iziim ¢esidi oldugu tahmin edilmektedir. Yurdumuz ise
asmanin anavatani olmasi nedeniyle 1200’iin {izerinde {iziim ¢esidine sahiptir. Fakat
bunlardan ancak 50-60 kadarmin ekonomik 6nemi olup, genis capta iiretilmektedir.
Diinyada bagciligin yapildig: alanlar kuzey yarimkiirede 20-52, giiney yarimkiirede 20-
40. Enlem dereceleri arasinda kalmaktadir. Ekvatora yaklastik¢a bagcilik ancak yiiksek
yaylalarda yapilabilmektedir. Baciligin kuzey siirin1 olusturan yorelerde ise 6zellikle
giiney yamaglarda ve nehir kenarlarinda yapilabilmektedir (Uzun, 1996). Anadolu,
asmanin anavatani olarak bilinen bélgeler icerisinde yer alan, hem ¢esit zenginligine
hem de genis bag alanlarina ve iiziim iiretimine sahip diinya iizerindeki énemli bagcilik
merkezlerden birisidir. Asma ise; iliziim verimi bakimindan ekonomik, cesit zenginligi
ile de genetik materyal acisindan yurdumuzun onemli bir bitkisidir (Celik, 1998).
Anadolu insan1 da bu tarim irlinlinden daha fazla yararlanmasi i¢in mevcut alanlari
korumasiyla birlikte bu alanlara yeni alanlar ekleyerek daha fazla yararlanma yoluna
gidilmis ve bu yararlanma yolunda devam edilmektedir. 1998 verilerine gore; bag

alanimiz 541.000 hektar yillik {retimimiz ise 3.600.000 tondur (Anonim, 1998).
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Bagciligimiz bu degerleriyle Rusya hari¢ diinya da alan bakimindan 4. iiretim
bakimindan ise diinyada 5. siradadir. Ulkemiz de en genis bag alanlarina sahip bolgemiz
ege bolgesinde rastlanir (157.000 hektar). Bu bolgeyi 109.000 hektarlik alanla Akdeniz
izlemektedir. Bu bolgeler arasinda iizim alinimindan elde edilen verim bir birinden
farklidir. Ozellikle Ege, Akdeniz, Marmara ve G. Anadolu bélgesi de elde edilen iiziim
verimi iyidir (Goktas, 2008).

Uziim sicaklik isteyen bir meyve oldugundan 6zellikle Tiirkiye de oldugu gibi
diinyanin pek ¢ok bdlgesinde de sicak bolgelerde yetistiriciligi yapilmaktadir. Ornegin:
Dogu Anadolu ve Karadeniz hatta i¢ Anadolu bolgelerinde iiziim yetistiriciligin nadir
olmasma neden olan en Onemli etken sicaklifin diger bolgelere gore daha diisiik
olmasindan kaynaklamr. Uziim tarrmmmin yaygmn olmasmi saglayan en Onemli
etkenlerden bir tanesi diger pek ¢ok meyve tiiriine gore daha az c¢aba ve emek
istemesidir. Uziim yiiksek seker igeriginden dolayr da kalorisi c¢ok yiiksek olan
meyvelerden birisidir. Ayrica mineral maddelerinden kalsiyum (Ca), potasyum (K),
sodyum (Na) ve demir (Fe) yoniinden zengin oldugu gibi bazi vitaminler (A, B1, B2 ve
C vitaminleri) yéniinden de &nemli bir kaynak olarak kabul edilmektedir. Uziimiin
beslenme degerini olusturan maddelerin niteligi ve miktar1 {iziimiin yas veya kuru
olmasina bagli olarak kalori degeri de degismektedir. Kuru {iziimiin igeriginde fazla su
bulunmadigindan kalorisi yas iiziime gore oldukca fazladir. Ayrica kuru liziimde demir
ve kalsiyum miktar1 da yas iiziime gore oldukea fazladir. Uziimiin kurutulmasi sirasinda
liziimiin yapisinda bulunan A ve C vitaminlerde biiylik kayiplar meydana gelir
(Westwood, 1993).

Uziim diinyada yaygin bir sekilde iiretimi yapilan ve tiiketilen meyvedir. Vitis
vinifera L.’nin ¢ok sayida alt variyeteleri bulunmaktadir. Uziim polifenoller bakimindan
olduk¢a zengindir. Bu polifenollerin %60-70’1 liziim ¢ekirdeginde, yaklasik %4’ de
{iziim pulpunda bulunmaktadir. Uziimiin kabugunda da antosiyanin olarak adlandirilan
bagka bir tip polifenol vardir. Antosiyanin tiiziimdeki polifenollerin %30 unu
olusturmaktadir (Zhao ve ark., 1999). Uziim ¢ekirdeginde bulunan polifenollerin bazis
cayda da vardir, ancak iiziim c¢ekirdegindeki polifenoller c¢aydakilerden oldukca
farkhidirlar (Agarwal ve ark., 1992). Ultraviyole 1sinlarinin neden oldugu peroksidasyon
aktivitesini de engelledigi ortaya konmustur (Bouhamidi ve ark., 1998). Uziim ¢ekirdegi

prosiyanidinlerinin 6 giin boyunca giinde 3 kez 3 mg/kg dozda oral alinmasi,
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hayvanlarda dekstran ile indiiklenen deri 6deminin olusumunu engelledigi, ayrica
xylene ile lokal kutandz uygulamayla meydana getirilen kapillar damar permeabilite
artisini da engelledigi ve kapillar duvarda stabilizasyonu sagladigi belirtilmistir (Zafirov
ve ark., 1991). Insanlarda iiziim ¢ekirdegi poliyfenollerinin oral olarak alinmasinin
gorme performansini artirdigr saptanmistir (Corbe ve ark., 1998). Epidemiyolojik
caligmalarda da {iziim tiiketiminin artmasiyla kanser olusma riskinin azaldigi
belirlenmistir (Zheng ve ark., 1993). Uziim gekirdegi ekstraktinin pankreatik lipaz,
lipoprotein lipaz ve hormonal duyarh lipaz gibi yaglar1 metabolize eden enzimler
tizerindeki etkilerinin arastirildig in vitro ¢aligmada, ekstraktin bu yag metabolize eden
enzimleri inhibe ettigini, dolayisiyla diyetteki yagin absorbsiyonunu engelleyerek
adipoz dokularda akiimiilasyonunu sinirlamak amaciyla kullanilmasinin faydali oldugu
belirtilmistir (Moreno ve ark., 2003). Uziim cekirdegi ekstraktinin solar ultraviyole
radyasyon ile indiiklenen photocarcinogenesisin inhibisyonunu sagladigini, bu etkisinin
ekstraktin alimiyla doku yag igeriginin azalmasi ve solar ultraviole radyasyon ile
indiiklenen oksidatif hasarin azalmasiyla iliskili olabilecegi vurgulanmistir (Mittal ve

ark., 2003). Proanthosiyanidinlerin rat ve farelerde akut oral LDso degerinin 4g/kg

oldugu, ayrica oral olarak ratlara 6 ay boyunca 60 mg/kg dozda verilmesinin toksik bir
etki olusturmadigi tespit edilmistir. Proanthosiyanidinlerin mutajenik ve teratojenik
etkilerinin de olmadigi belirtilmistir (Bombardelli and Morazzoni, 1995). Ayrica akut
ve subkronik toksikasyon etkisi konusundaki ¢aligmada da ratlarin yemine %2 (=1410
mg/kg) oraninda iiziim ¢ekirdeginden elde edilen proanthosiyanidince zengin ekstrakt

katilarak 90 giin verilmis ve toksikasyon gézlenmemistir (Yamakoshi ve ark., 2002).

1.11. Arastirmanin Amaci

Organik komponentlerin oksidasyona ugramasiyla serbest radikaller olusur.
Antioksidanlar; lipidleri, karbonhidratlari, proteinleri, DNA’y1 ve diger oksitlenebilir
substratlar1 oksidasyondan koruyan maddeler olarak bilinirler. Serbest radikaller
dokularin yaglanmasina kanser ve kalp-damar rahatsizliklar1 gibi baz1 hastaliklara neden
olurlar. Bundan dolay1 gidalarin ve insan viicudunun serbest radikallere kars1 korunmasi

elzemdir. Viicutta bulunan antioksidan savunma sistemi, organizmanin dogal savunma
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sistemini olustururlar. Besinlerle aliman ve genellikle vitamin olan antioksidanlar da bu
savunmaya katkida bulunurlar. Bu iki grup savunma sisteminde herhangi bir aksama
olur veya viicuttaki serbest radikal mevcudiyeti normalin {stiine ¢ikarsa viicudun
antioksidan dengesi bozulmus demektir. Bu da viicutta ¢esitli anormalliklere yol agar.

Ulkemiz iiziim ihracatin da diinyada %12’ lik {iretimle 5. sirada bulunmakta olup
iilke gelir payinda ¢ok 6nemli bir konumda bulunmaktadir. Tiirkiye’nin bulundugu
cografik konum nedeniyle pek cok iiziim c¢esidini barindirmakta olup kuru iizlim,
pekmez, pestil, sarap ve ilag endiistrisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda iiziim
cekirdegine yonelen arastirmalar pek cok hastalik tedavisinde énemli rol oynandigini
gostermektedir. Ornegin: yiiksek tansiyon, gdz bozukluklari, diyabet, kalp ve cilt
hastaliklarin iyilestirmesinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.

Bu arastirmanin hedefleri de kisaca sOyledir. Bazi gidalarin hastaliklardan
koruyucu etkisinin oldugu bilinmektedir. Insan beslenmesinde dnemli etken maddeler
ihtiva eden {liztim ¢ekirdeginin; deneysel olarak etil alkolle oksidatif stres olusturulan
sicanlarda karaciger koruyucu etkilerinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek
karaciger harabiyet biyobelirtecleri olan serum Aspartate aminotransferaz (AST),
Alanin aminotransferaz (ALT), Gamma glutamil transpeptidaz (GGT) ve Laktat
dehidrogenaz (LDH) enzim sevilyelerinin tespit edilmesi amaglanmistir.

Ayrica, beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokusu 6rneklerinde
antioksidan kapasite etkinliinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek antioksidan
enzimlerden SOD, GSH-Px, GST, GR aktiviteleri ve rediikte GSH seviyeleri ile MDA
iceriklerine bakilarak, adi gegen biyolojik parametreler iizerine iizim c¢ekirdeginin
etkilerinin ortaya konulmasi bilimsel c¢aligmalar i¢in 6nem tasimaktadir. Bu meyvenin
sicakkanli canlilar iizerinde in vivo olarak caligilmasinin, gida biyokimyas1 alanindaki

arastirmalarla ilgili dnemli bir boslugu dolduracagi kanaatindeyiz.



2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

Diinyada artan niifus yogunlugu ve buna paralel olarak ihtiya¢ duyulan barinma ve
beslenme ihtiyaci, canlilar1 ekolojik dengeyi daha fazla tahrip etmesine neden olmaktadir. Bu
niifus artigina ¢are bulmak, insanoglunun daha rahat ve daha saglikli bir yagam siirdiirebilmesi
i¢in ulusal ve uluslar arasi alanlarda pek ¢ok iyilestirme ¢alismalar1 yapilmaktadir. Ozellikle
sanayinin gelismesiyle kimyasal maddelerin kullaniminin artmasi ve bu kimyasalarin i¢indeki
toksik maddeleri azaltamak icin insanoglunu daha ¢ok yapisinda antioksidan barindiran dogal
tirtinlerin tiiketimine yonlendirmistir. Bitkisel {irlinlerin yapilarinda bulunan antioksidan
sekonder metabolit {iriinleri pek ¢ok hastalikla miicadelede en dogal biyolojik tibbi mudahele
yontemleri oldugu pek c¢ok makalede ele alinmistir. Giinlimiizde cesitli medikal bitkiler,
destekleyici tibbi yardim olarak yaygin bir sekilde kullanilmakta ve “Alternatif Tip” giin
gectikce Onem kazanmaktadir. Diinya Saghik orgiitinin  (WHO) tahminlerine gore diinya
tizerinde 20.000'den fazla bitki tiiri tibbi maksath kullanilmaktadir (Wagner ve Fransworth,
1990).

Diinyada ¢okga tiiketilen etil alkolun dokularda meydana getirdigi tahribat ile ilgili
pek cok arastirici tarafindan belirlenmeye calisilmistir. Bunlarla ile ilgili yapilan bazi
caligmalar asagida verilmistir.

