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OZET

Resveratrol, giiglii bir antioksidan olup, siyah tiziim, yer fistigi, ananas vs gibi
meyvelerde  bulunan antioksidan  bir maddedir. Calismamizda, 7,12-
dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) ile olusturulan karaciger hasari iizerine pekmezin
antioksidan etkisini incelemek ve bunu resveratrolle kiyaslamak amaciyla karaciger
enzimleri ve oksidatif stres parametreleri tizerine etkisi arastirildi.

Calismada 18 haftalik, 42 adet disi Wistar Albino ratlar kullanildi. Ratlar, 6
gruba ayrildi. 1. Kontrol Grubu, 2:3 oraninda susam yagi+DMSO karisimdan giinliik
10 mg/kg subkutan (sk); 2. DMBA Grubu, sadece 0. ve 7. giin subkutan 10 mg/kg
DMBA; 3. DMBA+Pekmez Grubu, DMBA uygulamasi ile birlikte % 20 pekmezli
yem; 4. DMBA+Resveratrol Grubu, DMBA uygulamasi ile birlikte giinliitk 10 mg/kg
resveratrol subkutan; 5. Pekmez Grubu, sadece % 20 pekmez iceren yem; 6.
Resveratrol Grubu, giinliik 10 mg/kg resveratrol subkutan uygulandi. Ratlar10.giinde
karaciger dokular1 ve kanlar1 alinarak sakrifiye edildi.

Serumda; ALT, AST, GGT ve karaciger dokusunda ise; 5’-Niikleotidaz, total
antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) biyokimyasal 6l¢iimler i¢in
kullanilda.

DMBA+Resveratrol ve DMBA+Pekmez gruplarinda ALT, AST ve GGT
seviyelerinde yalniz DMBA verilen gruba gére anlaml bir diisiis goriildi (p<0,05).
Ancak bu diisiis DMBA+Pekmez grubunda DMBA+Resveratrol grubuna gore daha
belirgindi. DMBA grubunda 5’-Niikleotidaz seviyesi artarken, DMBA+Resveratrol
ve DMBA+Pekmez gruplarinda bu artis baskilanmistir (p<0,05). Resveratrol ve

pekmezin karaciger hiicre harabiyeti lizerinde iyilestirici etkisi oldugu gorildii.

DMBA ile olusturulan karaciger hasarinda TAS seviyeleri kontrol grubuna gore
diisiik bulundu. DMBA+Resveratrol ve DMBA+Pekmez gruplarinda TAS seviyeleri,
DMBA verilen gruba gore anlamli 6l¢iide artmis oldugu gozlemlendi (p<0,05).
Calismamizda DMBA+Resveratrol ve DMBA+Pekmez gruplarinda TOS
seviyesinin, DMBA verilen gruba gore azaldigi goriildi (p<0,05). DMBA ile birlikte

verilen Resveratrol ve Pekmez gruplari arasinda TOS seviyeleri bakimindan anlaml


http://tr.wikipedia.org/wiki/Ananas

Vi

fark bulundu. Sonug olarak, pekmez ve resveratroliin karacigerde oksidatif stres

seviyesini diislirdiigii ve antioksidan sistemleri aktive ettigini sdyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antrasen), resveratrol, iiziim

pekmezi, oksidatif stres, karaciger enzimleri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF THE RESVERATROL AND GRAPE
MOLASSES ON HEPATIC ENZYMES AND OXIDATIVE STRESS
PARAMETERS IN THE RAT HEPATIC INJURY INDUCED BY DMBA

Resveratrol is a potent antioxidant and some fruits such as black grapes,
peanut and ananas have great amount of resveratrol. Our experiments aim to
investigate the antioxidant effects of grape mollesses on DMBA induced hepatic
injury in terms of hepatic enzymes and oxidative stress parameters. We also want to

compare the antioxidant effects of grape mollesses and resveratrol in hepatic injury.

42 female (18 weeks) Wistar Rats were used in this experiment. Rats were
distrubuted to 6 groups as follow. 1. Sussame oil plus DMSO (2:3 portionally) were
enjected 10 mg/kg subcutaneously (sc per day), in the control group; 2. 10 mg/kg
DMBA enjected subcutane only on first and 7" days, in the DMBA group; 3. 20 %
percent molassas feeding and DMBA injection, in the DMBA+Molasses Group; 4.
DMBA injection subcutane only on the first and 7" days; 10 mg/kg resveratrol
subcutane per day, in the DMBA+ Resveratrol group; 5. only 20 % percent molassas
feeding, in the Molasses Gruop; 6. 10 mg/kg resveratrol was enjected subcutane per
day, in the Resveratrol group. Rats were sacrified after the taking liver tissue and
blood sample on the 10" day .

ALT, AST and GGT levels were measured in serum samples and liver tissues
used for measurement of total antioxidant capacity (TAS), total oxidant capacity
(TOS) and 5'Nucleotidase levels.

The comparision of ALT, AST and GGT levels, a significant decrease were
detected in the DMBA+Resveratrol and DMBA+Molasses groups comparing to
DMBA group. Beside, this decrease is more prominent in DMBA+Molasses group

according to DMBA+Resveratrol group.
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However we found 5'Nucleotidase enzyme activity was suppressed this
increasing in DMBA group DMBA+ Molasses and DMBA+Resveratrol groups.
According to these results, we can claim that both resveratrol and grape mollasses

have benificial effects on hepatic injury.

In this study we observed that liver TAS levels was decreased in DMBA group
compared with the control group. But DMBA+Resveratrol and DMBA+ Molasses
groups have a significant increase in liver TAS compared with only DMBA injected
group. We also observed a decrease in liver TOS levels in DMBA+Resveratrol and
DMBA+ Molasses groups compared with DMBA injected group.

As a conclusion, we concluded that Molasses and Resveratrol can supress for
oxidative stress levels and activate the antioxidant system in DMBA induced liver

injury.

Key Words: 7,12-Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA), resveratrol, grape molasses,
oxidative stress, liver enzymes
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1. GIRIS

Canlilar, doku hasar1 veya toksik etkiler gosteren ¢ok sayida kimyasala stirekli
olarak maruz kalirlar. Bu maruziyet gida, hava ya da su igerisinde bulunan bilesiklere
bagli olarak dis kaynakli olabilir. Metabolizma sonucu veya iltihaplanma gibi
patofizyolojik basamaklarda olusan iirlinler olmalar1 durumunda ise i¢ kaynakl
olabilir. Bu tip kimyasallara etki siiresinin artmast durumunda doku hasar1 ve
sonrasinda kanserojenik sonuclar ortaya ¢ikabilir. Bu sonuglarin goriilme sikliginin
yiiksek olmasi 6nemli bir saglik sorunudur. Yapilan ¢aligmalar, yesil sebze ve taze
meyvelerin icerdikleri bilesiklerinden dolay1 olusabilecek toksik etkilere karsi
organizmay1 korudugunu gostermektedir. Bu nedenle resveratrol ve pekmezin
toksisiteye kars1 etkileri arastirilarak kanser olusumunu engelleyecek alternatif

yontemlerin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bilinen en gii¢clii potansiyel karsinojen olan polisiklik aromatik hidrokarbon
(PAH), hayvan dokularinda tiimor olusturabilecek potansiyele sahiptir (1). Bu
etkilerini immiin sistemi inhibe ederek (2), immiin sistemi baskilayarak (3),
immiinotoksik etki gdsterek (4) ve serbest radikalleri olusturarak yapabilmektedirler
(5). Bu grupta sik kullanilan kimyasal karsinojenler arasinda dibenzantrasen, 3-
metilkolantren ve 7,12-dimetilbenz[a]ntrasen (DMBA) sayilabilir (6). Bu ¢alismada
geemis donemlerde yapilan arastirmalar géz Onilinde bulundurularak karsinojenik

ajan olarak DMBA secilmistir.

Resveratrol (3,4’,5-trihidroksistilbene) stilbenlerin alt grubu olup iiziim, sarap,
yer fistig1 ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir (7). Resveratrol
1976 yilinda iizimde fitoaleksin olarak kesfedilmistir. Resveratrol’iin dogal
antioksidan rolii ii¢ farkli antioksidan mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlardan
biri, koenzim Q ile yarismak ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusum
reaksiyonlarini azaltmaktir. Bir diger mekanizma, mitokondride olusan siiperoksit
radikalini yakalamak; son olarak da fenton reaksiyonu triinleri tarafindan indiiklenen
lipid peroksidasyonunun inhibisyonudur. Bir¢ok calismada resveratroliin hem
stiperoksit hem de hidroksil radikalini yakalama yeteneginin oldugu gosterilmistir.
Resveratrol in vitro kosullarda ROS’un zayif yakalayicisi olmasina ragmen in vivo

olarak giiglii bir antioksidan islevini goriir. Resveratroliin in vivo antioksidan 6zelligi



nitrik oksit sentezini arttirma yetenegi ile giic kazanmaktadir. Burada in vivo
antioksidan olarak, nitrik oksit siiperoksidi yakalama yetenegine sahiptir. Resveratrol
biyolojik sistemlerde bulunan antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarmin
sirdiiriilmesini de saglamaktadir (8). Yapilan klinik ve deneysel calismalarda
resveratroliin trombosit agregasyonunu engelledigi (9), dokular1 iskeminin zararli

etkilerinden korudugu ortaya konmustur (10).

Uziim pekmezi hemen hemen yurdumuzun her yerinde iiretilmektedir. Pekmezin
icerdigi karbonhidratlar, glukoz ve fruktoz monosakkaritleridir. Pekmez beslenme
acisindan Onemli bir besindir. Bu Onemi igerdigi mineral maddelerden,
resveratroldan ve karbonhidrattan kaynaklanmaktadir. Pekmezin fosfor, potasyum,
kalsiyum, magnezyum gibi mineral maddeler bakimindan da zengin oldugu
bilinmektedir. Pekmezler flavonoidler, polifenoller, dogal antioksidanlar igerir ve
ROS aracilig1 ile olusan doku hasarina karsi olast koruyucu etkileri vardir. Siyah
liziim, visne, bogirtlen, karadut, erik gibi mor ve siyah tonlardaki meyveler fenolik
maddeler bakimindan olduk¢a zengindir. Siyah iiziim ve pekmezde bulunan
antioksidanlar O6nemli hastaliklarin ve yaslanmanin tetikleyicisi olan serbest
radikallerin olas1 zararlarin1 6nlemektedir. Pekmezin antioksidan 6zelligi resveratrol
adli bilesikden kaynaklanmaktadir (11). Bu durum pekmezin beslenme agisindan

onemli bir mineral ve antioksidan madde kaynagi oldugunu gostermektedir (12).

