T.C.
ADIYAMAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

ETIL ALKOLE MARUZ KALAN SICANLARIN BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRELER UZERINE NAR SUYUNUN ETKIiSi

CANSU BAKIR SAHIN

KiMYA ANABILIiM DALI

ADIYAMAN, 2019



T.C.
ADIYAMAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ETIiL ALKOLE MARUZ KALAN SICANLARIN BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRELER UZERINE NAR SUYUNUN ETKIiSi

CANSU BAKIR SAHIN
Yiiksek Lisans Tezi

Kimya Anabilim Dah

Bu tez 25/06/2019 tarihinde asagidaki jiiri liyeleri tarafindan oy birligi ile
kabul edilmistir.

Dr. Ogr. Uyesi Ahmet OZKAYA
Damisman

Prof. Dr. Erol ASILTURK Dr. Ogr. Uyesi Hasan KARADAG
Uye Uye

Prof. Dr. Murat KOCA
Enstitii Mudir V.

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, gizelge ve fotograflarin kaynak
gosterilmeden  kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ETiL ALKOLE MARUZ KALAN SICANLARIN BAZI BiYOKIMYASAL
PARAMETRELER UZERINE NAR SUYUNUN ETKIiSi

Cansu BAKIR SAHIN

Adiyaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet OZKAYA
Yil: 2019, Sayfa sayisi: VIII+24

Jiiri : Dr. Ogr. Uyesi Ahmet OZKAYA
Prof. Dr. Erol ASILTURK
Dr. Ogr. Uyesi Hasan KARADAG

Etil alkol toksin bir maddedir. Nar suyunda birgok polifenol bilesik vardir.
Polifenol tiirevli maddelerin antioksidan etkileri bilinmektedir. Bu ¢aligmanin amaci,
ratlarda etil alkol ile olusturulan oksidatif strese kars1 nar suyunun koruyucu etkileri
incelenmesi amaglanmistir. Calismada, kontrol grubu (K), etil alkol grubu (E), nar
suyu grubu (N) ve etil alkol + nar suyu grubu (EN) olusturuldu. Ratlarin testis, beyin
ve karaciger dokularinda malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH),
asetilkolin esteraz (AChE), karboksilesteraz (CaE) ve glutatyon-S-transferaz (GST)
parametreleri arastirildi. E grubunun MDA diizeyleri her iic dokuda artt1. Karaciger
ve testis dokularmin GST enzim aktivite diizeyleri E grubunda azaldi. E grubunun
GSH diizeyi karaciger dokusunda azaldi. E grubunun CaE enzim aktivite diizeyleri
her ii¢ dokuda azaldi. Nar suyu gruplarin MDA diizeyleri E grubundan az ¢ikti. Nar
suyu gruplarin CaE enzim aktiviteleri tiim dokularda E grubuna gore artti. Beyin
dokusu AChE enzim aktivitesini nar suyu arttirdu.

Sonug olarak etil alkoliin olusturdugu oksidatif stresi nar suyunun
engelledigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Nar suyu; MDA; Enzim aktivitesi
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Ethyl alcohol is a toxin substance. There are many polyphenol compounds in
pomegranate juice. The antioxidant effects of polyphenol-derived substances are
known. The aim of this study was to investigate the protective effects of
pomegranate juice against oxidative stress induced by ethyl alcohol in rats. In the
study, control group (K), ethyl alcohol group (E), pomegranate juice group (N) and
ethyl alcohol + pomegranate juice group (EN) were formed. Malondialdehyde
(MDA), reduced glutathione (GSH), acetylcholine esterase (AChE), carboxylesterase
(CaE) and glutathione-S-transferase (GST) parameters in testis, brain and liver
tissues of rats were investigated. MDA levels of group E increased in all three
tissues. GST enzyme activity levels of liver and testis tissues decreased in group E.
GSH levels of group E decreased in liver tissue. CaE enzyme activity levels of group
E decreased in all three tissues. MDA levels of pomegranate juice groups were lower
than E group. CaE enzyme activities of the pomegranate juice groups increased in all
tissues compared to the E group. AChE enzyme activity in brain tissue increased
pomegranate juice.

As a result, we think that pomegranate juice prevents the oxidative stress
caused by ethyl alcohol.

Key Words: Pomegranate juice; MDA; Enzyme activity
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1. GIRIS Cansu BAKIR SAHIN

1. GIRIS

Etil alkolii insanlar bir¢ok alanda kullanmaktadir. Laboratuvarlarda,
fabrikalarda, kozmetik endiistrisinde ve igecek olarak kullanimi yaygindir. Diinyada
insanlar igki tiiketimini oldukea yiiksek diizeyde yapmaktadir. igki iiriinlerinde etil
alkol oransal olarak yiiksektir. Diinyada 2 milyardan daha fazla insan alkol tiikketimi
yapmaktadir. Etil alkol kullanimi sonucunda yillik 80 milyon insanin hastaliga
yakalandig1 rapor edilmistir. Etil alkoliin kullanimi1 sonucunda insanlarda solunum,
sindirim ve karaciger sirozu gibi hastaliklar olusmaktadir [1].