Butterfield ve ark. (1999), baz1 c¢alismalarinda alkolik igecekler evrensel olup
diinyanin en genis fizikoaktif kronik tiiketim igecegidir. Asir1 alkol tiikketimi organlarin zarar
gérmesine hatta lmelerine yol acar. indiiklenmis alkol beyinin pek ¢ok bolgesine sinsice
saldirarak biligsel zararlar gibi 6grenme ve hafiza kayiplarina neden olduguna dikkat
¢cekmisler.

Pari ve Suresh (2008), yapmis olduklar1 ¢alismalarda alkolik karaciger hastaliginin
ilerlemesinde oksidatif stresin onemli bir rol oynadigini bildirmisler.

Diamond ve Messing, (1994); Rauch ve ark. (1994), makalelerinde etanol tiiketiminin
noro toksik kronik etkilerini hem insanlar hem de deneysel hayvanlar {izerinde gelismis sinir
sistemi lizerindeki dejenerasyonuna dikkat ¢cekmisgler.

Igbal ve ark. (2004), calismalarinda alkol terimiyle ilgili n6rd gelisimsel karigiklik
(ARND) gebelik siiresince etanola maruz kalmanin bir sonucu olacak ki merkezi sinir
sisteminin fonksiyon bozuklugunu (CNS) bildirmislerdir.

Andreoli ve Mallet, (1997); Eskay ve ark. (1995), yaptiklar1 ¢calismalarinda uyarilmis
etanolun sinirsel tahribati arkasindaki mekanizma hala iyi anlagilmis degil, fakat gesitli

oneriler sunulmaktadir. Bunlarin i¢inde eksitotoksiti ile ilgili olarak nérétransmiter maddenin
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asirt yayilmasiyla olusan oksidatif stres serbest radikaller zararlarimin olugmasina neden
oldugunu belirtmisler.

Chen ve Sulik, (1996), Collins ve ark.,(1998), Heaton ve ark.,(2000), caligmalarinda
oksidatif stres gelisimi ve serbest radikallerin olusumu {izerine alkoliin katkisi oldugu
bildirmislerdir.

Liber ve ark. (1985), calismalarinda akut alkol kullaniminin karaciger iizerindeki
toksik etkileri uzun zamandan beri bilindigi ve karaciger gibi c¢esitli organlar iizerinde ki
olumsuz etkilerine dikkat ¢cekmisler.

Seitz (1985), ¢aligmasinda alkol kullanimi hiicre membranlarinin gegirgenligini bozar,
hiicre sitoplazmasinda bulunan enzimler hiicre membraninin gegirgenliginin bozulmasiyla
hiicre disina ¢ikarak kanda seviyelerinin artigina sebep olduguna dikkat ¢gekmistir.

Murt ve ark. (1980), calismalarinda karaciger harabiyeti ve karaciger hiicre
membranlarinin bozulmastyla hiicre sitoplazmasinda bulunan AST ve ALT gibi enzimler kan
plazmasina gecerek kan serumundaki aktiviteleri yiikseldigini belirtmisglerdir.

Baraona ve ark. (1980), calismalarinda karacigerde olusturulup safraya salgilanan
ekstreksiyon enzimlerinin (Ldsiamino Peptidaz, Alkalen Fosfataz, Gamma Glutami
Transferaz) serum aktivitelerinin artist da karacigerin salgi fonsiyonunu tam yerine
getirmediginin gostergesi olduguna dikkat ¢gekmisler.

Boros ve Hegyi (2003), calismalarinda akut ve kronik etanol tiikketimi, pankreas ve
karacigerde oksidatif paremetreler iizerinde oksidatif strese yol agtigini belirtmisler.

Mezey (1985), calismada da etanol uygulamasi doz ve zamana bagli olarak; serum
etanol konsantrasyonu, hepatik enzim aktiviteleri yiikselterek karacigerde morfolojikal
tahribata sebep oldugunu, protein sentezine ket vurdugunu, karaciger yaglanmasina sebep
oldugunu ve serum tirigliserid seviyelerinde yiikselmelere sebep oldugunu belirtmislerdir.

Tamai ve ark. (2002), bagka bir ¢aligmada da uzun siireli etanol tiiketimi, bagirsagin
gecirgenligini ve agizdan endoksin uygulamasina karsin hepatik hassasiyeti sira ile
yiikseltebilen endoksin emilimini artirdigini bildirmislerdir.

Asker ve ark. (1998), alkol ve alkol + taurine ile tedavi edilen farelerde diisiik
kolestasis kanit1 ortaya ¢ikmis, ayrica bu gruplarda yiiksek serum asitleri ve ALT nin oldugu
ortaya koymuslar.

Kerai (1999), alkolden sonra Taurine uygulanan farelerde yiiksek seviyede AST, ALT,
ALP, LDH yiikselmesi oldugunu gérmiisler.
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Waterfield ve ark. (1999), ¢alismalarinda kronik etanol tiiketimi sonucu olarak olusan
hepatik steatosis ve lipit peroksidasyon sonrasi taurine uygulamasiyla olusumlar geriye doniis
bildirmislerdir.

Noveli ve ark. (1997), kronik alkol alim1 lipoperoksid konsantrasyonlar1 ve asit fosfat
aktivitelerini artirirken Cu-Zn SOD’u diisiiriir diye belirtmislerdir.

Santos ve ark. (1997), kronik alkol alimin1 sonucu SOD aktivitesi superoksid radikal
ve lipoperoksid formasyonunu inhibe edemedigi icin orta derecede prostat tahribatina neden
oldugunu vurgulamslar.

Slukvin ve ark. (2001), ¢alismalarinda alkolik karaciger tahribati, karacigerde yag
birikmesi (steatosis) ve hepatik iltihabin olusumu tetikledigini bildirmislerdir.

Boros ve ark. (2003), listeria antijenine bagisiklig1 olan farelerde etanol tiikketiminde
karacigerde yag birikmesine ve serum ALT seviyesinde artisa sebep oldugunu dile
getirmislerdir.

Cao ve ark. (1999), kronik etanol tiiketimine bagli olarak T hiicreleriyle iligkili olan
karacigerin fonksiyon bozukluguna sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Sato (1978), calismasinda kronik etil alkoliin ratlarin karaciger lizozomal enzim ve
lizozom biiytikliikleri tizerinde etkili oldugunu ortaya koymustur.

Diger yandan gesitli tiziim (Vitis vinifera L.) ve ¢ekirdeginin iyilestirici etkileri ile
ilgili arastiricilar tarafindan belirlenmeye ¢alisilmis olup bazi caligsmalar asagida verilmistir.

Cetin ve ark. (2008), si¢an karacigerinde radyasyonun yol actig1 oksidatif strese tiziim
cekirdegi ekstreksinin etkisi incelenmis. Uziim cekirdegi ekstreksi hiicre membraninda
protein ve lipit peroksidasyonunu engelleyerek takiben oksidatif hasar1 azalttig1 ayrica {iziim
cekirdegi ekstreksinin verilmesiyle RTx grubundaki malondialdehid seviyesinde orta
derecede bir azalma gdézlemlenmistir.

ikizler ve ark. (2003), calismalarinda iiziim de bulunan bir antioksidan olan
resveratrol, oksidatif stresi onleyerek iskemi/reperfiizyon hasarinda koruyucu etki gosterdigini
bildirmislerdir.

Singh ve Lippman (1998); Hong ve Sporn, (1997), calismalarinda meyve, sebze ve
baz1 medikal bitkilerin degisik kanser tiirlerinin 6nlemesinde etkili kimyasal bilesiklere sahip
olduklar1 gosterilmistir. Bu kimyasallar arasinda dogal polifenolik antioksidanlarin
antikanserojen olduklar1 gosterilmistir.

Zhao ve ark. (1999), iiziim, 6zellikle ¢ekirdeginin polifenoller bakimindan oldukga

zengin bir bitki oldugu ve kansere karsi iyilestirici 6zelligini rapor etmislerdir.
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Maffei Facino ve ark. (1996), iiziim ¢ekirdegindeki polifenolleri; prosiyanidin veya
proantosiyanidin kombine isim olarak adlandirmis olup, son zamanlarda yapilan ¢calismalarda
lizim ¢ekirdeginde bulunan prosiyanidinlerin yangi, artritis ve allerji olusumunu engelleme
gibi birgok etkisinin yaninda, kalp hastaliklar1 ve deri yaglanmasindan korunmada da etkili
oldugunu gostermislerdir.

Bagchi ve ark. (1997); Bagchi ve ark. (1998), ayrica iiziim ¢ekirdegi poliyfenollerinin
vitamin C ve E’den ¢ok daha giiclii serbest oksijen radikal temizleyicisi oldugu gdsterilmistir.

Ozel (2006), yaptig1 calismada karacigerde iskemi/reperfiizyonun (I/R) 45 dakikalik
iskemi ve 1 saatlik reperfiizyon sonunda karaciger GSH diizeyleri anlamli derecede azalirken,
tizim ¢ekirdeginden izole edilen proantosiyanidin ekstreksi (GSPE) bu azalmayir anlamli
olarak oOnlemistir. Keza, MDA, degerlerinde I/R sonucunda artis gdzlenmisken bu
degerlerdeki artis seviyesi GSPE uygulamasi ile azalmistir.

Son zamanlarda {iziim (Vitis vinifera L.) ¢ekirdeginin yapisinda bulunan giiglii
antioksidan 6zelliginden daha genis alanlarda yararlanmaya baglanmis olup bu alanlardan biri
de gidalarin muhafazasidir.

Madavi ve Salunkhe (1995), gida firlinlerinin muhafazasi siirecinde butilat
hidroksianisol (BHA) ve butilat hidroksitoluen (BHT) lipid peroksidasyonu ve bu gidalarin
bozulmasinim 6nlenmesinde dnemli bir rol oynar. Ozellikle yaglar ve yag iceren gidalar raf
Omriinilin uzatilmasinda antioksidanlarin ilavesi sayesinde bu gidalarin raf 6miirleri uzattig1 ve
bozulmalar1 6nlendigi goriilmiistiir. Ancak, bu tiir sentetik antioksidanlar kanserojenik
olabilirligi kuskusuyla bu antioksidanlarin kullanim1 sinirlandirilmas.

Loliger (1991), bu yiizden dogal antioksidan arastirmalari, 6zellikle bitki orjinli
olanlar son yillarda kullanimda biiyiik artis oldugunu belirtmis.

FAO (1997), iiziim (Vitis vinifera L.) yillik yaklasik 58 milyon ton iiretimle diinyanin
en biiylik {irlin alinan meyve oldugunu rapor etmis.

Saito ve ark. (1998), iiziim cekirdekleri monomerik fenolik bilesenlerle zengin
kaynaklardir. Monomerik fenolik bilesenlerden, (+)-katezin (poliyfenolik antioksidan bitki
metaboliti), (-)-epikatezin ve (-)-epikatezin-3-O-gallate ve dimerik, trimerik ve tetramerik
prosiyanidinlerin antimutajenik ve antiviral ajanlardir.

Frankel ve ark. (1995); Teissedre ve ark. (1996), fenoller ve kirmiz1 sarap ta diisiik-
yogunluklu-lipoprotein (LDL) in vitro olarak insanda oksidasyonu engelledigi tespit

edildigini kanitlamiglar.
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Laparra ve ark. (1979), calismalarinda katezin ve prosiyanidinler gibi saglik acisindan
faydali oldugunu kanitlamasi iiztim ¢ekirdegi ekstratinin diyetisyenlikte dengeli beslenme i¢in
kullanilmasina yol agtigini belirtmisler.

Singh ve Lippman (1998), kanserin kimyasal bilesiklerle 6nlenmesi konusu genis bir
arastirma konusu olmaktadir. Bu amagla dogal veya sentetik bazi kimyasal bilesiklerle kanser

olusumunun engellenmesi konusunda aragtirmalar yapildigini dile getirmektedirler.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneyde Kullamilan Materyaller

3.1.1. Deney hayvan1 materyali

Arastirmamizin canlt materyali olan 200-350 gr agirliginda, 5.5-6 aylik, 24 adet
saglikli (Vistar albino) irki erkek ratlar standart plastik rat kafeslerine yerlestirildi.
Yapilan ¢alismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi igin
gerekli biitlin 6nlemler alindi. Bu amagla kontrol ve tiim deneme grubundaki denekler
ayni kosullarda tutuldu. Bitki materyali olarak {iziim (Vitis vinifera L.) ¢ekirdegini (halk
arasinda mazrona olarak bilinen ¢esidi) Mardin’nin Dargegit ilgesi yoresinden temin

edilen ¢esidi kullanildi.

