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Siyah havu¢ suyunda bir¢ok polifenol bilesik vardir. Bu bilesiklerin
antioksidan ve antikansorejen etkileri bilinmektedir. Bu ¢alismada siganlarda etil alkol
ile olusturulan oksidatif strese kars1 siyah havug suyunun koruyucu etkisini arastirmak
amaglandi. Calisma igin, kontrol grubu (K), etil alkol (E) grubu, siyah havug suyu (S)
grubu ve etil alkol + siyah havu¢ suyu (ES) grubu olmak tizere dort farkli grup
olusturuldu. Sicanlarin karaciger, beyin ve testis dokularinda MDA, rediikte GSH,
GSH-Px, katalaz, Fe, Ca ve Zn diizeyleri belirlendi. Tiim dokularda, E grubu MDA
diizeyleri diger gruplara gore artti. Siyah havug’un etkisiyle kombinasyonlu gruplarin
MDA diizeyleri, Etil alkol gruplarina gore azaldi. Karaciger ve testis 6rneklerinde, E grubu
GSH diizeyi K grubuna gore azaldi. Karaciger ve testis drneklerinde, E grubu GSH-Px
aktiviteleri Kontrol grubuna gore azaldi. Siyah havug’un etkisiyle ES gruplarin karaciger
ve testis dokulart GSH-Px enzim aktiviteleri E grubuna gore artti. Testis dokusunda Ca
ve Fe diizeyleri E grubunda yiiksek ¢ikarken Zn diizeyinin azaldig tespit edildi. Etil
alkol karaciger dokusunda Fe diizeyini arttirirken Ca diizeyini azaltti. Sonuglarimiza
gore etil alkoliin olusturdugu oksidatif stresi siyah havug suyu azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: Siyah havug; MDA; Mineral; Enzim aktivitesi
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There are many polyphenol compounds in black carrot juice. The antioxidant
and anticancer effects of these compounds are known. In this study, it was aimed to
investigate the protective effect of black carrot juices against oxidative stress produced
by ethyl alcohol in rats. For the study, four different groups as control group (C), ethyl
alcohol (E) group, black carrot juices (S) group and ethyl alcohol + black carrot juices
(ES) group were formed. MDA, reduced GSH, GSH-PXx, catalase, Fe, Caand Zn levels
were determined in the liver, brain and testis of rats. In all tissues, the MDA levels of
E group increased when compared to the other group. By the effects of black carrot,
the MDA levels in the combination groups decreased when compared to Ethyl alcohol
groups. In the liver and testis tissues samples, GSH levels of E group was decreased
than K group. In the liver and testis samples, GSH-Px activities of E group decreased
when compared to the K group. By the effects of black carrot in the liver and testis
tissues, GSH-Px enzyme activities of ES groups increased when comperad to the E
group. Testicular tissues Ca and Fe levels were high in group E, but decreased in Zn
levels. Ethyl alcohol decreased the Ca level while increasing the Fe level in liver tissue.
According to our results; black carrot juice reduced the oxidative stress caused by ethyl
alcohol.

Key Words: Black cacrrot; MDA; Mineral; Enzyme activity
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1. GIRIS Ertugrul CETIN

1. GIRIS

Etil alkol diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinyada 2 milyar civarinda
alkol tiikketimi yapan insan mevcuttur ve 80 milyon civari insan alkol kullanimi
sonucunda hastaliga yakalandig1 rapor edilmistir [1]. Etil alkol kullanimi sonucunda
metabolizmada ciddi hasarlar olusturmaktadir. Ozellikle karaciger dokusunda ve
eritrositlerde dejenerasyona yol agar [2]. Alkol kullanimi sonucunda solunum ve
sindirim sistemi kanserleri olusturur [3]. Kronik alkol kullanimi metabolizmanin
bircok dokusunda serbest radikal {iretimini artirir. Bu radikaller hiicrenin yapisini
olusturan lipit, protein ve DNA ile etkileserek yapilarinin bozulmasina neden olur [4].
Alkoliin en 6nemli etkilerinden biri de karacigerde siroz olusumuna neden olmasidir
[5]. Siyah havug igerisinde birgok flavonoid tiirevli madde vardir. Ozellikle
karotenoidler, antosiyaninler gibi molekiiller mevcuttur. Bu tiir bilesiklerin
metabolizmada antioksidan, antimikrobiol ve antikanser gibi bir¢ok etkileri mevcuttur
[6].

Bu tez ¢alismasinda kronik diizeyde etil alkol verilen rat dokularinda siyah

havug suyunun biyokimyasal parametreler lizerine etkileri arastirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Alkol

