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Bu tez ¢alismasinda, sicanlarda CCls ile olusturulan oksidatif strese karsi nar
suyunun koruyucu etkileri arastirildi. Calismada dort grup olusturuldu. Bu gruplar;
Kontrol grubu (K), Nar suyu grubu (N), CCl4 (C) ve CCls+Nar suyu (CN) grubudur.
Nar suyu 4 ml/kg ve CCls 0.2 ml/100gr olarak uygulandi. Siganlarin karaciger
dokularinda MDA, rediikte GSH, AChE, GST, Ces ve yag asit diizeyleri belirlendi. K
grubuna gore C grubu MDA diizeyi artarken, Ces enzim aktive diizeyi azaldi. C
grubuna gore CN grubu MDA diizeyi azalirken, Ces ve AChE enzim aktivite diizeyleri
artt1. K grubuna gore C grubu Y PUFA diizeyi azalirken, Y MUFA diizeyi artt1. 20:4n6
diizeyi C grununda azalirken, 16:0 yag asit diizeyi artt1. Nar suyu etkisiyle doymamis
ve doymus yag asitleri tizerinde pozitif etkiler gozlendi.

Sonug olarak, CClsile olusturulan oksidatif strese kars1 nar suyunun antioksidan enzim

sistemine ve yag asit diizeyleri tizerine koruyucu etkileri oldugunu diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: CCls, MDA, Enzim Aktivitesi, Yag Asitleri
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In this thesis study, the protective effects of pomegranate juice against
oxidative stress induced by CCls in rats were investigated. Four groups were formed
in the study. These groups are; Control group (K), Pomegranate juice group (N), CCl4
(C) and CCls + Pomegranate juice (CN) group. Pomegranate juice was administered
at 4 ml/kg and also CCl4 as 0.2 ml/100gr. MDA, reduced GSH, AChE, GST, Ces and
fatty acid levels were determined in the liver tissues of rats. Compared to the K group,
while C group MDA level increased, Ces enzyme activation level decreased.
According to C group, while the MDA level of CN group decreased, Ces and AChE
enzyme activity levels increased. While the level of ) PUFA in group C decreased, the
level of Y MUFA increased compared to the K group. Also, compared to K group, the
20: 4n6 level decreased whereas the 16: 0 fatty acid level increased in the C group,.
Positive effects on unsaturated and saturated fatty acids were observed with the effect
of pomegranate juice.

As a result, we think that pomegranate juice has protective effects on
antioxidant enzyme system and fatty acid levels against oxidative stress caused by
CCla.

Keywords: CCls, MDA, Enzyme Activity, Fatty Acids
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1. GIRIS

Insanlar karbon tetrakloriirii (CCls) endiisride yogun sekilde kullanmaktadirlar.
Insan metabolizmasma solunum ve deri yolu ile giren CCls ciddi hasarlara neden
olmaktadir. Radikalik ve toksik 6zelligi ¢cok yiiksek olan CCls hiicrede amino asit,
lipit ve protein sentezlerine olumsuz etkileri bilinmektedir. Ozellikle karaciger
dokusunda ciddi hasarlar olusturarak siroz hastaligina neden olur. CCls hiicrelerde
serbest radikaller {iiretir. Bu radikaller hiicrenin ¢oklu doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek hiicreye zarar verir. Hiicrede lipit peroksidasyonu artiraran CCls,
antioksidan enzim sisteminede olumsuz etkilemektedir [1].

Nar meyvesi diinyada yaygin olarak tiiketilmektedir. Nar kabugu ve suyu
iceginde bulunan polifenolik tiirevli maddelerin yiiksek antioksidan 06zelligi
mevcuttur. Nar suyu yapisinda bulunan flavonoid tiirevli molekiillerin antiobezite,
antihipertansif, kemoterapétik, antiinflamatuar, antiaterosklerotik ve {ireme sistemi
tizerine faydal etkileri bilinmektedir [2].

Bu tez ¢alismasinda, CCls’e maruz birakilan sigan karaciger dokulari {izerine
nar suyunun antioksidan enzim sistemine ve yag asit diizeylerine koruyucu etkileri

arastirildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. CCly’iin Zararlan