Nar bir¢ok kiiltiirde yaygin olarak kullanilan bir meyvedir. Nar suyunda
bulunan bir¢ok polifenolik bilesikler mevcuttur. Bu bilesiklerin serbest radikalleri
temizlemede Onemli rolleri vardir. Nar suyunun yiiksek antioksidan kapasitesi bu
meyvenin onemini daha da artirmaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda nar suyu
icerigindeki fenolik bilesiklerin antiaterojenik etki gosterdigi bildirilmistir. Nar ile
yapilan bircok c¢alismada nar igerigindeki biyomolekiillerin kemoterapotik,
antiaterosklerotik, infalamatuar ve kemopreventif etkileri rapor edilmistir [2-5].

Bu tez ¢alismasinda; kronik etil alkol uygulanan rat dokularinda olusturulan

oksidatif strese karsi nar suyunun diizeltici etkileri arastirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Alkol

Diinya c¢apindaki en biiylik saglik problemlerinden biride etil alkoliin
kullanilmasindan kaynakli hastaliklardir. Diinyada etil alkoliin kullanim1 gitgide
artmaktadir. Etil alkoliin olusturdugu saglik problemlerinin yaninda sosyal olarak
kabul edilen problemlerde artmaktadir [6]. Insanlarda etil alkoliin asir1 tiiketimi
sonucunda karaciger sirozu, kalp hastaligi, alzheimer hastaligi, felglik, akciger
solunum hastaligi, diyabet, kemik hastaliklar1 ve kanser hastaliklar1 olusmaktadir [7-
15]. Etil alkol alimindan sonra metabolizmadaki etkilenen ilk organ karaciger
dokusudur. Karaciger dokusu disinda bobrek, akciger, beyin ve testis gibi dokularda
etil alkoliin toksititelerinden etkilenmektedir [16,17]. Etil alkol kullaniminda
karaciger hiicrelerinde etkilesime girerek yiiksek derecede toksik bir metabolit olan
asetaldehitine doniigiir. Asetaldehit lipitler, proteinler ve membran lipitleri ile
etkilesime girerek zarar verir [18]. Etil alkoliin asetaldehite oksitlenmesinde {i¢
enzim sistemi vardir. Bunlar alkol dehidrogenaz, cytochrome P450 2E1 (CYP2EL)
ve katalaz enzim sistemidir. Alkol dehitrogenaz enzimi etil alkolden NAD’in
NADH’a es zamanli olarak indirgenmesiyle etil alkolden asetalaldehit olusumuna yol
acar. Bu durum sonucunda ksantin oksidaz aktivitesi artar ve siiperoksit liretiminin
artmasina neden olur. Etil alkoliin asetaldehite oksityen ikinci enzim endoplazmik
retikulumda yerlesmis olan mikrozomal etil alkol oksitleyici sistemdir. Bu enzim
NADPH’a bagimli olup sitokrom P450 2E1 igermektedir. Ugiincii enzim sistemi
katalaz enzimidir. Katalaz, oksidasyonu H,O, kullanarak yapar [19-21]. Etil alkol
metabolizmasi sonucunda oksidatif stres artar [22]. Etil alkoliin olusturdugu oksidatif

stres sonucunda reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azotun tiretimini artirir [23].
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2.2. Narin Biyokimyasal Ozellikleri

Antioksidanlar  hiicrede  oksidasyonu onleyen molekiillerdir  [24].
Epidemiyolojik ¢aligmalarda meyve ve sebzelerin bazi kanser tiirlerine kars1 pozitif
etkiler gosterdigi bildirilmistir [25,26]. Meyveler ve sebzeler igerigindeki askorbik
asit, karotenoidler, flavonoidler ve tanenlerin bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde rol
oynamaktadir [27,28]. Nar insanlarin yaygin olarak kullandigi meyvelerden biridir
[29]. Nar suyu ve fermente edilmis nar suyunun antioksidan aktivitesinin yiiksek
oldugu bildirilmistir [30]. Nar suyunun farelerde ve insanlarda antiaterojenik etki
gosterdigi belirtilmistir. Nar suyunun bu etkileri igeriginde bulunan ellagik asit,
antosiyaninler, delphinidin, siyanidin, pelorgonidin 3-glukozitler ve 3,5-diglukositler
gibi fenolik bilesiklerden kaynaklandigi bu calismalarda belirtilmistir [2,3]. Ayrica
nar kabugunun Cin’de yaygin olarak kullanilan 28 ¢esit meyve kabugu igerisinde en
etkin antioksidan kapasiteye sahip oldugu rapor edilmistir [31].

