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Yiiksek Lisans Tezi
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KUMARIN BILESIGININ ANTIOKSIDAN VE YAG ASIT
METABOLIZMASI UZERINE ETKILERI
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Bu tez ¢alismasinda, si¢anlarda etil alkol ile olusturulan oksidatif strese kars1 3-asetil-
6-bromo kumarin molekiiliiniin koruyucu etkileri arastirildi. Calismada doért grup olusturuldu.
Bu gruplar; Kontrol grubu (K), Kumarin grubu (C), Etil alkol grubu (E) ve Kumarin+Etil alkol
(CE) grubudur. Kumarin 5 mg/kg ve Etil alkol 5 mg/kg/giin olarak uygulandi. Siganlarin
karaciger dokularinda MDA, rediikte GSH, AChE, GST, Ces, GR ve yag asitleri belirlendi.
Karaciger dokusu biyokimyasal parametreleri incelendiginde, E grubu MDA, GSH, Ces,
AChE, GST diizeyleri kontrol grubuna gore artti. Kumarin maddesinin etkisiyle
kombinasyonlu grubun MDA, GSH ve Ces diizeyleri E grubuna gore azaldi. Karaciger dokusu
yag asit diizeyleri incelendiginde, E grubu 18:0 yag asit diizeyi K grubuna goére artarken,
22:6n3, 18:2n6, 18:3n6, 18:1n9 yag asit diizeyleri nispi olarak azaldi. Kumarin maddesinin
etkisiyle, CE grubu doymamis yag asit diizeyleri E grubuna gore nispi olarak arttig1 gézlendi.
Sonug olarak etil alkol ile olusturulan oksidatif strese karsi 3-asetil-6-bromo kumarin
molekiiliiniin diizeltici etkileri oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Etil alkol; Kumarin; MDA, Enzim Aktivitesi; Yag Asitleri
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In this thesis study, the protective effects of 3-acetyl-6-bromo coumarin molecule against
oxidative stress induced by ethyl alcohol in rats were investigated. Four groups were formed
in the study. These groups are; Control group (K), Coumarin group (C), Ethyl alcohol group
(E) and Coumarin + Ethyl alcohol (CE) group. Coumarin was administered at 5 mg/kg and
and also Ethyl alcohol as 5 mg/kg/day. MDA, reduced GSH, AChE, GST, Ces, GR and fatty
acids were determined in the liver tissues of rats. When the liver tissue biochemical parameters
were examined, the levels of MDA, GSH, Ces, AChE, GST in E group increased compared to
the control group. MDA, GSH and Ces levels of the group combined with the effect of
coumarin decreased compared to the E group. When the liver tissue fatty acid levels were
examined, while the E group 18: 0 fatty acid level increased compared to the K group, 22: 6n3,
18: 2n6, 18: 3n6, 18: 1n9 fatty acid levels decreased relatively. It was observed that CE group
unsaturated fatty acid levels increased relative to E group with the effect of coumarin
substance. As a result, we think that 3-acetyl-6-bromo coumarin molecule has corrective
effects against oxidative stress caused by ethyl alcohol.

Keywords: Ethyl alcohol; Coumarin; MDA, Enzyme Activity; Fatty Acids
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1. GIRIS Hasan PEKTAS

1. GIRIS

Etil alkoliin insanlar tarafindan kullanimi oldukc¢a yaygindir. Diinyada yaklagik
iki milyar insan etil alkol tiiketimini yapmaktadir ve yaklasik seksen milyon insan etil
alkol kullanimma bagli olarak hastalik teshisi konulmaktadir. Etil alkol
metabolizmasindaki en énemli organ karaciger dokusudur. Kronik diizeyde etil alkol
kullanim1 sonucunda hiicrelerde reaktif oksijen iiretimi artmaktadir. Bu radikaller
proteinler, lipitler ve DNA ile tepkimeler sonucunda fibrogenez olay1 gelismektedir.
Ayrica etil alkoliin etkisiyle artan serbest radikaller hiicredeki antioksidan diizeylerini
de olumsuz etkilemektedir. Etil alkol 6zellikle karaciger dokusunda yaglanma, hepatit
ve siroz hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir [1,2]. Kumarin tiirevli molekiiller
bitkilerin yapilarinda bulundugu gibi labaratuvar sartlarinda da sentezi yapilmaktadir.
Bu molekiillerin, yapilan ¢aligmalarda bircok farmakolojik etkileri tespit edilmistir. En
Onemli Ozellikleri arasinda antioksidan, antiinflamatuar ve antikanser -etkileri
mevcuttur [3].

Bu ¢alismada etil alkole maruz kalan sigan karaciger dokular iizerine 3-asetil-
6-bromo kumarin molekiiliiniin antioksidan ve yag asit metabolizmasi tizerine etkileri

arastirildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Etil Alkol ve Zararlar

Kimyasal yapis1 C2HsOH olan etil alkol berrak ve renksiz bir yapidadir. Su ve
organik coziiciilerle her oranda karisabilen 0.789 g/ml yogunlugunda, 78.4°C de

kaynama noktasina sahip ugucu ve yanici bir stvidir [4].

b
H—(IZ—(ID—O—H
H H

Sekil 2.1 Etil alkoliin molekiiler formiili

Etil alkolin kullanilmasi sonucu ¢esitli hastaliklar meydana gelmektedir.
Diinyada etil alkoliin kullanim1 zamanla artmaktadir. Etil alkol kullanimi saglik
problemlerinin yani sira insanlar tizerinde sosyal hayati da etkilemektedir [5].

Alkollii igkilerin tamaminda degisik oranlarda bulunan etil alkol, ¢esitli
meyvelerin ve nigastanin mayalanmasi sonucu da elde edilmektedir. Ayn1 zamanda
etilenden de kimyasal yollarla 6nemli miktarlarda tiretilmektedir [6].

Asir1 alkol tiiketimi, beyin, karaciger, kalp, akcigerler, iskelet kaslar1 ve
kemikler gibi farkli organlara zarar vererek fiziksel ve zihinsel sagliga zarar verebilir
[7.,8].

Alkol kaynakli hasarin ilk hedef organi karacigerdir ve alkoliin toksik
etkilerine karsi hassastir. Ote yandan oksidatif stres, alkol tiiketiminden kaynaklanan
karaciger hasarinin gelisiminde 6nemli bir rol oynar [9].