CCls endiistri alaninda kullanilan sentetik bir kimyasaldir. CCls uzun
atmosferik yar1 dmre sahip olup, 6zellikle boya ve sondiiriiciilerde kullanilmaktadir
[3]. Laboratuvar hayvanlart tizerinde oksidatif hasar olusturmak iginde
kullanilmaktadir [4]. Karaciger dokusu viicudumuzun en Onemli ve en biiyiik
organlarindandir. Karaciger dokusu detoksifikasyon, protein sentezi ve sindirim
islemleri yapar. Hepototoksik bilesikler metabolizmadaki organlara ¢ok ciddi hasar
vermektedir. Toksik bilesikler karaciger dokusunda reaktif oksijen tiirleri iireterek lipit
peroksidasyona neden olur [5,6]. Karaciger dokusuna =zarar veren toksik
molekiillerden biride CCls’diir. CCls molekiillii karaciger dokusunda triklorometil
(*CCl3) radikaline doniisiir. CCly ilk olarak endoplazmik retikulumda sitokrom P-
450‘nin enzimatik indirgenmesi *CClsz ‘le metobolize edilir. Daha sonra oksijen
varliginda CClz0: ‘ye doniistiiriiliir. Bu reaktifler CCls “lin lirettigi serbest radikallerdir
ve hiicrede ¢oklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek hiicreye zarar verir.
Hiicrede artan lipit peroksidasyon sonucunda antioksidan enzim sistemi zarar goriir
[7]. Ayrica, CCls plazma membraninda kalsiyum iyonu gecirgenligini arttirmasi
sonucunda, ciddi kalsiyum homeostaz bozuklugu ve nekrotik hiicre 6liimlerine neden
olur [8]. Endiistride yogun olarak kullanilan CCls solunum yolu ve deri yoluyla insan
viicuduna girebilir. Ayrica, sinir sisteminide olumsuz etkilemektedir. Bas agrisi, koma
ve 6liim gibi belirtiler ortaya ¢ikar. Metobolizmaya giren CCls organlardaki aminoasit
saliniminin bozulmasia neden olur ve protein sentezini azaltir. Ozellikle karaciger
dokusunda hiicresel nekroz, fibrozis, yag dejenerasyonu ve siroza yol agar [9].
Karaciger hiicrelerine zarar veren CCls, kan dolasimina aspartat aminotransferaz
(AST), alkalen fosfataz (ALP) ve alanin aminotransferaz (ALT) enzimlerinin
salmimina sebep olmaktadir. CCly hiicrede olusturdugu radikaller ile protein, lipid,
niikleik asit gibi molekiillerle kovalent bag yaparak yapilarin bozulmasina neden olur
[10]. CCls’in olusturdugu doku hasarlarina karsi birgok bitkilerdeki antioksidan

molekiillerin etkileri oldugu rapor edilmistir. Ozellikle bitki igerigindeki fenolik
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asitler, flavonoidler, silymerin, vitamin C ve E gibi molekiillerin CCls’{in olusturdugu

hasarlar1 azalttig1 bildirilmistir [11].

2.2 Narin Ozellikleri

Punicaceae familyasindan olan nar Punica, cinsine aittir. Narin en 6nemli tiirti
ve yaygin olan1 Punica granatum. Halk arasinda yaygin olarak kullanilan narin birgok
etkisi bilinmektedir. Ozellikle iilser, ishal, dizanteri ve mikrobiyal enfeksiyonlar ve
ates diistirmede yaygin olarak kullanilmaktadir. Nar, diinyanin bircok yerinde
yetistiriciligi yapilmaktadir. Nar meyvesi dort ana katmandan olusur. Bu yapilar;
kabul, g¢ekirdek, tane ve zar olarak belirtilmistir. Narin fiziksel ozellikleri tizerine
birgok etki mevcuttur. Bunlar iklim, cins, yetistirme kosullar1 gibi bir¢ok etkisi vardir.
Nar taneleri toplam yapinin yaklasik %50’sini teskil eder. Nar tanesi igeriginde ise
%85 su, %10 seker ve %1,5 pektin olusturmaktadir. Nar tanelerinde ayrica
polifenoller, yag, protein, karbonhidrat, lif, pektin, mineraller, vitaminler
bulunmaktadir [12]. Nar yaygin olarak Hindistan, Giineydogu Asya, Cin, Tropik
Afrika, Dogu Hint Adalari, Malezya ve bir¢ok diinya iilkelerinde yaygin olarak
yetistirilen bir meyvedir. Yapilan caligmalarda nar ishal Onleyici ajan olarak
kullanilmistir. Yapilan son ¢alismalarda ise narin antioksidan aktivitesi yaygin olarak
belirtilmistir [13]. Nar kabugu ve suyu iceriginde ¢ok miktarda polifenol ve flavonoid
tirevli maddeler mevcuttur [2,14,15,16]. Nar kabugunun sigan karacigerlerinde
fibroza kars1 etkinligi bilinmektedir. Bu etkinin nar kabugu igeriginde bulunan
maddelerden kaynaklandigr ag¢iklanmistir [17]. Ayrica; nar kabugunun sigan
karacigerlerinde karaciger fibrozu Onlemelerini nar kabugun antioksidan ve
antifibrotik o6zelligini gosterdigi bildirilmistir [18]. Bazi sifali bitkiler bobrek
rahatsizlig1 tedavisinde kullanilmaktadir. Nefroprotektif O6zelliklere sahip sifali
bitkilerin nefrofokrik ajanlarla birlikte toksisiteyi azaltabilmektedir. Nar kabugu
ekstresi antioksidan 6zellikler segiler. Yapisinda bulunan gallik asit, ellagik asit,
ellagitanninler, katesinler, gallotanninler, antosiyaninler, kuersetinler ve ferulik asitler
gibi cesitli fenolik bilesiklerin varliginda antioksidan ve oksidatif stresi azalttig1 rapor

edilmistir. Narin yapisinda bulunan polifenoller, serbest radikalleri temizlemede ve
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lipid oksidasyonunu engellemede 6nemli roller oynar. Ayrica narin antienflamatuar ve
antikanser Ozellikleri vardir [19]. Nar meyvesi, suyu ve kabugu yapisinda bulunan
maddelerin antioksidan kapasiteye sahiptir. Bu 0zelligi nedeniyle antiobezite,
antihipertansif ve prostat kanseri lizerine pozitif etkiler gostermistir. Nar suyunun
onemli etkilerinden biride erkek iireme sistemi lizerinedir. Erkek si¢anlarda nar suyu
tilketiminin sperm kalitesini, spermatogenetik hiicre yogunlugunu, antioksidan
aktiviteyi ve testosteron diizeylerini 6nemli diizeyde arttirdigi bildirilmistir. Ayrica nar
suyunun kemopreventif, kemoterapdtik, antiaterosklerotik ve antiinflamatuar etkileri
gosterdigi rapor edilmistir [20]. Tiirkiye’de “Hicaz nar” ve “Bey nar” gesitleri ticari
olarak iiretilmektedir ve tiikketimi oldukca yaygindir. Ayrica, en fazla yetistiriciligi
yapilan nar ise Hicaz naridir. Hicaz narinin fiziksel oOzellikleri incelendiginde
kabuklar1 kirmizi, meyve taneleri kirmizi-viole ve tadi tatli mayhostur. Narin tiiketim
cesitliligi fazla olmasina ragmen, genel olarak taze sekilde tiiketilmektedir. Ayrica
meyve suyu, sirke, nar eksisi, hayvan yemi ve c¢esitli ilag hammaddeleri olarakta