Bir antioksidan olan resveratroliin ve pekmezin kanseri 6nleyici veya geciktirici
etkisinin karsilastirilarak, biyokimyasal olarak incelenmesi planlanmistir. Bunlarin
etki mekanizmalar1 karaciger enzimleri (AST, ALT, GGT), oksidatif stres
parametreleri ve 5’-Niikleotidaz (5°-NT) ile arastirilmasi1 amaglanmistir. Antioksidan,
antikanserojen olan resveratroliin ve bu maddeyi igeren pekmezin bu anlamda etkisi

olup olmadigini, olumlu bir etki var ise bunun diizeyini aragtirilmasi hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), c¢evrede yaygin olarak bulunan
kimyasal gruplardandir. Karbon ve hidrojen igeren organik maddelerin tam veya tam
olmayan yanmalar1 sonucu meydana gelen ii¢ veya daha fazla aromatik halkali
bilesiklerdir (Sekil 2.1.). PAH’lar tiimor baslatic1, gelistirici ve ilerletici 6zellikleri
olan karsinojenlerdir (13).

PAH’larin atmosferdeki ana kaynagi tam yanmamig organik molekiillerdir (14).
Cevremizdeki PAH’lar genelde otomobil egzozlarinda, dizel motorlarin
emisyonlarinda ve komiirle pisirilmis yiyeceklerde bulunur (15). Endiistriyel atiklara
ragmen, kisisel aligkanliklar da (mesela sigara gibi) bireylerin PAH’ lara maruz

kalmasin1 ciddi bir sekilde etkiler (16).

PAH’lar hiicresel ve hiimoral immiiniteyi inhibe ederler. Ozellikle BaP
(benzo[a]piren) ve DMBA (7,12-dimetilbenz[a]antrasen)’nin, in vivo olarak yiiksek

derecede immiinotoksik oldugu saptanmustir (13).

DMBA, PAH’ lara ait ¢evresel toksik bir maddedir. DMBA, kimyasal yapisinda
dort halka ve iki metil grubu igerir (14).

DMBA kanserojendir. DMBA’ da genetik mutasyona sebep olan yapi, DMBA
metabolizmasindan meydana gelen ara iirlinlerin DNA’ ya baglanmasidir (16).
DMBA, DNA’nm yapisin1 bozar ve lipit peroksidasyonuna neden olur. Hiicrede
hidroksil ve siiperoksit anyon radikalleri gibi radikallerin olusmasina neden olur (17).
DMBA’nin hiicrelerde serbest radikalleri arttirarak kanserojen etki yaptigi
belirtilmistir (18). Serbest radikaller; hiicredeki doymamis yag asitleri, DNA
molekiilleri ve protein molekiillerindeki siilfihdril baglariyla reaksiyona girerek

hiicre ve dokular1 zarara ugratirlar (19).



CH;

Sekil 2.1. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) molekiilii

Molekiil Formiilii : CaoH16
Molar kiitlesi 1 256.34
Erime Sicakligr  :122-123 °C
2.1.2 PAH Metabolizmasi

Bu bilesikler hidrofobik olmalarindan dolay1 yagl dokularda, bobrekte ve
karacigerde depolanirlar. PAH’lar tek baslarina oldukga diisiik toksiklige sahiptirler
(pro-karsinojen). PAH’larin tiimér ve mutajen etki gostermeleri i¢cin metabolik
aktivasyona ugramalar1 gerekmektedir. Memelilerdeki PAH metabolizmasi esas
olarak karacigerde olur. Sitokrom P450 enzimleri ile katalizlenir. PAH’lar daha polar
ve suda ¢Ozliinen yapiya doniiserek  viicuttan disar1  atilirlar.  Bu
isleme*’detoksifikasyon’” denir (20). Benzo[a]piren’in bazi konjuge bigimlerinin

kimyasal yapilar1 Sekil 2.2.”de verilmistir.

COOH
@)
OH O]

Sulfat ester Glukoronit

SCH,CHCONHCH,COOH
NHCOCHQCH2C|HCOOH
NH,
Konjuge glutatyon

Sekil 2.2. Benzo[a]piren’ in baz1 konjuge bi¢imlerinin kimyasal yapis1 (20).



PAH bilesiginin ¢esitli konjuge bilesikleri (siilfat ester, glukoronit, konjuge
glutatyaon) Sekil 2.2.’de verilmistir.

PAH’larin metabolik doniisiimii, BaP’1n hem aktivasyon hem detoksifikasyon igeren
metabolik yolagi {izerinden Sekil 2.3.’de gosterilmistir. PAH’larin biyolojik

doniisiimii sitokrom P450 enzimi tarafindan molekiiliin epoksidasyonuyla baslar.

Ik epoksidasyon ‘“’kompleks enzim’’ olarak adlandirilan ve endoplazmik
retikulumda bulunan karisik fonksiyonlu oksidaz (MFO) tarafindan yapilir.  Ikinci
basamak diollerin olustugu hidroksilasyon adimidir. Bu basamak MFO enzim
kompleksine baglanmis olan epoksit hidrataz (EH) enzimlerince Katalizlenir.
Hidrataz igeren enzim kompleksi yerine aril-hidrokarbon-hidroksilaz (AHH) da
kullantlir (20).

Meydana gelen dioller daha sonra dihidrodiol epoksitlerine doniisebilir.
Kimyasal ve fiziksel olarak dihidrodiol epoksitler, DNA’daki niikleofilik bolgelerce
niikleofilik saldirilara ugrayacak kadar reaktiftir (21).

Aradaki dioller, glukoronik asit ya da glutatyon ile konjugasyona ugrayarak
bir detoksifikasyon islemi gegirerek bobrek ve safra kanaliyla disar1 atilan konjuge
metabolitlerine déniisiirler. Iki ve iic halkali PAH metabolitleri idrarla ve daha

yiiksek molekiil agirlikli PAH metabolitleri digki yoluyla atilir.
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Sekil 2.3. Benzo[a]piren’in metabolizmasi ve olasi etkileri (22).
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Glukoronik asitler
(idrar/diski atma)

‘ Hastaliklr hiicreye doniisiim ‘
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Restore doku

Tiimdr

PAH’ lar i¢in ikinci 6nemli metabolik aktivasyon yolagi ise radikal katyon

olusumuna dayalidir. Bilesikler, bir elektron (e") kaybederek reaktif serbest radikal

ara tiriinlerine dontigiirler. Bu radikal katyonlar ya direk DNA ile tepkimeye girerler

ya da DNA tepkimesinden once radikal ve karbokatyon ara iiriinlerine dondsiirler.

Bir e yiikseltgenmesi ile olusan olusum, monooksijenasyon (diol epoksit olusumu)

ile olusan yapidan tamamen farklidir. Ayrica bir e yiikseltgenmesiyle gdzlenen

addiiktlerin PAH yapisinda oksijenlenmesi yoktur. Sekil 2.4.°de DMBA bilesiginin

yukarida sozii edilen mekanizma ile metabolik aktivasyon yolagi goriilmektedir.
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trans-3.,4-diol-1.2-epoksit Radikal katyon

L P

DNA'yvya kovalent baglama

Kansere baslangic

Sekil 2.4. 7,12-Dimetilbenz[a]antrasen’in olas1 metabolik aktivasyon yolaklari (20).

2. 2. Dimetilsiilfoksid (DMSO)
DMSO, formiilii (CH3),SO olan organo kiikiirt bilesigidir (Sekil 2.5.).
Renksiz ve sivi halde olan bu bilesik 6nemli bir polar ¢oziiciidiir. DMSO, polar

aprotik bir ¢oziictdiir.

CH;~  ~CH;
Sekil 2.5. DMSO’ nun kimyasal yapisi

Suda ¢oziinemeyen ilaclar i¢in baska c¢oziiciilere ihtiyag vardir. Yapisindan

dolay1 DMSO bazi maddelerin ¢6ziiciisti olarak kullanilan kimyasal bir ajandir (23).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Polar_aprotic_solvent&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Polar_aprotic_solvent&action=edit&redlink=1

2.3. Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben)

2.3.1. Resveratrol Hakkinda Genel Bilgiler

Hintliler yaklasik 4500 yil 6nce “Ayurveda” isimli eski bir tip kitabinda
kirmizi iiziim suyunu “darak chasava” olarak adlandirip kardiyotonik olarak
kullanmiglardir (24). Daha sonra bu bilesenin resveratrol oldugu ogrenilmistir.
Resveratroliin en zengin kaynagi Cin ve Japonya' da yetistirilen Polygonum
cuspidatum bitkisinin kurutulmus kokleridir (25). Polygonum cuspidatum Japon ve
Cin tibbinda hiperlipidemi, ateroskleroz ve diger inflamatuar hastaliklarin

tedavisinde siklikla kullanilmistir (26).

Ik kez 1976 yilinda resveratrol Langcake ve Pryce tarafindan iiziimde

fitoaleksin olarak bulunmustur (27).
2.3.2. Resveratrolun Kimyasal Yapisi

Resveratrol bitkilerde; susuzluk, fungal enfeksiyonlar, ultraviole ve ozon gibi
cevresel stres ve mikrobik saldirilara karsi cevap olarak sentez edilir (28).

Resveratrolun kimyasal yapis1 Sekil 2.6° de gosterilmistir.

Sekil 2.6. Resveratroliin kimyasal yapisi

Resveratrol, iiziimde bol miktarda bulunan polifenol yapisinda dogal bir

antioksidan maddedir (29).

Resveratroliin, trans- resveratrol ve cis-resveratrol olmak iizere iki izoformu
(Sekil 2.7.) vardir. Diisiik pH, yiiksek 1s1 ve giin 15181 cis formundan trans formuna
donlisimii  saglar. Trans-resveratrol izomeri daha stabil bir formdur (30).
Resveratroliin yaklasik %20’ lik kism1 duodenumdan emilir ve biitiin organlara

yayilir. Duodenumdan emilen major form resveratrol-glukuronidtir (31).



Resveratroliin glukuronizasyonu duodenum ve karacigerde olur. Glukuronizasyonun
major tUriinii trans-resveratrol-3-O-glukuronid, trans- resveratrol-4-glukuronid ve
trans-resveratrol-3-O-sulfattir  (32). Serbest trans-resveratrol plazmada ¢ok az

miktarda bulunur ve yar1 6mrii kisadir.