Nar suyunda %385 su, %11 toplam seker (friikktoz ve glukoz), %1,4 pektin, %
0,2-1polifenoller ve askorbik asit, sitrik asit gibi organik asitleri mevcuttur [32].
Ayrica fenolik bilesiklerden antosiyaninler [33], az oranda yag asitleri ve a-tokoferol
icermektedir [34].

Nar suyu ile ilgili birgok deneysel ¢alisma mevcuttur. Cesitli ¢alismalarda nar
suyunun hipertansiyonda kan basincini azalttigi, diyabetik hastalarin lipit profilini
iyilestirdigi rapor edilmistir [2,4]. Ayrica kemoterapotik, antiaterosklerotik,
infalamatuar ve kemopreventif etkileri bildirilmistir [2-5]. Nar suyunun insan sagligi
tizerinde yukarida belirtilen tiim faydali etkilerini, nar suyu iceriginde bulunan
molekiillerin gii¢lii antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigi agiklanmistir [35,36].
Bu etkinin nar suyu igeriginde bulunan antosiyaninler (3-glukozitler, delphinidin,
siyanidin ve pelargonidin), ellagitaninler, flavonoidler (quercetin, kaemferol ve
luteolin glikozitleri) ve polifenolik asitlerden (ellagik asit ve gallik asit)
kaynaklandigi rapor edilmistir [30,37,38].

Ayrica nar suyunun in vitro antioksidan aktivitesinin kirmizi sarap ve yesil

caylardan ti¢ kat daha yiiksek oldugu rapor edilmistir [39].
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2.3. Enzimler

Asetilkolinesteraz (AChE) (E.C. 3.1.1.7) enzimi, 1991 yilinda yapisi
aydinlanmistir. AChE’nin molekiiler yapisinda 14 alfa sarmal ile ¢evrili 12 beta
levhadan ibarettir [40,41]. Bu enzimin yapisi X — 1sin1 analiz yOntemiyle
aciklanmistir. Bu enzim saniyede 250.000 asetilkolin (ACh) molekiiliinii hidroliz
etmektedir. Yapisinda 537 amino asit bulunmaktadir. AChE aktif bolgesinde iki adet
baglanma alt iinitesinden olusur. Birinci alt iinitede, katalitik anyonik site olarak
bilinir ve Ser200, His440 ve Glu327’den olusan amino asitler mevcuttur. Bu yapilar
ACh’deki ester baglarinin hidrolizinde gérev yaparlar. Yapilan in-vivo ve in-vitro
calismalarinda AChE enziminin sinir sistemindeki hiicreler iizerine etkileri oldugu
bildirilmistir. Bu hiicrelerin sinaptojenizinde, adezyonunda, gogiinde ve apaptotik
olarak etkili oldugu belirtilmistir. AChE enziminin en 6nemli gorevi ACh’ni asetat
ve koline hidrolizini katalize ederek sinaptik bosluktan ACh’ni kaldirmasidir. Bu
reaksiyon asit-baz katalizli reaksiyonlar sonucunda olusmaktadir [42]. Yapilan bazi
calismalarda; AChE enziminin tiimor baskilayici rolleri olabilecegi rapor edilmistir
[43,44].

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri, molekiil agirliklar1 20.000-25.000
daltondur ve 200-240 aminoasitten olusur. GST enzimi oksidatif stres ile olusan
trtinlerin ve toksik maddelerin, hiicrede bulunan biyomolekiiller ile birlesmesini
onler. GST enzimi, hiicrede koruyuma gorevi yapan énemli bir enzimdir [45]. GST
enzimi peroksidaz aktivitesiyle lipit peroksitlere karsi hiicreyi korur. GST enzimi
pestisidler, kanserojenler ve ¢evresel kirlilikler gibi zararli etkilere karsi hiicrenin
korunmasinda 6nemli bir role sahiptirler [46]. GST enzimi, yapisinda bulunan
hidrofobik gruplar sayesinde farkli bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu
saglamaktadir. Bu 0zelligi sayesinde, kanserojenik molekiilleri ve ¢evresel
kirleticiler gibi bir¢ok bilesigi substrat olarak kullanmaktadir. GST enziminde yedi
izoenzim mevcuttur ve bu izoenzimlerin aktiviteleride farklidir. GST enzimleri
kataliz ettigi substrat ile GSH arasinda bir tiyoester bagi olusturur [47].

GST enziminin 6nemli  goérevlerinden  biride, hiicrede  olusan

hidroksialkenaller, propenaller ve hidroperoksitler gibi bilesiklere karsi antioksidan
4
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etki gostermektedir. Bu bilesikleri yok ectmede etkili olan GST enzimi GSH
molekiiliine gereksinim duyar [48].