Ag1z yoluyla alinan alkol sindirim kanalinin tiim kisimlarindan emilir. Emilim
gerceklestikten sonra etanol suda kolay ¢oziinebildigi igin hizli bir sekilde kan
dolasimina katilarak tiim dokulara yayilir. Ozellikle su orani yiiksek dokulara daha

kolay ulasir. Yagda ¢oziinebilirlik etkisi de oldugundan hiicre zarlarini 6nemli 6lgiide

2
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etkiler. Kan alkol diizeyi genellikle en iist seviyeye 45-60 dakikada ulasilir. Bu diizeye
ulagma siiresi midenin bos olmasina veya yemekle birlikte alinmasina bagli olarak
degiskenlik gosterir. Midenin bos olmasi emilimi hizlandiran faktordiir. Alkoliin hizli
alimi da st diizeye ulasma zamanim kisaltir. Emilim, %10-30 yogunlugunda olan
alkollii iceceklerde daha hizlidir. Kan alkol seviyesi ile ortaya ¢ikan klinik belirtiler
arasinda pozitif bir iliski vardir. Yiiksek alkol seviyeleri reflekslerde azalma ve
kaslarda uyumsuzluklar ile kendini gosteren davranis bozukluklarina neden olur [10].
Etil alkol kullanilmas1 sonucu karaciger hiicrelerinde etkilesime girip yiiksek derecede
toksik bir metabolit olan asetaldehitine doniisiir. Olusan asetaldehit lipitler, proteinler
ve membran lipitleri ile etkilesime girer ve zarar verir [11]. Etil alkoliin
biyotransformasyonundaki ana yol, karacigerde asetaldehit ve hidrojene
oksidasyonudur. Ug enzim etil alkoliin asetaldehite oksitlenmesinden sorumludur.
Bunlar alkol dehidrogenaz, cytochrome P450 2E1 (CYP2E1l) ve katalaz enzim
sistemidir. Bu enzimlerden alkol dehitrogenaz enzimi etil alkolden NAD’in NADH’a
es zamanli olarak indirgenmesiyle etil alkolden asetalaldehit olusumuna yol agar. Bu
durum neticesinde ksantin oksidaz aktivitesi artar. Bununla birlikte siiperoksit
tiretiminin artmasina neden olur. Etil alkoliin asetaldehite oksitlenmesinden sorumlu
ikinci enzim ise endoplazmik retikulumda yerlesmis olan mikrozomal etil alkol
oksitleyici sistemdir. Bu enzim NADPH’a bagimli olup sitokrom P450 2EI
icermektedir. Diger bir enzim sistemi katalaz enzimidir. Katalaz, oksidasyonu H20:
kullanarak yapar [12-14]. Alkol kullanimimninda karaciger iizerinde hasara yol agan
diger bir kronik vaka ve oOnemli etki gosteren fibrizosis olusumudur. Karaciger
hastaliklarinda %350 oraninda tespit edilen fibrizosis alkolik karaciger hasarinda
yaklasik %10-15 civarinda goriilmektedir. Alkol temelli karaciger doku hasarinda
fibrizosisin olugsmasindaki temel sebep olarak hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonu
olarak goriilmektedir. Toksik etkilerde, infeksiyoz durumlarinda ve alkolik karaciger
hasarlarinda hepatik hiicreler miyofibroblasta benzeyen hiicrelere prolifere olarak
fibrizosis gelisiminden sorumlu tutulmaktadirlar. Nitekim hepatik hiicrelerini aktif
hale getiren reaksiyonlar hakkinda yeterli bilgi bulunmamasina karsin asetaldehit ve
asetaldehit-protein yapilari1 “Transforming Growth Factor Beta”nin hiicrelerin kollojen

sentezlenmesine yol agtiklari tespit edilmistir [15].

3
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Etil Alkoliin davranis iizerine de etkileri vardir. Alkol etkisi altinda olan
kisilerde kognitif yeteneklerde ve psikomotor testlerdeki basari oraninda azalma,
zihinden yapilmak istenen aritmetik islemleri ve beceri noktasindaki davranislari
hatasiz yapmada zorlanma, atletik performansta diisme gozlenmektedir. Ayni
zamanda etil alkoliin az miktarda alinmasi durumunda sedasyon, anksiyete, endise,
sikilganlik ve sorumluluk duygusunun azalmasina neden olur. Diger bir faktor ise
yiiksek doz alkol alindiginda reflekslerde azalma, hipotermi ve koma gibi doza bagh
cesitli bozukluklar gozlenmektedir [16]. Etil alkoliin diger bir etkisi ise midede
hidroklorik asit ve gastrin salinimi arttirarak bulanti ve kusmaya neden olabilmektedir.
Sempatik sinir sistemi etkisiyle birtakim hormonlari uyararak kalp atim hizinin
artmasina, kan akiminin hizlanmasina, damarlarin genislemesine, solunum sayisi ve
derinliginin degismesine ve ciltten hizli bir sekilde 1s1 kaybina neden olur. Etil alkoliin
onemli bir etkisi de vazomotor etkisinden dolay1 alkol alimindan sonra yiiz kizarmalar1
da gorilebilir. Hormonal manada stimiile edici ve inhibe edici etkisi vardir.
Antiditiretik hormonunu (ADH) baskilayarak ditiretik etki yaparken, adrenalin

salinimini uyararak kardiovaskiiler ve respirator degisikliklere sebep verir [17,18].

2.2. Kumarinler

Tarih 6ncesi ¢aglardan giinlimiize kadar insanlar, ¢esitli hastaliklarin tedavileri
icin bircok ilaci dogal iiriinlerden elde etmeye c¢alismislardir. Bu siirecte dogal
iriinlerin  sentetik ve yar1 sentetik tiirevlerinin ¢esitli biyolojik aktiviteleri
bulunmustur. Tibbi kullanim i¢in heterosiklik bilesiklerin yapisinda bulunan oksijen
icerigi molekiillerin 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir. Oksijen iceren heterosiklik
bilesikler arasinda kumarinlerin biyolojik aktiviteleri arastirilmustir. Ilk defa Vogel
tarafindan 1820 yilinda Tonka fasiilyelerinden kumarinler izole edilmistir. Son
zamanlarda ise yaklagik 150 ¢esit kumarin molekiilii bulunmustur. Kumarinlerin
farmakolojik caligmalarda bircok etkinligi tespit edilmistir. Bunlar arasinda
antibakteriyel, anticoagulant, antiHIV, antioksidan, antituberkular, antihypertensiv,

antikonvulsant, antifungal, antihiperglisemik ve antikanser etkileri mevcuttur.

4
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Kumarin tiirevli molekiiller kanser iizerinde bir¢ok enzimin inhibisyonunu saglar.
Ayrica kolinesteraz enzimlerinin katalitik aktivitesini bloke ederek beyin dokusundaki
asetilkolin seviyesini korur ve Alzheimer hastaligina kars1 bir koruma saglamaktadir.
Cesitli kumarin tiirevli molekiillerin tiibekulaz tedavisi i¢in kullanildig1 bilinmektedir.
Bu tir molekiillerin siklooksijenaz ve lipoksijenaz enzimlerini etkileyerek
antiinflamatuar etkisi bilinmektedir. Cizelge 2.1’de bazi kumarinlerin ¢esitleri ve

farmokolojik etkileri gdsterilmistir [19].
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Cizelge 2.1 Kumarin gesitleri ve farmakolojik etkileri

r""ﬁ“ﬂ‘ Y

Kumarin gesitleri Kumarinler Farmakolojik aktiviteleri

Antiadipogenik,

Esculetin Antioksidan, Noroprotektif

Basit kumarinler

Ammoresinol Antibakteriyel

Ostruthin Antibakteriyel, Antifungal
Antibakteriyel, Antifungal,

Osthole Antikanser, Antikonviilzan

Novobiocin Antibakteriyel

Chartreusin

Antibakteriyel, Antitimor

Antikanser,

Fraxin Antiadipogenik,
Antioksidan
Umbelliferon Antitiiberkiiler
Fraxidin Antihiperglisemik,
Antiadipogenik
Phellodenol A Antitliberkiiler