OH HO S
)
. _ J
Ty >
5
OH

trans-resveratrol cis-reveratrol

Sekil 2.7. Resveratroliin trans ve cis kimyasal yapisi

2.3.3. Resveratroliin Biyosentezi

Resveratrol sentezi, fenil alaninden cok basamakli bir sekilde gergeklesir.
Fenilalanin amonyak liyaz enziminin deaminasyonu sonucu ilk basamakta sinnamik
asit olusur. Sinnamat, 4-hidroksilazla, p-hidroksilasyon yoluyla 4-koumarik aside
doniisiir. 4-koumaratla Co-A ester yapisina doniisiir. 4-kuomaril Co-A, 3 malonil Co-
A ile stilben sentaz enzimiyle birleserek resveratrolii olusturur (33). Resveratrol

Biyosentezi Sekil 2.8.’de verilmistir.

HO
CH,- CHCOOL, Q—CH=CH-COO ; HOOCH=CH-COO
fenilalanin

amonyak liyaz

Fenilalanin Sinnamik Asit p-hidroksisinnamik asit

CoASH

0
OH HOOCH=CH~Ci
SCoA
HOOJ Sitilben Sentetaz COOH
OH +3X CH

Resveratrol

A

SCoA
Sekil 2.8. Resveratroliin Biyosentezi (34). Malonil-Coa
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Resveratroliin dogal antioksidan rolii ii¢ farkli mekanizma ile agiklanir.

1. Koenzim Q ile yarisarak ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini azaltir.
2. Mitokondride olusan siiperoksit radikalini yakalar.

3. Fenton reaksiyonu iriinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunun
inhibisyonudur (35).

2.3.4. Resveratroliin Hiicre icine Ahmmasi

Hepatoblastoma HepG2 hiicreleriyle yapilan incelemelerde resveratroliin
karacigere iki mekanizma ile tasindig saptanmstir:

1. Diisiik konsantrasyonda aktif tasiyicilarla,

2. Yiiksek konsantrasyonda ise pasif difiizyon ile taginirlar.

Pasif difiizyonun biiylik oranda membranin lipid kompozisyonuna bagl
oldugu tahmin edilmektedir. Membranlardaki lipidlerin 6zellikleri membranin
akiskanligini belirlemektedir. Membran akigkanligi, hiicre zariin reseptor, transport,
fagositoz ve hiicre biliylimesi gibi fonksiyonlarinda 6nemli roller oynamaktadir.
Yapilan in vitro c¢alismalarda kiiltiir ortaminda etanol ile ¢oziinmiis olan
resveratroliin zar akigkanlhigini etkiledigi ve hiicre icine alinmasinin arttig

belirlenmistir. Resveratroliin hiicre i¢ine alinma yollar1 Sekil 2.9°da verilmistir.

S EEEEEEEEEEEEEEEEEEES
Membran
akiskanhginmin artmasi

"
AluEEEREEEEES
EEEEEEEEEEEE

RSV-LDL

hedefler

......

. L7

------ s \-"g‘{:{ Endositoz
._’,‘;‘v\-f_i“*
Kaveol

RSV-albumin
kompleksi

Sekil 2.9. Resveratroliin hiicre igine alinmasi, hiicre ylizeyi ve hiicre igindeki reseptorlerine
baglanmasi (36).
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Resveratroliin hiicre i¢ine alinma yollari:

1. Pasif diiflizyon

2. Lipid cepleri yoluyla endositoz

3. Lipid cepleri i¢inde integrin avB3 gibi reseptorlere baglanma

4. Resveratroliin albumin veya LDL ile baglanmasi hem hiicre icine

alinmasinda hem de dagiliminda 6nemli rol oynar.

2.3.5. Resveratroliin Hiicre i¢i Reseptorlere Baglanmasi

Resveratroliin hiicre i¢inde tasinmasini saglayan molekiillerden birisi AhR
(aryl hydrocarbon receptor)’dir. Resveratrol, AhR’ye baglanabilmek i¢in digoksin ile
yarigir. AhR’nin nukleusa translokasyonunu saglar.

Ayrica resveratrol yapisal olarak insan 0Ostrojen hormonuna benzer
(fitoostrojen). Bu yiizden hiicre i¢i Ostrojen reseptorlerine (ER-a ve ER-PB)
baglanabilir. Ancak, reseptore afinitesi Ostradiolden 7000 kat daha diistiktiir (37).
Hambrock ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada, resveratroliin sulfoniliire reseptoriine
baglandigini, bu baglanma icin glibenklamid ile yaristigini saptamislardir. Boylece

apoptozu indiikledigini gostermislerdir (38).

2.3.6. Resveratroliin Dolasimda Tasinmasi ve Dokulara Transportu

Resveratrol, suda c¢oziiniirligii zayif olan bir molekiildiir. Bu yiizden
hidrofilik konjugatlarina doniisiir. Hidrofilik konjugatlar, resveratroliin kana gecisini,
viicutta dagilimini ve atilimini saglar. Ayrica plazmada yiiksek konsantrasyonda
kalmasini saglar. Resveratrol serum proteinleri, yag asitleri ve lipoproteinlere
baglanarak dolasir (36). Resveratrol en ¢ok lipoproteinlerle taginir. LDL ile birlesen
resveratrol (Resveratrol -LDL) karacigerdeki LDL reseptorleri ile hiicre igine alinir
(39).

Resveratrol, albiiminle hidrofobik bagla, hemoglobinle ise hidrojen bagiyla
baglanir (40). Resveratroliin kanda taginmasi sirasinda yag asitlerinin albiiminle
baglanmasinda vektor gorevi gordiikleri tahmin edilmektedir. Resveratrol 6nce yag
asitleri ile birleserek resveratrol-heksanoik asitleri olusturur. Bu durum, resveratroliin

albiimine daha kolay baglanmasini saglar (41).
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2.3.7. Resveratrolun Etkileri

2.3.7.1. Resveratrolin Diiz Kas ve Endotel Uzerine Etkileri: Resveratrol
kardiyovaskiiler sistemde hem akut hem de kronik etki gosterir (42). Resveratrol,
iskemi reperflizyon hasarina karsi kalbi korur (43). Resveratroliin, 21 giinlik
uygulamadan sonra, rat aortasinda asetilkolin ile endotel bagimli gevsemeyi
gelistirdigi saptanmustir (44). Resveratrol, endotel bagimli gevsemeye yol agan
etkisini onemli 6l¢iide NO yoluyla gergeklestirir. NO sentaz inhibitorii olan nitro-L-
arjinin metil ester (L-NAME) ile bu etkiyi tamamen ortadan kaldirir.

Resveratrol, Sirtuin 1 (SIRT1) aktivatorii olarak da bilinen bir deasetilaz
proteinidir. eNOS cekspresyonu iizerindeki etkisinin muhtemelen SIRT1
aktivasyonuyla olabilecegi tahmin edilmektedir. SIRT1 aktivasyonu sonucu lizin
rezidiilerinde eNOS deasetile olur. Bunun sonucunda eNOS aktivitesi uyarilir.
Resveratrol, NO arttiric1 etkisinden dolayr endotel ve vaskiiler saglik arasinda bir

baglant1 saglar (45).

2.3.7.2. Resveratroliin Antioksidan Etkisi: Oksidatif stres, antioksidan
molekiillerle prooksidan molekiillerin arasindaki diizensizlik sonucu hiicrelerin fazla
miktarda reaktif oksijen dirlinlerine (ROS) maruz kalmasiyla kendini gosterir.
Siiperoksit (O%) reaktif oksijen iiriinleri arasinda en onemlilerinden biridir. Diger
onemli serbest radikaller hidrojen peroksit (H20,), hipoklorik asit (HOCI) ve
peroksinitrit (OONQ") gibi molekiillerdir. Bu serbest radikallerin en 6nemli yerleri
vaskiiler endotelyumdur. Endotel hiicreleri, devamli olarak az miktarlarda agiga
c¢ikan bu serbest radikallerden kendilerini siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
glutatyon redikktaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerle
korunabilmektedirler. ROS iiretimi siirekli bir sekilde artis gosterirse artan oksidatif
stres sonucunda hiicre hasart meydana gelir.

NADPH oksidaz dolasimdaki ROS’ un ana kaynagidir. Resveratroliin rat
aortasinda NADPH oksidaza bagli olusan siiperoksit {retimini diistirdiigi
saptanmistir. Resveratroliin, antioksidan enzimlerin diizenleyicisi ve oksidatif stresi
azaltic1 etkisi oldugu tahmin edilmektedir. Hiicre i¢i sitoprotektif enzim olan
hemoksijenaz-1 ve redoks diizenleyicisi thioredoksin-1 resveratrole cevap olarak

hiicre kiiltiirlinde doza bagimli bir sekilde upregiile oldugu belirtilmistir.
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Resveratrol in vivo ve in vitro olarak giiglii antioksidan 6zellige sahiptir.
Bakir selasyon kapasitesinin yiiksekligi ve antioksidan 6zelligi resveratroliin serbest

radikal siipiiriicii 6zelliginden kaynaklanmaktadir (45).

2.3.7.3. Resveratroliin Prooksidan Ozelligi: Resveratroliin, LDL oksidasyonunun
onlenmesinde C ve E vitamininden daha giiclii bir antioksidan etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Bagka bir calismada resveratroliin kolesterol sentezini, squalen
monoksijenaz enzimini inhibe ederek azalttig1 gosterilmistir.

Her antioksidan, bazi durumlarda serbest radikallere kars1 koruyuculugu olan ve
serbest radikal olusumunu gelistiren, antioksidan vitaminleri de kapsayan bir redoks
ajam olarak gorev yapar (45).

Resveratrol gibi fenol halkasi iceren besinsel polifenolikler, H,O, tarafindan
fenoksil radikallerine okside edilirler. Resveratrol fenoksil radikaller, kaybettigi
elektronu GSH’dan alirlar ve glutatyonu bir tiol radikali sekline doniistiiriirler. Darbe
radyoliz ¢aligmalari, disiilfit radikal anyonu O’i hizla siiperoksit radikal anyonu ve
GSSG formuna Sekil 2.10° da indirgedigini belirtmistir (46,47).

OH
HRP/H,0
/ﬁQ ”0<>//4Q—>GSH GS+<<>_/
Ho Ol Thiyl Radikali

Resveratrol
GS~
Resveratrol Resveratrol Fenoksil Radikali

GSSG*™

0, ,H,

o

o~ HO
GSSG+HO; —> H,0, + 0,

Sekil 2.10. Resveratroliin Peroksidatif Metabolizmasi (46).