3.1.2. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Gerhaeld calkalayici, Niive NM 110 vorteks, Bosch S 2000 hassas terazi, Chyo
JI-180 dijital terazi, sicak su sanyosu BM 101 Niive, otomatik pipet Socorex Swiss,
ugur derin dondurucu, Orion pH metre 420 A, BHG Hermle Z 320 K sogutmali
santrifiij (14.000 rpm), Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometre, Harris derin
dondurucu (-80 °C), Ultrasonic processor homojenizator, iklim dolabi, kiyma makinast,
cekirdek ezme degirmeni, makas, nester, jilet, plastik tepsiler, Whatman siizge¢ kagidi

No.42.

3.1.3. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kit ve kimyasal maddelerden: Siiperoksit dismutaz (SOD)

ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim kiti Randox-Ransel, Rediikte glutatyon
(GSH), Okside glutatyon (GSSG), Biitillenmis hidroksitoliien (BHT) Tiyobarbitiirik asit
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(TBA), 1.1.3.3.tetracthoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB),
Stikroz, Glioksilik asit, Tris (Hidroksi metil amino metan hidroklorit tris HCl), Sodyum
siilfat Sigma’dan, Beta Nikotinamiddinukleotit fosfat (NADPH), Metafosforik asit,
Triklor asetik asit (TCA), Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum hidroksit (NaOH), Disodyum
hidrojen fosfat (Na,HPO,), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,), Etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) Sodyum sitrat, Sulfosalisilik asit (SSA), Askorbik asit, ketamin
(%10 luk).

3.2. Yemlerin Hazirlanmasi ve Deney Muamelesi

Mardin’nin dargegit ilgesinden getirilen liziim (Vitis vinifera L.) g¢ekirdekleri
Van tarim il miidiirliigiinde kiigiik bir elektronik degirmende {in haline getirildi. Un
haline getirilen iizim ¢ekirdekleri laboratuvarda normal sigan yemine 6giitiilmiis olan
tiztim cekirdekleri %15 oraninda normal yeme karistirilarak ¢esme suyu ile iyice
karistirtldi ve yemler hamur haline getirildi. Hamur haline gelen bu yem kiyma
makinasindan gegcirilerek pellet haline getirildi. Plastik tepsilere konan bu pellet haline
gelen yem 25 °C de iklim dolabinda 48 saat bekletildi. Iyice kuruyan bu yem daha sonra
¢ikarilarak Van Yiiziinci Y1l Universitesi arastirma hastanesindeki deney hayvanlart
tinitesin de muhafaza edilerek belirlenen sican gruplarina gerekli oranda verilmesi
saglandi. Deneme 50 giin devam etti. 24 adet rat; kontrol grubu, alkol grubu, {iziim
cekirdegi ilaveli yem + su grubu ile iiziim ¢ekirdegi ilaveli yem + etil alkol gruplari
olmak iizere 6’sarl1 4 gruba ayrildi. Gruplardan kontrol grubu sadece standart rat yemi
ve su ile beslendi. Alkol grubuna standart rat yemi ve etil alkol verildi. Ugek + su
grubuna iiziim cekirdegi ilaveli yem ve su verildi. Ugek + alkol grubuna ise iiziim
cekirdegi ilaveli yem ve alkol verildi. Calisma grubundaki ratlara, her gruba ilk giin 200
gram yem ve 500 ml su veya alkol verildi. Daha sonraki her giin bir 6nceki giinden
kalan yem tartilarak/dlciilerek her bir grubun giinliik yem ve su/alkol tiiketimleri kayit
edildi. Ayrica, ratlarin net agirliklar1 da 50 giinlik boyunca her hafta tartilarak kayit
edildi. Deneme boyunca gozlemlerimde kontrol ile iigek + su gruplarindaki ratlarin
agirliklarinda artma tespit edilirken, alkol ile iicek + alk gruplarinda ise ratlarin net

agirliklarinda azalma goriildii. Deneme asamasi boyunca yeme ve i¢melerinde higbir
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kisitlamaya gidilmeden gerekli miktarda verilip, ayrica temizlige ¢ok dikkat edilerek 50

giinliik deneme asamasi bitirildi.

3.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

50 giinliik deneme sonunda sicanlar % 10’luk ketamin ile anesteziye tabi
tutularak enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi. Kanlar EDTA’l1 ve biyokimya
cam tiiplere alindi. EDTA’l1 kanlar eritrosit paketleri icin kullanirken, diger kan ise
serum enzimleri serum Ornekleri hazirlandi. Diger yandan; 50 giin deneme sonunda
sicanlarin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokular1 alinarak fizyolojik
suyla yikanip kurutma kagidiyla kurutulduktan sonra analizlerin yapilacagi zamana
kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edildi. Antioksidan savunma sistemi
unsurlar1 ve MDA tayini elde edilen eritrosit paketi ve doku siipernatantlarinda

gergeklestirildi (Xia ve ark., 1994).

3.4. Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Yapilan deney icin gerekli olan kan enjektorler yardimiyla hayvanlarin
kalbinden EDTA’li cam tiiplere alindi. Bir saat +4 °C’de bekletildikten sonra 3000
rpm’de +4 °C’de sogutmali santrifiijde 15 dakika santrifiij edildi. Olusan plazma atild1.
Altta kalan hacme esit oranda serum fizyolojik (%0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin
yikanmasi gergeklestirildi. Serum fizyolojik eklenen tiipler +4 °C’de 2000 rpm’de 8
dakika santrifiij edildi. Eritrosit yikama islemi {i¢ kez tekrarlandi. Elde edilen eritrosit
paketinde malondialdehit ile rediikte glutatyon tayini gerceklestirildikten sonra
stiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz ve glutatyon rediiktaz
enzim aktiviteleri tayinine kadar eritrosit paketleri derin dondurucuda -20 °C’de

muhafaza edildi (Randox Lab., 1996).
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3.5. Doku Ekstraksiyon Islemlerinin Gergeklestirilmesi

Muamele sonrasi derin dondurucuda (-80°C) bekletilen siganlarin beyin, bobrek,
dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokular1 oda sicakligina gelinceye kadar kademeli
olarak ¢oziindiiriildii. Dokularda antioksidan enzim ve malondialdehid tayinleri i¢in
doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde gergeklestirildi. Ekstraksiyon igin 0.32
mol/L sukroz, Immol/L EDTA. 10nm/L Tris HCI (pH 7.4) i¢eren tampon hazirlanarak
100 mg dokular 25 ml’lik cam beherlerde dijital terazide (Chyo JI-180) tartildi ve
tizerine 5 ml soguk tampon eklendi. Dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic
homojenizatorde 3 dakika homojenize edildi. Ekstrakt hemen 30 dakika 9500 rpm’de
sogutmali santrifiij cihazinda (BHG Hermle) +4 oC’de santrifiij edildi. Beyin, bobrek,
dalak, kalp ve karaciger dokusundan elde edilen berrak siipernatantlar analizler i¢in

hazir hale getirildi (Xia ve ark., 1994; Marklund, 1990).

3.6. Analizlerin Yapilmasi

3.6.1. Siiperoksid dismutaz (SOD) enzim tayini

Prensip: Siiperoksid dismutazin rolii, oksidatif enerji basamaginda {iretilen
toksik siiperoksid radikalini (O;"), hidrojen peroksite (H,O,) ve molekiiler oksijene (O,)
dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigii gibi ksantin
ve ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksid radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
5-phenyltetrazolium chloride (INT) ile kirmizi boya formuna doniistir. SOD aktivitesi,

bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile olgiiliir (McCord ve Fridovich, 1969).

X0 Oy
Ksantin —— Urik Asit + O, IN.T.——— Formazon D (Renkli bilesik)
SOD

0y —— > H,0, + O
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Ayiraclar Konsantrasyonlari
1.Miks Substrate

Ksantin 0.05 mmol/l

LN.T. 0.025 mmol/l

2. Tampon

CAPS 50 mmol/l pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/l
3.Xanthine Oxidase 80 U/l

4.Standart 5.70/ml

Deneyin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile Perkin
Elmer Lambda 1A UV/VIS spektrofotometrede 505 nm'de 37 °C'de 6lgildi (Randox
Lab., 1996). Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar -
80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku siipernatantlar
kullanildi. Eritrosit paketinden 10 pl alinarak 2500 ul 0.01 M fosfat tamponu (pH = 7.0)
ilave edilerek 251 kati sulandirildi (F=251). Inhibisyonun % 30-60 arasi olmasi
sagland1. Kiivete asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Ayirag Kori Standart Sulandirilmis
Ornek
Sulandirilmis Ornek 20 ul
Standart 20l -
Fosfat Tamponu 20l e e
Karigik Substrat 680 ul 680 ul 680 pl

Icerik karistirilarak ilk absorbans A; 30 saniye sonra okundu ve es zamanli
olarak zaman baslatildi. Son absorbans A, 3 dakika sonra okundu.
Hesaplama: Spektrofotometreden alinan optik dansite sonuclar1 asagidaki

denklemde yerine konarak SOD enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandi.

(AAsipk-x100) (AAOmekpr-x100)
100 - = % Inhibisyon 100 - = % Inhibisyon

(AABlank Dk.) (AABlank Dk-)
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SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in, standart grafigi elde edildi. Standart
grafikten elde edilen y = 48,85Ln(x)—12.218 formiilii ile sulandirma faktoriiniide hesaba
katilarak SOD aktivitesi U/g tiim doku olarak hesaplandi.

3.6.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), formiilde goriilen kumen hidroksidin
ile indirgenmis glutatyonu (GSH) okside eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda
glutatyon rediiktaz (GR) ve nikotin adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’im NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a
indirgenir (Paglia ve Valentine, 1967).

GSH-Px
2GSH + ROOH > ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + H" —— 5 NADP" + 2GSH

Ayrraclar Konsantrasyonlari
1.Ayrrag
Glutatyon 4.0 mmol/l
G.Reduktaz >0.5U/1
NADPH 0.28 mmol/l
2. Tampon
Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/l
3.Kumen Hidroperoksit 0.18 mmol/l

4.Sulandirma Ayiraci

Deneyin yapihisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile Perkin Elmer Lambda 1A UV/VIS spektrofotometrede 340 nm'de ultraviyole
metotla 37 °C'de 6lgiilecek (Randox Lab., 1996). Analiz materyali olarak, daha 6nce
hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen

eritrosit paketi ve doku siipernatantlari kullanildi.
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Analiz i¢in eritrosit paketinden 10 pl alimarak. 2 ml sulandirma ayiraci ile

sulandirildi. ( F =201). Kiivete asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Ayirag Kori Sulandirilmis Ornek
Sulan. Ornek - 15 ul
Distile Su 5wl e
Ayirag 750 ul 750 pl
Kumen 30 ul 30 ul

Kiivetler karistirilarak, 6rnek ve koriin absorbanslart 1 dakika sonra okundu.
Zaman baglatilmasindan, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okunarak dakika
absorbans degisimi hesaplandi.

Hesaplama: U/g doku veya ml eritrosit paketi = 8412 x DA 340 nm / dakika. Ornek ve
koriin U/g tim doku sonuglar i¢in, 6érnek degerden (U/g), kor degeri (U/g) ¢ikarildi.
Sulandirma faktoriiniide hesaba katilarak sonuglar U/g tiim doku veya ml eritrosit

cinsinden hesaplandi.

3.6.3. Glutatyon -S-transferaz (GST) enzim tayini

Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80
°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku silipernatantlari
kullanildi. 3 ml quvartz kiivette, 340 nm de absorbans Olglimii gerceklestirildi.
Absorbanslar 3 dakika boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. Absorbans araligindaki
degisimin Lineer oldugu kisimdan dakika basina absorbans degisimi tespit edilerek (EU
=3 (A /9.6) formiilden sulandirma faktoriinii de hesaba katilarak hesaplamalar yapildi.

Asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun sekilde karistirilarak 6lgtim yapildi
(Habig ve ark., 1981).

Kor Numune Son Konsantrasyon
Pbs 2.7 ml 2.7 ml 0.1 M
Distile Su 0.1 ml
CDNB 0.1 ml 0.1 ml 1 mM
GSH 0.1 ml 0.1 ml 1 mM

Stipernatant 0.1 ml
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3.6.4. Lipid peroksidasyon (MDA) tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon {iriinlerinden malondialdehid, tiyobarbiturik asit ile renkli forma girmesi
ile ol¢iiliir (Slater, 1984; Sushil ve ark., 1989).

Ayrraclar

1.LEDTA Cozeltisi (0.1 M) :37.224 g EDTA-NayH,O0 1 litre distile suda eritilir.

2.BHT Cozeltisi (%88) :0.220 g BHT 25 ml mutlak alkolde ¢6zdiiriiliir.

3.NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda eritilir.