Alkol (Etil alkol ) kullanimi1 insanlarda bagimlilik yapmaktadir. Diinya saglik
Orgiitiine gore, diinyada 2,3 milyar insan alkol tiiketmekte ve yaklasik 75 milyon kisi
alkole baglh karaciger hastaligina yakalanmistir [7]. Alkolik karaciger hastaligi,
icmeye bagimli insanlar arasinda diinya ¢apinda yaygin bir hastaliktir [8]. Etil alkol
alimindan sonra mide, kan ve karaciger hiicrelerini birinci derecede etkilemektedir. En
onemli etki karacigerde meydana gelir. Bu dokuda olusan asetaldehit kanda
yayginlagir ve kan eritrositlerini olumsuz etkiler [2]. Karacigerde etil alkol
alkoldehidrogenaz enzimleri tarafindan asetaldehite cevrilir [9]. Kronik etil alkol
kullaniminin en 6nemli etkilerinden biri de hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretilmesine neden olmaktadir [10]. Olusan ROT protein, lipit ve DNA ile reaksiyona
girerek yapilarin bozulmasina yol acar. Ayrica hiicre igerisinde savunmada rol
oynayan hiicre antioksidan seviyelerinde azalmasina yol agmaktadir [4]. Yapilan
calismalarda etil alkoliin zihinsel performansi bozdugu bildirilmistir. Beyin bariyer
sistemini ¢ok kolay gecen etil alkol bu dokuda toksit etki olusturur [11]. Etil alkoliin
hiicrede olusturdugu stres sonucunda lipit peroksidasyon diizeyinin arttig1 ve glutatyon
(GSH) diizeyinin azaldig1 rapor edilmistir [12]. Yapilan baska bir ¢aligmada etil
alkoliin ROT tiirevlerinden olan nitrik asit diizeylerini arttirdig: bildirilmistir [13]. Etil
alkoliin hiicrede mitokondriyal fonksiyonu bozdugu, mitokondriyal membran
potansiyelini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica etil alkoliin mitokondriyal siiperaktif
seviyelerinin artmasina neden oldugu belirtilmistir [14]. Bu alanda yapilan bagka bir
calismada, mitokondriyal siiperoksit seviyelerindeki artigin etil alkolden ziyade etil

alkole bagli olarak tiretilen asetaldehit kaynakli oldugu da rapor edilmistir [15].
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2.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres, hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusturdugu zararlar
olarak da nitelendirilebilir. ROT hiicrede dengede bulunan prooksidan ve antioksidan
sistemini bozarak hiicreye zarar verir. Bir¢ok hastaligin ana nedeni bu sistemin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir. ROT hiicrenin DNA, lipit, karbonhidrat ve
proteinlerin zarar gormesine neden olur. ROT hiicre savunma sistemindeki antioksidan
enzimleri olumsuz yonde etkilemektedir. Etil alkol oksidatif stresi artirarak serbest
radikal sentezine neden olur [16-19]. Serbest radikaller, atom ya da molekiillerin en
dis orbitallerinde ortaklasmamis elektron tasirlar [20]. Serbest radikaller gok aktif
yaptya sahiptirler. Hiicre icerisinde tretildigi gibi ¢evresel faktdr kaynakli bir¢ok
etmen serbest radikal iiretimine sebep olur. Ozellikle kimyasallar, radyasyon, sigara,
alkol, uyusturucu ve hava kirliligi dis etkenler arasindadir [21]. Serbest radikaller,
hiicrenin ana bilesenlerinden olan lipit, protein ve karbonhidrat gibi biyomolekiillere
saldirarak reaksiyona girerler [16]. Serbest radikallere karsi metabolizmamizin
antioksidan savunma sistemi yaninda digaridan aldigimiz antioksidan igerikli gidalarla

da saglayabiliriz [22].

2.3. Siyah Havucun Biyokimyasal Ozellikleri

Havug bitkisinin bir¢ok renkli ¢esidi mevcuttur. Turuncu, kirmizi ve mor
cesitleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel olarak havug¢ bitkisinin igeriginde
vitamin, mineral, fenolik asitler ve antosiyaninler vardir [23-25]. Siyah havug rengini,
yapisinda bulunan antosiyaninlerden almaktadir. Kirmizi havug likopenden alirken
turuncu havug ise yapisindaki a ve B karotenden almaktadir [24-26]. Siyah havug
iceriginde demir (Fe), potasyum (K), fosfor (P), kalsiyum (Ca) ve sodyum (Na)
mineralleri mevcuttur [27-28]. Ayrica siyah havug igeriginde antisiyaninler, sinnamik
asitler, flavonollar ve kafeik asit bulunmaktadir [29]. Siyah havucun metabolizmada
birgok pozitif etkisi vardir. Bu etkiler damar tikanikligi, antikanserojen,
norodejeneratif, antioksidan, antienflamatuar ve diabet bozukluklarina pozitif etkiler

gostermektedir [30-31]. Siyah havug igeriginde bulunan antosiyaninlerin

3
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metabolizmaya etkileri igerisinde, antitoksit, antikanserojen, radikal siipiirme ve
antioksiden etkiler mevcuttur [32-33]. Siyah havug gelisimi i¢in toprak yapisinin
yumusak ve kumlu olmasi gerekmektedir. Ayrica 15-21 °C da, rutubetli ve az 151k
gerektiren bir ortamda yetismesi verimi artirmaktadir [34-35]. Siyah havugun
tilkemizin bir¢ok yerinde iiretimi yapilmaktadir. Cig kullanilmasinin yaninda salata,
tursu ve salgam olarak da kullanilmaktadir. Siyah havug igeriginde karbonhidrat
kaynagi olarak glikoz, friiktoz ve sukroz vardir [36-37]. Siyah havug igerigindeki en
onemli etken madde antosiyaninlerdir. Bitkilerde kirmizi, mor ve mavi renkler halinde
bulunan antosiyaninlerin farmasotik etkileri vardir [38]. Antosiyanidin molekiillerine
glikozit baglanmasiyla antosiyanin yapiya doniisiir. Flavonoidlerin altyapisinda
bulunan antosiyanidinlerin alt gruplar1 da mevcuttur. Bunlar; delfinidin, pelargonodin,
petunidin, malvidin, peonidin ve siyanidin olarak bilinmektedir ve bir¢ok antosiyanin
bilesigi izole edilmistir [39]. Bu tiir maddelerin kararli halde kalabilmeleri i¢in

karanlik ve serin ortamlarda korunmasi gereklidir [40].