Karboksilesteraz (Cae) (E.C. 3. 1. 1. 1) enzimi, memeli hayvanlarin
karaciger, testis, bobrek ve plazmalarinda tespit edilmistir. CaE enzimi esterlerin,
amidlerin ve tioesterlerin hidrolizini katalizleyen esterazlarin serin hidrolazlar siiper
ailesinin tlyesidirler [49]. CaE’lar, esterleri benzer karboksilik asit ve hidroksillenmis
tirtinlere doniistiirebilme kapasitesine sahip enzimlerin biiyiik bir grubudur. Memeli
karboksilesterazlari, bircok dokuda hiicrenin endoplazmik retikulumunda lokalize
olmuglardir. Hayvanlarin c¢esitli dokular1 arasinda, en yiiksek substrat hidroliz
aktivitesi tipik olarak karacigerde bulunmustur. Fakat testis, bobrek ve plazma gibi
baz1 dokularda da aktivite gdzlenmistir. Onemli miktardaki ilaglar CaE tarafindan
metabolize edildigi i¢in, bu enzimlerin her bir dokuda degisen aktiviteleri klinik

acidan da 6nemlidir [49,50].

2.4. GSH

Glutatyon (GSH) molekiili nonprotein tiyol yapisindadir. Hiicredeki en
onemli gorevi antioksidan savunma yapmasidir. Molekiil iizerindeki sistein grubu
aktif rol oynamaktadir. GSH molekiilii 6zellikle karacigerde dokularinda yogun
olarak sentezlenmektedir [51]. GSH molekiilii, hiicrede serbest veya proteinlere bagl
olarak bulmaktadir. Oksidatif stres sartlarinda GSH molekiilii rediikte formdan
okside forma doniismektedir. Hastalik durumlarinda GSH molekiiliiniin seviyesinin
Olgiilmesi Onemlidir [52]. GSH serbest radikallere karsi savasan molekiillerdir.
Hiicrede olusan H,0, ve radikallere karsi etkilidir. Oksidatif stresin sartlarinda
olusan H,0;’i, GSH ve glutatyon peroksidaz (GSH- Px) enzimi ile birlikte suya
donustiirirler. GSH antioksidan enzimler tarafindan indiiklenerek oksidatif stresin
azaltilmasinda rol oynamaktadir. GSH’1n hiicrede protein sentezi, niikleik asit sentezi
ve bazi enzimlerin aktivitesinde rol oynamaktadir. Ayrica, hiicrenin radyasyon ve

toksinlere maruz kalmalar1 durumunda koruyucu etkileri bildirilmistir [53].
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2.5. MDA

Metbolizmada hiicreler, gerek dis etkenlerle gerekse hiicre ig¢inde olusan
radikallere maruz kalmaktadir. Bu radikaller hiicre yapisinda bulunan lipitleri
oksidasyona ugratirlar. Lipit peroksidasyon sonucunda hiicrede alkol, aldehit ve
pentan gibi molekiiller olusur. Serbest radikallerin olusturdugu lipit peroksidasyon
sonucu hiicrede molandialdehit (MDA) olusmaktadir. Oksidatif stres sartlarinda
hiicrelerde H,O, molekiilii, O,- ve OH' radikalleri olusmaktadir. Bu molekiil ve
radikaller hiicrenin bir¢ok yapisina ve organelleri ile reaksiyona girerek hiicrenin
yapisina zarar verirler. Lipit peroksidasyon sonucunda bir¢ok yan iiriin olusmaktadir
ve bunlarin en 6nemlisi MDA’dir. Olusan bu yan tirlinler hiicre igeriSinde birgok

molekiil ile reaksiyona girerek yapinin bozulmasina neden olur [54-56].

2.6. Calismanin Amaci

Giintimiizde insanlar nar meyvesini dogrudan tiikettigi gibi bir¢ok
iiriinlerinide kullanmaktadir. Insanlar narm kabugu, suyu, fermente iiriinleri ve
geleneksel yontemlerle elde edilen {riinlerini  ylizyillardir  kullanmaktadir.
Literatiirlerde narin insan metabolizmasina faydali etkilerine ¢okg¢a rastlanmaktadir.
Etil alkoliin insan metabolizmasina zararlar1 ¢ok fazladir. Giiniimiizde bu zararh
etkilere kars1 laboratuvarda sentezlenmis ilaglarin yanisira geleneksel tipta kullanilan
dogal maddelerde kullanilmaktadir. Bu c¢alismada Adiyaman ilinde yetistiriciligi
yapilan ve halk arasinda Hicaz nar1 olarak nitelendirilen, koyu kirmizi -bordo renkli
narin etil alkoliin olusturdugu oksidatif strese karsi etkinligi amaclanmstir.
Calismada karaciger, beyin ve testis dokularinda bazi biyokimyasal parametreler

calisilmis olup, degerlendirilmesi yapilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel siiregte bircok kimyasal madde kullanilmistir. Bunlar; izopropil
alkol, etil alkol, metil alkol, hidroklorik asit (HCI), thiobarbiturik asit (TBA),
trikloroasetik asit (TCA), hidrojen peroksit (H,0,), fosfat tamponu, EDTA-Nay,
rediikte glutatyon (GSH), n-hekzan, Tris-EDTA tamponu, 5,5’-dithio-bis-2-

nitrobenzoik asit ve fizyolojik su.