2.3.7.4. Resveratroliin Damar Genisletici Etkisi: Damar duvarindaki ¢cGMP
miktarinit artirir. NO-cGMP yolu damar gevsemesine sebep olur ve NOS etkinligini

artirtr  (48). Resveratroliin endotel bagimli gevsetici etkisi, dokuda siiperoksit

OH

OH
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olusumunun ana kaynaklarindan biri olan vaskiiler NAD(P)H oksidaz iizerindeki

inhibitor etkisine bagl oldugu disiiniilmektedir (49).

2.3.7.5. Anti-inflamatuar Etkisi: Calismalar NO blokeri nitro-L-arjinin metil
esterinin (L-NAME), resveratroliin yararl etkilerini ortadan kaldirdigini1 géstermistir.

Bu etki resveratroliin antiinflamatuar etkisinin NO’ ya bagli oldugunu gosterir (50).

2.3.7.6. Yaslanma: Resveratrol, sirtuinleri ve PGC-la (peroxisome-proliferator
activated receptor co-activator)’yr aktive ederek molekiiller mitokondrileri
aktiflestirerek genel hiicre metabolizmasini etkiler. Bu da farelerin yasamini uzatir
(51).
Resveratroliin biyolojik etkilerini kisaca asagidaki sekilde siralayabiliriz;

e DNA sentezinin inhibisyonu

e Apopitozis indiiksiyonu

e Anjiogenezis inhibisyonu

e Antiinflamatuar etki

e Aromataz inhibisyonu ile antidstrojenik etki

e Trombosit agregasyonunun inhibisyonu

e Aterosklerozdan koruyucu etki

e Antioksidan etki

e Kanserden koruyucu etki

e Bakir selasyonunu saglama etkisi.

2.4. Pekmez

Meyvelerden pekmez {iretilmesi, iilkemize 6zgii bir yapim seklidir. Her
meyveden pekmez yapilir. Ancak en yaygin olani, tiziim pekmezidir. Ciinkii tilkemiz
bagcilik ve iizim iiretimi bakimindan diinyanin 6nde gelen iilkelerinden birisidir.
Geleneksel bir gida olmasina karsin, iilkemizde pekmez iiretiminin giderek azaldig:
gorilmektedir. Ancak son yillarda pekmezin beslenme agisindan énemi biraz daha

kavranmis oldugundan iiretim artmistir.
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Uziim pekmezi yurdumuzun bircok yerinde yapilmaktadir. Uretim kirsal
alanlarda daha yaygi olup, ¢ok eski bir gecmise sahiptir. Pekmezin icerdigi
karbonhidratlar,  glukoz ve fruktoz yapisindadirlar. Bu yapilarindan dolay1
sindirilmeden kolayca kana karisirlar. Bu durum 6zellikle bebekler, cocuklar ve spor

yapanlar gibi acil enerji ihtiyaci olan kisiler i¢in ¢ok dnemlidir (52).

Pekmez beslenme agisindan onemli bir besindir. Bu 6nemi igerdigi mineral
maddelerden ve karbonhidrattan kaynaklanmaktadir. Uziim pekmezinin iyi bir demir
kaynagi oldugu belirtilmektedir. Ayrica fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum
gibi mineral maddeler bakimindan da zengin oldugu bilinmektedir (53). Pekmez,
seker veya katki maddeleri eklenmeden kaynatilip, konsantre edilerek iiretilir.
Bundan dolay1 dogal bir besin olarak kabul edilir (54).

Tablo 2.1. de yas iliziim ve bazi iliziim {liriinlerinin enerji, yag, su, karbonhidrat,

protein, kiil (mineral) ve vitamin igerikleri bakimindan degerleri verilmistir (55).

Tablo 2.1. Yas iiziim ve baz1 {iziim mamullerinin 100 gramindaki besin degerleri (55).

Uriin Su Enerji | Protein | Yag | Karbon- | Kiil | A(l:U) Bs B: B, Niasin C
(@) | (kalori) ) (9) | hidrat | (g) (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (Mg)

(9)
Taze 81.40 | 67.00 0.60 0.30 17.30 0.40 | 100.00 | 0.20 | 0.05 | 0.03 0.30 4.00

iiziim

Kuru 18.00 | 289.00 2.50 0.20 77.40 1.90 | 20.00 | 030 | 0.11 | 0.08 0.50 1.00

iiziim

Uziim 82.90 66.00 0.60 Eser 16.60 0.30 - 0.20 | 0.04 | 0.02 0.20 Eser
suyu

pekmez | 21.20 | 293.00 0.60 0.10 70.60 - - - 0.04 | 0.15 1.40

Insan organizmasi igin yapitast olarak kullanilan esansiyel aminoasitlerin
dengesi ¢cok dnemlidir. Bu denge anne siitiinden sonra en iyi sekilde pekmezde ve
kuru iiziim de bulunmaktadir (56).

Pekmez potasyum, sodyum, demir, kalsiyum, fosforik asit, organik asitler,

formik asit ve bazi vitaminler bakimmdan 6nemli bir kaynak oldugu bilinir (57).
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2.4.1. Geleneksel Uziim Pekmezinin Uretim Teknigi

Geleneksel yolla pekmez yapmak igin iiziimler toplamir ve yikanir. Uziimler
siray1l posasindan ayirmak i¢in ince delikli torbalara birakilir. Sonra ayaga temiz bir
cizme giyen kisi tarafindan iiziimler ezilir ve siras1 ¢ikartilir. Sira siiziiliir ve
kaynama kazanina bosaltilir. Kazan atesin lizerine konulur ve kaynatilir. Kaynama
sirasinda pekmezin dip tutup yanmamasi i¢in devamli olarak karistirilir. Kaynama
sirasinda kabin kenarinda ve siranin iizerinde toplanan kirli kopiikler bir kepge ile
alinir. Pekmez kivamma ulastifinda pekmezde kirmizi kopiik olusur. Agdalagsma
dedigimiz durum meydana gelir. Eksi pekmez yapiminin tath pekmez yapimininda ki
fark tizim ve siraya pekmez topragi yani eksilik (asitlik) giderici bir madde
eklenmesidir. Bu madde 6zel olarak segilen yerlerde toplanan pekmez topragi
olabilecegi gibi sonmiis kire¢ (Ca(OH);), karbonat veya odun kiilii de olabilir.
Toprak eklendikten sonra sira ocaga konur. Bir tasim kaynatilir ve ocaktan alinir.
Bir kaba aktarilarak 5-6 saat veya bir giin birakilarak, dinlendirilir. Bu dinlenme
sirasinda tortu yapan maddeler dibe ¢oker ve siranin rengi berraklasir. Berrak sira,
kabin dibindeki tortu kaynatma kazanina ge¢meyecek sekilde kaynatma kazanina
aktarihir. Kaynatma kazanina almman sira kaynatilir. Pekmezin kivama geldigi
anlasilincaya kadar kaynatma islemi yapilir. Kivamma gelince atesten alinir.
Saklama kaplarina bosaltilir. Serin ve kuru yere birakilir (58). Koyulastirma islemi,
giinesi bol ve kurak bolgelerde giines enerjisinden faydanilarak da yapilir. Sira genis
kaplara konur ve giineste bekletilerek koyulastirilir. Bu sekilde yapilan pekmez
“giinbali” olarak adlandirilir (53).
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2.4.2. Uziim Pekmezinin Bilesimi

Uziim pekmezinin bilesimi Tablo 2.2. de gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Uziim pekmezinin bilesimi (59)

Suda ¢6ziiniir kuru 74.32
madde(%)
Toplam kuru madde (%) 77.12
pH 5.26
. Titrasyon asitligi(%) 0.74
Bilesim Ogesi HMF (mg/kg) 2.11
Toplam seker (%) 64.13
Glukoz (%) 32.38
Fruktoz (%) 31.75
Sakkaroz (%) 0
Protein (%) (F=6.25) 0
Toplam kiil (%) 1.5
Fosfor (P) 78
Demir (Fe) 1.45
Bakir (Cu) 0.39
Mineral Maddeler Cinko(Zn) 0.12
Potasyum (K) 929
Sodyum (Na) 33
Magnezyum (Mg) 73
Kalsiyum (Ca) 132

2.4.2.1. Pekmez ve vitaminler: Pekmez bazi vitaminler bakimimdan zengindir.
Pekmezde tiamin ve piridoksin (B6) vitaminleri yeterli miktarda bulunmaktadir.
Piridoksin kan hiicrelerinin yapiminda, sinir sistemi, cilt sagliginda, viicuttaki yag ve
kolesterol kontroliinde gorevlidir. B6 vitamininin giinliik ihtiyacinin %15°1 pekmez
ile karsilanabilir.

2.4.2.2. Aminoasit Dengesi Bakimindan Uziim ve Pekmez: Uziim ve pekmez
proteince zengin olmamasina ragmen, iyi bir besin gidasidir. Ciinkii Diinya Saglik
Teskilati ve FAO tarafindan pekmez iiretiminde kullanilan {iziimiin aminoasitler
yoniinden yeterli dengede oldugu kabul edilir.

2.4.2.3. Pekmez ve Mineral Maddeler: Uziim ve pekmez birgok mineral madde
igerir. Bunlarin en Onemlilerinden biri, kanda oksijen tasinmasini yapan,
hemoglobinin i¢inde bulunan demir elementidir. Giinlimiizde iilkelerin en 6nemli

beslenme sorunlarindan birisi de demir eksikligidir. Pekmezdeki demir, insan



18

viicudunun gok rahat bir sekilde kullanabilecegi (+2) degerli demirdir. Fe** degerli
demir, hemoglobinin yapiminda kullanilmasindan bagka, kemik iliginde de dnemli
bir faktor olarak gorev alir. Taze ve kuru iiziim ile pekmezde bulunan vitaminler ve

miktarlar1 Tablo 2.3.’de verilmistir.

Tablo 2.3. Taze ve kuru iiziim ile pekmezde bulunan vitaminler (59).