2.4. GSH

Glutatyon (GSH), hiicrede radikallerin olusturdugu hasar1 engelleyen 6nemli
bir antioksidan molekiiliidiir. En 6nemli gorevi hiicrede radikallerin saldirdigi protein
tiyollerini korumaktir [41]. GSH’ 1n yapisinda glisin, glutamin ve sistein yapisi
mevcuttur. GSH’ 1 hiicrede birgok gorevi vardir. Bunlardan birincisi, hiicreleri
radikallerin olusturdugu tahribata karsi korumak ve vitamin E ve vitamin C’ nin
yenilenmesini saglamaktir. Ikinci gérevi lenfoproliferasyon icin beyaz kan hiicreleri
tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Boylelikle viral ve bakteri
reaksiyonlara karsi hiicrenin direncini artirir. Uglincii gorevi ise depresyona karsi
onemli bir molekiildiir [42]. GSH hiicresel fonksiyonlar1 igerisinde peroksidaz
enzimleri tarafindan kullanilmasidir. Serbest radikaller biyokimyasal molekiillere
saldirdig1 zaman olugan peroksitleri ortadan kaldiran peroksidaz enzimlerin aktivit

olabilmesi i¢in GSH molekiilii gerekmektedir [43-44].
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Sekil 2.1 Glutatyonun genel formiilii [45].

2.5. Gulutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi metabolizmada yogun olarak
karaciger, kalp, beyin ve akciger dokularinda aktiftir. GSH-PX enzimi hiicrede
hidrojen peroksidi (H202) suya doniisiimiinii yaparken, GSH molekiiliinii okside
glutatyona (GSSG) katalizler [46]. Ayrica GSH-Px enzimi lipit hidroperoksitleri yok
etmede en Onemli enzimdir [47]. GSH-Px enziminin aktivitesinde en Onemli
etkenlerden biride yapisinda selenyumun olmasidir. Metabolizmada selenyum (Se)
eksikligi bu enzimin aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir. Ayrica selenyum
eksikliginde hiicrede lipid peroksidasyonu seviyesinde de artiglar tespit edilmistir [48-
49].

GPx
2GSH + H202 — 2H20 + GSSG
(ROOH) (ROH)

2.6. Katalaz

Katalaz (CAT) "hem" grubu igeren hemoprotein yapisinda bulunan 6nemli bir
enzimdir. Bu enzimin hiicrede en onemli gorevi zararli hidrojen peroksidi su ve
oksijene ¢evirmektir [48-50]. Ayrica bu enzim alifatik alkollerin peroksidasyon
olayinda rol almaktadir [51].

CAT
2H202 — 2H0 + O2
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Karbonhidrat metabolizmasinda da 6nemli rol oynayan CAT enziminin aktivitesindeki

diisiis, diabet riskini artirmaktadir [52].

2.7. MDA

Serbest radikaller hiicrede olusturdugu oksidatif stres sonucunda lipitleri
oksidasyona ugratirlar. Lipit peroksidasyon sonucunda hiicrede alkol, aldehit ve
pentan gibi yapilar olusur. Serbest radikallerin olusturdugu lipit peroksidasyon sonucu
hiicrede molandialdehit (MDA) da olugsmaktadir [53].

2.8. Minerallerin Genel Ozellikleri

Mineral, organik bilesiklerin okside olduktan sonra geriye kalan kiil kismuidir.
Mineraller canlilarin metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Mineraller bazi maddeler
ile birleserek canlilarin yapisinda aktivator, diizenleyici ve transmitter olarak gorev
yaparlar. Ayrica mineraller viicuttaki ozmotik basing, kas sistemi, sinir sistemi ve asit-
baz dengesinde 6nemli etkiye sahiptir. Viicut i¢in fazla ihtiya¢ olan kalsiyum, fosfor,
kiikiirt, sodyum, potasyum, magnezyum ve klor gibi elementlere asal mineraller denir.
Kalsiyum, fosfor ve magnezyum gibi asal mineraller viicutta kemiklerin yapisinda
onemli etkiye sahiptirler. Fe, Cu, Zn, I, Co,Se ve Mn gibi viicudun ¢ok gereksinimi

olmasa da olmas1 gereken elementlere de eser elementler denir [54].

2.8.1. Kalsiyum

Viicudumuzun dengede durmasini saglayan iskelet ve dislerimizin biiyiik
boliimi Ca’dan olusmustur. Ca canlida iyon, proteine bagli ya da bilesik halde
bulunur. Ca bitkisel ve hayvansal besinler ile viicuda alinirlar. D ve C vitaminleri, orta
ve kisa zincirli yag asitleri, Ca - P iligkisi, biiylime donemi, hamilelik ve bebek
emzirme donemlerinde kalsiyum emilimi artar. Bazik ortam, D vitamini eksikligi,
bobrek yetmezligi ve yaslilik donemlerinde Ca ihtiyag olmadigindan Ca emilimi

olumsuz etkilenir. Ca viicuttan ter, idrar, emziren bayandan siit ile bebege gecerek
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atilimi saglanmis olur. Endokrin sistem tarafindan salgilanan paratroit ve kalsitonin
hormonlari1 Ca dengesini saglar. Ca diizeyi azaldiginda paratroit hormonu salgilanir ve
mineral diizeyi dengelenir. Ca mineral diizeyi intestinal mukoza uyarilarak Ca emilimi
artirilir, kemiklerden Ca gecisi artar ve bobreklerden P atilimi arttirilarak Ca diizeyi

dengelenmis olur [54].