3.2. Deneysel Siirecte Kullanilan Metaryal

Deneysel caligmada agirliklart birbirine yakin erkek Wistar albino ratlar
kullanildi. Rat dokularindan karaciger, beyin ve testis dokularinin bazi biyokimyasal

parametreleri incelendi.

3.3. Kullanilan Yardimc1 Aletler ve Cihazlar

Dokularin ~ biyokimyasal = parametreleri, mikroplaka ~ okuyuculu
spektrofotometre cihazinda okundu. Dokularin par¢alanma islemi ise homojenizator
cihazinda gergeklestirildi. Ayrica deneysel g¢alisma siiresince santrifiij, vorteks,

otomatik pipetler, derin dondurucu (-50 °C) ve santriifiij tiipleri kulanilda.

3.4. Deney Hayvanlarinin Temini ve Uygulama Islemi

Deneysel calismada, Wistar albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastrma Merkezi (FUTDAM) nden satin
alindi. Ayrica deneysel calismanin etik kuruluda bu kurumdan alindi. Ratlar Elaz1g
Yem Fabrikasindan ratlar i¢cin 6zel yapilmis yemlerle beslendi. Ratlar standart
havalandirma sistemi ortaminda ve temizligi giinliik yapilan 6zel celik kafeslerde

tutuldu. Rat yemleri ¢elik kaplarda, su ise 6zel biberonlarda verilerek beslenildi.
7



3. MATERYAL ve METOD Cansu BAKIR SAHIN

Ratlarin yasamsal kosullar1 satandart hale getirildi. Ratlar 22 - 25 °C arasinda, 12 saat
151kl1 ve 12 saat karanlik ortamda bir ay siiresince takibi yapildi. Her grupta 7 rat
rastgele secildi. Sonra ratlar 4 gruba ayrildi. Deneysel siire¢ asagida agiklanmistir.

Calisma 30 giin siirdii. Deneyde 28 adet yetiskin, ortalama agirliklar1 250 +
10 g olan erkek Wistar albino rat kullanildi. Deneysel calisma dort gruptan
olusmaktadir. Bunlar;

1. Kontrol grubu (K)

2. Nar suyu grubu (N)

3. Etil alkol grubu (E)

4. Etil alkol+ nar suyu grubu (EN)

Etil alkol ratlara 2 g/kg/glin veya daha asag dozlarda uygulamasi
yapildiginda sabit ve siirli bir hizda okside edilmektedir. Ancak, 3-5 g/kg/giin ve
daha yukar1 dozda ratlara verilen etil alkol ile kronik etil alkol etkisi
olusturulmaktadir [57]. Bu nedenle, 30 giin siire ile oragastrik yolla 5g/kg/giin dozda
%350k etil alkol ratlara uygulamasi yapildi. Kontrol grubundaki ratlara ise 1 ml %
0,9’Iuk sodyum kloriir (NaCI) uygulamasi yapildi. Nar meyvesi Adiyaman ilinde
yetistiriciligi yapilan ve halk arasinda Hicaz nar1 olarak nitelendirilen, meyvesi koyu
kirmiz1 renkte olan narlar meyve suyu sikacagindan sikilarak elde edildi. Nar suyu 4

ml/kg olacak sekilde oragastrik gavaj yontemiyle ratlara uygulamasi yapildi [58].

3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismada incelenen enzimlerin aktiviteleri mikroplaka okuyucu sistem
cthazinda Olgiimleri gergeklestirildi. Her ornek icin {i¢ Ol¢iim alindi. Calismada
incelenen enzimlerin aktiviteleri spesifik aktivite (nmol/dk/mg protein) olarak ifade
edildi.

3.6. Homojenizasyon ve Santrifiij islemleri

Biitin ~ dokularin = homojenizasyonunda  homojenizatér  kullanildi.

Homojenizatérde dokular 2000 rpm’de 30 saniye siireyle parcgalandi.
8
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Homojenizasyon isleminde alinan toplam doku agirligiin 4 kati hacminde (w/v)
sogutulmus homojenizasyon tamponu (0.1 M, pH 7.4 potasyum fosfat tamponu
icinde; 0.15 M KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) i¢inde yapildi. Homojenizasyon
islemi sonrast homojenatlar ependorf tiiplerine aktarildi. Homojenat 16,000 Xg
devirde 4°C’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlarinda enzim

aktiviteleri Olctildii.

3.7. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi

GST aktivitesi mikroplaka okuyucu sisteminde Ol¢iimleri yapildi. Habig ve
arkadaglar1  (1974) tarafindan belirtilen yonteme gore GST aktiviteleri
spektrofotometrik olarak olgiildii [59]. % 96’lik etanol i¢inde hazirlanan 20 mM 1-
kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) substrat olarak, rediikte GSH ise kofaktdr olarak
kullanildi. 10 pL siipernatant, 0.1 M, pH 6.5 100 pL fosfat tamponu ve 0.002 M 100
uL GSH karisimi, 10 pL CDNB mikroplaka kuyucuklarina sirasi ile pipetlendi.
Karigim 15 sn karistirlldt ve 2 dakika siire ile 25 °C’de 344 nm’de absorbans
degisimleri kaydedildi.