4. TBA Cozeltisi (%]1) : 1 g TBA 100 ml'ye 0.05 N NaOH ile tamamlanr.
5.TCA (% 30) : 30 g TCA 100 ml distile suda eritilir.
6.Fosfat Tamponu : 8.1 g NaCl, 2.302 g Na,HPOy,, 0.194 g NaH,PO4

distile suda eritilerek 1 litreye tamamlanir. pH's1 7.4 'e ayarlanir.
Deneyin yapilist: Lipid peroksidasyon iiriinii malondialdehid seviyesi, tiyobarbitiirik
asit (TBA) reaktifi ile renk reaksiyonu sonucu Shimadzu UV/VIS-1201
spektrofotometrede maksimum 532 nm'de absorbanslar 6lgiildii. Bir tiipe ekstraksiyon
islemleri gerceklestirilmis eritrosit paketi veya doku siipernatantlarindan 200 pl alinarak
tizerine 800 ul fosfat tamponu ve 25 ul BHT ile siispanse edildi. Sonra 500 ul % 30'Tuk
TCA eklendi. Tiipler vorteksle karistirilarak 2 saat -20 °C'de buzdolabinda tutuldu.
Sonra 15 dakika 2000 rpm'de santrifiij edildi. Siipernatantin 1 ml'si alinarak baska
tiiplere aktarildi. Bunlarin iizerine 75 pul EDTA NayH,0O, 250 pl TBA eklendi. Tiipler
vorteksle karistirildi ve 15 dakika sicak su banyosunda (+90°C) tutuldu. Sonra oda
1s1sina getirilerek 532 nm'de optik dansiteleri (eritrositlerde 532 nm OD den 600 nm OD
cikartilarak hemoglobindeki MDA miktar1 ortadan kaldirildi) yapilarak okundu (Slater,
1984; Sushil ve ark., 1989).

A=axbxc

A = Absorbans a = Ekstinksiyon katsayisi

b =Isik yolu ¢ = Konsantrasyon

1.Sulandirma : 0.2 + 0.8 + 0.025 +0.5=1.525/0.2 = 7.625

2.Sulandirma : 1 +0.075+0.25 =1.325/1=1.325

Sonug = 7.625 x 1.325 =10.103 125=F
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c =A/a x b= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x It) x (1/cm) x (10° nM/mol) x (1/10°x
ml)
c=Ax1xFx10/1.56=nmol/ml eritrosit

3.6.5. Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Prensip: Ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmis eritrosit veya dokulardan
hazirlanan hemolizat ve siipernatantlarinda, stlfidril (SH) tasimayan tiim proteinler
coktiirlici (presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiirtildii. indirgenmis glutatyon (GSH), elde
edilen berrak sivida siilfidril gruplarimin DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile
reaksiyonu sonucu sar1 rengin olusumu ile 6l¢iildii. Eritrosit paketi ve siipernatantlarda
GSH seviyesinde diislis olabilecegi ihtimaline karsilik 24 saat i¢erisinde gerceklestirildi
(Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).

Ayiraclar: 1. Coktiiriicii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA
(disodyum etilen diamin tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml'ye distile suda eritilerek
tamamlandi.2. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.
3.DTNB (Ellman's Ayiraci): 40 mg DTNB (5,5'-(2-ditiobis) nitrobenzoik asit), %1
sodyum sidrat, 100 ml'ye distile su ile tamamlanda.

Deneyin yapilisi: Eritrosit paketi veya doku siipernatantindan 200 pl alinarak, 3
ml ¢oktiiriicli ¢ozeltisi ile karistirildi. 5 dakika bekleme sonrasi, karisim watman silizgeg
kagidindan (No.42) siiziildii. Ornek numuneden elde edilen siiziintiiniin 2 ml'si baska
tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat ¢ozeltisi, Iml DTNB ayirac1 eklendi. Blank igin 2 ml
coktiiriicli ¢ozeltisi (3 kisim ¢oktiiriicli ¢ozelti + 2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢cozeltisi
ve 1 ml DTNB ayiraci tiipe alinarak hazirlandi. Standart i¢in, 40 mg GSH ¢d6zeltisi taze
olarak hazirlandi. Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 412 nm'de blanka kars1
standart numunelerin optik dansiteler okundu. Sonuglar mg/g doku olarak hesaplandi

(Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).
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3.6.6. Glutatyon rediiktaz (GR) enzim tayini

Analiz materyali olarak, daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80
°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku silipernatantlari

kullanildi. Asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun sekilde karistirilarak Ol¢iim

yapildi.

Olciim Prosediirii Kor Numune
Fosfat Tamponu 1500 pl 1500 pl
Homojenat Tamponu 1200 pl -
B-NADPH 2 mM 150 ul 150 pl
GSSG 20 mM 150 pl 150 pl
Numune (Siipematant) - 1200 pl

GR aktivitesi (EU), 340 nm'de dakika basina harcanan NADPH miktarindan
hesaplandi. 5 dakika boyunca dlgiilen absorbansin lineer olan kismi dakika basina

hesaplandi (A= ¢ x b x ¢), (Carlberg ve Mannervik, 1985).

3.7. istatistiki Analizler

Ortalama ve standart sapma (X =+ SD) hazir program olan (Minitab for
Windows) kullanarak standart metotlara goére, grup ortalamalar1 arasindaki fark ise
ANOVA One way (unstacked) kullamlarak ortaya konuldu. Onem derecesi biitiin testler
i¢in ( p<0.05) olarak kabul edildi ( Ikiz ve ark., 1996).



4. BULGULAR

Yirmi dort adet sigan (Wistar albino) her grupta 6 tane sican olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubu, etil alkol grubu, % 15 iiziim ¢ekirdegi igeren yem grubu + su ve % 15
lizim ¢ekirdegi igeren yem grubu + alkol olmak {izere gruplar olusturuldu. 50 giinliik deneme
boyunca kontrol grubuna ¢esme suyu ile normal yem, etil alkol grubuna % 20 etil alkol ile
normal yem verildi, 3. gruba % 15 lziim c¢ekirdegi igeren katkili yem ile ¢cesme suyu
verilirken, 4. gruba da % 15 {iziim ¢ekirdegi iceren katkili yem ile % 20 etil alkol verildi. 50
giin boyunca devam eden uygulamalar sonunda karaciger koruyucu etkilerinin gostergesi
olarak degerlendirilebilecek karaciger harabiyet biyobelirtegleri olan serum Aspartate
aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT), Gamma glutamil transpeptidaz
(GGT) ve Laktat dehidrogenaz (LDH) enzim seviyeleri tespit edildi. Ayrica eritrosit,
karaciger, beyin, bobrek, dalak ve kalp dokusu 6rneklerinde antioksidan kapasite etkinliginin
gostergesi olarak degerlendirilebilecek antioksidan enzimlerden siiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR)
aktiviteleri ve rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ile Malondialdehit (MDA) diizeyleri
tizerindeki etkileri belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore; etil alkoliin serum enzimleri ve MDA miktarin1 kontrol
gurubuna gore arttirmasina karsin, farkli gruplara liziim ¢ekirdegi ilave edilen muamele
gruplarinda iiziim ¢ekirdeginin karaciger koruyucu ve lipid peroksidasyonunu azaltici etkisi
gozlendi. Ayrica, etil alkoliin ¢esitli dokularda oksidatif stres olugturmasina ragmen tiziim
cekirdegi ilaveli yem gruplarinda ise antioksidan etki gostererek oksidatif strese karsi direng
gosterdikleri belirlendi.

Cizelge 4.1°de belirtildigi lizere, kontrol grubu, alkol grubu, {igek + su grubu ile iicek
+ alkol gruplarindaki karaciger koruyucu etkilerinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek
karaciger harabiyet biyobelirteclerinden olan serum Aspartate aminotransferaz (AST) enzim
seviye degerleri (U/L) sirasiyla; 101.0+7.2, 140.8£31.4, 96.3+6.6 ve 101.3+15.3, Alanin
aminotransferaz (ALT) enzim seviye degerleri (U/L) sirastyla; 54.2+3.2, 71.0£16.5, 56.0+£5.0
ve 66.7+£8.7, Gamma glutamil transpeptidaz (GGT) enzim seviye degerleri (U/L) sirasiyla;
0.02+0.01, 1.3£0.5, 0.03+£0.01 ve 1.7+0.5 ve son olarak Laktat dehidrogenaz (LDH) enzim
seviye degerleri (U/L) sirasiyla; 854.2+132.2, 1116.3497.0, 760.2+132.5 ve 568.0+75.8

olarak bulundu.
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Cizelge 4.1. Etil alkol ve liziim ¢ekirdegi muamelesine tabi tutulan si¢anlarin karaciger

harabiyet biyobelirtegleri olan serum enzim diizeyleri

SERUM ENZIMLERI
KONTROL ALKOL UCEK+SU UCEK+ALKOL
SERUM
X +SD X +SD X +SD X +SD
AST U/L 101,0+7,2 140,8+31,4* 96,3+6,6 101,3+15,3¢
ALT U/L 54,2432 71,0+16,5 56,0+5,0 66,7+8,7°
GGT U/L 0,02+0,01 1,3+0,5° 0,03+0,01 1,7+0,5¢
LDH U/L 854,2+132,2 1116,3497,0° 760,2+132,5 568,0+75,8%4

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; AST degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0,05) bulunurken, diger yandan tigek + alkol grubu alkol
grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0,05) saptandi. Diger muamele gruplarin
kiyaslanmasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi.

AST

AST(U/L)

50

>
& g oo
+F ¢ s
< :

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark énemlidir ( p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.1. Etil alkol muamelesine tabi tutulan siganlarda {iziim ¢ekirdeginin AST seviyelerinin
karsilastirilmast

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; ALT degerleri alkol grubu ile tigek + alkol gruplari

kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0,05) bulunurken, diger muamele

gruplarin kiyaslanmasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi.
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ALT

C
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ALT(U/L)

20

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir ( p<0.05).
c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.2. Etil alkol muamelesine tabi tutulan siganlarda {iziim ¢ekirdeginin ALT seviyelerinin
karsilastirilmasi

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; GGT degerleri alkol grubu ile ligek + alkol gruplar

kontrol grubuna gore istatistiksel agcidan 6nemli artma (p<0,05) bulunurken, diger muamele

gruplarin kryaslanmasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi.

GGT

GGT(U/L)

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark énemlidir ( p<0.05).
c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).

Sekil 4.3. Etil alkol muamelesine tabi tutulan siganlarda tiziim ¢ekirdeginin GGT seviyelerinin
karsilastirilmasi

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; LDH degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore

istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0,05) saptanirken, kontrol ile iicek + su gruplar1 arasinda

LDH degerlerinde 6nemli fark bulunmadi. Diger yandan, iicek + alkol grubu LDH degeri

kontrol ve alkol gruplarina gore istatistiksel agidan dnemli azalma (p<0,05) saptandi.
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LDH

LDH(U/L)

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).
c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.4. Etil alkol muamelesine tabi tutulan siganlarda iiziim ¢ekirdeginin LDH seviyelerinin
karsilastirilmast

Cizelge 4.2. Etil alkol ve iliziim cekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki GSH

diizeyleri
GSH
KONTROL ALKOL UCEK+SU  UCEK+ALKOL
POKY X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin mg/g 19,48+1,39 34,2142 31° 20,23+0,48 22,59+1,74%9
Bobrek mg/g 27,89+1,73 32,5142,12° 30,16+2,68 30,07+1,41%¢
Dalak mg/g 35,55+1,97 32,34+1,20° 34,00+2,74 34,78+1,76°
Eritrosit mg/ml 5,28+0,44 4,90+0,17 5,55+0,17 4,67+0,33°
Kalp mg/g 51,04+3,83 48,33+1,95 49,84+4,71 49,62+4,62
Karaciger mg/g 30,40+5,16 38,38+4,99° 40,75+3,27° 54,25+1,95%¢

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
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a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.5. Etil alkol ve {iiziim ¢ekirdegi uygulanan siganlarin ¢esitli dokularindaki GSH

diizeylerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.2°de belirtildigi iizere, kontrol grubu, alkol grubu, ligek + su grubu ve tigek +
alkol gruplarindaki beyin dokusunun rediikte glutatyon GSH (mg/g) degerleri sirasiyla;
19.48+1.39, 34.21+£2.31 20.23+0.48 ve 22.59+1.74, bobrek dokusunda (mg/g) sirasiyla;
27.89+£1.73, 32.51+2.12, 30.16£2.68 ve 30.07+1.41, dalak dokusunda (mg/g) sirasiyla;
35.55+1.97, 32.34+1.20, 34.00+£2.74 ve 34.78+1.76, eritrosit dokusunda (mg/ml) sirasiyla;
5.2840.44, 4.90+0.17, 5.55+0.17 ve 4.67+0.33, kalp dokusunda (mg/g) sirasiyla; 51.04+3.83,
48.334£1.95, 49.84+4.71 ve 49.624+4.62, karaciger dokusunda (mg/g) sirastyla; 30.40+5.16,
38.38+4.99, 40.75+£3.27 ve 54.25+1.95, olarak bulundu.