Vitaminler Taze GTGM™ Kuru GTGM | Pekmez GTGM
(mg/100g’ da) | Uziim Uziim

A vitamini 100.0 2.0 15.8-77.8 1.6 0 0
Tiamin 0.06 4.1 0.1-0.15 12.8 0.04 3.3
Ribofilamin 0.04 2.1 0.02-0.08 5.7 0.15 10.7
Niasin 0.2-0.3 1.7 0.5-0.8 45 1.4 7.8
C vitamini 1.0-18.0 8.0 0.8-1.3 2.6 0 0
Piridoksin 0.0-0.2 9.0 0.3 15 0 0

*GTGM : Giinliik tiiketilmesi gereken miktarin karsilanan kismu (%)

Giinliik iki yemek kasigr (20 g) pekmez tiikketmekle gilinliik demir ihtiyacinin
%35’1 karsilanir. Pekmez ¢inko bakimindan da zengindir.
2.4.2.4. Fosfor: Kan hiicrelerinde glukozun enerjiye ¢evrilme metabolizmasinda
onemli gorevi vardir. Ayrica ¢ocugun kemik ve dis gelismesinde kalsiyum ile
fosforun arasindaki oranin normalde 1,2-2 arasinda olmalidir. Pekmezde bu degerler
2-2,7 arasindadir.
2.4.2.5. Potasyum: sodyumla birlikte osmotik basing, pH dengesinin ayarlanmasi,
kas kasilmasi, protein sentezi ve hiicre i¢i enzimlerin fonksiyonlarinda rol oynar.
Potasyum agisindan zengin olan pekmez, viicutta olusan toksik maddelerin atilmasi
ve alkali-asit dengesinin saglanmasinda kullanilabilir.
2.4.2.6. Kalsiyum: Kalsiyum biiyiime ve gelismede, dolagim ve sinir sisteminde, kan
pihtilagsmasinda, kalp kaslarinin ¢alismasinda onemlidir. Kalsiyum eksikligi kemik
ve dis hastaliklarina neden olur. Giinliik yaklagik 50 g pekmez tiiketilmesi sirasinda,
viicudun ihtiyact olan kalsiyum karsilanir. Kalsiyum; potasyum ve magnezyum ile
aktiflesir. Pekmezde bu ii¢ mineral birlikte yer alir. Fosfor ve kalsiyum pek ¢ok
besinde bulunur. Pekmezde kalsiyum/fosfor oraninda fosfor oraninin diisiik olmasi

kalsiyumun kuvvetle alinim1 saglandig: i¢in, pekmez 6nemli bir besin maddesidir.
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2.4.3. Pekmez ve Kanser

Pekmezler flavonoidler, polifenoller, dogal antioksidanlar igerir ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) araciligi ile olusan doku hasarina karsi olast koruyucu
etkileri vardir. Elektron kaybetmis ve dolayisiyla elektron koparmaya egilimli
molekiiller serbest radikaller olarak adlandirilir. Serbest radikaller, viicutta metabolik
yollarla olusabilecegi gibi, hava kirliligi, UV 1sinlar, sigara ve egzoz dumanina
maruz kalma, alkol ve bazi ilaglarin alim1 gibi etkilere maruz kalmaylada olusabilir.
Siyah {iziim, vigne, bogiirtlen, karadut ve erik gibi mor ve siyah tonlardaki meyveler
fenolik maddeler bakimindan olduk¢a zengindir. Siyah {iziim ve pekmezde bulunan
antioksidanlar onemli hastaliklarin ve yaslanmanin tetikleyicisi olan serbest
radikallerin olas1 zararlarini onlemektedir. Antioksidanlarin, bagisiklik sisteminin
fonksiyonlarini gili¢lendirici etkileri de vardir. Pekmezin antioksidan oOzelligi
resveratrol adli bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Siyah {iziimden yapilmis pekmezin
antioksidan madde igerigi, resveratrol bakimindan, olduk¢a onemlidir. Bu nedenle
sofralarimizda pekmez ve pekmezden iiretilmis pekmez serbeti bulunmasi saglikli
beslenme bakimindan olduk¢a 6nemlidir (59).
Pekmezin beslenme agisindan onemli bir mineral madde kaynagi oldugu da

sOylenebilir (12).

2.5. Karaciger
2.5. 1. Karacigerin Kan Dolasimi1 ve Damarlanmasi

Karaciger, kani iki kaynaktan alir.
1. Portal venden; %80’ abdominal organlardan gelen oksijenden fakir,
besinden zengin kan tasinir,
2. Hepatik arterden; %20’si oksijenden zengin kan taginir.
Karaciger lobiiliinde kan, ¢evreden merkeze dogru akar. Oksijen ve metabolitleri ile
bagirsaklardan emilen diger maddeler 6nce lobiiliin ¢evresindeki hiicrelere, daha

sonra merkezindeki hiicrelere taginir (60).
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Arteriyel Sistem: Hepatik arter defalarca dallanir ve lobiiller arasi arterleri meydana
getirir (60). Hepatik arter, sistemik arteryel kan tasir. Karaciger kanlanmasinin
%25’1ni, oksijenizasyonunun ise %30 — 50’sini karsilar. Ayrica gastroduedonal
arterden ve inferior frenik arterden de arteryel beslenme olur (61).
Portal Ven Sistemi: Partal ven defalarca dallanarak portal alanlarda kiigiik portal
veniiller olusturur. Portal veniiller dallanarak dagitici venleri olusturur. Dagitici
venlerden ¢ikan giris (inlet) veniilleri, sintizoidlere ulasir. Siniizoidler 1sinsal olarak
ilerler ve birleserek lobiiliin merkezinde santral ya da santrolobiiler veni olustururlar.
Santral ven lopguk boyunca ilerledik¢e daha fazla sinilizoid alir ve ¢ap1 giderek
biiyiir. Sonra lobiilii terk eder ve daha biiyiik olan lopguk alt1 venle birlesir. Lopguk
alt1 venler giderek birbirlerine yaklagarak kaynasirlar. Sonunda iki ya da daha fazla
sayidaki biiyiik hepatik venler meydana gelir. Bu venlerin hepsi vena kava inferiora
acilir.

Portal sistem pankreas ve dalaktan gelen kan ile bagirsaklardan emilen kani

tasir (60).

2.5. 2. Karacigerin Fizyolojisi ve Fonksiyonlari

Karacigerin, sistemleri ilgilendiren 6nemli goérevleri vardir. Karacigerin
temel gorevleri sunlardir:
Filtre fonksiyonu: Portal sistemde bagirsaklardan gelen mikroorganizmalar hepatik
sinlislerde bulunan makrofajlar (kuppfer hiicreleri) araciligi ile filtrelenmis olur.
Sonug olarak kan yolu ile gelen bakteriler ortadan kaldirilir.
Metabolik fonksiyonu: Karaciger karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinda
gorev alir. Vitamin, mineral ve glikojen gibi maddelerin depolanmasinda gorev alir.
Ayrica koagiilasyon faktorlerinin sentezinde de gorevlidir (62).
Detoksifikasyon fonksiyonu: Hidrofilik olmamalar1 nedeniyle bobrekten atilamayan
zararl {riinler hepatositlerde oksidasyon ve konjugasyon yolu ile zararsizlastirilir.
Bunun i¢in gerekli enzimler agraniiler endoplazma retikulum membranlarinda vardir.
Kolesterol ve yag metabolizmasi: Kolesterol, safra tuzlarinin olugsmasinda ve VLDL
sentezinde kullanilir.
Ure sentezi: Ure, protein ve niikleik asitlerin yikimi sonucu amonyumdan olusan bir

maddedir.
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Plazma proteinlerinin sentezi ve endokrin sekresyonu: Glikoproteinler, albumin,
lipoproteinler, protrombin, fibrinojen ve non-immun globiilinler hepatositlerde
tiretilirler.

Pek ¢ok hormonun modifikasyonu: Tiroksin, bliylime hormonu, insiilin, glukagon
gibi hormonlarin modifikasyonunun yapildig: yerdir.

D vitamini metabolizmasi.

Safra yapimi ve ekzokrin sekresyonu: Safra, bagirsaklarda absorbsiyona yardimci
olmak tzere gesitli maddeler igerir. Safra; su ve elektrolitler, safra tuzlar1 ve safra
pigmentlerinden olusur. Safra tuzlar1 bagirsaklarda lipidleri emulsiyon haline

getirerek, kolesterol ve lipidleri solusyon halinde tutan maddelerdir (63).

2.5. 3. Hepatosit Hasarin1 Gosteren Enzimlerin Degerlendirilmesi:

Karaciger degisik fonksiyonel ve anatomik yapilardan olusmus
viicudumuzdaki en biiyiik ve en 6nemli organdir.

Baglica karaciger enzimleri:

e Alanin aminotransferaz (ALT, eski terminolojide serum glutamik

piirivik transaminaz SGPT)

e Aspartat aminotransferaz (AST, eski terminoloji de serum glutamik

oksaloasetik transaminaz SGOT)

e Gama-glutamil transferaz (GGT)

e Alkalen fosfataz (ALP)

Ik iki enzim hepatositlerde sentezlenirken, son iki enzim safra kanal
epitelyum hiicrelerinde sentezlenirler. Bu enzimler sadece karaciger ve safra
yollarma 6zgii degildirler.

ALT ve ozellikle AST iskelet kasi ve kalp kasinda, GGT bobreklerde sentezlenir
(63).

Klinikte karaciger testlerini dort baglik halinde incelemek miimkiindiir;
1.Hepatoselliiler hasar1 degerlendiren testler,

2.Kolestatik hasar sirasinda kullanilan testler,

3.Karacigerin atilim fonksiyonlarini (bilirubin) degerlendiren testler

4 Karacigerin sentez fonksiyonlarini degerlendiren testler.
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2.5. 4. Hepatoselliiler Hasarin Tanmisinda Yardimer Testler
Hepatoselliiler hasar1 belirlemek i¢in birgok test kullanilir. Hepatoselliiler
hasar1 tespit etmek i¢in kullanilan testler;
e Aminotransferazlar (ALT, AST)
e Laktat dehidrogenaz (LDH)
e Isositrat dehidrogenaz
e Glutamat dehidrogenaz

e Sorbitol dehidrogenaz

2.5.4.1. Aminotransferazlar (Transaminazlar)

Amino asitlerin degisik iiriinlere ¢evrilmesi yeniden sentezi veya yikilmasi
transaminasyonla olur. Transaminasyon reaksiyonlar1 transaminazlar tarafindan
katalize edilirler. Aminotransferazlar, amino asit metabolizmasina katilan ve amino
asitlerin amino gruplarinin transferinde rol alan enzimlerdir. Amino grubunun alicist,
a-ketoglutarat’tir.  Aminotransferazlar  amino  vericisine  gore  (aspartat
aminotransferaz ve alanin aminotransferaz) isimlendirilirler. Koenzimi olarak
pridoksal 5 fosfata ihtiyag duyarlar (61).