2.8.2. Demir

Eser elementlerden biri olan Fe canlinin biiyiime, gelisme ve canliligi
stirdiirebilmesi bakimindan etkili bir elementtir. Bu tiir elementler birbirleri ile
etkilesebilirler. Bazi durumlarda birbirlerinin etkilerini artirirlar bazi durumlarda da
azaltirlar. Fe eksikliginin en belirgin 6zelligi anemidir. Fe canlilarin yapisinda 4
sekilde bulunur; birincisi transport demir B-globiiline bagli olarak (transterin), ikinci
hemoglobin seklinde eritrositlerin *’hem’’ yapisinda, ii¢iincii olarak depo Fe dedigimiz
ferritin olarak, son olarak da doku hiicrelerin de bulunur. Viicudumuza “’hem’’ ve
“’nonhem’’ yapisinda alinir. Viicuda alinan Fe asidik ortamda, anemi, biiyiime ve
hamilelikte ihtiya¢ artacagindan emilimi artar. Protein yetersizliginde, mide
kiigtiltiilmesi, Ca, Cu, Zn, kursun gibi metallerin fazlaliginda Fe emilimi olumsuz
yonde etkilenir. Fe viicuttan kadinlarda adet, dogum, ameliyat, hamilelikte bebege
ge¢mesi ile emziren kadinlarda siit ile atilir. Erkeklerde kanamali ameliyatlar ile atilimi
saglanir. Fe kolaylikla degerlik degistirdigi i¢in redoks tepkimeleri gerceklesir.
Redoks tepkimeleri engellenmedigi takdirde metabolizmaya ciddi anlamda zarar verir.
Bu tiir tepkimelerin olugmasini ise antioksidanlar engeller. Fe kan hiicrelerinin
yapisinda bulunur. Demir fazlalig1 kalp rahatsizlig1 ve genetik bozukluga neden olur
[54].

2.8.3. Cinko

Viicutta bulunan diger eser elementlerden biride Zn dir. Genellikle karaciger,
bobrek, kas, kemik, g6z ve endokrin bez gibi organlarda bulunur. Zn aktif metal

oldugu igin reaksiyona girme egilimi fazladir. Hiicre igerisinde tiolat ve imidazol

7
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ligant1 seklinde bulunur. Zn emilimi ince bagirsakta gergeklesir. Alinan Zn viicuda
dagilmasi icin karacigere, albiiminler tarafindan taginirlar. Bakir da albiiminler ile
tasindig1 icin Zn taginmasini engelleyerek eksikligine sebep olabilir. Bazi
rahatsizliklar Zn emilimine olumsuz etki yaparlar bunlar; alkolik siroz, ¢olyak
hastalig1 ve kistik fibroz Zn emilimini olumsuz yonde etkiler. Zn viicutta depo edilme
ihtiyacit bulunmadigi i¢in ter, deri ve idrar ile atilimi saglanir. Zn enzimlerinde
gorevlerinde etkin bir role sahiptir. Proteinlerin yikiminda, karbonhidratlardan enerji
iiretiminde, lireme sisteminde ve karacigerde protein sentezinde Onemli etkiye
sahiptirler. Zn gen tanimlanmasinda da etkin rol alir. Dokularin iyilesmesinde etkili
oldugu i¢in de ameliyatlardan sonra yaralarin iyilesmesi i¢in Zn igerikli ilaglar ile
tedavi yapilir. Zn yetersizliginde kisa boyluluk, koku alamama, tat alamama,
istahsizlik, sa¢ dokiilmesi, deri dokiilmesi ve romatizma hastaliklar1 gozlenir. Zn en

fazla et, balik ve yumurta gibi besinlerden temin edilerek alimi saglanir [54].

2.9. Calismanin Amaci

Yapilan ¢aligmada etil alkol verilen rat dokulari {izerine siyah havug¢ suyunun
biyokimyasal parametreler iizerine etkileri arastirildi. Etil alkol metabolizmada
oksidatif stres olusturarak serbest radikal {iretimini artirmaktadir. Siyah havug¢ suyu
igeriginde yiiksek diizeyde polifenol tiirevli maddeler mevcuttur. Caligmada etil alkol
ile olusturulan oksidatif strese kars1 siyah havug¢ suyunun koruyucu etkileri arastirildi.
Calismada rat dokularinda oksidatif stres parametrelerinden MDA, GSH, Fe, Cave Zn
diizeyleri ile CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri ¢aligildi.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Metanol, n-hekzan, izopropanol, etil alkol, siilfiirik asit, hidroklorik asit (HCI),
thiobarbiturik asit (TBA), trikloroasetik asit (TCA), H20,, fosfat tamponu, EDTA-
Nay, rediikte GSH, Tris-EDTA tamponu, 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit, mineral

standartlari, fizyolojik su.

3.2. Inceleme Materyali

Deneysel uygulamada agirliklari birbirine yakin erkek Wistar albino siganlarin

karaciger, beyin ve testis dokular1 incelendi.

3.3. Kullanilan Yardimec1 Aletler ve Cihazlar

Santrifiij, homojenizatér, UV spektrofotometre (Perkin Elmer precisely
Lambda 25 UV/VIS), vorteks (VEIP SCIENTIFICA), otomatik pipetler, derin
dondurucu (-50 °C), vida kapakli deney tiipleri ve santriifiij tiipleri.