Bu sonuglara gore; beyin GSH degerleri alkol grubu ile licek + alkol gruplar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel acidan onemli artma (p<0,05) saptanirken, diger yandan tigek +
alkol grubu alkol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0.05) tespit edildi.

Bobrek GSH degerleri alkol grubu ile iicek + alkol gruplari kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0,05) saptanirken, diger yandan ticek + alkol grubu alkol
grubuna gore istatistiksel acidan azalma (p<0.05) tespit edildi.

Dalak GSH degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel acidan Onemli
azalma (p<0,05) saptanirken, ligek + alkol grubu ise alkol grubuna gore istatistiksel agidan

Oonemli artma (p<0,05) saptandi.
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Eritrosit GSH degerleri {igek + alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel acidan
onemli azalma (p<0,05) saptandi.

Karaciger GSH degerleri alkol grubu, ligek + su grubu ve tigek + alkol gruplar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel acidan 6nemli artma (p<0,05) saptandig: gibi iicek + alkol grubu da
alkol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0,05) saptandi.

Diger muamele gruplarin GSH degerlerinin ¢aprazlanmasinda istatistiksel acidan

anlamli bulunmadi.

Cizelge 4.3. Etil alkol ve iiziim c¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki GR

diizeyleri
GR
BOKU KONTROL ALKOL UCEK+SU  UCEK+ALKOL
X +SD X £+ SD X +SD X + SD
Beyin U/g 1,63+0,27 1,57+0,11° 1,73+0,24 1,610,25
Bébrek Ulg 0,42+0,14 0,44+0,09 0,47+0,11 0,62+0,32
Dalak U/g 0,37+0,07 0,39+0,13 0,72+0,05° 0,96+0,23%
Eritrosit U/ml 1,64+0,48 0,99+0,25 0,62+0,12" 1,16+0,29
Kalp U/g 1,68+0,41 2,04+0,24 2,27+0,27° 2,21+0,23¢
Karaciger U/g 0,45+0,08 0,43+0,11 0,44+0,10 0,41+0,06

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).



46

GR

B Kontrol B Etl alkol M Ucek+Su B Ucek+Alk

GR (U/g doku-U/ml ertrosit)

Bevin Bobrek Dalak Eritrosit Kalp Karaciger
Dokular

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.6. Etil alkol ve iiziim c¢ekirdegi uygulanan siganlarin ¢esitli dokularindaki GR

diizeylerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.3’ te belirtildigi lizere, kontrol grubu, alkol grubu, ticek + su grubu ile ticek
+ alkol gruplarindaki beyin dokusunun glutatyon rediiktaz GR (U/g) degerleri sirasiyla;
1.63+0.27, 1.57+0.11, 1.73£0.24, ve 1.61+0.25, bobrek dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla;
0.42+0.14, 0.4440.09, 0.47+0.11 ve 0.62+0.32, dalak dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla;
0.37+0.07, 0.39+0.13, 0.72+0.05 ve 0.96+0.23, eritrosit dokusunda (U/ml) degerleri sirasiyla;
1.64+0.48, 0.99+0.25, 0.62+0.12 ve 1.16+0.29, kalp dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla;
1,68+0,41, 2,04+0,24, 2,27+0,27 ve 2,21+0,23, karaciger dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla;
0.45+0.08, 0.43+0.11, 0.4440.10 ve 0.41+0.06 olarak bulundu.

Bu sonuglara gore; beyin GR degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan 6nemli azalma (p<0.05) tespit edildi.

Dalak GR degerleri ticek + su ile iicek + alkol gruplari kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05) saptandigi gibi tigek + alkol grubu da alkol grubuna
gore istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05) saptandi.

Eritrosit GR degerleri tigek + su grubu kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli
azalma (p<0.05) saptandi.

Kalp GR degerleri ticek+ su ile iigek+ alkol gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel

acidan 6nemli artma (p<0.05) saptandi.
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Diger muamele gruplarin GR degerlerinin ¢aprazlanmasinda ise istatistiksel agidan

anlamli bulunmadi.

Cizelge 4.4. Etil alkol ve iiziim ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki MDA

diizeyleri
MDA
DOKU KONTROL ALKOL UCEK+SU UCEK+ALKOL
X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin nmol/g 27,20+1,53 34,21+3,07? 29,68+2,53 28,28d:3,26d
Bobrek nmol /g 15,00+£3,13 25,25+5,41° 17,38+2,36 16,83+3,45¢
Dalak nmol /g 28,92+4,26 42,20+4,92° 33,78+5,53 33,35+3,21¢
Eritrosit nmol /ml 1,92+0,24 3,85+1,68" 2,234+0,39 1,75+0,13¢
Kalp nmol /g 41,34+2.63 48,78+2.94° 43,71+£1,95 43,28d:2,82d
Karaciger nmol/g 13,70+2,93 21,37+3,32% 15,86+1,06 16,40ﬂ:2,82Gl

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark dnemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

MDA
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Dokular

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.7. Etil alkol ve iiziim ¢ekirdegi uygulanan si¢anlarin c¢esitli dokularindaki MDA

diizeylerinin karsilastirilmasi
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Cizelge 4.4’ te belirtildigi lizere, kontrol grubu, alkol grubu, iicek + su grubu ile licek
+ alkol gruplarindaki beyin dokusunun Malondialdehit (MDA) (nmol/g) degerleri sirasiyla;
27.20+1.53, 34.21+3.07, 29.68+2.53 ve 28.28+3.26, bobrek dokusunda (nmol/g) degerleri
sirastyla; 15.00£3.13, 25.2545.41, 17.38+¢2.36 ve 16.83+3.45, dalak dokusunda (nmol/g)
degerleri sirasiyla; 28.92+4.26, 42.20+4.92, 33.78+5.53 ve 33.35+£3.21, eritrosit dokusunda
(nmol/ml) degerleri sirasiyla; 1.92+0.24, 3.85+1.68, 2.23+0.39 ve 1.75+0.13, kalp dokusunda
(nmol/g) degerleri sirasiyla; 41.34+2.63, 48.7842.94, 43.71+1.95 ve 43.2842.82, karaciger
dokusunda (nmol/g) degerleri sirastyla; 13.704+2.93, 21.37+£3.32, 15.86+£1.06 ve 16.40+2.82
olarak bulundu.

Bu sonuglara gore; beyin dokusunda MDA degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan 6nemli artma (p<0.05) saptanirken, ligek + alkol grubunda ise alkol grubuna gore
istatistiksel acidan 6nemli azalma (p<0.05) tespit edildi.

Dalak MDA degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli
artma (p<0.05) saptanirken, tigek + alkol grubunda ise alkol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli azalma (p<0.05) saptandi.

Eritrosit MDA degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli
artma (p<0.05) tespit edilirken, ticek + alkol grubu alkol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli azalma (p<0.05) saptandi.

Kalp MDA degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel acidan onemli
artma (p<0.05) saptanirken, ticek + alkol grubu alkol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli
azalma (p<0.05) saptandi.

Karaciger MDA degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli
artma (p<0.05) saptanirken, ticek + alkol grubu alkol grubuna gore ise istatistiksel agidan

onemli azalma (p<0.05) saptandi.
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Cizelge 4.5. Etil alkol ve iiziim ¢ekirdegi uygulanan siganlarin ¢esitli dokularindaki GSH-Px

diizeyleri
GSH-Px
BOKU KONTROL ALKOL UCEK+SU  UCEK+ALKOL
X + SD X +SD X +SD X +SD

Beyin U/g 166,01£18,39  145,63+18,51 156,25+13,78  172,14+9,38¢
Bobrek U/g 141,41412,47  152,03+5,28 146,57+11,34  132,92+10,90"
Dalak U/g 151,02+£13,33  161,34+5,16 152,92+16,06  135,09+10,96°¢
Eritrosit U/ml 109,03£9,77  109,93+11,09  129,44+17,53°  134,45+14,93%¢
Kalp U/g 154,49+15,28  130,90+22,04  137,00+19,05 149,30+9,77
Karaciger U/g 65,48+10,53  88,24+14,00 79,83+16,75 85,44+14,36°

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

GSH-Px

O Kontrol B Enl alkol mUgek+Su BUgek+aAlk

GSH-Px(U/g doku-U/ml entrosit)

Beyin Bobrek Dalak Ernitrosit Kalp

Dokular

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.8. Etil alkol ve iizim ¢ekirdegi uygulanan si¢anlarin ¢esitli dokularindaki GSH-Px

diizeylerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.5’te belirtildigi lizere, kontrol grubu, alkol grubu, iicek + su grubu ile tigek +
alkol gruplarindaki beyin dokusunun gulutatyon peroksidaz GSH-Px (U/g) degerleri sirasiyla;
166.01+18.39, 145.63+18.51, 156.25+13.78 ve 172.1449.38, bobrek dokusunda (U/g)
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degerleri sirasiyla; 141.41£12.47, 152.03+£5.28, 146.57€11.34 ve 132.92+10.90, dalak
dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla; 151.02+13.33, 161.34+5.16, 152.92+16.06 ve
135.09+10.96, eritrosit dokusunda (U/ml) degerleri sirasiyla; 109.03+9.77, 109.93+11.09,
129.44+17.53 ve 134.45+14.93, kalp dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla; 154.49+15.28,
130.90+22.04, 137.00£19.05 ve 149.30+9.77, karaciger dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla;
65.48+10.53, 88.24+14.00, 79.83+16.75 ve 85.44+14.36 olarak bulundu.

Bu sonuglara gore; beyin GSH-Px degerleri tigek + alkol grubu alkol grubuna gore
istatistiksel acidan 6nemli artma (p<0.05) goriildii.

Bobrek GSH-Px deg erleri iigek + alkol grubu alkol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli azalma (p<0.05) saptandi.

Dalak GSH-Px degerleri tigek + alkol grubu kontrol ve alkol gruplarina gore
istatistiksel acidan 6nemli azalma (p<0.05) saptandi.

Eritrosit GSH-Px degerleri iicek + su grubu ile iicek + alkol gruplar1 kontrol grubuna
gore istatistiksel agidan onemli artma (p<0.05) saptanirken, licek + alkol grubunda da alkol
grubuna gore istatistiksel agidan dnemli artma (p<0.05) saptandi.

Karaciger GSH-Px degerleri alkol grubu ile iicek + alkol grubu kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05) saptandi.

Diger muamele gruplarin GSH-Px degerlerinin ¢aprazlanmasinda ise istatistiksel

ac¢idan anlamli bulunmadi.

Cizelge 4.6. Etil alkol ve iiziim ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki GST

diizeyleri
GST
DOKU KONTROL ALKOL UCEK+SU UCEK+ALKOL
X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin U/g 33,12+4,56 49,07+3,95° 31,29+5,03 33,14+5,24¢
Bobrek U/g 45,70+3,85 42,53+4,1 42,9045,30 28,43+2,52°¢
Dalak U/g 28,15+4,92 29,14+3,01 26,02+1,81 28,62+5,17
Eritrosit U/ml 7,65+0,70 13,77+1,76" 7,11£1,24 8,37+1,29¢
Kalp U/g 14,91+2,69 24,17+1,53* 19,33+2,46° 24,77+3,55°¢
Karaciger U/g 61,78+12,59 103,30+12,03* 100,35+8,98" 68,64+12,02¢

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).
b:Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d:Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).



51

GST

B Kontrol BEH] alkol o Jcek+Su B Ucek+alk

140
130 A
120 4
110 A
100 1
20 A
80 -
70 A
B0 4
50 A

A
o

30 A
20 A
10 A

GST (U/g doku-U/ml eritrosit)

Beyin Bobrek Dalak Eritrosit Kalp Karaciger
Dolkula

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).
b:Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
d:Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.9. Etil alkol ve iiziim c¢ekirdegi uygulanan siganlarin ¢esitli dokularindaki GST

diizeylerinin karsilastirilmast

Cizelge 4.6’ da belirtildigi iizere, kontrol grubu, alkol grubu, ticek + su grubu ile ticek
+ alkol guruplarindaki beyin dokusunun glutatyon-S-transferaz GST (U/g) degerleri sirasiyla;
33.1244.56, 49.07+3.95, 31.29+5.03 ve 33.14+5.24, bobrek dokusunda (U/g) degerleri
sirastyla; 45.70+3.85, 42.53+4.1, 42.90+£5.30 ve 28.43+2.52, dalak dokusunda (U/g) degerleri
strastyla; 28.15+4.92, 29.14+£3.01, 26.02+1.81 ve 28.62+5.17, eritrosit dokusunda (U/ml)
degerleri sirastyla; 7.65+0.70, 13.77+1.76, 7.11£1.24 ve 8.37+1.29, kalp dokusunda (U/g)
degerleri sirasiyla; 14.91+2.69, 24.17+1.53, 19.3342.46 ve 24.77+3.55, karaciger dokusunda
(U/g) degerleri sirasiyla; 61.78+12.59, 103.30+12.03, 100.35+8.98 ve 68.64+12.02 olarak
bulundu.