Aminotransferazlar, karaciger hasarin1 ve nekrozunu belirlemede en fazla
kullanilan enzimlerdir. Ilk kez 1955 yilinda, AST aktivitesi viral hepatitlerde
arastirilmig ve arttig1 goriilmiistiir. Daha sonra, diger karaciger hastaliklarinda da bu
enzimin yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Sonraki ¢aligmalarda ise, AST ile birlikte
ALT yiiksekligi de belirlenmistir. Ancak bu testlerdeki yiikseklik, bir¢ok karaciger
hastaliginda mevcuttur. Bu yiizden hastaliklarin ayirici tanisinda sinirli bir degere

sahiptir (61).

2.5.4.1.1. Alanin Aminotransfer (ALT)
Alanin aminotransferaz (ALT) onceleri glutamat pirtivik transaminaz (GPT)

olarak anilirdi. Esas olarak karacigerde bulunsa da kalp, iskelet kas1 ve bobrekte de
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bulunur. ALT esas olarak bir karaciger enzimi olup L-alanin ve glutamat arasinda
amino gruplarinin transferini katalize eder (64).

ALT, asagidaki reaksiyonu katalizler.

ALT
Alanin » Pirlivat
Piridoksal Fosfat

ALT’nin serumdaki normal aktivitesi 5-55 IU/L smirlar1 arasindadir.
NADH’in oksidasyon hizi ALT’nin katalitik aktivitesiyle orantilidir. Bu hiz 340
nm’de absorbans azalmasinin dl¢limiiyle saptanir. AST ve ALT ol¢limleri i¢in serum
numunesi laboratuvar 1sisinda 48 saat, buzdolabinda 2 hafta dayanikliligin1 korur.
Kaynagmin karaciger olmasindan dolayr karaciger hastaliklarinda ALT, kalp

hastaliklarinda AST daha 6nemlidir (65).

2.5.4.1.2. Aspartat Aminotransferaz (AST)
AST hem sitozolik hem de mitokondriyal izoenzim olup karacigerin yani sira
cizgili kaslarda, beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde bulunur (66). AST asagidaki

reaksiyonu katalizler.

AST

L-Glutamat » o-Ketoglutarat
Piridoksal Fosfat

NADH oksidasyon hizi, AST’nin katalitik aktivitesi ile orantilidir. Bu hiz
340 nm’de absorbans azalis1 metoduyla belirlenir. Ciddi doku hasarlarinda (akut
hepatitis, ezilme ve doku hipoksiasi gibi) ¢ok yiiksek degerlerine ulasir (65).

ALT sitozolik ve goreceli olarak karacigere spesifik olan bir enzimdir.

AST ise hem sitozolik hem de mitokondriyal izoenzimdir. Karacigerden
baska cizgili kaslarda, beyin, pankreas ve kan hiicrelerinde de bulunur.

Serum aminotransferaz diizeyinin artmasi; hepatoselliiler nekroz sonucu
hiicre i¢indeki enzimin seruma ge¢mesi veya nekrozla sonlanmayan bir hiicre

hasarinda membran gegirgenliginin artmasi1 seklinde olabilir. Aminotranferazlar
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idrarla atilmazlar. Safraya az miktarda gecebilirler. Eleminasyonu esas olarak
retikiiloendotelyal sistemde gerceklesir. ALT nin yart 6mrii 47+10 saat ve AST’ nin
yar1 dmri 1745 saat oldugundan AST nin eleminasyonu ALT ’den daha hizlidir.
Aminotransferaz artisinin 6nemi klinikte iyi bilinmelidir. Aminotransferaz

artis1 genellikle,

e (iddi derecede artis; genellikle normal degerinin 15 katindan fazla,

e Orta derecede artis; normal degerinin 5-15 kat aras1

e Hafif derecede artis; normal degerinin 5 katindan daha az artis olarak

iic ayr1 seviyede degerlendirilebilir.

Ilaglarin, bitkilerin veya toksinlerin aminotransferaz artisina neden oldugu
bilinmektedir. Ilag, bitki veya toksin kullanimi sonucu gelisen aminotransferaz artist
hafif derecede olabilecegi gibi karaciger yetmezligine kadar gidebilir. Ilac, bitki veya
toksin alimindan genellikle 1-2 ay igerisinde aminotransferaz artis1 meydana gelebilir

(66).

2.5.4.2. Gama Glutamil Transferaz (GGT)

GGT, C terminal glutamil gruplarina baglanan bir karboksi peptidazdir.
Enzim glutatyon metabolizmasinda goérev alir. Mikrozomal membranlar (% 95) ve
sitozol (%5)’ de bulunur. Serum GGT aktivitesi birincil olarak karaciger orjinlidir

(65). GGT, katalitik aktivitesini transfer ve hidroliz reaksiyonlarinda gosterir:

v-GGT
> y-glutamil amino asit

y-glutamil peptid >
Amino asit f % Protein

Metastazli ve primer karaciger kanserlerinde GGT’de hizli1 ve 6nemli bir artig
goriiliir. GGT’nin serumdaki artigi, genellikle karaciger metastazinin ilk bulgusudur.
GGT, ayn1 zamanda bobrekte ve pankreasta da yiiksek konsantrasyonda bulunur
(67).
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2.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig ydriingelerinde bir veya birden fazla paylasilmamig
(eslesmemis) elektron tasiyan atom veya molekiiller olarak bilinir. Eslesmemis
elektron igermelerinden dolay1 stabil olmayan, oldukga reaktif, ¢ok kisa yar1 dmiirlii
maddelerdir. Bu 6zelliklerinden dolayr hiicrenin tiim bilesenleri ile kolayca
etkilesime girerler (68).

Demir, mangan, bakir, molibten gibi gecis metalleri de dis yoriingelerinde
birer elektron tagirlar. Buna ragmen radikal etki gdstermezler. Ciinkii serbest radikal
kabul edilen atom ve molekiiller, elektron dagilimlarinin yani sira termodinamik

yapilari ve lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilirler (69).

Serbest radikaller hiicrede metabolik dengenin bir pargasi olarak siirekli
olusurlar. Serbest radikaller 3 yolla olusur:
1. Homolitik boliinme; kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir kisminda
ortak elektronlardan birisinin kalarak homolitik bélinmesi,

XY =X +Y"

2. Heterolitik boliinme; normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya
bir molekiiliin heterolitik bdliinmesi olayi,

XY —->X +Y+

Heterolitik boliinmede kovalent bagi meydana getiren her iki elektron

atomlarin birinde kalir. Bunun sonucu serbest radikaller degil, iyonlar olusur.

3.Bir molekiile tek bir elektronun katilmasi ile meydana gelir (70).
A+e — A
Serbest radikallerin olusumun artiran ekzojen ve endojen faktorler Tablo

2.4, de verilmistir.
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Tablo 2.4. Serbest radikallerin olusumunu artiran nedenler (71).

Cevresel (Sigara dumani, hava kirliligi, radyasyon vb.)
Diyetsel (Cok doymamis yag asitlerince zengin beslenme, agir
alkol, demir ve bakir alimi, fazla kalorili beslenme-obezite vb.)

Ekzojen
faktorler

Iaglar (Kanser ilaglari, glutatyon tiiketen ilaglar vb.)
Diyet ile antioksidanlarin alimini etkileyen kosullar
(Istahsizlik, kolestaz, malabsorbsiyon vb.)

Endojen Doku hasari ve kronik hastaliklar
faktorler (Ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon vb.)

Fiziksel egzersiz / sedanter yasam
Stres
Yaglilik

Organizmanin yasami, devami ve biitiinliigii homeostatik dengenin devam
etmesine baghdir. Homeostazis hem i¢ hem de dis etkenlerle siirekli olarak tehdit
altindadir. Serbest radikallerin yikici etkilerine karst hiicreler antioksidan sistemlere
sahiptir (72). Hiicre igerisinde ciddi ve ¢esitli miktarlarda radikal iiretimi s6z
konusudur. Radikaller; elektron transferinde, enerji iiretimi sirasinda ve diger
metabolik islemlerde ftretilmektedir (73). Hiicrelere herhangi bir engelle
karsilasmadan giren ve hiicre icerisinde en ¢ok kullanilan molekiil oksijendir. Bu
yiizden serbest radikallerin en dnemli kaynaklarindan birisi oksijendir. Ancak canli
organizmasinda oksijen tiirevlerinden de bagka karbon ve kiikiirt merkezli radikaller
olusmaktadir.

Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) ve Reaktif Azot Tiirleri ( RAS)’ dir. ROS; oksijen radikallerini ve radikal
olmayan reaktif oksijen tiirevlerini igeren genel bir terimdir. RAS’lar de, fizyolojik
oneme sahip olan serbest radikal tiirleridir (74). Yiiksek konsantrasyonlarda serbest
radikaller ve radikal olmayan reaktif tiirler, canli organizmalar i¢in tehlikelidir. Bu
durum tiim hiicre yapilarina zarar verir. Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda
nitrik oksit, siiperoksit anyonu ve reaktif oksijen tiirleri sinyal iletiminde diizenleyici

bir role sahiptirler. ROS’un yaptig1 bir¢ok cevap, aslinda hiicreleri oksidatif strese
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kars1 korur ve redoks homeostazini yeniden olustururlar (75). Tablo 2.5. de reaktif

oksijen ve reaktif azot tiirleri bulunmaktadir.

Tablo 2.5. Reaktif oksijen ve azot tiirleri (76)

Radikaller Non-radikaller
Reaktif oksijen tiirleri Hidroksil (OH") Hipoklorik asit (HOCI)
(ROS) Hidroperoksil (HO,) | Hidrojen peroksit (H,0;)
Lipit hidroperoksit
Alkoksil (LO") (LOOH)

Peroksil (LO,™") Ozon (O3)
Stiperoksit (O,77) Singlet oksijen (Oy)

Alkoksil peroksinitrit
Nitrik oksit (NO") (LOONO)

Reaktif azot tiirleri Dinitrojen tetroksit (N,O4)
(RAS) Dinitrojen trioksit (N,O3)
Nitrojen dioksit Nitr6z asit (HNOy)
(NOy")

Peroksinitrit (ONOQO™)

2.6.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine giren molekiillere oksidan
molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS) denir. Viicutta normal veya patolojik
olarak serbest radikaller olusur. Serbest radikaller hemen sentez edildikleri yerde
detoksifiye edilmezler ise zararli etkileri ortaya cikar. Serbest radikallerin kaynagi
molekiiler oksijendir. Oksijen, yasam i¢in hem temel hem de toksik bir elementtir.
Molekiiler oksijenin indirgenmesiyle siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil

radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri olusur (77, 78).