3.4. Deney Hayvanlar

Deneysel calismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Merkeziden (FUTDAM) temin edilen erkek Wistar albino cinsi siganlar kullanildi.
Sicanlar Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen yemlerle beslendi. Siganlar 6zel
havalandirma sistemi ortaminda, her giin temizligi yapilan 6zel kafeslerde barindirildi.
Sican yemleri ¢elik kaplarda ve su ise 6zel biberonlarda verildi. Caligmanin etik kurulu
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu Baskanligindan alindi. Siganlar 22 -
25 °C arasinda, 12 saat 151k altinda ve 12 saat karanlik ortamda bulunmaktadir.
Deneysel siirecte (250 + 10 g) agirliginda ve her grupta 7 sigan olacak sekilde 4 grup

olusturuldu. Deneysel siirecte siganlara verilen etil alkol ve siyah havug¢ suyu
9
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uygulamalar1 ve deneysel uygulama asagida verilmistir. Siyah havu¢ suyu, Pari ve
arkadaglarinin belirttigi yontem [55] modifiye edilerek elde edildi. Siyah havuglar
yikanip temizleme isleminden sonra kati meyve sikacagindan gecirildi. Elde edilen
havug suyu 12 ml/kg dozda giin asir1 orogastrik gavage yontemiyle siganlara verildi.
Her uygulama Oncesi siyah havu¢ suyu taze olarak hazirlandi. Saglikli ve normal
beslenen siganlara 2 g/kg/giin veya daha asagi1 dozlarda etanol verilirse sabit ve smirl
bir hizda okside edilmektedir. Fakat 3 g/kg/giin ve daha yukar1 dozda verilen etanol
ile kronik etil alkol etkisi olusturulabilmektedir [56]. Bu nedenle, 42 giin siire ile oral
yolla 5g/kg/giin dozda %50'lik etanol giin asir1 ve kontrol grubuna ise 1 ml % 0,9°luk
NaClI uygulandi. Deneysel siiregte dort grup olusturuldu.

1. Kontrol grubu (K), 42 giin oragastrik sonda ile 1 ml %0.9 NaCl uygulandi.

2. Etanol grubu (E), 21 giin siire ile oragastrik sonda ile 5g/kg/giin doza %50’lik etanol
uygulandi. 21 giinliik periyodun sonunda si¢anlar kesildi.

3. Siyah havug suyu grubu (S), 12ml/kg dozda oragastrik sonda ile 21 giin uyguland:
ve periyodun sonunda si¢anlar kesildi.

4. Etanol + Siyah Havu¢ suyu grubu (ES), 21 giin siire ile oragastrik sonda ile
5g/kg/glin dozda %50’lik etanol, sonraki 21 giinliikk uygulama periyodunda ise etanol
uygulamas1 birakilarak yerine 21 giin boyunca siyah havu¢ suyu 12ml/kg dozda
oragastrik sonda ile siganlara uygulamasi yapildi. Deneysel siirecten sonra siganlarin

dokulari ¢ikarilarak -50 °C’de muhafaza edildi.

3.5. Lipit Peroksidasyon Tayini

Lipit Peroksidasyon miktari, Placer’in tanimladigi metot esasina gore yapildi.
Bu metot thiobarbiturik asit reaktif tiirlerinin konsantrasyonuna gore dl¢timleri yapildi
[57]. MDA miktar1 i¢in 6rnek numuneden bir hacim ve stok ¢ozeltiden iki hacim (0,25
N HCl igerisinde %0,375 TBA ve %15 TCA) santrifiij tiiptinde karigtirildi. Karigim 15
dakika kaynar suda 1sitildiktan sonra sogutuldu. Olusan ¢okelti 2500 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek iist faz alindi. Sonra 532 nm’ de test Ornekleri okundu. Lipit
peroksidasyon miktar1 nmol/gr olarak degerlendirildi. MDA miktar1 Perkin Elmer

Precisely, Lambda 25, UV/VIS Spectrometer cihazi kullanilarak analiz edildi.
10
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3.6. Dokularda Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini

CAT enzim aktivitesi Lartillot’un belirtigi yonteme gore yapildi [58]. CAT
enzim aktivitesi tayini, katalazin H>O; ile reaksiyonunda zamanla azalma esasina gore
olgiimii yapilarak analiz edildi. Ol¢iim 240 nm’de okundu. H20; i¢in molar
ekstinksiyon katsayis1 0,0396 cm?umol’ dur. Metotta 50 mmol/L enzim ¢ozeltisi
tizerine 2,5 ml substrat ¢Ozeltisi ilave edilerek 37 °C’ de 2 dakika bekletildi.
Reaksiyonu sonlandirmak i¢in ortama 0,5 ml 1M HCI ¢6zeltisi ilave edildi ve 240 nm’
deki absorbansi 6l¢iildii. Kor olarak 2,5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH=6,8) ve 0,5
ml 1M HCI igeren ¢ozelti kullanildi. H2O2‘nin baslangictaki absorbansini belirlemek
i¢in 2,5 ml substrat ve 0,5 ml 1M HCl igeren ¢6zeltinin absorbansi 6lgiildii. Proteinin
neden olacag1 absorbansi belirlemek i¢in 20 pL enzim ¢ozeltisi, 2,5 ml fosfat tamponu
ve 0,5 ml 1 M HCl igeren ¢ozeltinin absorbansi olgiildii. CAT enzim aktivitesi tayini

Perkin Elmer Precisely, Lambda 25, UV/VIS Spectrometer cihazi kullanilarak yapildi.

3.7. Dokularda GSH-Px Enzim Aktivitesi Tayini

GSH-Px enzim aktivitesi tayini Lawrence ve Burk’un belirtigi metoda gore
yapildi [59]. Reaksiyon karisiminda 0,2 mM H2O2, 1 mM sodyum azide, 1 mM EDTA,
50 mM potasyum fosfat tamponu (pH=7,6), 0,2 mM rediikte NADPH, 1 EU/ml GSSG,
1 mM GSH, igermektedir. Ornekten 0,1 ml alinarak 0,8 ml yukaridaki karisimdan ilave
edildi. Sonra karigima 0,1 mL peroksit soliisyonu ilave edilerek reaksiyon
baslatilmadan 6nce 25 °C’ de inkiibe edildi. Ormekler 340 nm’ de absorbanslar
Olctilerek hesaplamasi yapildi. Sonuglar U/mg protein olarak belirtildi. Protein miktari
da Lowry metoduna gore 6lgiildii [60]. Dokularda GSH-Px enzim aktivitesi tayininde
Perkin Elmer Precisely, Lambda 25, UV/VIS Spectrometer cihazi kullanildi.