kullanilmaktadir [21].

2.3. Rediikte Glutatyon

Rediikte Glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisinden olusur. GSH
antioksidan savunma sisteminin en 6nemli bilesenlerindendir. Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enziminin substrati olup, hidrojen peroksiti (H202) ve diger organik
peroksitleri detoksifiye etmede gorev alir. GSH, hiicreleri serbest radikallere karsi

korur. Ayrica, DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda gorev alir
[22].



2. GENEL BIiLGILER Sevda Casr1i BULBUL

2.4. Glutatyon-S-Transferaz

GST’ler kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar iizerine GSH
tripeptidin niikleofilik atagini kataliz ederler. GST oksidasyonla olusan {iriinlerin ya
da disaridan alinan yabanci toksik maddelerin, viicutta bulunan diger makromolekiiller
ile birlesmesini onleyip, hiicre komponentlerine zarar vermeden atilmasini saglarlar.
GST hiicreyi lipit peroksidasyonundan korumaktadir. Hiicredeki GST enzimi pestisit,
ilaclar, kanserojenler ve elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda 6nemli bir

role sahiptirler [23, 24].

2.5. Karboksilesteraz ve Asetilkolinesteraz Enzimi

Karboksilesteraz (Ces) ve Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi esteraz enzim
grubunda bulunmaktadir. Viicudumuzda biyolojik fonksiyonlar1 farkli olan AChE,
butilkolin esteraz, karboksilesteraz (Ces), kolosterolkolesterol esteraz gibi esteraz
enzimleri bulunmaktadir. Bu enzimler tarafindan iiretilen metobolitlerdeki degisimler
birgok hastaliga neden olmaktadir. Ces enzimi 6nemli bir detoksifikasyon enzim
grubundadir. Ces enzimi esteril, amidlerin ve tiyoesterin hidrolizini katalize eden
esteraz siiper ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim 6zellikle memelilerin karacigerlerinde
yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica, bir¢ok ilag ve ksenobiyotiklerin ekspressionlari
tizerine etkileri vardir [25]. Asetilkolinesteraz enzimi (AChE) dokularda serbest ya da
fosfolipidlerle bilesik halinde bulunan asetilkolini hidrolizleyen bir enzimdir.
Ogzellikle karacigerde ve beyin dokularinda olusur. AChE enzimi eritrositlerde,
karacigerde, dalakta, sinir u¢larinda, beyinde bulunur. AChE enzimi asetilkolini kolin
ve asetata dontistiiriir. Esteraz enzimleri hiicre yenilenmesi, ¢esitli etkenler sonucunda

olusan strese yanit olusumunda da rol oynamaktadir [26].
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2.7. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA), doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi sonucu
olususan bir triindiir. Hiicrede en ¢ok arasidonik asit (20:4n6) ve dokosahekzanoik
(20:6n3) asitin etkilendigi bilinmektedir. Ayrica, oleik asit (18:1n9c) ve linoleik asitin
(18:2n6c¢) oksidasyonu sonucunda da ¢ok az miktarda MDA olusmaktadir. MDA
Olgtimii ile lipit peroksidasyon degerlendirilmesi yapilabilir, MDA’nin artmasi
sonucunda hiicre membran gecirgenligi arttirdigi, hiicre igi iyon dengesinin
bozuldugu, enzim aktivitelerinin degistigi, DNA’nin yapisinda kirilmalara oldugu

tespit edilmistir. Bu nedenle MDA’nin 6lgiilmesi, lipit peroksidasyon diizeyinin
belirteci olarak kabul edilir [27].

2.8. Yag asitleri

Yag asitlerin yapisinda, zincirin bir ucunda karboksil grubu, diger ucunda
metil grubu ve ortada ise degisik uzunlukta hidrokarbonlar bulunur. Hiicre yapisi
kompenetlerindendir. Cift bag igermeyen yag asitlerine doymus yag asitleri denir.
Bitki ve hayvanlarda en 6nemli yag asit bileseni palmitik asit(16:0) ve stearik asittir
(18:0). Bir cift bagi olan yag asitlerine tekli doymamis yag asitleri olarak tanimlanir
ve bu ozellikteki yag asitlerin toplamina MUFA denir. En 6nemlileri palmitoleik
(16:1) ve 18:1n9 yag asitleridir. Yapisinda birden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerine
coklu doymamis yag asitleri denir ve bu 6zellikli yag asitlerin toplamina ise PUFA

olarak belirtilir. Bitki ve hayvan aleminde yag asitleri 6nemli yer tutmaktadir [28].
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2.10. Calismanin Amaci