Esculin, fraxetin

Antiadipogenik

Furano kumarinler

Antienflamatuvar,

Imperatorin Antibakteriyel, Antifungal,
Antiviral, Antikanser
Psoralen Antifungal, Anti-TB
Bergapten Anti-TB
Methoxsalen Sitokrom P450
Onleyici

Anthogenol Antibakteriyel
Anti-TB
Marmesin
Rutaretin Anti-TB
Grandivittin Antibakteriyel
Agasyllin Antibakteriyel
Anti-TB
Xanthyletin
Agisal tip Inophyllum A, B, C, E, P, Antiviral
T Gl ve G2
= | = Calanolide A, B ve F Antiviral
e Pseudocordatolide C Antiviral
o o7 RO
H;C —_
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2.3. Rediikte Glutatyon

Hiicreyi oksidatif strese kars1 koruyan en 6nemli antioksidanlardan biri rediikte
glutatyon (GSH) dur [20-22]. Peroksitlerle ve serbest radikallerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karst koruyan GSH, ayni zamanda hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde 6nemli rol alir.
Oksidatif strese karst GSH; karacigeri, eritrositleri, l6kositleri ve g6z lensini korumada
gorev alir [23]. GSH-Px, GST gibi antioksidan enzimler i¢in kofaktdr olarak islev
goren GSH, direkt olarak hidroksil ve singlet oksijen radikalini temizleyerek etkisini
gosterir. Oksidan molekiiller ile redoks dengesinin kurulmasinda hayati 6neme sahip
antioksidanlardandir [24]. Kimyasal maddelerin detoksifiye edildigi en 6nemli organ
olan karacigerde GSH’nin saglikli hiicrelerinde en yiiksek hiicre i¢i konsantrasyonu
yaklasik olarak 20 milimolar’dir. Nitekim, Karacigerin GSH igerigi akcigerden {i¢ kat,
bobrek ve testislerden yaklasik iki kat daha fazla oldugu tespit edilmistir [25]. GSH
metabolizmada birgok dokuda bulunmasina ragmen en fazla karaciger dokusunda
bulunmaktadir [26]. GSH antioksidan olarak birgok enzimatik reaksiyonda koenzim
olarak gorev yapar [27]. Ayrica, toksik maddelerle kompleks yaparak metabolizmadan

atilmasini saglar [28].

2.4. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon-S-Transferaz  (GST) enzimi zararli  kimyasallara  karsi
detoksifikasyon oOzelligiyle one ¢ikan bir enzimdir. GST enzimi bir¢ok canlinin
karaciger, eritrosit ve akciger gibi dokularda bulunmaktadir. Bu enzim toksik

metabolitlerin detoksifikasyonu olayu ile hiicrede 6nemli gorevler tistlenmektedir [29].

2.5. Karboksilesteraz Enzimi

Memeli hayvanlarin karaciger, testis, bobrek ve plazmalarinda tespit edilen

karboksilesteraz (Ces) enzimi ayni zamanda esterlerin, amidlerin, tioesterlerin
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hidrolizini katalizleyen esterazlarin serin hidrolazlar siiper ailesinin bir {yesidir.
Memeli karboksilesterazlari, birgok dokuda hiicrenin endoplazmik retikulumunda
lokalize oldugu gozlenmistir. Onemli miktardaki ilaglar Ces enzimi tarafindan
metabolize edildigi i¢in, bu enzimlerin her bir dokuda degisen aktiviteleri klinik agidan

son derece dnemlidir [30-31].

2.6. Asetilkolinesteraz Enzimi

Sinaptik bosluklarda asetilkolini asetat ve koline parcalayarak inaktive eden
enzim olarak gorev yapan Asetilkolin Esteraz (AChE) enziminin diger bir etkisi ise
sinaptik bosluklarda asetilkolin ¢ok fazla inaktive edilirse sinir iletimi kesilir ve kiside
Alzheimer hastalig1r goriiliir. Bu enzim viicutta merkezi ve periferal, kolinerjik ve
adrenerjik, sinir ve kas dokusunda, eritrositlerde ve plasental dokuda bulunmaktadir.
Ayni zamanda AChE boceklerdeki merkezi sinir sisteminin kolinerjik sinapsisinde
norotransmiter olan asetilkolini hidrolizler. Asetilkolin, AChE enzimi tarafindan kolin

ve asetik asite dontstiiriliir [32].

2.7. Malondialdehit

Metabolizmada var olan hiicreler bazi olumsuz etkilere maruz kalmaktadirlar.
Nitekim olumsuz radikaller hiicre yapisinda bulunan lipitleri oksidasyona ugratir.
Hiicrede alkol, aldehit ve pentan gibi molekiiller lipit peroksidasyonu sonucunda
olusur. Lipit peroksidasyonu sonucu hiicrede molandialdehit (MDA) olusmaktadir.
Oksidatif stres sartlarinda hiicrelerde H2O2 molekiilii, O~ ve OH  radikalleri
olugmaktadir. Bu molekiil ve radikaller hiicrenin bir¢cok yapisi ve organelleri ile
reaksiyona girerek hiicrenin yapisina zarar verir. Diger bir faktdr ise lipit
peroksidasyonu sonucunda bir¢ok yan iiriin olusmaktadir ve bunlarin en 6nemlisi
MDA’dir. Bunlar hiicre icerisinde bircok molekiil ile reaksiyona girerek yapinin

bozulmasina bagl olarak olumsuz etkilere neden olur [33-35].
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2.8. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR)’in en Onemli gorevi, GSH-Px vasitasiyla
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar

indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder [36].

GSSH+NADPH+H*_Glutatyon Rediktaz _ »gsi4NADP?

Klinik olarak karaciger ve kanser hastaliklarinin teshisinde, beslenmede, riboflavin
yetersizliginin 6l¢iimiinde kullanilan GR aym1 zamanda bazi genetik bozukluklarin

belirlenmesinde de yararlanilmaktadir [37].

2.9. Yag asitleri

Yag asitleri kat1 ve sivi yaglarda bulunmaktadir. Alifatik zincirin bir ucunda
COOH grubu, diger ucunda CHz grubu mevcut olan hidrokarbonlardir. Uzun zincir
yapisinda c¢ifte baglarda bulunur. Cift bag iceen yag asitleri, doymamis yag asitleri
olarak bilinir. MUFA olarak tanimlanan yag asitlerinde bir ¢ift bag1 vardir. Palmitoleik
(16:1) ve 18:1n9c yag asitleri en 6nemli olanlaridir. PUFA yag asitlerinin yapisinda
birden fazla ¢ift bag igeren yag asitleri olup, coklu doymamus yag asitleri olarak bilinir.
En 6nemli PUFA yag asitleri olarak 18:2n6c, 20:4n6 ve 22:6n3 yag asitleri 6n
plandadir [38].
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2.10. Calismanin Amaci

Insanlar etil alkolii gerek endiistride gerekse igecek olarak yaygin olarak
kullanmaktadir. Oncelikle icecek olarak alkol iiriinlerinde bulunan etil alkoliin insan
metabolizmasma ciddi hasarlar verdigi bilinmektedir. Insan metabolizmasinin en
onemli organi karaciger dokusudur. Etil alkol kullanim1 sonucunda karaciger dokusu
ilk hedeftedir. Bu doku etil alkoliin olusturdugu toksitiyeye karsi yogun olarak
calismaktadir. Etil alkoliin karaciger dokusu iizerinde olusturdugu hasarlar sonucunda
karaciger yaglanmasi, karaciger fibrozii ve karaciger siréziintin gelistigi bilinmektedir.
Kumarin tlirevli maddelerin antioksidan, antikanser ve antiinflamatuvar gibi bir¢cok
etkileri vardir. Dogal kumarinlerin yaninda labaratuvarlarda sentezlenen kumarinlerin
biyokimyasal etkinligin ¢aligmasi bir¢ok alanda yapilmaktadir.