- e +2H" e- +H" e- +H'

0, SNy o) H,0, > OH" > H,0

Sekil 2.11. Molekiiler oksijenden reaktif ara iiriinlerin olusumu
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Serbest radikaller, zarlarin enzim ve reseptorlerine kovalent baglanarak onlarin
antijenik ve tasima ozelliklerini bozarlar. Bu da poliansatiire yag asidi/protein oranini
etkiler. Serbest radikaller, lipid peroksidasyonuyla baslar ve zar yapisinda yer alan
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla sonuglanir. Lipid peroksidasyonunda
organellerde fonksiyon bozuklugu gozlenir ve sonug olarak hiicre 6liimii gerceklesir.

Serbest oksijen radikalleri oncelikle hiicre zarinda hasara yol acarak lipid
gecirgenligini arttirir. Bu da lipoproteinlerin kana gegisine neden olur. Boylece
monosit ve makrofajlarin damar duvarina gegisini arttirarak aterogenezi hizlandirir
(79,80). ROS’larin bulunma diizeyi, yaslanma siireciyle paralel bir artig gosterir (79).
Serbest oksijen radikallerinin kaynaklar1 (80).

I.Normal biyolojik islemler

1- Oksijenli solunum

2- Katabolik ve anabolik islemler
I1. Oksidatif stres yapici durumlar

1- Iskemi, hemoraji, travma, radyoaktivite, intoksikasyon

2- Ksenobiyotik maddelerin etkisi

a) Inhale edilenler

b) Maglar

c) Aliskanlik yapan maddeler
3- Oksidan enzimler

a) Ksantin oksidaz

b) Triptofan dioksijenaz

¢) Indolamin dioksijenaz

d) Galaktoz oksidaz

e) Siklooksijenaz

f) Monoaminoksidaz

g) Lipooksijenaz

4- Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5- Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma

6- Uzun siireli metabolik hastaliklar

7- Diger nedenler: sicak soku, giines 1s1n1, sigara, fazla egzersiz

III. Yaslanma siireci
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2.6.1.1. Siiperoksit Radikali (O, )

Oksijenli ortamda oksijene bir elektron eklenmesi ile siiperoksit radikali
olusur (81). Siiperoksit radikali, ozellikle elektronca zengin bir ortam olan ig
mitokondri zarinda solunum zinciriyle beraber olusur. Siiperoksit ayrica ksantin
oksidaz gibi flavoenzimlerce endojen olarak da olusur. Siklooksijenaz ve

lipooksijenaz diger siiperoksit olusturan enzimlerdir (82,83).

Stiperoksit radikali (02.-) aerobik hiicrelerde molekiiler O2’in bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur. Olusan siiperoksit radikali, reaktif bir yapi
meydana getirir. Siiperoksit radikali H,O, kaynagi olmast ve gegis metalleri

iyonlarmin indirgeyicisi (Fenton reaksiyonu) olmasi agisindan 6nem arzeder (84).

O,+g ——» 02._

2.6.1.2. Hidrojen peroksit (H20,)

Iki siiperoksid, iki proton (H") alarak H,O, ve molekiiler oksijeni (O)
olusturur. Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir
(85).

20, + 2H" —5°° L H,0, + O,
Viicutta olusan ve istenmeyen hidrojen peroksitler katalaz, glutatyon

peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden uzaklastirilir (79).

H,0, diisiik toksisiteye sahip, oksidan ancak reaktif olmayan bir {riindiir.
Ozellikle demir, bakir gibi gegis metal iyonlarmin varhginda O® ~ ve H,0, ferrik
demiri ferr6z hale getirir. Serbest oksijen radikallerinden en reaktif ve en hasar verici
ozelligi olan OH radikalini olusturmak icin kolayca pargalanir. Bu reaksiyona

“Fenton Reaksiyonu” denir (85).

H,0,+Fe? 5 HO +HO+Fe™  [Fenton]
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H20, tanim geregi serbest radikal degildir. Clinkii eslesmemis elektronu
yoktur. Toksik olmasindan ve HO iiretmesinden dolayr serbest radikal olarak
degerlendirilir (84,86). Hidrojen peroksit, Ozh varliginda en reaktif ve zararli olan

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (HO.) olusturur (Haber-Weiss
reaksiyonu) (87). Bu tepkime Kkatalizorsiiz ortamda oldukc¢a yavasken, demirin
katalizorliigiinde olduk¢a hizlidir. Katalizorlii tepkimede, demir dnce ferrik formdan

(Fe*®) siiperoksit ile ferrdz forma (Fe*) indirgenir (88,79).

H0, + O ——— » HO + HO + O, [Haber-Weiss]

Demir Katalizi
Fe™ + O, -, Fe? + 0,

Fe'” + H.O, ——— 4 Fe” + HO +HO™ [Fenton]

2.6.1.3. Hidroksil Radikali (HO")

Hidroksil radikali, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarinin en son triiniinde
olusur. Hidroksil radikali ¢ok reaktif ve zarar vericidir. Bu serbest radikale kars1 6zel
bir antioksidan yoktur. Hidroksil radikali lipit peroksidasyonuna ve/veya protein

oksidasyonuna neden olur (87).

Hidroksil radikalinin en onemli olusumu ise suyun yiiksek enerji ile

Iyonizasyonudur.
H,O — HO +H +e aq — H,0O,

Hiicrenin mitokondrisinde radikal olusumu Sekil 2.12.” de gosterilmistir.
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Siiperoksit dismutaz Katalaz, glutatyon peroksidaz
Fenton reaksiyonu
Fe+2
. v
0, e > O, e+2H =H202 e +H" > e +H > H,O
A
Haber-Weiss reaksiyonu
Sitokrom Oksidaz
Fe* Fe*3 : -
e + H0, »Fe™> + HO +HO [Fenton]
Fe + 0, > Fe”? + 0,

H,0, + 0,7 —emrkaad o yo' + HO + O, [ Haber- Weiss]

Sekil 2.12. Hiicrenin mitokondri fraksiyonunda radikal olusumu (89)

2.6.1.4. Singlet Oksijen (*Oz2)

Oksijenin uyarilmis formu ‘singlet oksijen’ olarak adlandirilir. Doymamis
yag asitleriyle direk tepkimeye girerek peroksil radikalini olusturur. Hidroksil
radikali kadar etkili olacak sekilde lipid peroksidasyonunu baslatir. Bilirubin,
karotenler, histidin, metionin gibi kimyasal bilesikler singlet oksijeni temizlerler
(90).

Singlet oksijen eslesmemis elektron igermez. Bu yiizden tanim geregi serbest

radikal degildir (79).

2.6.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Serbest radikaller, normal kosullarda bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gereklidir. Ancak
serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olur.

Serbest  radikaller, hiicre iginde antioksidan kapasiteyi  asan

konsantrasyonlarda bulunduklari zaman; basta lipitler olmak tiizere, protein, DNA,
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karbonhidratlar ve enzimler gibi bir¢ok molekiille reaksiyona girdikleri saptanmistir
(91). Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller Tablo 2.6.” da gosterilmistir.
Sonug¢ olarak enzimlerin normal fonksiyonlarini, aerobik solunumu, kapiller
permeabiliteyi bozup, hiicrenin potasyum kaybini artirirlar. Hiicre igindeki bir¢ok
litik enzimi aktif hale getirip, savunma sistemlerini inaktive ederler. Trombosit
agregasyonunu artirip, dokularda fagosit toplanmasini saglarlar (92). Son zamanlarda
yapilan c¢alismalar, serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun
artmasiin bir¢ok hastaligin temelinde rol oynadigini1 gosterir. Serbest radikallerin
damar endotel hiicrelerinde hasar yaparak vaskiiler hastaliklara neden oldugu da
saptanmistir (93).

Miyokard enfarktiisii, baz1 norolojik hastaliklar, astim, romatoid artrit, kanser
ve obezite gibi bir¢ok hastaligin oksidatif stres ile iligkisi gosterilmistir (76).

Serbest radikallerin ayrica yaslanmada da roli oldugu belirtilmektedir (94).

Tablo 2.6. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (95)

Etkilenen Bilesikler Sonuclar

Doymamis amino asitler ve kiikiirt iceren . .
Protein denatiirasyonu

amino asitler .

Capraz baglanma

Enzim inhibitasyonu

Organ ve hiicre gegirgenliginde degisimler
Niikleik asit bazlar1 Hiicre gelisiminde degismeler

Mutasyon
Karbonhidratlar Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim
Doymamug lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu

Nikotinamit ve flavin igeren kofaktdrlerin
Kofaktorler aktifliginde azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyonu

a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin

Antioksidanlar aktifliginin azalmas1
Proteinler Denatiirasyon

Peptit zincirlerinde kirilmalar
DNA Baz modifikasyonlari

Zincirde kirilmalar

Hyaluronik asit Sinovial sivinin vizkozitesinde degisim
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2.6.2.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Biyomolekiiller icinde serbest radikallerden en g¢ok etkilenen, lipitlerdir.
Zarlar yapisinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle ¢cok hizli bir sekilde reaksiyona girer. Doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimu, lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir (96).

Radikallerin reaksiyonu sonucu, lipit peroksitler, lipit alkoller ve aldehit
yapisinda yan iiriinler meydana gelir. Ug veya daha ¢ok ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda, malondialdehit (MDA) meydana gelir. Kiigiikk bir
molekiil olan MDA, rahat difiize edildigi i¢in DNA bazlar ile kolaylikla reaksiyona
girer. Bu olumsuz etkiler, malondialdehite mutajen, kanserojen ve genotoksik bir
ozellik saglar (95).

2.6.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller, proteinlerde serbest radikal birikimi yaparak etkilerini
gosterirler. Doymamis bag ve siilfiit igeren molekiillerin serbest radikaller ile
etkilesimi fazladir. Bundan dolay1 fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin ve metionin
gibi aminoasit iceren proteinler serbest radikallerden rahatlikla etkilenirler. Sonug
olarak siilfiir ve karbon merkezli radikaller olustururlar (96).

Hiicre proteinleri, ¢apraz baglanma sonucu dimerlesirler. Cok aktif olan HO'
iyonu, peptit ve aminoasitlerde hidroksilasyona neden olur. Proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlarini bozar (95).
2.6.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

Ultraviyole, X-iginlar1 ve elektromanyetige maruz kalan hiicrelerde DNA,
hidroksil (HO") radikallerine maruz kalir. DNA daki heterosiklik bazlarla ve
deoksiriboz fosfatlarla reaksiyona girerler. ROS, DNA polimerazi inhibe ederek,
karsinogenez, hiicre yaslanmasi ve 6liimiinii gergeklestirir (97).