CCls insan metabolizmasma ciddi zarar vermektedir. Ozellikle karaciger
dokusunda olusturdugu hasarlar sonucunda biyomolekiillerde degisimler ve
bozulmalar gozlenmektedir. Nar suyu insanlarin yogun olarak kullandigr ve
antioksidan molekiiller bakimindan zengin oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada
CCls’tin olusturdugu oksidatif strese ve toksisiteye karsi nar suyunun sigan karaciger
dokular1 tizerine etkileri arastirilmasi yapildi. Calismada, sigan karaciger dokusu

antioksidan enzim sistemi ve yag asitleri metabolizmasindaki degisimler tespit edildi.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Metil alkol, izopropil alkol, n-hekzan, etil alkol, Tris-EDTA tamponu, EDTA-
Naz, H2SO4, HCI, thiobarbiturik asit, H202, trikloroasetik asit, fosfat tamponu, rediikte
GSH, 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit, fizyolojik su ve yag asitleri standardi
kullanilda.

3.2. Inceleme Materyali

Deneysel calismada, Wistar albino (260+10 g) erkek sicanlarin karaciger

dokular incelendi.

3.3. Kullanilan Yardimec1 Aletler ve Cihazlar

Homojenizator, santrifiij, Gaz Kromotografisi (GC-FID) cihazi, Mikroplate
Atagmanli UV/VIS cihazi, vorteks, otomatik pipetler, su banyosu, derin dondurucu (-
80 °C), santrifiij ttipleri.

3.4. Deney Hayvanlan

Sicanlar, Adiyaman Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ADYU DEHAM)’ nden temin edildi ve etik kurul bu kurumdan
alind1 (Etik Kurul No: 2019/25). Siganlar standart kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel
celik kaplarda verilirken, su ise 6zel biberonlarda verildi. Siganlarin ortam sicakligi
22-25 °C arasinda olup, 12 saat 1s1kli ve 12 saat karanlik ortamda takip edildi.
Arastirmada 28 adet yetiskin, 200-250 gr agirliginda erkek Wistar albino si¢an
kullanild1. Calismada her grupta 7 si¢an kullanarak gerceklestirildi. Kontrol grubu (K)
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(Grup 1): Kontrol grubuna 6 hafta siiresince haftada iki kez CCls {in ¢oziiciisii ve
sonraki 30 giin boyunca serum fizyolojik (4 ml/kg) uygulamasi yapildu.

Nar suyu grubu (N) (Grup 2): 30 giin nar suyu 4 ml/kg olacak sekilde orogastik
sonda ile her giin uygulamasi yapildi. Nar taneleri meyve sikacagindan gegirilerek nar
suyu elde edildi. CCls grubu (C) (Grup 3): CCls %50 lik zeytinyaginda hazirlanarak
intraperitonal olarak 0.2 ml/100gr dozda haftada 2 kez olmak iizere 6 hafta boyunca
enjekte edildi. CCls+ Nar suyu grubu (CN) (Grup 4): 6 hafta CCls intraperitonal 0.2
ml/ 100gr dozda haftada 2 kez enjekte edildi ve sonraki 30 giin nar suyu 4 ml/kg
orogastrik uygulamasi her giin yapildi. CCls uygulamasi Iredale ve arkadaslariin [29]
ortaya koydugu metoda gore yapildi. Buna gore, uygulama grubuna % 50’lik CCls
zeytinyaginda hazirlanarak intraperitonal olarak 0,2 ml/100gr dozda haftada iki kez
olmak {izere 6 hafta boyunca enjekte edildi. Siire¢ sonunda bireysel CCls grubunun
dokulari alindi. Kombinasyonlu grup (CCls+ Nar suyu) uygulanan 6 haftalik siirecin
sonunda CCls uygulamasi sonlandirilip 30 giin boyunca nar suyu 4ml/kg her giin ora
gastrik yontemle uygulamasi yapildi. Deneysel siire¢ sonunda alinan karaciger
dokular1 biyokimyasal parametrelerin dlgiimleri igin -80 °C derin dondurucuda
bekletildi.

3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Karaciger dokusu enzim aktiviteleri Thermo-3001 Mikroplate Atagmanli
UV/VIS cihazinda yapildi. Her 6rnek cihazda ii¢ defa okundu. Calismada incelenen
enzimlerin aktiviteleri spesifik aktivite (nmol/dk/mg protein) olarak ifade edildi.

3.6. Homojenizasyon ve Santrifiij islemleri

Karaciger dokular1 ¢elik uglu homojenizatorde 5000 rpm’de ve 30 saniye
boyunca pargalandi. Homojenizasyon islemi tartilan doku agirliginin 4 katina hacmine
karsilik gelecek sekilde tampon kullanildi. Fosfat tamponu (0.1M pH: 7.4 olan
potasyum fosfat tamponu iginde; 0.15 M KCI, 1 mM EDTA ve 1 mM DTT) iginde

9
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homojenizasyon yapildi. Homojenize edilmis karaciger dokulari ependorf tiiplerine
alindi. Ependorftiipler 4 °C ve 16000xg devirde 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatant

kisimlarinda enzim aktiviteleri 6l¢tildii.

3.7. GSH

Karaciger dokulart GSH diizeyi, Thermo-3001 Mikroplate Atagmanli UV/VIS
cihazinda Sedlak ve Lindsay metodu kullanilarak 412 nm de analizleri yapildi.
Dokular %50 TCA (Trikloroasetik asit) ile ¢oktiiriildii ve 5 dk 1000xg de santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatantlardan 0.5 ml alinarak tizerine 2 ml Tris-EDTA tamponu
(0.2 M, pH: 8.9) ve 0.1 ml 0.01 M 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit ilave edildi.
Karigim oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Sonra, cihazda 412 nm de absorbans degerleri

olgtildii [30]. GSH diizeyi nmol/mg protein olarak verildi.