Bu tez calismasinda, etil alkole maruz kalan sican karaciger dokulari {izerine
3-asetil-6-bromo kumarin tiirevli molekiilin MDA, GSH, GR, Ces, GST, AChE ve

yag asit metabolizmalari {izerine etkinligi aragtirildi.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

H2S04, HCI, thiobarbiturik asit (TBA), etanol, H2Og, trikloroasetik asit (TCA),
fosfat tamponu, izopropanol, metanol, Tris-EDTA tamponu, rediikte GSH, hekzan,
5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit, EDTA-Nay, yag asitleri standard: ve fizyolojik su
kullanilda.

3.2. Deneysel Inceleme Materyali

Deneysel uygulamada erkek Wistar albino (25010 g) si¢anlarin karaciger

dokular incelendi.

3.3. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Santrifiij, homojenizator, Gaz Kromotografisi (GC-FID) cihazi, mikroplate
atagmanli UV/VIS cihazi, vorteks, otomatik pipetler, su banyosu, derin dondurucu,

santrifiij tlipleri.

3.4. Deney Kullanilan Hayvanlar

Deneysel ¢aligmada, erkek Wistar Albino cinsi si¢anlar kullanildi. Deneysel
calismanin etik kurulu Adiyaman Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim Uygulama
ve Arastirma Merkezi ADYU DEHAM)’nden alind1 (Etik Kurul No: 2019/27).
Sicanlar 6zel yapilmis kafeslerde beslendi. Yemleri ¢elik kaplarda, sulari ise 6zel
biberonlarda verildi. Siganlarin ortam sicakligi 22-25 °C arasindadir. Siganlar 12 saat
1s1kl1 ve 12 saat karanlik ortamda takip edildi. Deneylerde 28 adet erkek Wistar Albino
cinsi sigan kullanildi. Siganlar 4 gruba esit olarak ayrildi. Gruplar asagida belirtilmistir.

e Kontrol grubu (K)
o Etil alkol grubu (E)

e Kumarin grubu (C)
11
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e Kumarin + Etil alkol grubu (CE)

Sagliklt ve normal beslenen siganlara 2 g/kg/giin veya daha asagi dozlarda
etanol verilirse sabit ve smirli bir hizda okside edilmektedir. Fakat 3 g/kg/giin ve daha
yukar1 dozda verilen etanol ile kronik etil alkol etkisi olusturulabilmektedir [39]. Bu
nedenle, 30 giin siire ile oral yolla 5g/kg/giin dozda %50'lik etanol uygulamasi yapildu.
Yapilan literatiir aragtirmasinda kumarin tiirevli bilesiklerin degisik konsantrasyonlari
ratlara uygulamasi yapilmistir. Genel olarak 10-35 mg/kg diizeylerinde uygulamalari
yapilan bu tiir bilesiklerin etkinlikler ¢aligmasi mevcuttur. Caligmamiza uygun olarak
diistindiigiimiiz konsantrasyon diizeyi 5 mg/kg'dir ve 3-asetil-6-bromo tiirevli kumarin
tiirevli madde orol yolla verildi [40]. Deneysel uygulamalar tamamlaninca hayvanlar
servikal dislokasyon uygulanarak elde edilen karaciger doku &rnekleri eksi 80 °C’de

deneysel siirece kadar derin dondurucuda saklandi.

3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi ve Kullanilan Cihaz

Deneysel siiregte incelenen karaciger dokularinin enzim aktiviteleri Thermo-
3001 Mikroplate Atagmanli UV/VIS cihazinda Sl¢timleri alindi. Her numune bu
cihazda ii¢ defa tekrarli okumasi yapildi. Karaciger dokularinin enzimlerin aktiviteleri

spesifik aktivite (nmol/dk/mg protein) olarak hesaplandi.

3.6. Homojenizasyon ve Santrifiij islemleri Uygulamasi

Karaciger dokusu i¢in ¢elik u¢lu homojenizator kullanildi. Karaciger dokular:
homojenizatéorde 3000 rpm’de 30 saniye siiresince parcalandi. Dokular
homojenizasyon tamponu (0.1M pH: 7.4 olan potasyum fosfat tamponu iginde; 0.15
M KCI, 1 mM EDTA ve 1 mM DTT) ile homojenizatorde pargalandi. Sonra, drnekler
ependorf tiiplerine alind1. Ornekler santrifiij cihazinda 4 °C, 16000 xg devirde ve 20
dakika stiresince santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant kisimlarindan enzim aktivite

diizeyleri 6l¢iimii yapildi.
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3.7. GSH Diizeyinin Tespiti

Karaciger dokular1 rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri Thermo-3001
Mikroplate Atagmanli UV/VIS cihazinda okumasi yapildi. Sedlak ve Lindsay metodu
kullanilarak 412 nm de dlgtimler alindi. Dokular %50 TCA ile ¢oktiiriildiikten sonra 5
dk 1000xg de santrifiij edildi. Orneklerin siipernatant kismmdan 0.5 ml alinarak
iizerine 2 ml Tris-EDTA tamponu ilave edildi. Ornekler 5 dk oda sicakliginda
bekletildi ve 412 nm de absorbans degerleri ol¢timii yapidi [41]. GSH diizeyi birimi

nmol/mg protein olarak hesaplanmasi yapildi.

3.8. GST Enzim Aktivitesi Tayini

GST enzim aktivitesi Habig (1974) yontemine gore yapildi [42]. %96’lik etil
alkol i¢inde 20mM 1-kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB) substrat olarak hazirlandu.
Rediikte GSH kofaktor olarak deneyde kullanildi. Fosfat tamponundan (0.1 M,
pH:6,5) 100 ul, 0.002M GSH ¢ozeltisinden 100 pl, CDNB ¢ozeltisinden 10 pl alinarak
mikroplaka kuyucuklaria pipetlendi. Karisim 15 sn karigtirildi. Sonra, 344 nm’de

cihazda 6rnekler okutuldu. Sonuglar nmol/dk/mg protein olarak hesaplandi.

3.9. MDA Diizey Tayini

Karaciger dokulardaki MDA diizeyi Placer (1966) yontemine gore yapildi.
MDA analizinde 0.25 N HCl igerisinde %0.375 TBA ve %15 TCA ¢ozeltisi kullanildi.
Karaciger dokulardaki MDA miktarlar1 532 nm’de Thermo-3001 Mikroplate
Atagmanli UV/VIS cihazinda okumasi gerceklestirildi. Sonuglar nmol/g yas doku
agirligi olarak kaydedildi [43].