Bu sonuglara gore; beyin GST degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan Onemli artma (p<0.05) saptanirken, ligek + alkol grubunda ise alkol grubuna gore
istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0.05) saptandi.

Bobrek GST degerleri alkol grubu ile iigek + alkol grubu kontrol grubuna gore

istatistiksel acidan 6nemli azalma (p<0.05) saptandi.
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Eritrosit GST degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli
artma (p<0.05) saptanirken, tigek + alkol grubunda ise alkol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli azalma (p<0.05) saptandi.

Kalp GST degerleri alkol grubu, ligek + su grubu ve iicek + alkol gruplar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05) saptandi.

Karaciger GST degerleri alkol grubu ile iigek + su grubu kontrol grubuna gore
istatistiksel acidan Onemli artma (p<0.05) saptanirken, ligek + alkol grubunda ise alkol
grubuna istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0.05) saptandi.

Diger muamele gruplarin GST degerlerinin ¢aprazlanmasinda ise istatistiksel acidan

anlamli bulunmadi.

Cizelge 4.7. Etil alkol ve iiziim ¢ekirdegi uygulanan siganlarin ¢esitli dokularindaki SOD

diizeyleri
SOD
BOKU KONTROL ALKOL UCEK+SU  UCEK+ALKOL
X + SD X +SD X +SD X +SD

Beyin U/g 1992,64+40,74 2053,47+48.25" 2041,65+38,70  2002,12+62,11
Bobrek U/g 2114,69+86,03 2156,97+51,81  2130,72+24,78  2101,02+63,18
Dalak U/g 2189,40+5321 2163,18+52,29  2126,28+25,34° 2248,48+58,32¢
Eritrosit U/ml 2288,44+10,34  2291,76£7,36  2269,92+16,60° 2249,13+16,18%¢
Kalp U/g 2133,21+54,69 2070,97+52,95  2153,76+83,07 1995,79+36,08°¢

Karaciger U/g 2172,74+£32,26  2141,32+31,48  2105,83+27,17°  2142,05+53,17

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
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a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark 6nemlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile Ugek + Su grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile Ugek + Alkol grubu arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.10. Etil alkol ve iiztim ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki SOD

diizeylerinin karsilastirilmasi

Cizelge 4.7° de belirtildigi iizere, kontrol grubu, alkol grubu, ticek + su grubu ile ticek
+ alkol gruplarindaki beyin dokusunun siiperoksid dismutaz SOD (U/g) degerleri sirasiyla;
1992.644+40.74, 2053.47+48.25, 2041.65+38.70 ve 2002.12+62,11, bobrek dokusunda (U/g)
degerleri sirasiyla; 2114.69+86.03, 2156.97+£51.81, 2130.72424.78 ve 2101.02+63.18, dalak
dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla; 2189.40+53.21, 2163.18+52.29, 2126.28425.34 ve
2248.48+58.32, eritrosit dokusunda (U/ml) degerleri sirasiyla; 2288.44+10.34, 2291.76+7.36,
2269.92+16.60 ve 2249.13+16.18, kalp dokusunda (U/g) degerleri sirasiyla; 2133.21+54.69,
2070.97£52.95, 2153.76+83.07 ve 1995.79+£36.08, karaciger dokusunda (U/g) degerleri
strastyla; 2172.74+32.26, 2141.32+31.48, 2105.83427.17 ve 2142.05+53.17 olarak bulundu.

Bu sonuglara gore; beyin SOD degerleri alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan 6nemli artma (p<0,05) saptandi.

Dalak SOD degerleri iicek + su grubu kontrol grubuna istatistiksel agidan 6nemli
azalma (p<0,05) saptanirken, {igek + alkol grubunda ise alkol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli artma (p<0,05) saptandi.

Eritrosit SOD degerleri ticek + su grubu ile tigek + alkol grubu kontrol grubuna gore
istatistiksel acidan O6nemli azalma (p<0,05) saptanirken, iligek + alkol grubunda da alkol

grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0,05) saptandi.
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Kalp SOD degerleri iicek + alkol grubu kontrol grubu ve alkol grubuna gore
istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0,05) saptandi.

Karaciger SOD degerleri ticek + su grubu kontrol grubuna gore istatistiksel acidan
onemli azalma (p<0,05) saptandi.

Diger muamele gruplarin SOD degerlerinin ¢aprazlanmasinda ise istatistiksel a¢idan

anlamli bulunmadai.



5. TARTISMA ve SONUC

Zararli kimyasal maddelerin ¢evre kirliligi, endiistri atiklari, gilines 1sinlari, egzoz
gazlari, agir metaller, sigara, alkol, ozon ve ¢esitli zararlilarin salinmasiyla serbest radikallerin
meydana gelmesi arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir. Bu faktorlerin etkisi sonucu
canlilarda serbest radikallerin olusumuna neden olur. Bu durumda antioksidan savunma
sistemi ¢ogu zaman yetersiz kalabilmekte ve cesitli hastaliklarin meydana gelmesi kaginilmaz
bir durum alabilmektedir. Diyabet, kalp hastaliklari, hipertansiyon, psoriasis, romatoid artrit,
kas, deri, goz hastaliklari, kanser ve yaglilik gibi bir¢ok hastalikta serbest radikal ve lipid
peroksidasyon liriinlerinin olusumunda artma sonucu, antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersiz kaldig1 gozlenmistir. Yalniz bu hastaliklarin patogenezisinde serbest radikallerin
hastaligin sebebi mi yoksa bir sonug olarak mi1 ortaya ¢iktiklari kesin olarak bilinmemektedir.
Bilinen bilginin hasta dokularda yogun bir sekilde oksijenin mevcudiyetidir (Halliwel ve
Gutteridge, 1990; Ikeda ve Long, 1990; Janssen ve ark., 1993). Deneysel ¢alismalar da,
serbest radikaller, lipid peroksidasyonu ve peroksidasyon iiriinleri ile kanser gelisimi arasinda
pozitif bir iligskinin s6z konusu oldugu ortaya konulmustur. Bircok kimyasal maddenin hiicre
etrafindaki oksidatif stresi artirarak, kansere sebep oldugu bildirilmektedir. Bu maddeler
SOD, GSH-Px ve katalaz aktiviteleri dahil hiicrenin antioksidan savunmasinda ani ve siirekli
bir azalmaya neden olurlar. Fiziksel ajanlardan radyasyonun da serbest radikal ve lipid
peroksidasyon iretimini artirarak kansere sebep oldugu gosterilmistir. Serbest radikaller,
kanserin baslangig, ilerleme ve gelisme donemlerinde etkili olmakla beraber bu etki ilerleme
doneminde daha belirgin, diger donemlerde ise nispeten azdir. Serbest radikallerin etkisi
sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde aktivasyonda artis meydana gelir
(Ozdem ve Sadan, 1994; Akkus, 1995). Serbest radikalleri, direkt olarak in vivo tayin
edebilmek icin kullanilan metotlar yenidir. Serbest radikallerin dogrudan tayini elektron spin
rezonans spektrometri (ESR) cihaziyla gerceklestirilmekte ama bu cihazda analizler heniiz
deneme asamasinda ve islemler icin detayli tibbi donanima gereksinim oldugu bilinmektedir.
Serbest radikallerin Ol¢limii, dolayli olarak lipid peroksidasyon iirlinlerinin tayini ve
antioksidan savunma sistemi biyobelirtecleri ile ortaya konmaktadir (Akkus, 1995).

Bu calismada etkileri arastirilan etil alkoliin ve fonksiyonel gida olan tiziim (Vitis
vinifera L.) g¢ekirdeginin segilis sebebi kisaca sdyle agiklanabilir. Arastirmanin basinda da
belirtildigi gibi; Yurdumuzda ¢okga kullanilan etil alkol agiz, solunum, deriye temas ve gida
zinciri yollariyla canli biinyesine girebildikleri ve canli iizerindeki toksik etkileri

literatiirlerden anlasilmaktadir. Burada; etil alkoliin toksik etkilerinin sonucu olarak; klinik
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anlam ve Onemleri olan karaciger harabiyeti goOstergesi olabilecek serum enzimleri ile
oksidatif stresin 6nemli parametrelerinde meydana gelebilecek olumsuz degisikliklere karsi
Mardin ilimizin énemli tarim {iriinlerinden olan Mazrona {iziim ¢esidi ¢ekirdeginin karaciger
koruyucu etkileri ile antioksidan rolii aragtirma geregi duyduk.

Bu calismada oksidatif stressi olusturmak i¢in etil alkoliin se¢ilme sebebi; etil alkoliin
ag1z yoluyla canli biinyesine kolaylikla girebilmesi ve canlilarda deneysel karaciger harabiyeti
ve oksidatif stresi olusturmak amaciyla yaygin olarak kullanilan peroksidant madde olmasidir
(Aykac ve ark., 1985; Sonde ve ark., 2000; Kolankaya ve ark., 2002). Ulkemizde ¢ok¢a
tiiketilen etil alkoliin ve fonksiyonel gida olan {iziim ¢ekirdeginin subkronik uygulamalarina
maruz birakilan sicanlarin serum ve cgesitli dokularindan alinan orneklerde; etil alkoliin
karaciger harabiyet ve oksidatif stres etkilerinin gostergesi ve etil alkoliin olusturacagi
olumsuz etkilerine kars1 iizim ¢ekirdeginin karacier koruyucu etkisi ve antioksidan rolii
olarak degerlendirilebilecek biyobelirteclerden: serum aspartate aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT), gamma glutamil transpeptidaz (GGT) ve laktat dehidrogenaz
(LDH) enzim seviyeleri, ¢esitli dokularda antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktaz aktiviteleri ve glutatyon
diizeyleri ile lipid peroksidasyonu (Malondialdehit) igeriklerine bakilmistir. Bu parametrelerin
secilis nedeni ise: etil alkoliin molekiiler toksisitesini ve bu fonksiyonel gidalarin gida
biyokimyasi a¢isindan sicakkanli canlilar tizerindeki iyilestirici 6zelliklerini ortaya koymak
acisindan 6nem tagidigi i¢in secilmistir. Caligmada Rat kullanilmasinin nedeni; fareden sonra
arastirmalarda en ¢ok kullanilan omurgali hayvandir. Ratlar, temel tip, ilag, gida, davranis ve
toksisite caligmalarinda kullanilmaktadir (Van zutphen ve ark., 2003).