3.8. GST Aktivitesi

GST enzim aktivitesi Habig ve arkadaslarinin belirtigi yonteme gére Thermo-
3001 Mikroplate Atagmanli UV/VIS cihazinda yapildi [31]. Analizde %96’lik etil
alkol ic¢inde hazirlanmig olan 20mM 1-kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB) substrat
kullanildi. Rediikte GSH kofaktoér olarak kullanildi. 0.1 M pH:6,5 olan fosfat
tamponundan 100 pl, 0.002M GSH ¢o6zeltisinden 100 ul ve CDNB ¢ozeltisinden 10
ul 96’lik mikroplaka kuyucuklarina ¢ok kanalli otomatik pipetler ile pipetlendi.

Ornekler 344 nm’de cihazada okutuldu. Sonuglar nmol/min/mg protein olarak verildi.

3.9. MDA

MDA analizi Placer tarafindan gelistirilen yonteme gore Thermo-3001
Mikroplate Atagmanli UV/VIS cihazinda yapildi. 0.25 N HCl icerisinde %0.375 TBA
ve %15 TCA ¢ozeltisi kullanildi. Karaciger doku 6rneklerinde MDA miktarlar1 532
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nm’de okunan absorbans degerleri yardimiyla bulundu. Sonuglar nmol/mg protein
doku olarak kaydedildi [32].

3.10. Ces Aktivitesi

Ces enzimin aktivitesi dl¢limiinde substrat olarak %96’lik etil alkol iginde
hazirlanan 26 mM p-nitrofenol (PNPA) kullanildi. Reaksiyon ¢ozeltisi, 5 pl 6rnek ve
0.05 M trizma pH: 7,4 olan ¢ozeltiden 250 ul icermektedir. Bu karisim 25 °C’de 6n
inkiibasyona birakildi. Islemin son basamaginda ¢dzeltinin son konsantrasyonu 0.5
mM olacak sekilde 5 pl PNPA ilave edildi ve spektrofotometrede 405 nm’de
absorbans degisimleri okundu [33,34]. Bu degerler yardimiyla karboksilesteraz
aktivitesi tespit edildi. Enzim aktivite 6lglimiine Thermo-3001 Mikroplate Atagmanl

UV/VIS cihazinda yapildi. Sonuglar nmol/min/mg protein olarak verildi.

3.11. AChE Aktivitesi

AChE enzim aktivitesi Ellman vd. (1961) tarafindan belirtilen [35] ve Ozmen
vd. (1988) tarafindan modifiye edilen yonteme gore yapildi [36]. AChE enzim
aktivitesi Thermo-3001 Mikroplate Atagmanli UV/VIS cihazinda 6lgiildii. Substrat
olarak asetilkolin iodid (ACTI) kullanildi. Mikroplaka kuyucuklarinin igerisine 10 pl
siipernatant konuldu. Uzerine 0.701 mM ACTI ve pH:8 olan 0.1 M trizma ¢dzeltisi
icinde hazirlanmis 0.136 mM DTNB ¢ozeltisinden 200 pl ilave edildi. Karigim 412
nm dalga boyunda cihazda okundu ve absorbans degisimleri tespit edildi. Sonuglar

nmol/min/mg protein olarak verildi.

3.12. Total Protein Analizi

Orneklerin total protein analizi Bradford’a gore yapildi [37]. Sonuglar mg

protein olarak verildi. Tiim analizler {i¢ tekrar ile yapildi.
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3.13. Lipitlerin Ekstraksiyonu ve Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Karaciger dokularinda lipit ekstraksiyonu Hara-Radin metoduna gore yapildi
[38]. Doku 6rneklerinden 1 g alinarak homojenizasyon tiipii igerisine alinarak 3:2 (v/v)
hekzan- izopropanol karisimindan 5 ml eklendi. Ornekler 30 sn homojenize edildi.
Numuneler santrifiij tliplerine alinarak 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi1 metillestirme islemi i¢in tiiplere alindi.
Uzerine %2’lik metanolik siilfirik asitten 5 ml ilave edildi ve karisim 50 °C lik su
banyosunda 15 saat siire ile metillesmeye birakildi [39]. Tipler su banyosundan
cikarilarak oda sicakligina kadar sogutuldu. Uzerine 5 ml %5 lik NaCl ve 5 ml hekzan
ilave edilerek ekstraksiyon islemi yapildi. Hegzan fazi pipetle alindi ve tizerine 5 ml
%2 lik KHCOs3 ile muamele edildi. Hegzan fazi deney tiipiine alindi. Hegzan fazi
uzaklastirildiktan sonra yag asit metillerinin lizerine 2 ml hegzan ilave edildi. Viale
alinan yag asitlerini iceren hegzan fazindaki numune Shimadzu QP 2010 Ultra Gaz

Kromotografisi cihazinda ve Restek Rtx 2330 kolonunda okumas1 gerceklestirildi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

[statistiksel degerlendirme SPSS 20,0 programi ile gerceklestirildi. Olusturulan
gruplarin arasindaki karsilastirmada Varyans analizi olarak ANOVA kullanildi.
Gruplarin arasindaki farkliliklar TUKEY testi ile tespit edildi ve standart sapma olarak
standart error (SE) alindi.
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5. BULGULAR