13
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3.10. Ces Enzim Aktivitesi Tayini

Ces enzim aktivitesi 6l¢iimiinde, substrat olarak %96’lik etil alkol i¢inde 26
mM p-nitrofenol (PNPA) hazirlanarak kullanildi. Reaksiyon ¢ozeltisi igerisinde, 5 ul
ornek ve 0.05 M trizma pH: 7,4 olan ¢ozeltiden 250 pl bulunmaktadir. Karigim 25
°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra, ¢6zeltinin son konsantrasyonu 0.5 mM olacak
sekilde 5 pl PNPA ilave edildi. Orneklerin Thermo-3001 Mikroplate Atagmanli
UVIVIS spektrofotometrede 405 nm’de absorbans degisimleri okundu [44-45].

Sonuglar nmol/dk/mg protein olarak hesaplandi.

3.11. AChE Enzim Aktivitesi Tayini

AChE enzim aktivitesi Ellman (1961) ve Ozmen vd. (1988) tarafindan
modifiye edilen yonteme gore analizleri yapildi [46-47]. Substrat olarak asetilkolin
iodid kullanildi. 10 pl siipernatant mikroplaka kuyucuklarmin igerisine ilave edildi.
Uzerine 0.701 mM ACTI ve pH:8 olan 0.1 M trizma ¢dzeltisi i¢inde hazirlanmis 0.136
mM DTNB ¢ozeltisinden 200 pl ilave edildi. Olgiimler Thermo-3001 Mikroplate
Atagmanli UV/VIS cihazinda gerceklestirildi. Orneklerin Slciimleri 412 nm dalga

boyunda okundu. Sonuglar nmol/dk/mg protein olarak hesaplandi.

3.12. Total Protein Analizi
Orneklerin total protein analizi Bradford’a gore yapildi [48]. Sonuglar mg

protein olarak verildi.

3.13. Dokularn Lipitlerin Ekstraksiyonu

Karaciger dokular1 lipit ekstraksiyonu Hara ve Radin metoduna gore yapildi
[49]. Karaciger dokular1 ¢elik uglu homojenizatér kullanilarak pargalandi. Doku

orneklerinden 1 g alinarak tizerine 3:2 (v/v) hekzan-izopropanol karigimindan 5 ml ila-

14



3. MATERYAL METOD Hasan PEKTAS

ve edildi. Doku 6rnekleri 30 sn siireyle homojenize edilerek pargalandi. Ornekler
santriflij tliplerine alinarak 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij

isleminden sonra siipernatant kism1 metillestirme islemi i¢in 30 ml’lik tiiplere alindi.

3.14. Dokularda Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Yag asitlerinin gaz kromatografisinde analizinin yapilabilmesi i¢in polar
olmayan ugucu ve kararli yapiya sahip metil esterlerine donistiiriilmesi gerekir [50].
Elde edilmis olan lipit ekstrat1 lizerine %2’lik metanolik siilfirik asitten 5 ml ilave
edildi ve 50 °C lik su banyosunda 15 saat siire ile metillesmeye birakildi. Bu islem
tamamlandiktan sonra karigimin iizerine 5 ml %5 lik sodyum klortir ilave edildi. Daha
sonra karisim tizerine 5 ml hekzan ilave edilerek ekstraksiyon islemi yapildi. Faz
ayirimindan sonra hegzan fazi pipetle alindi. Karisimin iizerine 5 ml %2 lik potasyum
bikarbonat ilave edildi. Faz ayirimi igin 4 saat karisim bekletildi. Ayrilan hegzan fazi
tiiplere alindi. Hegzan fazi uzaklastirildiktan sonra yag asit metillerinin tizerine 2 ml
hegzan ilave edildi. Hegzan fazindaki yag asitleri viale alind1. Orneklerdeki yag asitleri
Shimadzu QP 2010 Ultra Gaz Kromotografisi cihazinda okumasi yapildi. Orneklerin
analizine baglamadan o©nce 37’lik yag asit standardi GC-FID’de okunarak

kalibrasyonlar1 gergeklestirildi.

3.15. 3-asetil-6-bromo kumarin molekiiliiniin sentezi

3-Asetil-6-bromo kumarin bilesiginin sentezi referans [51]’de belirtildigi
sekliyle gergeklestirildi. Bu amagla; ii¢ boyunlu bir reaksiyon balonuna 5-bromo-2-
hidroksibenzaldehit (5.000 g, 24.87 mmol), etil asetoasetat (3.236 g, 24.87 mmol) ve
50 mL metanol {i¢ boyunlu bir reaksiyon balonuna eklendi ve karisim ¢ozelti haline
getirildi. Katalizor olarak {i¢ damla piperidin reaksiyon ortamina damla damla ilave
edildi ve sonra karigim 24 saat boyunca manyetik bir karistirici tizerinde riflaks edildi.
Siire sonunda, reaksiyon karisimi asirt metanol igerisine dokiilerek 3-asetil-6-

bromokumarin iriiniiniin sarims1 ¢okelti halinde ayrilmasi saglandi. Uriin daha sonra
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stiziildii ve kurutuldu. 3-Asetil-6-bromo kumarin bilesiginin sentezi asagidaki sekilde

gosterildi.
(0]
Br | o 0 Q
Piperidine Br
M > X
+ O/\ Acetone, reflux
OH

Sekil 3.1 3-asetil-6-bromo kumarin bilesiginin sentezi
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ
[statistiksel degerlendirme SPSS 20,0 programi kullanildi. Gruplar arasindaki

karsilastirmada Varyans analizi ANOVA’da yapildi. Gruplar arasindaki farkliliklara

Tukey testi uygulandi ve standart sapma olarak standart error (SE) alindi.
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5. BULGULAR

Cizelge 5.1 Karaciger dokusu MDA, GSH ve enzim aktivite diizeyleri

Parametreler | K E C CE

MDA 38,22+3,82 75,43+6,81° | 42,56+5,367 54,89+5,76%

GSH 0,11+0,01 0,16+0,01" 0,12+0,01* 0,11+0,01Y

Ces 1304,70452.43 1843,12 1470,50+72,24Y | 1313,16+93,15°
+53,96°¢

AChE 3,94+0,24 5,85+0,55° 4,51+0,17% 5,28+0,21%

GST 43,72+1,65 66,11+£3,79° | 55,91+3,382 56,28+2,822

GR 2,74+0,38 4,16+0,59 4,03+0,69 4,59+0,55

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

Karaciger dokusu MDA ve Enzim aktivite diizeyleri c¢izelge 1’de
gosterilmistir. E grubu MDA diizeyi diger gruplara gore yiiksek ciktig tespit edildi
(p<0.001). K ve C gruplari MDA diizeyleri arasinda istatistiksel fark olmadigi
gozlendi (p>0.05). K, C ve CE gruplari GSH diizeyleri arasinda istatistiksel fark
olmadigi tespit edilirken (p> 0.05), E grubu GSH diizeyinin diger gruplara gore arttigi
saptand1 (p<0.05, p<0.01). E grubu Ces enzimi aktivite diizeyi diger gruplara gore
arttig1 gozlendi (p<0.001, p<0.01). K, C ve CE gruplar1 Ces enzim aktiviteleri arasinda
istatistiksel fark olmadig tespit edildi (p>0.01). E ve CE gruplart AChE enzim aktivite
diizeyleri K grubuna gore arttig1 saptandi (p<0.01, p<0.05). C grubu AChE enzim
aktivite diizeyi K grubuna gore nispi oranda arttig1 tespit edildi (p>0.05). K grubu GST
enzim aktivite diizeyine gore diger gruplarda artis gozlendi (p<0.05, p<0.001). Tiim
gruplarin GR enzim aktivite diizeyleri arasinda istatiksel fark gozlenmezken (p>0.05),