3.8. Karboksilesteraz Aktivitesi

CaE aktivitesinde 6l¢iimiinde, substrat olarak, 26 mM %96’lik etanol iginde
hazirlanan p-nitrofenol asetat (PNPA) kullanildi. Reaksiyon ¢ozeltisi, 5 pL 6rnek ve
250 pL, 0.05 M trizma pH 7.4 tamponu igermektedir. Reaksiyon karigimi 3 dakika
25°C’de 6n inkiibasyona birakildi. Son olarak, son konsantrasyon 0.5 mM olacak
sekilde 5 uL PNPA ilave edildikten sonra absorbans degisimi kaydedildi. Enzim
aktivesi 405 nm’de okumasi yapildi [60,61].

3.9. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

AChE aktivitesi Ellman vd. (1961) tarafindan yapilan [62] ve Ozmen vd.

(1998) tarafindan modifiye edilmis yonteme gore olciimleri mikroplaka okuyucu
9
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sisteminde gergeklestirildi [63]. Asetilkolin iodid (ACTI) substrat olarak kullanildi.
10 pl siipernatant iizerine hazirlanmis karisim (0.701 mM ACTI ve 0.136 mM
DTNB, 0.1 M trizma pH 8.0 tamponu igerisinde hazirlanmis karigimdan 200 ul)
ilave edildi. Karisim 25°C’de 1 dakika siire ile 412 nm dalga boyunda absorbans

degisimleri ol¢iildii.

3.10. Malondialdehit Tayini

Dokularin MDA diizeyleri mikroplaka okuyucu sisteminde dl¢limleri
gerceklestirildi. Placer (1966) tarafindan Onerilen yonteme gore yapildi. Reaktif
olarak 0,25 N HCI igerisinde %0,375 thiobarbiturik asit ve %15 trikloroasetik asit
kullanildi. Doku o6rneklerindeki MDA diizeyleri 532 nm’de absorbans degerleri
okundu. MDA miktar1 nmol/mg protein doku olarak belirtildi [64].

3.11. Rediikte Glutatyon Tayini

GSH miktart mikroplaka okuyucu sisteminde gergeklestirildi. Moron (1979)
tarafindan gelistirilen yonteme gore islemler yapildi. 5 pl siipernatant tizerine 120 pl
0.5 mM pH 6.8 DTNB ¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon karisiminin 25°C’de 412 nm
dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iildi GSH miktar1 nmol/mg protein doku olarak
ifade edildi [65].

3.12. Toplam Protein Miktar1 Tayini

Doku homojenatlarinda toplam protein miktarlar1 Bradford (1976) tarafindan

gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak tespit edildi [66].
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel degerlendirme programi olarak SPSS 22,0 programinda
gerceklestirildi. Degerlendirmede kulanilan yontem Varyans analizi ANOVA testitir.
Farkliliklarin tespitinde Tukey testi kullanildi. Standart sapma olarak standart error

alindi.
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5. BULGULAR

Cizelge 5.1 Karaciger dokusu biyokimyasal parametreleri

Gruplar MDA GST Cak GSH
(nmol/mg (nmol/dk/mg (nmol/dk/mg (nmol/mg
protein) protein) protein) protein)

0,205+0,005 57+1,92 2744+196 99+4

K
0,246+0,015% 51+2,00° 2110+84° 85+1°

E
0,203+0,003" 68+3,40% 2632+83" 123+4%

N
0,160+0,013* 57+1,88 2758+66" 87+2

EN

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<0.00

Karaciger = dokusu  biyokimyasal parametrelerden @~ MDA  diizeyi
incelendiginde, E grubu MDA diizeyi diger gruplara gore yiiksek c¢iktigi tespit edildi
(p<0.05, p<0.001). E grubu GST enzim aktivite diizeyr K grubuna gore azaldigi
gozlendi (p<0.05). N grubu GST enzim aktivite diizeyi K ve E grubuna gore artti
(p<0.05, p<0.001). E grubu CaE enzim aktivite diizeyi K,N ve EN gruplarina gére
azaldi (p<0.05, p<0.01). E grubu GSH diizeyi K grubuna gore azaldigi tespit
edilirken (p<0.05), N grubu GSH diizeyi E grubuna gore arttig1 gdzlendi (p<0.001)

12
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Cizelge 5.2 Beyin dokusu biyokimyasal parametreler

Gruplar | MDA AChE GST CakE GSH
(nmol/mg (nmol/dk/mg | (nmol/dk/mg | (nmol/dk/mg | (nmol/mg
protein) protein) protein) protein) protein)
0,30+0,02 163+7,56 40+2,06 363+15,57 85+7