Cizelge 1. Karaciger Dokusu MDA ve Enzim Aktivite Diizeyleri

Parametreler K N Cc CN
MDA (nmol/mg
protein) 0.094+0,008 0.088+0,005% 0.131+0.0112 0.092+0.007%
GSH (umol/mg
protein) 0,112+0,005216 0,145+0,011% 0,085+0,005? 0,108+0,007%
Ces (nmol/min/mg
protein) 1273,468+46,317 1346,852+121,031* 728,251+48,773¢ 1478,539+102,407*
AChE(nmol/min/mg
protein) 6,828+0,545 8,536,436 4,939+0,177 8,907+0,9172
GST(nmol/min/mg
protein) 40,256+1,141 37,052+1,641 36,910+2,182 36,221+1,010
GR(nmol/min/mg
protein) 2,501+,220 2,826+,264 2,607,412 2,872+,513

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

C grubuna gore karsilagtirma. x: p<0.05, y: p<0.01, z:p<0.001

Karaciger dokusu MDA ve enzim aktivite diizeyleri Cizelge 1°de

gosterilmistir. K grubu MDA diizeyine gore C grubunda artis gozlendi (p<0.05). C

grubu MDA diizeyine gore N ve CN gruplarinda azalis tespit edildi (p <0.05). N grubu

GSH diizeyi K ve C gruplarina gore artis saptandi (p<0.05; p<0.001). C grubu GSH

diizeyi K, N ve CN gruplaria gore azaldigi tespit edildi (p>0.05; p<0.001). C grubu

Ces enzim aktivite diizeyi K, N ve CN gruplarina gore istatistiksel olarak onemli

diizeyde azaldi (p<0.001). K grubu AChE enzim aktivite diizeyi N ve CN gruplarina

gore nispi oranda azaldig1 gozlendi (p>0.05). Ancak, C grubu AChE enzim aktivite

diizeyi N ve CN gruplarina gore istatistiksel olarak énemli diizeyde azaldigi tespit

edildi (p<0.001). Tim gruplarin GST ve GR enzim aktivite diizeyleri arasinda

istatistiksel fark gozlenmedi (p> 0.05).

14




5. BULGULAR Sevda Cagri BULBUL
Cizelge 2. Karaciger dokusu yag asit diizeyi (%)

Yag K N C CN
asitleri
4.0 0.082+0.007 0.078+0.007% 0.107+0.107 0.082+0.082
6:0 0.070+0.003 0.05940.002Y 0.080+0.004 0.062+0.004*
14:0 0.299+0.017 0.1524+0.011Y 0.405+0.052 0.377+0.078
15:0 0.317+0.013 0.210+0.007% 0.499+0.0882 0.342+0.013
16:0 20,544+0.276 18,22140.139" 23,212+0.471° 20,689+0.6187
17:0 0.751+0.037 0.665+0.031% 0.974+0.135 0.707+0.042
18:0 21.035+0.406 22.139+0.235% 19.126+0.926 19.088+0.799
20:0 0.086+0.007 0.100+0.005 0.089+0.005 0.089+0.003
22:0 0.18120.008 0.153+0.010* 0.265+0.029° 0.186+0.008%
23:0 0.171+£0.010 0.166+0.007 0.209+0.027 0.177+0.012
24:0 0.264+0.004 0.308+0.010 0.159+0.016 0.293+0.013
YSFA 43.800+0.750 42.251+0.645*% 45.247+0.851 42.092+0.782*%
16:1 0.426+0.039 0.246+0.023 0.698+0.103 0.857+0.307
18:1n9t 0,062+0.005 0.028+0.001°¢ 0.036+0.005" 0.049+0.004
18:1n9¢ 5.5214+0.279 4.515+0.221°7 8.415£0.677% 8.624+0.850°
20:1n9 0.2214+0.012 0.203+0.018 0.289+0.057 0.160+0.003%
241 0.092+0.004 0.105+0.005% 0.197+0.015°¢ 0.115+0.0047
>MUFA 6.322+0.204 5.097+0.301* 9.635+0.411°¢ 9.805+0.385°¢
18:2n6c 16.700+0.382 16.644+0.358 15.934+0.626 19.009+0.3402
18:3n6 0.175+0.013 0.185+0.012 0.167+0.016 0.195+0.008
18:3n3 0.392+0.032 0.411+£0.013 0.279+0.032 0.484+0.052Y
20:2n6 0.524+0.030 0.703+0.067% 0.4954+0.026 0.570+0.039
20:3n6 0.720-+0.030 0.547+0.028* 0.949+0.0792 0.755+0.047
20:4n6 25.831+0.347 28.626+0.513% 20.831+0.529¢ 22.210+1.096°
20:5n3 0.174+0.014 0.159+0.010 0.111+0.015% 0.142+0.011
22:6n3 5.362+0.205 5.377£0.147 6.352+0.558 4.738+0.213Y
YPUFA 49.878+0.874 52.65240.901% 45.118+0.753° 48.103+0.812Y
SUSFA 56.200+0.985 57.749+0.847% 54.753+0.651 57.908+0.953%

K grubuna gore karsilagtirma. a: p<0.05, b: p<0.01, ¢:p<0.001

C grubuna gore karsilagtirma. x: p<0.05, y: p<0.01, z:p<0.001

K grubuna gore C grubu ) PUFA diizeyi azalirken, ) MUFA diizeyi artt1.