Yapilan calismada analiz edilen parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza
indirilmesi i¢in gerekli biitiin Onlemler alindi. Dolayisiyla, kontrol ve tiim deneme
gurubundaki denekler ayni sartlarda tutuldu. Calismamizda kullanilan metotlarin se¢ilmesinin
sebebi, hem daha az kimyasal madde gerektirmekte hem de laboratuarlarimizin mevcut
imkanlarina nispeten daha uygun ve daha kolay olmasindan bu yontemler secilmistir. Keza,
calismalar pek ¢ok dokuda yapildigindan kullanilan fonksiyonel maddelerin etkisini saglikli
bir sonuca kavusturuldugu kanaatindeyiz. Karaciger harabiyetinin gostergesi olan serum
enzim diizeyleri Cizelge 4.1°.de; cesitli dokulardaki muamele gruplariin GSH aktivitesindeki
degisiklikler Cizelge 4.2°de; GR aktivite degisiklikleri Cizelge 4.3’te; MDA aktivite
degisiklikleri Cizelge 4.4’te; GSH-PX aktivite degisiklikleri Cizelge 4.5’te; GST seviyesi
degisiklikleri Cizelge 4.6’da ve SOD igerik sonuglar1 Cizelge 4.7°de goriilecegi gibi etil

alkoliin, iizim ¢ekirdeginin muameleleri sonrasi; serum enzim seviyeleri ile beyin, bobrek,
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dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokusunun GSH diizeylerinde, MDA igerikleri ile GST, GR,
SOD, GSH-Px gibi onemli antioksidan enzim aktivitelerinde Onemli degisimler ortaya
cikmistir. Elde edilen sonuglara gore; Serum enzimlerinden AST diizeylerinin ¢izelge 4.1°de
incelenmesinde etil alkol grubu AST seviyesinin kontrol grubuna goére artmasi istatistiki
olarak onemli bulunurken, tiziim g¢ekirdegi + alkol grubu ise alkol grubuna gore istatistiki
acidan oOnemli azalma tespit edildi. Diger AST muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise
istatistiksel acidan onemli bulunmadi. ALT enzim seviyesinde ise, etil alkol grubu ve iiziim
cekirdegi + alkol grubu kontrol grubuna gore istatistiksel agidan onemli artma saptanirken,
diger muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi. Serum
enzimlerinden GGT enzim seviyesinde, etil alkol grubu ve iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu
kontrol grubuna gore istatistiksel acidan 6nemli artma saptanirken, diger muamele gruplarin
kiyaslanmasinda ise istatistiksel acidan 6nemli bulunmadi. LDH enzim degerinde ise; etil
alkol grubu kontrol grubuna gore artma 6nemli bulunurken, liziim ¢ekirdegi + alkol grubu
kontrol grubu ve etil alkol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli azalma saptandi. Diger
muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise istatistiksel ac¢idan Onemli bulunmadi. Serum
enzimlerinden AST, ALT, GGT ve LDH diizeylerindeki etil alkol grubunun kontrol grubuna
gore istatistiki acidan onemli diizeylerde arttigi, ancak bu artigin iiziim ¢ekirdegi yem katkili
gruplarinda daha az oldugu goriilmektedir. Calismamizda bu enzimlerin seviyelerindeki artig
etil alkoliin toksik etkileri sonucu karacigerin metabolizma ve detoksifikasyon faaliyetlerinde
meydana gelen degigmelerin bir sonucu olabilir. Keza, alkol sitotoksik etkilerine bagli olarak
ikincil nitelikte degisiklikler de ortaya ¢ikar; bu duruma bagl olarak ALT ve AST gibi serum
diizeyleri artar, bu enzimler karaciger hasarinin diagnostik gostergeleri olarak bilinir.
Hepatoselluler dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin bulundugu durumlarda, bu enzimler kan
dolagimina salinirlar (Niki ve ark., 1987). AST karaciger disindaki (kalp ve iskelet kasi)
dokularda da bulunurken, ALT karaciger ve bobreklerde bulunmaktadir. Hafif karaciger
hasarinin oldugu ve mitokondrial membranin saglam kalip, hiicre membran biitlinliigliniin
bozuldugu durumlarda sitoplazmik ALT ve AST seruma salinmaktadir. Agir karaciger hasari
yaninda sitoplazmik ve mitokondrial membran hasar gordiiyse mitokondrial AST de kana
geemektedir. Yaygin doku harabiyeti ile bu enzimler kana ge¢mekte ve kandaki
konsantrasyonlar1 artmaktadir (Yagi, 1994; Niki ve ark., 1987). Bu degerlendirmeden farkli
olarak bazi yazarlara (Mehmetoglu, 2002) gore, serum AST ve ALT aktivitesindeki azalma
karaciger hasar1 ve normal karaciger fonksiyonunun bozulmasini gostermektedir.

Uziim cekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularindaki

rediikte glutatyon (GSH) enzim aktivite sonucglar c¢izelge 4.2°de sunuldu. Cizelgede
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goriilecedi gibi lizim ¢ekirdeginin etil alkole karsi antioksidan 6zelliginin ¢esitli dokularda
fakli etkilere neden olduklar1 gézlendi.

Beyin dokusunda etil alkol grubu ile liziim ¢ekirdegi + alkol gruplarin GSH seviyesi
kontrol grubuna gore istatistiki olarak onemli artis gostermistir. Diger yandan, iizlim ¢ekirdegi
+ alkol grubu etil alkol grubuna gore azalis istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Diger
muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise 6nemli degisiklik goriilmedi.

Bobrek dokusunda etil alkol grubu ile liziim ¢ekirdegi + alkol gruplarin GSH seviyesi
kontrol grubuna gore istatistiki olarak onemli artis gdstermistir. Diger yandan, iizlim ¢ekirdegi
+ alkol grubu etil alkol grubuna gore azalis istatistiki agidan 6nemli bulunmustur. Diger
muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise 6nemli degisiklik goriilmedi.

Dalak dokusunda etil alkol grubu GSH seviyesi kontrol grubuna gore, liziim ¢ekirdegi
+ alkol grubu ise GSH seviyesi etil alkol grubuna gore azalis istatistiksel agidan 6nemli
bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise 6nemli degisiklik goriilmedi.

Eritrosit dokusunda tliziim ¢ekirdegi + alkol grubu GSH seviyesi kontrol grubuna gore
azalis istatistiksel agidan onemli bulunurken, diger muamele gruplarin kiyaslanmasinda ise
onemli degisiklik goriilmedi.

Karaciger dokusunda etil alkol grubu, liziim ¢ekirdegi + su grubu ile iiziim ¢ekirdegi +
alkol gruplarinin GSH seviyeleri kontrol grubuna gore artma istatistiksel agidan 6nemli
bulundu. Uziim ¢ekirdegi + alkol grubunda da GSH seviyesi etil alkol grubuna gore artma
istatistiksel agidan 6nemli bulundu.

Serbest radikallerin detoksifikasyonunda dnemli gorevleri bulunan glutatyonun asil
besinsel kaynagi kiikiirt iceren aminoasitler, ozellikle sistein ve metiyonindir (Roediger,
1995). S6z konusu dokularda diisik GSH diizeyinin, GSH’1n sentezinin yetersizliginden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Glutatyon, serbest radikal artisina ve lipid peroksidasyon
olusmasina bagl olarak meydana gelen iiriinlerle kolayca reaksiyona girerek metabolizma
icin zararli olan bu driinlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in gorev alan giiclii bir
antioksidandir. Oksidatif hasardan kaynaklanan lipid peroksidasyon iiriinleriyle reaksiyona
girerek okside glutatyona doniigiir. Cesitli arastirmalarda serbest radikal hasari ve lipid
peroksidasyonu ile glutatyon diizeylerinin arastirildigi ¢alismalarda lipid peroksidasyon
tirlinlerinde artig, glutatyon diizeylerinde azalmalar bulunmustur. (Meister ve Anderson, 1983;
Yagi, 1994). GSH ve onu metabolize edici antioksidan enzimler, reaktif oksijen tiirevlerinin
yol actig1 hiicresel hasar karsisinda biiyiik bir savunma saglar (Avellini ve ark., 1993; Kurata
ve ark.; 1993). Antioksidatif koruma fonksiyonundan dolayr GSH’nun tiiketildigini

gostermistir. Reaktif oksijen tiirevlerinin etkisi altinda yayginlasan oksidatif stresin
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degistirilmesi yoniinde kullaniyor olmasindan dolay1 eritrositlerdeki GSH seviyesinde azalma
oldugu diistiniilmektedir. GSH’da goriilen bu azalma oksidatif stres riskini arttirmaktadir
(Halliwell, 1995). Glutatyon, hiicrelerin serbest radikallerden ileri gelen oksidatif hasardan
korunmas: yani sira yabanci toksik bilesiklerin ortadan kaldirilmasinda gorev alan
reaksiyonlarda da yer almaktadir (Akkus, 1995). Bununla birlikte, GSH’nun GSSG’na
oksidasyonu ve adaptasyon mekanizmasinin kaybedilmesinden dolay1 ciddi bir oksidatif stres
GSH diizeyini baskilayabilir.

Uziim cekirdeginin beyin, bébrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularindaki
glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivite sonuglart ¢izelge 4.3’te sunuldu. Cizelgelerde
goriilecedi gibi lizim ¢ekirdeginin etil alkole karsi antioksidan 6zelliginin ¢esitli dokularda
fakli etkilere neden olduklar1 gozlendi.

Beyin dokusunda etil alkol grubun GR seviyesinin kontrol grubuna goére azalmasi
istatistiki olarak anlamli bulunurken, diger muamele gruplarin kiyaslanmasi anlamli
bulunmadi.

Dalak dokusunda iiziim ¢ekirdegi + su grubu ile iiziim ¢ekirdegi + alkol gruplar1 GR
seviyelerinin kontrol grubuna gore artma anlamli bulunurken, ayni zamanda iiziim ¢ekirdegi +
alkol grubu GR seviyesinin etil alkol grubuna gore de artma anlamli bulundu. Diger muamele
gruplarin kiyaslanmasi anlamli bulunmada.

Eritrosit dokusunda iiziim ¢ekirdegi + su grubu GR seviyesinin kontrol grubuna gore
azalmasi anlamli bulunurken, diger muamele gruplarin kiyaslanmasi anlamli bulunmad.

Kalp dokusunda tiziim ¢ekirdegi + su grubu ile iiziim ¢ekirdegi + alkol gruplari GR
seviyelerinin kontrol grubuna gore artma anlamli bulunurken, diger muamele gruplarin
kiyaslanmasi anlamli bulunmadi.

Insan eritrositlerinde onemli miktarda katalaz bulunmasma ragmen, hidrojen
peroksitin buradan uzaklastirilmasindaki temel mekanizmanin NADPH, glutatyon rediiktaz /
peroksidaz yolu oldugu diisliniilmektedir (Gaetani ve ark., 1989). NADPH kullanimi1 pahasina
GSH-GSSG oranm siirdiirme gorevinden GR sorumludur. GR noksanliginda hemoliz ve
membran hassasiyetinin artmasi, GR’1in 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir (Beutler, 1986). GR
aktivitelerindeki indiikleme oksidatif streslerin potansiyel biyokimyasal indikatdriidur.
GSH’un azalan seviyesini doldurmadaki randimanli ¢alismasiyla bir antioksidan olan GR’1n
indiiksiyonu, ksenobiyotiklerin okside edici metabolitlerinin zararli etkilerine hiicrenin
dayanmasi i¢in temelde Onemlidir. Yiiksek GR aktivitesi peroksidatif komponentlerin
artisindan kaynaklanmaktadir. Hiicre ic¢indeki azalan GSH miktarin1i normal seviyeye

yukseltmek i¢in GR aktivitesinde artis meydana gelmis olabilir.
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Uziim cekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularindaki
lipid peroksidasyon (Malondialdehit-MDA) sonuglar1 ¢izelge 4.4’te sunuldu. Cizelgelerde
goriilecegi gibi liziim cekirdeginin etil alkole karsi lipid peroksidasyon 6zelliginin gesitli
dokularda fakli etkilere neden olduklar1 gozlendi.

Bobrek dokusunda etil alkol grubu ile iiziim g¢ekirdegi + su gruplarin MDA
seviyelerinin kontrol grubuna gore artma anlamli bulunurken, diger muamele gruplarin
kiyaslanmasi anlamli bulunmadi.

Dalak dokusunda etil alkol grubu MDA seviyesi kontrol grubuna gore artma anlaml
bulunurken, iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu MDA seviyesi etil alkol grubuna gore azalma
saptandi. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise anlamli bulunmadi.

Eritrosit dokusunda etil alkol grubu MDA seviyesi kontrol grubuna gore artma anlamli
bulunurken, iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu MDA seviyesi etil alkol grubuna gore azalma
saptandi. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise anlamli bulunmadi.

Kalp dokusunda etil alkol grubu, iiziim ¢ekirdegi + su grubu ile iiziim g¢ekirdegi +
alkol grubu MDA seviyeleri kontrol grubuna goére artma 6nemli bulunurken, diger muamele
gruplarin kiyaslanmasi ise anlamli bulunmadi.

Karaciger dokusunda etil alkol grubu MDA seviyesi kontrol grubuna goére artma
anlamli bulunurken, iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu MDA seviyesi etil alkol grubuna gore
azalma saptandi. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise anlamli bulunmada.