3.8. Dokularda GSH Tayini

GSH miktar1 Sedlak ve Lindsay’in belirtigi metoda gore yapildi. Olgiimler 412

nm’de gergeklestirildi [61]. Numuneler %50 TCA ile ¢oktiiriildiikten sonra 5 dakika
11
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1000xg’ de santrifiij yapildi. Coktiirilen numunelerin iist fazindan 0,5 ml alinarak 2
ml Tris-EDTA tamponu (0,2 M, pH=8,9) ve 0,1 ml 0,01 M 5,5’-dithio-bis-2-
nitrobenzoik asit ilavesi yapildi. Karigim 25 °C’de 5 dakika bekletildi. UV-
spektrofotometre’ de 412 nm’de absorbans degerleri Olgiildii. Dokularin GSH
tayininde Perkin Elmer Precisely, Lambda 25, UV/VIS Spectrometer cihazi

kullanilarak yapildi. Sonuglar pmol/gr protein olarak belirtildi.

3.9. Element Analizi

Doku o6rneklerinde 250 mg tartilarak mikrodalga ¢6zme sistemine aktarildi ve
5 ml nitrik asit (% 65) ilave edildi. C6zme islemi mikrodalga sisteminde tamamlandi.
Hazirlanan kor numuneler ve standart g¢ozeltiler ICP-MS cihazinda Olg¢timleri
yapildiktan sonra mikrodalgada ¢6ziinmiis karaciger dokularinda Fe, Ca ve Zn
konsantrasyon diizeyleri NexION 350 inductively coupled plasma mass spectrometry

(ICP-MS, Perkin Elmer, MA, USA) cihazinda analizleri yapildi [62].

12
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel degerlendirme SPSS 20,0 programi kullanildi. Gruplar arasindaki
karsilastirmada Varyans analizi ANOVA’da yapildi. Gruplar arasindaki farkliliklar

Tukey testi uygulandi ve standart sapma olarak standart error alindu.
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5. BULGULAR

Cizelge 5.1 Karaciger dokusu MDA, GSH ve enzim aktivite diizeyleri

Gruplar MDA GSH GSH-Px CAT
(nmol/gr) (umol/gr) (U/mg (1u/ml)
protein)
K 3343.66 387+15 4.63+0.64 613+74
E 55+8.59°¢ 338+16° 2.64+0.25°¢ 773+90
S 38+3.14 370+14* 3.9440.35% 608+78
ES 42+4.77Y 416£24* 3.40+0.10% 615+87

K grubuna gore karsilastirma; a: p<0.05, b: p<0.01, ¢: p<0.001

E grubuna gore karsilagtirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001
Calismada etil alkol uygulanan E grubu rat karaciger dokularinda yiiksek MDA
diizeyi (p<0.001) tespit edilirken, GSH diizeyi ve GSH-Px enzim aktivitelerinde
azalma gozlendi (p<<0.001). Siyah havu¢ suyunun etkisiyle ES grubunda artan MDA
diizeyinin azaldig1 (p<0.01), azalan GSH diizeyi ve GSH-Px enzim aktivitelerinin
arttig1 gozlendi (p<0.05,p<0.001). K grubuna CAT enzim aktivitesine gore E grubunda

nispi artis gozlenirken, gruplar arasi istatistiksel fark olmadig1 gozlendi (p>0.05).

Cizelge 5.2 Karaciger dokusu mineral diizeyleri

Gruplar Ca (ppm) Fe (ppm) Zn (ppm)
K 90+8.35 109+8.01 19.96+2.19
E 74+6.77° 145+14.45° 18.60+1.13
S 81+6.50 122+6.97 19.77+£2.26
ES 77+5.652 124+5.38 18.49+0.98

K grubuna gore karsilastirma; a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001

E grubuna gore karsilastirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001
Calismada K grubu Ca diizeyine gore E ve ES grubunda azalma tespit edildi
(P<0.05, p<0.01). E grubu Fe diizeyi K grubuna gore istatiksel olarak yiikseldigi

gozlendi (p<0.001). Tiim gruplarin Zn diizeyleri arasinda istatiksel fark gbzlenmedi
(p>0.05).

14
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Cizelge 5.3 Testis dokusu MDA, GSH ve enzim aktivite diizeyleri

Gruplar MDA GSH GSH-Px CAT
(nmol/gr) (nmol/gr) (U/mg (1U/ml)
protein)
K 36+4.49 360+20 15.33£1.36 281+42
E 48+4.012 256+25° 11.50+1.872 275+22
S 36+3.02% 428+36% 19.01+£2.68% | 285+22
ES 31+4.81% 398+30* 18.83+2.927 270+54

K grubuna gére karsilastirma; a: p<0.05, b: p<0.01, ¢: p<0.001
E grubuna gore karsilagtirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001
Calismada K grubu MDA diizeyine gore E grubunda artis tespit edildi
(p<0.05). E grubuna gore S ve ES gruplart MDA diizeylerinde azalmalar tespit edildi
(p<0.05, p<0.001). K grubu GSH diizeyi E grubundan yiiksek ¢iktigi gdzlenirken
(p<0.001), K grubu GSH diizeyi S grubuna gore diisiik ¢iktig1 tespit edildi (p<0.001).
E grubu GSH-Px enzim aktive diizeyi K grubuna gore azaldigi goézlenirken (p<0.05),
E grubuna gore S ve ES gruplarinda artis tespit edildi (p<0.001). Tiim gruplarin katalaz

enzim aktivitelerinde istatistiksel fark gézlenmemistir (p>0.05).