K grubuna gore diger gruplarda nispi artis tespit edildi (p>0.05).
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Cizelge 5.2 Karaciger dokusu yag asit diizeyi (%)
Yag K E C CE
asitleri
14:0 0,29+0,01 0,25+0,02 0,24+0,022 0,18+0,01°
15:0 0,33+0,02 0,28+0,02 0,34+0,02 0,25+0,012
16:0 20,41+0,37 19,48+0,50 19,68+0,26 19,71+0,50
17:0 0,67+0,03 0,70+0,05 0,66+0,03 0,60+0,02
18:0 20,36+0,38 22,29+0,332 20,35+0,45* | 21,60+0,40
20:0 0,06+0,01 0,07+0,01 0,10+0,01% | 0,08+0,01
22:0 0,15+0,01 0,124+0,01 0,15+0,01 0,13+0,01
24:0 0,27+0,01 0,24+0,01 0,23+0,01 0,27+0,01
> SFA 42,54+0,640 | 43,43+0,715 41,75+0,698 | 42,82+0.711
16:1 0,37+0,01 0,39+0,02 0,34+0,02 0,31+0,02*
18:1n9c | 5,38+0,26 4,75+0,20 5,00+0,36 3,99+0,292
20:1n9 0,12+0,01 0,11+0,01 0,14+0,02 0,12+0,01
24:1 0,11+0,01 0,09+0,01 0,08+0,01 0,09+0,01
YMUFA | 5,98+0,27 5,34+0,28 5,56+0,35 4,51+0,302
18:2n6c | 17,68+0,50 16,80+0,50 17,03+0,53 17,07+0,20
18:3n6 0,23+,002 0,204,002 0,244,002 0,20+,002
18:3n3 0,32+0,01 0,33+0,01 0,35+0,02 0,32+0,01
20:2n6 0,75+0,03 0,69+0,01 0,81+0,02 0,70+0,04
20:3n6 0,54+0,01 0,52+0,01 0,47+0,01 0,55+0,03
20:4n6 27,38+0,41 28,46+0,63 28,87+0,27 29,24+0,337
20:5n3 0,12+0,01 0,11+0,01 0,09+0,01 0,11+0,01
22:6n3 4,46+0,22 4,15+0,29 4,83+0,23 4,48+0,16
>PUFA | 51,480,871 | 51,26+0,918 52,69+0,815 | 52,67+0,872
YUSFA | 57,46+£0,919 | 56,60+0,845 58,2540,799 | 57,18+0,891

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
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Karaciger dokusu yag asit diizeyleri Cizelge 5.2°de gosterilmistir. K grubu 14:0
yag asit diizeyine gore C ve CE gruplarinda azalma gézlenmistir (p<0.05, p<0.001). K
grubu 15:0 yag asit diizeyine gére CE grubunda azalma tespit edilmistir (p<0.05).
Major yag asitlerinden 16:0 diizeyi tim gruplarda istatistiksel fark olmadigi tespit
edildi (p> 0.05). E grubu 18:0 yag asit diizeyi K ve C gruplarina gore arttig1 gozlendi
(p<0.05). E grubu XSFA diizeyi diger gruplara gore nispi oranda arttigi saptandi
(p>0.05). CE grubu 16:1 yag asit diizeyi E grubuna gore azaldigi tespit edildi (p<0.05).
K grubu 18:1n9c¢ yag asit diizeyine gore CE grubunda azalma tespit edildi (p<0.05). E
grubu 18:1n9¢ yag asit diizeyi K ve C gruplarina gore nispi oranda azaldi (p>0.05).
CE grubu EIMUFA diizeyi K grubuna gore azaldigi gozlendi (p<0.05). E grubu
18:2n6c ve 22:6n3 yag asit diizeyi diger gruplara gore nispi oranda azaldigi tespit
edildi (p>0.05). CE grubu 20:4n6 diizeyi K grubuna gore arttigi gézlendi (p<0.05).
>PUFA ve ZUSFA yag asit diizeyleri tiim gruplar arasinda istatistiksel fark olmadig:
gozlenirken (p> 0.05), E grubu XUSFA yag asit diizeyleri nispi oranda K grubuna gore
azaldig: tespit edildi.
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Bu tez calismasinda etil alkol ile oksidatif strese maruz birakilan si¢an
karaciger dokular1 tizerine 3-asetil-6-bromo kumarin tiirevli molekiilin MDA, GSH,
yag asitleri diizeyleri ile Ces, AChE, GST VE GR enzim aktiviteleri {izerine etkileri
arastirildi. Etil alkoliin neden oldugu oksidatif stres karaciger hasarinin patojenesinde
onemli rol oynamaktadir. Etil alkoliin tirettigi reaktif oksijen tiirleri metabolizmasinda
prooksidan-antioksidan dengesini bozmaktadir. Ozellikle gastrointestinal sistemde
karaciger, kalp ve beyin gibi dokularda lipid peroksidasyonu arttirmaktadir. Etil alkol
metabolizmada en fazla etkiledigi organ karaciger dokusudur. Ciinkii etil alkol
karaciger dokusunda metabolizma olmaktadir [52-54].

Etil alkoliin karaciger dokusundaki antioksidan-oksidan dengesini bozdugu
bilindigi i¢in ¢esitli molekiillerin koruyucu rolleri literatiirlerde bildirilmistir. Taurin,
gercetin ve melatonin gibi molekiillerin etil alkoliin negatif etkilerini gidermek icin
caligmalar yapildig: bilinmektedir [55-56].

Calismamizda etil alkole maruz birakilan sican karaciger dokularinda yiiksek
diizeyde lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA tespit edildi. Literatiirlerde etil alkoliin
karacigerde li¢ yolla metabolizma oldugu agiklanmustir. Etil alkol sitozolde alkol
dehidrojenaz  (ADH) enzimi endoplazmik retikulumda CYP2E1l enzimi ve
peroksizomlarda katalaz enzimleri tarafindan metabolize olmaktadir [57].

Yapilan bircok ¢aligmada etil alkoliin lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA
diizeyini arttirdig1 rapor edilmistir. Farelere uygulanan kronik etil alkoliin karaciger
dokularinda artan MDA diizeyini curcumin molekiiliiniin azalttigi bildirilmistir [58].
Etil alkole maruz birakilan sican karaciger dokularinda resveratrol MDA seviyesini
azalttig1 rapor edilmistir [59]. Ayrica kronik etil alkol uygulamasi yapilan karaciger
dokularinda yesil ¢ay diyetinin artan MDA diizeyini azalttig1 bildirilmistir [60].