20:4n6 diizeyi C grununda azalirken, 16:0 yag asit diizeyi artt1. Nar suyu etkisiyle

bireysel doymamis ve doymus yag asitleri lizerine pozitif etkiler gozlendi.
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Karaciger dokusu yag asitleri Cizelge 2’de gosterilmistir. K grubu toplam doymamis
yag asitleri Y SFA diizeyi ile N ve CN gruplar1 arasinda fark olmadig1 gézlendi (p>
0.05). C grubu > SFA diizeyi CN ve N gruplarina gore arttig1 tespit edildi (p<0.05). K
grubu tekli doymamis yag asitleri ) MUFA diizeyi ile N grubu arasinda istatistiksel
fark olmadig saptandi (p>0.05). K grubu ) MUFA diizeyine gore C ve CN gruplarinda
artig saptandi (p<0.001). C grubu Y} MUFA diizeyi N grubuna gore yiiksek ¢iktig1 tespit
edildi (p<0.001). K grubu ¢oklu doymamis yag asitleri Y PUFA diizeyine gore C
grubunda azalma tespit edildi (p<0.01). C grubu > PUFA diizeyine gore N ve CN
diizeylerinde artis gozlendi (p<0.01; p<0.001). K grubu toplam doymamis yag asit
Y USFA diizeyine gore C grubunda nispi azalis tespit edildi (p>0.05). C grubu > USFA
diizeyine gore N ve CN gruplarinda artig gozlendi (p<0.05). Karaciger dokusu bireysel
yag asit diizeyleri incelendiginde, C grubu 15:0, 16:0, 22:0,18:1n9c, 24:1, 20:3n6 yag
asit diizeyleri K grubuna gore arttigi tespit edilirken, 20:4n6 ve 20:5n3 yag asit
diizeylerinin K grubuna gore azaldig1 gozlendi. N grubu 16:0 ve 18:1n9t yag asit
diizeyleri K grubuna gore azalirken, 20:2n6 ve 20:4n6 yag asit diizeylerinin K grubuna
gore arttig1 saptandi. CN grubu 6:0, 16:0 , 22:0 , 20:1n9, 24:1 ve 22:6n3 yag asit
diizeyleri C grubuna gore azalirken, 18:2n6¢ yag asit diizeyi C grubuna gore arttigi

gozlendi.
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6. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, CCls maruz birakilan si¢an karaciger dokulari tizerine nar
suyunun antioksidan enzimler ve yag asit diizeyleri iizerine biyokimyasal etkileri
arastirildi.

Karaciger hastaliklar1 diinya ¢apinda 6nemli bir problemdir. Labaratuvar
sartlarinda karaciger hasar1 olusturmada en yaygin olarak kullanilan kimyasal madde
CClsdiir. Ozellikle CCls toksik etkileri radikal ozelliginin yiiksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Hiicrede serbest radikal diizeylerini arttirarak lipit peroksidasyona
neden olmaktadir. CCls‘iin en 6nemli 6zelliginden birisi de karacigerde fibroz hasarini
arttirmasidir. Karaciger hasarinin azaltilmasinda antioksidan molekiiller 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle dogal antioksidanlar karaciger hasarin1 nlemede ve
lyilestirmede 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Nar meyvesinin kabugu ve suyu
icerisinde Onemli antioksidan molekiiller mevcuttur. Narin antioksidan,
antiateroklerotik, antikanser gibi birgok biyokimyasal 6zelligi vardir [40].

Caligmada, CCly verilen bireysel grubun MDA diizeyini arttirdig tespit edildi.
Artan MDA diizeyini ise kombinasyonlu grupta nar suyunun antioksidan etkisiyle
azaldig1 tespit edildi. Ayrica, CCls verilen bireysel grupta GSH diizeyinin azaldigi
gozlendi. Nar suyunun etkisiyle kombinasyonlu grupta GSH diizeyini arttirdig1 tespit
edildi. GSH, serbest radikallerin detoksifikasyonu ve toksik molekiillerin atilmasinda
onemli rol oynar. Dokulardaki GSH’1n azalmasi ve tiikkenmesi, serbest radikallere kars1
hiicresel savunmanin bozulmasina yol acar ve peroksidatif hasara neden olur. Bu
sebeple GSH, endojen ve eksojen bilesiklerin detoksifikasyonu dahil olmak {izere
birgok hiicresel islemde rol oynamaktadir [41].