Cizelge 5.4 Testis dokusu mineral diizeyleri

Gruplar Ca (ppm) Fe (ppm) Zn (ppm)
K 5149.60 19+0.89 19.33+1.96
E 104+11.14° 28.16+3.81° 13.80+1.84°
S 6243.65° 21.834+2.43% 17.55+0.87%
ES 944+14.95°¢ 23+3.65 18.88+1.01%

K grubuna gére karsilagtirma; a: p<0.05, b: p<0.01, ¢: p<0.001
E grubuna gére karsilagtirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001
Calismada K grubu Ca diizeyine gore E ve ES gruplarinda artis gozlendi
(p<0.001). K ve S gruplar1 Ca diizeyleri arasinda istatistiksel fark goézlenmedi
(p>0.05). E grubu Fe diizeyi K grubuna gore yiiksek ¢iktig1 tespit edildi (p<0.01). E
grubu Zn diizeyi diger gruplara gore diisiik ¢iktig1 gozlendi (p<0.05, p<0.001).
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Cizelge 5.5 Beyin dokusu MDA, GSH ve enzim aktivite diizeyleri

Gruplar MDA GSH GSH-Px CAT
(nmol/gr) (nmol/gr) (U/mg (1U/ml)
protein)
K 238+12 208x11 12+3.03 278+33
E 330+24° 195+13 11.33+0.81 244486
S 251£17* 233£10% 13.83+£2.73 288+64
ES 223413 224+14Y 14.66+2.52 269+81

K grubuna gére karsilastirma; a: p<0.05, b: p<0.01, ¢: p<0.001
E grubuna gére karsilastirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001
Calismada K grubu MDA diizeyine gore E grubunda artis tespit edildi

(p<0.001). E grubuna gore S ve ES gruplart MDA diizeylerinde azalmalar tespit edildi
(p<0.001). E grubu GSH diizeyi Kgrubuna goére nispi olarak azalirken (p>0.05), ES
ve S gruplart GSH diizeyleri E grubuna gore arttig1 tespit edildi (p<0.01). E grubu
GSH-Px ve katalaz enzim aktivite diizeyi diger gruplara gore nispi oranda azaldig
gozlendi (p>0.05).

Cizelge 5.6 Beyin dokusu mineral diizeyleri

Gruplar Ca (ppm) Fe (ppm) Zn (ppm)
K 62+3.61 21+1.54 8.25+0.56
E 135+18°¢ 254+2.16 8.21+0.75
S 73+107 204+2.71 7.94+0.53
ES 67+15% 224292 8.27+0.65

K grubuna gore karsilastirma; a: p<0.05, b: p<0.01, ¢: p<0.001
E grubuna gore karsilastirma; x: p<0.05, y: p<0.01, z: p<0.001
E grubu Ca diizeyi K grubuna gore arttig1 tespit edilirken (p<0.001), E ve ES
gruplar1 Ca diizeyleri E grubuna gore azaldig1 gozlendi (p<0.001). Tiim gruplarin Fe
ve Zn diizeyleri arasinda istatistiksel fark olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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6. TARTISMA

Calismada etil alkole maruz birakilmis sigan karaciger, testis ve beyin
dokularnda MDA, GSH ve bazi element diizeyleri ile GSH-Px ve katalaz enzim
aktiviteleri diizeylerine siyah havug¢ suyunun biyokimyasal etkileri arastirildi.

Calismada karaciger, testis ve beyin dokulart MDA diizeyleri K grubuna gore
E grubunda yiiksek ciktig1 gézlendi. Her ii¢ dokuda siyah havug¢ suyunun etkisiyle ES
grubu MDA diizeyleri E grubuna goére azaldig: tespit edildi. Karaciger ve testis
dokular1 GSH diizeyleri ve GSH-Px enzim aktivite diizeyleri K grubuna gore E
grubunda istatistiksel olarak azalma gozlenirken, beyin dokusu E grubu GSH-Px
diizeyinde nispi olarak azalma tespit edildi. Karaciger dokusu ES grubu GSH diizeyi
ve GSH-Px enzim aktivite diizeyi E grubuna gore 6nemli diizeyde arttigi belirlendi.
Ozellikle testis dokusu ES grubu GSH diizeyi ve GSH-Px enzim aktivite diizeyi E
grubuna gore istatistiksel olarak arttigi gozlendi. Bu durum beyin dokudu GSH
diizeyinde de gozlenmistir. Tim dokularn CAT enzim aktivitelerinde istatistiksel
olarak fark gozlenmemistir. Ancak, testis ve beyin dokular1 CAT enzim aktiviteleri E
grubunda K grubuna goére nispi azalma tespit edildi.

Yapilan literatiir arastirmalarinda etil alkol uygulanan rat dokularinda siyah
frenk tzimii etkileri arastirilmistir. Etil alkol uygulanan rat karaciger ve beyin
dokularinda kontrol gruba gére GSH diizeyi ile GSH-Px ve CAT enzim aktiviteleri etil
alkol grubunda azaldigi rapor edilmistir [63]. Siyah frenk iiziimiin etil alkoliin
antioksidan sistem {iizerinde olusturdugu bu olumsuz etkiyi diizelttigi belirtilmistir
[63]. Siyah frenk iiziimiin igeriginde bulunan antosiyanin molekiillerin bu etkiyi
sagladig1 aciklanmistir [63].