K
0,44+0,3" 160+4,00 43+1,62 315+8,86° 80+9
E

0,34+0,01" 181+7,62 53+2,52 456+15,70 | 120+8™

0,38+0,02 236+13,28% | 64+3,41% 449+26,19% | 150+12%
EN

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

Beyin dokusu MDA diizeyi K grubuna gore E grubunda artig saptandi
(p<0.01). K ve E gruplar1 AChE enzim aktivite diizeylerine gére EN grubunda artis
tespit edildi (p<0.001). N ve EN gruplari GST diizeyleri E ve K gruplarina gore
arttigr gozlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001). E grubu CaE enzim aktivite diizeyi K
grubuna gore azalirken (p<0.05), N ve EN gruplari CaE enzim aktivite diizeyleri K
ve E gruplarina gore arttigi gozlendi (p<0.05, p<0.01, p<0.001). N ve EN gruplari
GSH diizeyleri K ve E grubuna gore arttig1 tespit edildi (p<0.05, (p<0.001).
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Cizelge 5.3 Testis dokusu biyokimyasal parametreler

Gruplar MDA GST CakE GSH
(nmol/mg (nmol/dk/mg (nmol/dk/mg (nmol/mg
protein) protein) protein) protein)
0,140+0,013 114+5,03 1459+38,71 83+5
K
0,189+0,017° 93+3,46° 1227+35,21° 75+4
E
0,123+0,010” 100+3,75 1398+25,90" 79+3
N
0,138+0,011* 114+5,35" 1720+44,51™ 82+2
EN

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

E grubu MDA diizeyi K grubuna gore arttig1 tespit edildi (p<0.05). N ve EN
gruplart MDA diizeyleri E grubuna gore azaldig1 saptandi (p<0.01, p<0.05). E grubu
GST enzim aktivite diizeyi K grubuna gore azaldi (p<0.05). EN grubu GST enzim
aktivite diizeyi E grubuna gore artt1 (p<0.05). E grubu CaE enzim aktivite diizeyi
KN ve EN gruplarina gore azaldigi gozlendi (p<0.01, p<0.05, p<0.001). Tim
gruplarin GSH diizeyleri istatistiksel olarak fark olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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6. TARTISMA

Calismada, etil alkoliin ratlara uygulanmasiyla olusturulan oksidatif strese
kars1 nar suyunun rat karaciger, testis ve beyin dokular1 lizerine etkinligi arastirildi.
Arastirmada rat dokularinda incelenen parametreler MDA, GSH, GST, CaE ve
AChE’dir.

Calismada, karaciger dokusu MDA diizeyi E grubunda yiiksek ¢iktig1 tespit
edildi. Nar suyu uygulanan rat gruplarinda, etil alkoliin yiikselttigi MDA diizeyini
azalttig1 gozlendi. Karaciger dokusu GST ve CaE enzim aktivite diizeylerini etil
alkoliin azaltici etkisi gozlendi. GST ve CaE enzim aktivite diizeylerini nar suyu
uygulanan gruplarda arttirdig: tespit edildi. Karaciger dokusu GSH diizeyini etil alkol
azaltirken, nar suyu grubunda artis tespit edildi.

Calismada, beyin dokusu MDA diizeyini etil alkol uygulanan rat gruplarinda
onemli diizeyde yiiksek ¢iktig1 gozlendi. Nar suyu uygulanan rat gruplarinda ise Etil
alkoliin yiikselttigi MDA diizeyini azalttig1 tespit edildi. Beyin dokusu CaE enzim
aktivite diizeyini Etil alkol grubunda azaltict etkisi gozlenirken, nar suyu uygulanan
bireysel ve kambinasyonlu grupta CaE enzim aktivitesinin 6nemli diizeyde arttigin
gormekteyiz. Kontrol ve etil alkol grubu GSH diizeyleri arasinda istatiksel fark
olmadigi tespit edilirken, nar suyu uygulanan gruplarda GSH diizeyini arttirdig:
saptandi. AChE ve GST enzim aktivitelerinin nar suyu uygulanan gruplarda arttig1
tespit edildi.

Testis dokusu MDA diizeyini etil alkol arttirirken, nar suyu uygulanan
gruplarda azaldig1 g6zlendi. Etil alkoliin bu dokuda GST ve CaE enzim aktivitelerini
onemli diizeyde azalttig1 tespit edildi. Nar suyu uygulanan gruplarda ise GST ve CaE
enzim aktivitelerinin nispi ve anlamsal olarak arttirdig1 saptandi. Testis dokusu GSH
diizeyleri tiim gruplarin arasinda istatistik fark olmadig1 gézlendi.