Calismada kontrol grubu MDA ve GSH diizeyi ile GST, AChE ve Ces enzim
aktivite diizeylerine gore etil alkol grubunda artislar tespit edildi. Ayrica etil alkol

grubu GR diizeyi ise nispi olarak kontrol grubuna gore arttig1 gozlendi.
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Etil alkoliin karaciger dokularinda neden oldugu hepatotoksisiteye bagli olarak
antioksidan enzim aktivitelerinde degismeler oldugu bilinmektedir. Farkli modellerde
etil alkol alimmin dozu ve siiresi antioksidan enzimler {izerine farkindalik
olusturmaktadir [61-62].

Pathak ve arkadaglar1 yaptiklari caligmada etil alkoliin si¢an karaciger
dokularina etkilerini incelemislerdir. Caligmalarinda, siganlara giinlik % 30’luk etil
alkolden 3 ml 2, 4 ve 8 hafta boyunca uygulamasini gergeklestirmislerdir.
Calismalarinin sonucunda etil alkol uygulanan gruplarda yiiksek MDA diizeyi tespit
etmiglerdir. Ayrica etil alkol uygulanan gruplarda glutatyon peroksidaz (GSHP),
katalaz ve siiperoksitdismutaz (SOD) enzim aktivitelerinde artiglar tespit edilmistir
[61].

Glutatyon-S-transferaz, hepatositlerde en 6nemli detoksifikasyon enzimidir.
Yapilan bazi c¢alismalarda siganlarin etanol tiiketimi ile hepatik GST enzim
aktivitelerinde 6nemli artiglar tespit edilmistir [62]. Fakat farkli bir ¢alismada ise 4
haftalik etil alkol kullaniminda GST enzim aktivitelerinde farklilik tespit
edilememistir [63].

GR, indirgeyici bir giic olarak NADPH varliginda oksitlenmis glutatyonu
indirgenmis forma katalize eder. Yapilan bir ¢alismada 5 mg/kg etanol uygulanan
sican hepatositlerinin GR aktivitelerinde artis tespit edilmistir [64].

Yapilan bagka bir calismada ise 12 haftalik etil alkol uygulanan farelerde GR
aktivitelerinde degisiklik gbzlenmemistir [65].

Son yillarda etil alkol uygulamasi yapilan 6nemli bir caligmada etil alkol
uygulanan sican karaciger dokularinda MDA, GSH-Px ve SOD enzim aktivitelerinde
artis gozlenirken GST ve GR enzim aktivitelerinde istatiksel fark olmadigi rapor
edilmistir [66].

Calismamizda etil alkol uygulanan bireysel grubun enzim aktivitelerindeki
artiglar yukarida belirtilen literatiirlerle uygunluk sagladigimi goérmekteyiz. Bu
artiglarin etil alkoliin neden oldugu oksidatif strese kars1 karaciger hiicrelerindeki bu
enzimlerin oksidatif stresi azaltmak i¢in aktivitelerini arttirarak bir adaptasyon

sagladigini diistinmekteyiz.
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Memeli karboksilesterazlar1 bircok dokunun endoplazmik retikulumlarinda
lokalize olan genler tarafindan iiretilmektedir. Ces enzimleri ¢esitli ester ve amid
iceren kimyasallarin yani sira ilaglarin serbest hidrolizini etkili bir sekilde katalize
eder. Bu enzimlerin en 6nemli gorevleri ¢esitli ilaglar1 ¢evresel toksik maddeleri ve
kanserojenlerin  detoksifikasyonunda veya metabolik aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Ces enzimlerinin bir¢ok izoenzimi bulunmaktadir. Bu izoenzimler
birgok hayvan tiirlerinde  bulunmaktadir ve kanserojenlerin  metabolik
aktivasyonlarinda rol oynamaktadir [67].

Calismamizda en 6nemli sonuglarimizdan biri Ces enzim aktivite diizeylerinde
gozlendi. Etil alkol uygulanan bireysel grubun Ces enzim aktivite diizeyinin kontrol
gurubuna gdre dnemli diizeyde arttig1 tespit edildi. Etil alkoliin toksik etkisini azaltmak
icin karacigerde onemli diizeyde bulunan Ces enzimlerinin aktivasyonunu arttirarak
engellemeye calistigini diistinmekteyiz.

Ayrica detoksifikasyon enzimleri olan GST ve Ces enzimlerinin her ikisinin
birlikte artmasi sonuglarimizin pozitif yonde oldugunu diigiinmekteyiz. Calismamizin
onemli sonuglarindan biri de karaciger dokusu AChE enzim aktivitesinin etil alkol
grubunda artmasi olarak gézlendi. Bu enzim aktivitesi ile ilgili calismalarin ¢ogu beyin
dokusu ile ilgili oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda bu enzim akvikasyonunun
beyin dokusundaki fonksiyonlar tizerine etkileri agiklanmistir [68-73].

Yaptigimiz literatiir calismalarinda etil alkole maruz kalan hayvanlarda AChE
enzim aktive diizeyleri tespiti c¢alismalariin sinirli oldugu goézlendi. Yapilan bir
calismada wistar albino siganlara kronik etanol ve siikraz uygulamasinin beyin ve
karaciger AChE iizerine etkileri arastirilmistir. Kronik etil alkol uygulamasindan sonra
karacigerde zara bagli AChE aktivitesinin artti1 ve etil alkoliin karaciger dokusuna
beyin dokusundan daha fazla zarar verdigi rapor edilmistir. Ayrica etil alkoliin
membran lipit bilesenleri modifiye ederek AChE aktivitesini etkileyebilecegi
belirtilmistir [74].

Calismamizda bireysel kumarin grubu MDA, GSH diizeyleri ile Ces, AChE ve
GR enzim aktivite diizeylerinin kontrol grubuyla arasinda istatiksel fark olmadigi
tespit edildi. Bireysel kumarin grubunun GST enzim aktivitesini anlamli arttirdigi

gozlenirken CeS, AChE ve GR enzim aktivitelerini nispi oranda arttirdig1 gozlendi.
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Etil alkol + kumarin gurubu MDA diizeyi kumarin maddesinin etkisiyle etil
alkoliin arttirdigi MDA diizeyini kombinasyonlu grupta azalttigi tespit edildi.
Kombinasyonlu grup Ces enzim aktivite diizeyi etil alkol grubuna goére azalttigi
gozlendi. Ayrica kombinasyonlu grup AChE enzim aktite diizeyi etil alkol grubuna
gore nispi oranda azalttig1 tespitt edildi. Etil alkoliin arttirdigt GSH diizeyini kumarin
maddesinin etkisiyle kombinasyonlu grupta kontrol grubu seviyesine gore diigiirdii.

Kumarin tlirevli molekiillerin yapilarinda bulunan fonsiyonel gruplarin

antioksidan kapasiteyi arttirdigr belirtilmistir. Kumarin molekiillerin antioksidan
Ozelligi yapisinda bulunan hidroksi, asetoksi ve metoksi gibi fonksiyonel gruplarin
etkinliginden kaynaklandig: bildirilmektedir. Ayrica bu molekiillerin detoksifikasyon
ozellikleri de yapilan literatiir ¢alismalarinda tespit edilmistir [75].
Literatiir calismalarinda CCly verilen si¢an karaciger dokularinda dort farkli kumarin
molekiiliiniin diizeltici etkinligi arastirilmistir. Calismalarinda esculetin ve scoparone
kumarin molekiillerinin CCls’tin olusturdugu olumsuz etkilerini diizeltici yonde
etkiledigi rapor edilmistir [76].