Bir iiziim cesidi olan Emblica officinalis’ in etil alkole karsi ekstrakti
uygulamasi yapilmistir. Etil alkoliin rat karacigerlerinde GSH, CAT, SOD ve GSH-Px
diizeylerini onemli diizeyde azalttigi belirtilirken, bu olumsuz etkiyi Emblica
officinalis ekstratin1 uygulamasiyla onemli diizeyde artirarak diizelttigi rapor
edilmistir [64]. Emblica officinalis igeriginde bulunan polifenol tiirevli bilesiklerin etil
alkoliin karacigerde olusturdugu serbest radikalleri engelleyerek antioksidan sistemi

diizelttigi rapor edilmistir [64].
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Kronik alkol uygulamasi yapilan farelere zerdecal bitkisinin igeriginde bulunan
ve dogal antioksidan 6zelliklere sahip curcumin maddesinin etkinligi arastirilmistir.
Aragtirmada kronik alkol alan fare karaciger dokularinda GSH, GSH-Px, GST
diizeylerinde azalmalar ve yliksek MDA seviyesi rapor edilmistir. Antioksidant
sistemi curcumin’in diizelttigi ve yiikselen oksidatif stresi diisiirdiigli belirtilmistir
[65].

Resveratrol, ozellikle kirmizi {iziim meyvesi igeriginde bulunan polifenol
tiirevli antioksidan 6zellige sahip molekiildiir. Etanola maruz birakilan rat karaciger
dokularinda resveratroliin antioksidan etkinligi arastirilmistir. Etanol rat karaciger
dokularinda SOD, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerini 6nemli diizeyde azalttig1 ve
MDA diizeyini arttirdigi rapor edilmistir. Resveratrol” iin etanoliin olusturdugu bu
zararli etkileri 6nemli diizeyde diizelttigi agiklanmustir [66]. Klinik kanitlar ve
deneysel ¢aligmalarda etil alkol tiikketiminin karaciger ve diger dokularda oksidatif
stresi arttirdigi bildirilmistir [67-68]. Etanol, reaktif oksijen tiirlerini arttirarak
hiicrenin antioksidan savunma sistemini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir [69-70].

Kronik etil uygulamas: yapilan rat karaciger dokularinda yesil ¢ay dietinin
etkinligi arastirilmistir. 2 aylik ratlara uygulanan etil alkoliin karaciger dokularinda
MDA diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Ayrica antioksidan savunma sisteminde 6nemli
rol oynayan SOD, CAT, GSH-Px ve GSH’ 1n azaldig rapor edilmistir. Etil alkoliin bu
olumsuz etkilerini yesil ¢ay dietinin 6nemli diizeyde diizelttigi rapor edilmistir.
Ozellikle yesil cay igeriginde bulunan polifenol tiirevli katesin maddelerinin bu
etkinligi belirtilmistir [71].

Calismada mineral diizeyleri incelendiginde Fe diizeyinde 6nemli farkliliklart
gozlemlendi. Karaciger ve testis dokusu Fe diizeyi E grubunda arttig1 tespit edildi.
Beyin dokusunda ise bu artis nispi olarak gozlendi. Karaciger dokusu Ca diizeyi E
grubunda azaldig: tespit edilirken, testis ve beyin dokusu Ca diizeyleri E grubunda
arttigr gozlendi. Kve S grubu Ca diizeyleri tiim dokularda istatistiksel olarak fark
gozlenmedi. Testis dokusu Zn diizeyi E grubunda Onemli diizeyde azaldigi
gozlenirken, ES grubu Zn diizeyi E grubuna gore artigi tespit edildi.

Etil alkol insan ve hayvan metabolizmasinda mineraller {izerine etkileri vardir.

Oksidatif stres durumlarinda hiicrede Fe ve Cu gibi mineraller katalizor olarak
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reaksiyonlarda rol alirlar ve radikal retimini arttirirlar. Fe, Fenton rasiyonu ile
hiicrede hidroksi radikali (OH") radikali olusturark hiicrede tahribat1 arttirir [72-73].
Ozellikle karaciger hastaliklarinda alkol ve demirin riski arttirdig1 rapor edilmistir [74-
75].

Alkol aligkanlig1 olan kisilerde, lipit peroksidasyon ve serum Fe diizeyleri
incelenen galismada, alkol kullanan kisilerin lipit peroksidasyon diizeyinin oldukga
yiikksek c¢iktigr rapor edilmistir. Ayrica alkol kullanan kisilerin serumlarinda Fe
diizeylerininde yiiksek ¢iktig1 bildirilmistir [76].

Calismada 6nemli sonuglarimizdan biri de, testis dokusu Zn diizeyinin E
grubunda azalmasidir. Testis dokusunda Zn diizeyinin yetersizligi testiste yapisal
hasarlara neden olur [77]. H202 uygulanan rat testis dokularinda Zn diizeyinde
istatistiksel olarak azaldigi rapor edilmistir [78].

Etil alkol kullanimi diinyamizda oldukca yaygindir. Buna bagli olarak insan
metabolizmasinda birgok olumsuz etki ortaya ¢ikmaktadir. Etil alkoliin
metabolizmada hiicrede olusturdugu oksidatif stres sonucunda olusan bir¢cok hastalik
durumuna kars1 glinlimiizde alternatif ilag ve dogal maddeler kullanimi1 arastirmalari
yapilmaktadir. Bu arastirmadada kronik etil alkoliin olusturdugu olumsuz etkilerini
azaltic1 yonde siyah havug suyunun etkinligi arastirildi. Siyah havug suyu igerisinde
bircok polifenol tiirevli maddeler mevcuttur. Bunlarin basinda antiyosiyonidinler
gelmektedir ve bu tiir molekiillerin hayvan metabolizmasinda birgok etkinligi
belirtilmistir.

Sonu¢ olarak bu calismada, siyah havu¢ suyunun ratlarda etil alkoliin
olusturdugu oksidatif stress-antioksidan sistem dengesine ve mineral metabolizmasina

pozitif etkileri oldugunu diigenmekteyiz.
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