Nar suyu tiiketimi sonucunda plazma MDA diizeylerinde azalmalar oldugu
bir¢ok caligmada rapor edilmistir. 14 saglikli yetiskin insanlara nar suyu uygulamasi
sonucunda plazma ve eritrositlerde protein oksidasyonu ve lipit peroksiyon
diizeylerinde azalmalar oldugu rapor edilmistir. Ayrica, nar suyu tiiketimi sonucunda

GSH diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir [67].
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Nar suyu ile ilgili benzer ¢alismalarda, iki haftalik [2] ve ti¢ haftalik [35],
tiketimi sonucunda plazmada lipit peroksidasyon diizeylerinde azalmalar
bildirilmistir. Nar suyu tliketiminin kardiovaskiler gibi hastaliklara kars1 koruyucu
etkinligi bu ¢alismalarda belirtilmistir [2]. Nar suyu ti¢ haftalik tiiketimi sonucunda
serum GSH diizeylerinde artislar tespit edilmistir [35].

Diyabet olusturulan ratlarin plazma ve eritrositleri iizerine nar suyunun
etkinligi arastirmasi yapilmistir. Diyabet olusturulan ratlarin  plazma ve
eritrositlerinde SOD ve CAT enzim aktivitelerinde azalma tespit edilirken, MDA
diizeylerinde 6nemli diizeyde artis oldugu rapor edilmistir. Nar suyunun diyabetik
ratlardaki bu olumsuzluklar1 pozitif yonde diizenledigi agiklanmistir [68]. Nar
meyvesi iceriginde antioksidan 6zellikli bir¢ok polifenolik molekiiller mevcuttur.
Nar suyunun antioksidan diizeyi portakal, yabanmersini ve kizilciktan daha yiiksek
oldugu bildirilmistir [35]. Bu antioksidanlarin serbest radikalleri ve oksidanlar1 yok
ettigi rapor edilmistir [69].

Narin kullanimini tarihsel siirecte yaygmn olarak gormekteyiz. Narmn
metabolizma tizerine birgok pozitif etkileri vardir. Bu etkiler antiatheresklerotik [70]
, kemopreventif [5], antiprolieratif [71], atherojenik [72,4], antiobesite [73]
.antidiabetik [74], antilipidemik [75] ve yiiksek diizeyde antioksidan kapasite [72,76]
etkileri bildirilmistir.

Etil alkol ile oksidatif strese maruz birakilmis rat beyin ve karaciger
dokularinda GSH-Px, CAT ve GSH diizeylerinde azalmalar oldugu bildirilmistir. Etil
alkoliin olusturdugu oksidatif stres parametrelerine siyah frenk {iziimiiniin bu
parametrelere diizeltici etkisi oldugu rapor edilmistir [77].

Etil alkol verilen rat karaciger dokularinda CAT, SOD, GSH-Px ve GSH
diizeylerinde azalmalar tespit edilirken, bir iiziim ¢esidi olan Emblica officinalis’in
bu parametreleri diizelttigi rapor edilmistir [78].

Zerdagal tibbi alanda kullanilan 6nemli bir bitkidir. Zerdagalin ana bilesen
maddesi curcumin molekiliidir. Kronik etil alkol verilen fare karaciger dokular
lizerine curcumin’in etkinligi aragtirmasi yapilmistir. Bu arastirmada kronik etil alkol

uygulamasi yapilan fare karaciger dokularinda GST, GSH-Px ve GSH diizeyleri
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azalirken, MDA diizeylerinde artislar rapor edilmistir. Curcumin’in etkisiyle etil
alkoliin olusturdugu olumsuz etkileri diizelttigi bildirilmistir [79].

Etil alkol ile yapilan baska bir ¢calismada, etil alkol uygulanan rat karaciger
dokularinda birgok enzim aktivitelerinde azalmalar tespit edilirken, lipit
peroksidasyon diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Calismada resveratrol’iin etil alkoliin
olusturdugu zararli etkiyi diizelttigi rapor edilmistir [80].

Yesil cay iceriginde bir¢ok polifenolik bilesikler mevcuttur. Kronik etil alkol
uygulamasi yapilan rat karaciger dokularinda bircok enzim aktivitelerinin azaldig
bildirilmistir. Yesil c¢ay uygulamasi ile kronik etil alkoliin olusturdugu zararh
etkilerin diizeltildigi rapor edilmistir [81].

Etil alkol metabolizmada en ¢ok karaciger dokusunu hedef almaktadir. Ancak
iireme sistemi tizerinde olumsuz etkileri bilinmektedir. Yapilan bircok calismada
kronik etil alkol uygulamasi yapilan rat testis dokularinda lipit peroksidasyon
diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir. Ayrica testis dokusundan antioksidan enzim
sistemini bozdugu bildirilmistir [82-88].

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, etil alkoliin rat dokularinda olusturdugu
yiiksek lipit peroksidasyonu nar suyu takviyesiyle diisiirdiigli gozlendi. Ayrica
antioksidan-oksidasyon denge sistemini saglayan enzimlere nar suyunun pozitif
yonde etki gosterdigi tespit edildi. Adiyaman bolgesinde yetistirilen bu narin ileriki

tibbi aragtirmalarda kullanilabilecegini diistinmekteyiz.
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