CClshiicrede lipidperoksidasyon diizeyini arttirmaktadir. Lipid peroksidasyon
sonucunda MDA diizeyinin arttigi gézlenmektedir [42]. Yapilan bircok calismada
CCl4 “lin lipit peroksidasyonu arttirmak antioksidan enzim sistemini azalttig1 tespit
edilmistir. CCls‘e maruz birakilan fare karaciger dokusunda MDA, AST, ALT
diizeylerinin arttig1, antioksidan enzimlerden katalaz, GSH-Px, GSH ve SOD
enzimlerinin diizeylerinin azaldig tespit edilmistir [43].
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Bagka bir ¢alismada ise, CCls uygulamasi yapilan fare karaciger dokularinda
artan MDA diizeyi ve azalan GSH, GSH-Px ve SOD enzim aktivite diizeyleri rapor
edilmistir [44]. Yapilan bir ¢alismada, nar kabugu ekstratinin CCls‘lin olusturdugu
karaciger hasarlarina kars1 olumlu etkileri rapor edilmistir. Nar kabugu eksantinin rat
karaciger dokularinda CCls “iin olusturdugu fibroza karsi koruyucu olabilecegi rapor
edilmistir. Ayrica CCls‘in olusturdugu artan MDA diizeyini nar kabugu ekstratinin
azalttigr bildirmistir [45]. CCls‘le akut karaciger hasari olusturulan rat karaciger
dokularina nar ekstatinin etkinligi arastirmasinda, nar ekstratinin hepatoprotektif
aktivitesinin oldugu bildirilmistir. Nar ekstatinin lipit peroksidasyonu engelledigi,
azalan CAT, SOD ve GSH diizeylerini diizeltigi aciklanmistir. Ayrica, CCls‘iin
karaciger de olusturdugu histopatolojik hasarlari, nar ekstatinin diizelttigi de rapor
edilmistir [46]. Calismamizda, enzim aktivite diizeyleri incelendiginde, Ces enzim
aktivite diizeyi CCls grubunda 6nemli diizeyde azaldigi, nar suyu verilen bireysel ve
kombinasyonlu gruplarda 6nemli diizeyde arttig1 gozlendi. Karaciger dokusu AchE
enzim aktivite diizeyi CCls grubunda nispi oranda kontrol grubuna goére azalirken, nar
suyu verilen gruplarda 6nemli diizeyde arttigi tespit edildi. CCls grubu GST diizeyi ise
kontrol grubuna gore nispi oranda azalirken tiim gruplarda istatistiksel fark olmadig:
gozlendi. Bu bulgulardan en 6nemli sonucumuz Ces enzim aktivite diizeylerinin de
oldugu tespit edilmistir. Yapilan literatiir aragtirmalarinda, ratlarda CCls ‘iin ve nar
suyunun Ces enzim aktivite diizeylerine biyokimyasal etkileri ¢aligsmalarinin olmadigi
tespit edildi. Ces enzimi esteraz enzim grubunda bulunmaktadir. Viicudumuzda
biyolojik fonksiyonlari farkli olan AChE, butilkolin esteraz, karboksil esteraz (Ces),
kolosterolkolesterol esteraz gibi enzimler mevcuttur. Bu enzimler tarafindan iiretilen
metobolitlerdeki degisimler bir¢ok hastaliga neden olmaktadir. Ces enzimi énemli bir
detoksifikasyon enzim grubundadir. Ces enzimi esterih, amidlerin ve tiyoesterin
hidrolizini katalize eden esteraz siiper ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim ozellikle
memelilerin karacigerlerinde yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica, bir¢ok ilag ve
ksenobiyotiklerin ekspressionlari iizerine etkileri vardir [25,47,48,49]. Calismada
CCly “iin rat karacigerlerde olusturdugu toksitite sonucunda Ces enzimi ihlibisyonu
gbzlendi ve nar suyunun bu inhibisyonu engelleyerek aktivitelerini arttirdig tespit

edildi. Onemli bir detoksifikasyon enzimlerinden biride GST enzimidir. Bu enzim
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serbest radikal savunucusu olarak bilinmektedir [50] Caligmamizda, GST enzim
aktivitesi CCls grubunda nispi oranda diistiigiinii, nar verilen gruplarda ise bir artis
olmadig tespit edildi. Calismada, karaciger dokusu yag asit diizeyleri iizerine CCls ‘lin
negatif ettiklerini gostermekteyiz. CCls ‘lin toplam doymus yag asit diizeylerini ise
azalttigi tespit edildi. Ozellikle 20:4n6 yag asit iizerine CCly ‘{in azaltic1 etkisi tespit
edildi. 20:4n6 yag asidi iizerine nar suyu verilen gruplarda artti1 gézlendi. Onemli
sonuglarimizdan biride, CCls’tin  18:1n9¢ yag asit diizeyini arttirmasidir.
Kombinasyonlu grupta nar suyunun bu yag asidi iizerine etkisini gézlemleyemedik.
Major yag asitlerinde 16:0 diizeyi CCls grubunda 6nemli diizeyde artarken, nar suyu
verilen kombinasyonlu grupta 16:0 yag asit diizeyini kontrol grubu seviyesine
diistirdiigii saptandi. Siroz hastasi olan insanlarda linoleik, dihoma- gama- linolenik ve
arasidonik asidin diizeylerinin azaldig1 rapor edilmistir [51]. Ayrica, CCls uygulanan
rat plazma yag asit diizeylerinde PUFA diizeyinin azaldig: bildirilmistir [52]. Yapilan
onemli bir ¢alismada, CCls verilen rat karacigerlerinde ve plazmalarinda palmitik ve
oleik asidin 6nemli diizeyde arttigi, linoleik ve arasidonik asidin azaldigi rapor
edilmigtir [53]. CCls’iin siganlarda ve diger hayvan tiirlerinde uzun siireli
intraperitoneal enjeksiyonu sonucunda karaciger nekroz ve yag dejenerasyonuna
neden olmaktadir [54]. Linoleik ve arasidonik asit seviyelerindeki diislisiin nedeni
olarak, CCls “iin olusturdugu radikallerin bu yag asitleri ile reaksiyona girmesi oldugu
bildirilmistir [55]. Calismanin sonucu olarak, CCls maruz kalan rat karaciger
dokularinda MDA, 16:0 18:1n9c, Y SFA, Y MUFA diizeyleri artarken, nar suyunun
antioksidan etkisiyle lipit peroksidasyonu, enzim aktivitelerini ve doymamis yag asit
diizeylerini diizelttigi tespit edildi.

Sonug olarak, CCls’tin olusturuldugu karaciger biyokimyasal parametreler

izerine nar suyunun diizeltici etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.
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