Cesitli faktorlerin etkisi (radyasyon, ila¢ toksikasyonlari, kimyasal maddeler) veya
cesitli hastaliklarin olusumu ile birlikte serbest radikal iiretiminde artis ve buna bagli olarak
hiicresel bilesiklerde ¢esitli hasarlar olusmaktadir (Halliwell, ve Gutteridge,1990; Janssen ve
ark., 1993; Stevens, 1993; Moslen, 1994). Lipid peroksidasyonu membran fosfolipidlerindeki
doymamis yag asitlerinin oksijen ile reaksiyona girerek, lipid hidroperoksitlerini
olusturmalarindaki olaylar dizisidir. Bir dizi reaksiyon sonucu MDA, bazi aldehitler, konjuge
dienler, ugucu hidrokarbonlar gibi iirlinler ortaya ¢ikmaktadir. Lipid peroksidasyonu
gostergesini olusturan peroksidasyon {iriinlerinden MDA’ nin 6l¢limii, tiyobarbiitirik asit ile
reaksiyon sonucu yapilmaktadir (Slater, 1984; Sushil, 1984). Serbest radikaller, hiicre
savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak sekilde c¢ogalirsa zararli etkilerini en hassas
bilesikler olan lipidler iizerinde gdsterirler. Membranlarin yapisinda yer alan doymamis
fosfolipidler ve kolesterol, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonunu meydana getirir. (Porter, 1984; Niki, 1987). Buna bagh olarak MDA

diizeyi artar. Glutatyon, lipid peroksidasyon iiriinleriyle reaksiyona girerek MDA diizeyinin
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azalmasina neden olabilir. Glutatyon diizeyi diisiikse ya da MDA antioksidan savunma
sistemini asacak sekilde ¢ogalmissa, MDA diizeyi artabilir.

Uziim ¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularindaki
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivite sonuglar ¢izelge 4.5’te sunuldu. Cizelgede
goriilecegi gibi iiziim ¢ekirdeginin etil alkole kars1 antioksidan 6zelliginin ¢esitli dokularda
fakli etkileri ortaya ¢ikardigi goriildii.

Beyin dokusunda iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu GSH-Px seviyesi etil alkol grubuna
gore artma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise anlamli bulunmadi.

Bobrek dokusunda iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu GSH-Px seviyesi etil alkol grubuna
gore azalma onemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise anlamli bulunmadi.

Dalak dokusunda iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu GSH-Px seviyesi kontrol grubu ve etil
alkol grubuna gore azalma 6nemli bulunurken, diger muamele gruplarin kiyaslanmasi 6nemli
bulunmadi.

Eritrosit dokusunda iiztim c¢ekirdegi + su grubu GSH-Px seviyesi kontrol grubuna
gore, liziim cekirdegi + alkol grubu GSH-Px seviyesi ise hem kontrol grubuna gore hem de
etil alkol grubuna gore azalma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi
onemli bulunmadi.

Karaciger dokusunda etil alkol grubu ile liziim c¢ekirdegi + alkol grubu GSH-Px
seviyesi kontrol grubuna gore artma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi
onemli bulunmadi.

GSH-Px hidrojen peroksidi glutatyon varliginda suya katalizler (Deneke ve ark.,
1985). Bu arada rediikte glutatyon ise okside forma gecer. GSH-Px enzimi etki i¢in rediikte
glutatyona gereksinim duyar. Okside glutatyonun (GSSG), rediikte glutatyona (GSH)
doniigiimiinii glutatyon rediiktaz katalizler (Kahraman, 1998). GSH-Px, hidrojen peroksit ve
lipid peroksidlerin indirgenmesini katalizlemektedir. Lipid peroksidasyonu karsisinda
randimanli koruma saglayan enzim olarak kabul edilir (Winston ve Di Giulio, 1991). Lipid
peroksidasyonu ve serbest radikallerin belli bir siire artigina bagli olarak enzim aktivitesi
artmis olabilir. Serbest radikal olusumunun ve lipid peroksidasyonunun uzun siireli artigina
bagl olarak hiicresel antioksidan savunma sisteminin asilmasi halinde ise antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma olabilecegi bildirilmektedir (Meister ve Anderson, 1983; Akkus, 1995).

Uziim ¢ekirdeginin beyin, bdbrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularindaki
glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivite sonuclar ¢izelge 4.6’da sunuldu. Cizelgelerde
goriilecegi gibi iizim c¢ekirdeginin etil alkole karsi ¢esitli dokularda fakli etkilere neden

olduklar1 gézlendi.
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Beyin dokusunda etil alkol grubu GST seviyesi kontrol grubuna gore artma 6nemli
bulunurken 6te yandan {iziim ¢ekirdegi + alkol grubu GST seviyesi etil alkol grubuna gore
azalma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi énemli bulunmadi.

Bobrek dokusunda iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu GST seviyesi kontrol grubuna gore
azalma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi 6nemli bulunmadi.

Eritrosit dokusunda etil alkol gurubu GST seviyesi kontrol grubuna gore artma 6nemli
bulunurken 6te yandan tiziim ¢ekirdegi + alkol grubu GST seviyesi etil alkol grubuna gore
azalma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi énemli bulunmadi.

Kalp dokusunda etil alkol grubu, iizim ¢ekirdegi + su grubu ile liziim ¢ekirdegi +
alkol grubu GST seviyesi kontrol grubuna gore artma Onemli bulundu. Diger muamele
gruplarin kiyaslanmasi 6nemli bulunmadi.

Karaciger dokusunda etil alkol grubu ile {liziim ¢ekirdegi + su grubu GST seviyesi
kontrol grubuna gore artma 6nemli bulundu. Diger yandan iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu GST
seviyesi etil alkol grubuna goére azalma Onemli bulundu. Diger muamele gruplarin
kiyaslanmasi 6nemli bulunmadi.

GST detoksifikasyon yapan, hiicre i¢i baglayici ve tasiyict rolii olan bir enzimdir.
Katalitik olarak yabanci maddeleri glutatyondaki (GSH) sisteine ait —SH grubu ile baglayarak
onlarin elektrofilik bolgelerini noétralize eder ve iriinlin daha fazla suda ¢oziiniir hale
gelmesini saglar. Olusan bu GSH konjugatlart organizmadan atilabilir veya daha ileri
metabolize olurlar (Akkus, 1995). GST aktivitesindeki artis1 oksidatif stres durumuna karsi
koyma mekanizmasinda izlenen adaptasyon olarak diisiiniilebilir. (Agrawal ve ark., 1991;
Banerjee ve ark., 1999). Organizmada serbest radikallerin artmasi oksidatif stres olusturur. Bu
stresi ortadan kaldirmak i¢in antioksidan enzimlerin aktivitesi artar.

Uziim cekirdeginin beyin, bébrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularindaki
stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite sonuglar1 ¢izelge 4.7°de sunuldu. Cizelgelerde
goriilecegi gibi lizim ¢ekirdeginin etil alkole karsi antioksidan 6zelliginin ¢esitli dokularda
fakli etkilere neden olduklar1 gozlendi.

Beyin dokusunda etil alkol grubun SOD degerlerinin kontrol grubuna gdre artmasi
onemli bulunurken, diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise 6nemli bulunmadi.

Dalak dokusunda iiziim ¢ekirdegi + su grubun SOD degerlerinin kontrol grubuna gore
azalmasi énemli bulundu. Diger yandan iiziim ¢ekirdegi + alkol grubu SOD degerlerinin etil
alkol grubuna gore artma 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise dnemli

bulunmadi.
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Eritrosit dokusunda iiziim ¢ekirdegi + su grubu ile {iziim ¢ekirdegi + alkol grubun
SOD degerlerinin kontrol grubuna gére azalma 6nemli bulundu. Uziim cekirdegi + alkol
grubun SOD seviyesinin etil alkol grubuna goére de azalma 6nemli bulundu. Diger muamele
gruplarin kiyaslanmasi ise 6nemli bulunmada.

Kalp dokusunda tiziim ¢ekirdegi + alkol grubun SOD seviyesinin hem kontrol grubuna
gore hem de etil alkol grubuna goére azalmasi 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin
kiyaslanmasi ise 6nemli bulunmadi.

Karaciger dokusunda iizim ¢ekirdegi + su grubun SOD seviyesinin kontrol grubuna
gore azalmasi 6nemli bulundu. Diger muamele gruplarin kiyaslanmasi ise dnemli bulunmadi.

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararh etkilerine karsi korumaktir. Bdylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder.
SOD aktivitesi yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. Enzimin sipesifik aktivitesi
down sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek, prematurelerin ve yaslilarin eritrositlerinde
diisiik bulunmustur. SOD’un ekstraseliiler aktivitesinin diisiik oldugu belirtilmistir (Akkus,
1995). Siiperoksit radikallerinin artigina bagli olarak SOD enziminin aktivitesi artmis olabilir.
SOD aktivitesinde, toksikasyonun ilk asamasinda bu zararli etkileri ortadan kaldirmak
amaciyla artis gerceklesmektedir. Ayrica, stresorlerin dozlarina ve bundan dolayr oksidatif
streslerin biiyiikliigline bagli olarak gelisen adaptasyonla birlikte hiicredeki SOD aktivitesi
artmaktadir. Bu calismada antioksidan savunma enzimlerinden SOD aktivitesinde meydan
gelen azalig, indiiklenmis siiperoksit radikal olusumunun dolayl bir isareti sayilabilir. Cilinkii
antioksidan kapasite lizerinden radikal akisi enzimlerin sistein amino asiti lizerinden baglanan
radikaller enzim aktivitesini yitirmesine neden olabilir. Karaciger dokusunda SOD
aktivitesindeki artig ise siliperoksit radikalinin asir1 iiretiminden dolay1 bu enzimin sentezini
tetiklemis olabilir.

Sonu¢ olarak; Bu biyokimyasal verilerin dogrultusunda etil alkoliin rat
karacigerlerinde meydana getirmis oldugu tahribata bagli olarak karaciger harabiyet
gostergesi olan serum enzimlerinin seviyelerinin artigina neden olmustur. Yine etil alkoliin
sebep oldugu oksidatif stres sonucu serbest radikal liretiminin gostergesi olarak lipid
peroksidasyonun son iirlinii olan malondialdehit tiim dokularda artarken, bir¢cok dokuda
antioksidan savunma sistemi biyobelirteclerinde dalgalanmalara sebep olmustur. Diger
yandan, iiziim ¢ekirdeginin karaciger harabiyet gostergesi olan serum enzimlerini kontrollere
yakin degere cekerken, bu etkinin ¢ekirdek igerikli yemlerle beslenenlerde goriilmemistir.
Yine, etil alkoliin neden oldugu oksidatif stres sonucu olarak tiim dokularda artan

malondialdehit iiziim c¢ekirdegi kontrol degerlerine ¢ektigi ve yine c¢esitli dokularda
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dalgalanan antioksidan savunma sistemi biyobelirteclerinde de etil alkol grubuna gore
iyilestirme sagladig1 tespit edilmistir. Uziim ¢ekirdeginin bu etkileri kesin sdylenememekle
birlikte icerdigi polifenollerin kombine ismi olan prosiyanidin veya proantosiyanidin gibi
etken maddelerin karaciger koruyucu ve antioksidan rolii sayesinde bdyle etkiler gdstermis
olabilecegi sonucuna varildi. Ciinkii Zhao ve ark. (1999), iiziim, oOzellikle ¢ekirdegi
poliyfenoller bakimindan olduk¢a zengin bir bitki oldugu ve kansere karsi iyilestirici
ozelligini, Maffei Facino ve ark. (1996), iiztim ¢ekirdeginde bulunan prosiyanidinlerin yangi,
artritis ve allerji olusumunu engelleme gibi bir¢ok etkisinin yaninda, kalp hastaliklar1 ve deri
yaslanmasina kars1 etkili oldugu rapor etmislerdir. Bagchi ve ark. (1997); Bagchi ve ark.,
(1998), ayrica iiziim ¢ekirdegi polifenollerinin vitamin C ve E’den ¢ok daha giiclii serbest
oksijen radikal temizleyicisi oldugu bildirmis olmalar1 bu diistincemizi destekler niteliktedir.
Diger yandan, alkol ve iiziim c¢ekirdegini igeren yemlerle beslenen siganlarin
dokularinda antioksidan savunma sistemleri ve lipid peroksidasyon seviyelerinde goriilen
farkl1 diizeyde etkiler olmasmin nedeni ise; dokularin hiicresel fizyolojik adaptasyonun
dokulara gore farkli nitelikte olmasindan kaynaklanabilir. Etkileri incelenen {liziim ¢ekirdegi
ile ilgili c¢aligmalara, bu wuygulama tarzinda daha Once literatlir taramalarinda
rastlanmadigindan kargilastirma yapilamamistir. Bu ¢alismada, farkli dokular tizerinde farkl
etkiler gosteren {iziim ¢ekirdegi deney hayvanlari tizerinde yapilacak in vivo denemelere 151k
tutacag1 kanaatindeyiz. Diger yandan {ilkemizde bolca kullanilan diger liziim ve cekirdegi
gesitleri de in vivo calisma kapsamina alinarak canlilar tizerindeki etkileri ortaya

¢ikarilmalidir.
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