Baska bir literatiirde ise ferrid nitrilotriasetat (Fe-NTA) ile oksidatif strese
maruz birakilan sigcan dokulari lizerine 1,2 benzopyron kumarin molekiiliiniin etkinligi
arastiritlmistir. Caligmalarinda bu kumarin molekiiliiniin lipit peroksidasyonu
engelledigi bozulan antioksidan sistemi diizelttigi rapor edilmistir [75].

Ozkaya ve arkadaslarmin yaptig1 calismada AlCls’e maruz birakilan sigan
karaciger dokularinda 3-benzoyl-7-hydroxy kumarin bilesigin biyokimyasal
parametreler lizerine etkinligi arastirilmistir. Bu caligmalarinda kumarin bilesiginin
AIClz’iin olusturdugu yiiksek lipit peroksidasyonu azalttigi, AICI3’lin azalttigt GSH ve
GST enzim aktive diizeyini arttirdig1 rapor edilmistir. Ayrica kumarin bilesiginin Ces
enzim aktive diizeyinin kontrol gurubuna yakin degerlerde bulduklar1 agiklanmastir.
Ozkaya ve arkadaslarmin yaptiklart bu calismalarinda AICl3’iin  olusturdugu
toksisiteye karst 3-benzoyl-7-hydroxy molekiiliiniin sican karaciger dokular1 iizerine

diizeltici etkisi oldugu agiklanmistir [77].
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Calismamizda etil alkol uygulanan bireysel grupta 18:0 yag asit diizeyinin
istatiksel olarak kontrol grubuna gore arttigi tespit edildi ve ilgili literatiirlerle
ortlistiigiinii gérmekteyiz. Toplam yag asit diizeyi incelendiginde etil alkol bireysel
grubun XSFA diizeyinin diger gruplardan nispi olarak yiiksek ¢iktigi saptanirken
XMUFA, XPUFA ve ZUSFA diizeylerinde ise nispi oranda azaldigi tespit edildi.
Yukarida belirtilen literatiirlerin ¢ogunda 22:6n3 yag asit diizeyinin etil alkoliin
etkisiyle azaldig1 rapor edildigini gérmekteyiz. Calismamizda 22:6n3 yag asidinin
nispi oranda azaldigi tespit edildi. Ayrica 18:2n6¢, 18:3n6, 20:2n6 ve 18:1n9c
doymamig yag asitlerinde nispi oranda azaldig1 saptandi. Genel olarak etil alkoliin
karaciger dokusu yag asit bilesenleri lizerine olumsuz etkilerini literatiirlerle
uyustugunu diisiinmekteyiz.

Yapilan literatiir arastirmalarinda, calismamizda kullandigimiz kumarin
molekiiliiniin yag asit diizeylerine etkileri calismalarinin olmadigi tespit edildi. Ayrica
etil alkoliin olusturdugu oksidatif strese karst bu kumarin molekiiliiniin yag asit
metabolizmasi lizerine calisilmadigl da gozlenmistir. Calismamizda kullandigimiz
kumarin molekiiliiniin XSFA diizeyini etil alkol grubuna gore nispi oranda azalttigi,
YPUFA ve XUSFA diizeylerini ise nispi oranda arttirdig: tespit edildi. Etil alkoliin
yiikselttigi doymus 18:0 yag asit diizeyini azalttigin1 gérmekteyiz. Ayrica doymamis
yag asitlerinden 18:2n6¢, 18:3n6, 20:2n6, 20:4n6 ve22:6n3 yag asit diizeylerini nispi
olarak arttirdigini tespit ettik.

Wistar sigcanlarla yapilan baska bir calismada etil alkol (9 g/kg/giin)
uygulamasi 6 hafta boyunca yapildi. Etil alkol uygulanan sigan karaciger dokularinda
18:1n9 ve MUFA diizeyleri azalirken pufa diizeylerinde artis gdzlenmistir.
Calismalarinda etil alkol grubu 18:2n6, 18:3n3, 18:0, 20:4n6 yag asit diizeylerinde
nispi artig gozlenirken, 22:6n3, 22:5n3, 20:5n3, 16:0 ve 16:1 yag asit diizeylerinde
nispi azalig rapor etmislerdir [78].

30 giin etil alkol (7.9 g/kg) uygulamasi yapilan siganlarin karaciger dokularinda
16:0, 18:0, 18:1 ve 22:5 yag asit diizeyleri karaciger dokusunda artarken, 16:1 ve 20:4
yag asit diizeylerinde azalmalar rapor edilmistir [79].
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45 giinliik etil alkol (% 20) uygulamasi yapilan siganlarin karaciger
dokularinda 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2 yag diizeyleri artarken, 20:4 yag asit diizeyi
ise rapor edilmistir [80].

Etanol alimi siiresince karacigerde fibréz, siroz, hepatit ve karaciger
yaglanmasi goziikiir. Etanol’un alim miktar1, siklig1 ve siiresi, diyet, beslenme durumu
ve canlinin genetik yapisi hastalik diizeyini etkilemektedir. Etanol alimindan sonra yag
asidi biyosentezinde ve trigliserollerde esterlesme oranlar1 belirgin bir sekilde
artmaktadir. Etanol alimindan sonra etanol adenozin monofosfat (AMP) kinazin
aktivitesini inhibe ederek karaciger yag asidi biyosentezinde yer alan acetyl-CoA
carboxylase (ACC) enzimini aktivite etmektedir. Artan yag sentezi oranlarina ilaveten
alkolik yagli karacigerlerde mitokondriye yag tasinmasi azalir ve ardindan yag asit
metabolizmasinda bozunmalar goziikiir [81].

Rhesus maymunlarmma 18 ay boyunca %7 8 (w/v) oraninda etil alkol
uygulamasi yapilmig ve karaciger dokular1 yag asit diizeyleri incelenmistir. Etil alkol
verilen rhesus maymunlarinin karaciger dokularinda 18:1n9, 20:3n9, 22:4 yag asit
diizeyleri kontrol grubuna gore artarken, 22:6n3, 22:5n3, 20:4n6, ve 18:2n6 yag asit
diizeylerinde azalmalar tespit edilmistir [82].

Wistor sicanlarina bir aylik etanol (%25) uygulamasinda bir¢ok dokunun yag
asit bilesen diizeyleri aragtirllmistir. Calismalarinda karaciger, bobrek ve beyin
dokularinda etil alkol uygulamasi ile 16:0,18:0, 18:1 diizeyleri artarken 16:1 ve 20:4
yag asit diizeylerinin azaldig1 rapor edilmistir [83].

Sonug olarak etil alkoliin olusturdugu oksidatif strese kars1 kullanilan kumarin
tiirevli molekiiliin karaciger dokularinda bircok kimyasal parametrelere pozitif etki
gosterdigini diisiinmekteyiz. Kumarinler ile ilgili yapilacak ileriki bilimsel ¢alismalara

bu tez calismasinin 151k tutabilecegini 6ngormekteyiz.
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