Cift zincirli DNA molekiiliinde, heterosiklik bazlar HO™ radikallerine karsi
¢ok iyi korunmuslardir. Ayrica, enzimatik radikal tutucular, oncii HO® radikallerinin

konsantrasyonunu azaltarak DNA'y1 korurlar (95).
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2.6.2.4. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli tiriinler meydana gelir.
Inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya gecen Idkositlerden ekstraselliiler
siviya salinan H,O, ve O,, mukopolisakkarit olan hyaliironik asiti pargalar. Goziin
vitroz sivisinda bol miktarda hyaliironik asit bulundugundan bunun oksidatif hasari,

katarakt olusumuna neden olur (98).

2.6.3. Serbest Radikallerin Zararlari
Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agar. Ozetle:
a) Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesine yol agarlar.
d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasinda ki degisikliklere neden olurlar.
e) Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yaparlar.
f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasina neden olurlar.
b) Niikleotid yapili koenzimlerin yikimin1 saglarlar.
C)DNA’y1 tahrip ederler.
g) Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 madddelerin birikimini saglarlar.
h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein *’ turnover’’nin artmasina neden olurlar.
I) Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarini bozarlar.
j) Kollagen ve elastin gibi uzun émiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin
bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasina neden olurlar.

k) Mukopolisakkaritlerin yikimina neden olurlar (71).

2.7. Antioksidanlar

Okside olabilen substrata gore, ortamda daha az derisimde bulunan ve bu
substratin oksidasyonunu belirgin sekilde geciktiren veya engelleyen maddeye
antioksidan denir (99). Antioksidanlar hem hiicre i¢i sivida hem de hiicre dis1 sivida
bulunarak serbest radikal hasarini 6nlerler. SOD, GPx ve CAT gibi enzimler
mitokondride bulunurlar. Antioksidan savunma sistemleri birincil ve ikincil savunma
sistemleri olarak ikiye ayrilirlar.

1. Birincil savunma sistemi: SOD, GPx, CAT gibi enzimler; A, C, E

vitaminleri; glutatyon ve iirik asit gibi bilesikler birincil savunma sistemini olusturur.
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2. Ikincil savunma sistemi: Lipolitik enzimler, peptidazlar, proteazlar, DNA
onarim enzimleri, ekzoniikleaz, endoniikleaz ve ligaz ikincil savunma sistemini
olusturur (98).

Antioksidanlarin ilk gozlenen etkileri, zar yapisindaki doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunu engellenmesi olmustur. Antioksidanlarin, giiniimiizde
lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef makromolekiilleri korudugu
bilinmektedir (100,101).

Antioksidanlarin etkileri baslica iki sekilde gosterilir:

A) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

1-Oksijeni uzaklastirici veya azaltici etkiye sahiptir.

2-Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etkiye sahiptir.

3- Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etkiye sahiptir.

B) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

1- Toplayici (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutarlar veya daha az
reaktif olan baska bir molekiile cevirirler (Or: Enzimler).

2- Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir
proton (hidrojen) ekleyerek aktivite kaybina neden olurlar (Or: Flavinoidler,
vitaminler).

3-Onarici (repair) etki: Oksidatif hasar gormiis molekiilii onarirlar.

4- Zincir kiria1 (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baglatarak, diger maddeleri kendilerine baglayarak ve zincirlerini

kirarak fonksiyonlarin1 6nlerler (Or: Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller) (95).

2.7.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidan sistem; enzimler, suda ¢oziinen radikal tutuculari, yagda ¢6ziinen
radikal tutucular1 ve metal iyonlarin1 baglayan proteinler olarak gruplandirilir (Tablo
2.7.).

Antioksidanlarin simiflandirilmasi, endojen kaynakli (Tablo 2.8.) ve eksojen
kaynakli antioksidanlar olarak siniflandirilabildigi (88) gibi enzim ve enzim olmayan
antioksidanlar seklinde de siniflandirmalar1 vardir.

Antioksidan sistem; radikal olusumunu engeller, oksidatif hasar1 onararak

hasara ugramig molekiilleri temizleyerek mutasyonlari 6nler (101).
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Tablo 2.7. Organizmada antioksidan sistem elemanlar1 (101).

Enzimler

Siiperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz
Glutatyon transferaz

Suda coziinen Radikal tutucular:

Glutatyon
Vitamin C
Urik asit
Glukoz
Sistein

Yagda coziinen radikal tutucular:

Vitamin E
p-Karoten
Bilirubin
Ubikinol
Flavonoidler

Metal iyonlarimi baglayan proteinler

Ferritin
Transferrin
Haptoglobin
Seruloplazmin
Albumin

Tablo 2.8. Dogal (endojen) antioksidanlar (102)

Antioksidanlar Yapisi Yerlesimi islevi
Sitokrom oksidaz Tetramerik protein Plazma Siiperoksit nétralizani
Siiperoksit
Dismutaz (SOD)
Cu,Zn, Mn SOD Mitokondri, serum Siiperoksit’i H,0,’ ye cevirir
Katalaz
(CAT) Hemoprotein Peroksizomlar Peroksit notralizani
Glutatyon
peroksidaz
(GPx) Selonoprotein Sitozol, mitokondri Lipit peroksidasyonu iiriinlerini indirger
Glutatyon
rediiktaz
(GRx) Dimerik protein Sitozol, mitokondri Disiilfitleri indirger
Membranlar, Ekstraselliiler
a-tokoferol Yagda ¢dziinen vitamin ortam Peroksidasyonu azalir
B-karoten Vit-A prekiirsorii Hiicre membranlari Peroksil temizleyicisi
Glutatyon
(GSH) Tripeptit Intraselliiler ortam alveoller Redoks substrati
Urik asit Okside piirin bazi Genis bir dagilim gosterir Hidroksil toplar, Vitamin C’yi korur
Sistein Amino asit Genis bir dagilim gosterir Organik bilegikleri indirger
Albumin Protein Plazma, serum Serbest radikal giderici
Bilirubin Hemoprotein iiriin Dolasim kani, dokular Zincir kiric1 antioksidan
Seriiloplazmin Protein Dolasim kani, dokular Siiperoksiti H,O,’ye cevirir
Transferrin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarini baglar
Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarini baglar
Ferritin Glikoprotein Dolagim kani, dokular Doku demiri_baglayicisi
Askorbik asit Suda ¢dziilen vitamin Hiicre i¢i ve dig1 sivilart Vitamin E’yi rejenere eder
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2.7.1.2 Enzimatik Antioksidanlar
2.7.2.1. Siiperoksit Dismutaz
Insanlarda iki adet siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzimi bulunur. Bunlardan biri

bakir ve ¢inko igerir ve sitozolde bulunur (103). Digeri ise mangan igerir ve

mitokondride bulunur (104).

SOD enzimi, substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzimdir. Siiperoksit

radikalinin, H,0O,” ye ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar (105, 106).

20, +2H" —22 | H,0,+0,

2.7.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi (CAT) memeli eritrositlerinde ¢ok miktarda bulunur. CAT,
tetramerik yapiya sahiptir. Molekiil agirligi 240.000° dir. Aktif merkezinde 4 tane
"ferrihem” bulunduran bir hemoproteindir (107,108). CAT somatik bir oksidan
koruyucusudur. CAT’ in H,0, ye affinitesi GPx e gore daha ¢oktur. Katalaz eritrosit
icerisinde sayica ¢ok fazla bulunur.

Katalaz; hidrojen peroksidi, su ve oksijene pargalar (108).

CAT
2H202 —_— Hgo + Oz

2.7.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz, hiicrelerin sitozollerinde bulunan bir enzimdir.
Hidroperoksitlerin indirgenmesinde rol oynar. GPx, sitozol ve mitokondrilerde SOD
tarafindan olusturulan H,O, ve yag asidi hidroperoksitlerini yok eder. GPx, diisiik

H20, konsantrasyonunda calisir. Kofaktorii selenyum elementidir (90).

GPx
H,O, + 2GSH ——» GS-SG + 2H,0

GPx, fagositik hiicrelerde onemli iglevleri vardir. GPx ve diger antioksidanlar,
solunum sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik hiicrelerin zarar
gormesini engellerler. Glutatyon Peroksidaz, eritrositlerde oksidan strese karsi en
etkili olan antioksidandir (109).
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2.7.2.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon;  glutamik asit, glisin ve sisteinden olusan bir tripeptiddir.
Glutatyon, GSH olarak kisaltilir. SH, sisteinin siilfidril grubudur ve molekiiliin
aligveris yapan bolimiidir. Glutatyon ve ksenobiyotiklerin  reaksiyonunu
gerceklestiren enzimlere “glutatyon- S- transferazlar” kisaca “GST” denir.

Ksenobiyotik metabolizmasinda glutatyonun rolii, faz | enzimlerince
olusturulan reaktif iriinler glutatyon ile konjugasyona girer. Bunun sonucunda
reaktif Uriinler hiicre makromolekiillerine (DNA, RNA, protein) baglanamaz ve

hiicre hasar1 olusamaz (110).

GST
ROOH + 2GSH — & GSSG + ROH + H,O

2.7.2.5. Glutatyon Rediiktaz (GRx)

Glutatyon rediiktaz flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir. NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disiilfiid baglarina aktarilmasinda rol oynar. NADPH serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu oldugu i¢in 6nemlidir ve major kaynagi pentoz fosfat
yoludur (111).

H,0O, indirgenmesiyle GSH oksitlenir. Glutatyon peroksidazin fonksiyonu
icin okside glutatyon tekrar indirgenir. Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan
katalizlenir. Enzim NADPH bagmmli bir flavoproteindir (88). Glutatyon redoks
dongiisii Sekil 2.13.” de gosterilmistir.

! H,O, 1
e —
2G5SH
Glutatyvon NADP
Peroksidaz
Glutatyon
\ Rediiltaz
4 GS5G NADPH <—— iEﬂ;M
osfat
2H20 H* Yolu

Sekil 2.13. Glutatyon redoks dongiisii (112).
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2.7.3. Nonenzimatik (Organik) Antioksidanlar
2.7.3.1. Rediikte Glutatyon (GSH)
Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir. Hiicrede en fazla tiyol igeren

yapidir. GSH’1n molekiiler yapisi Sekil 2.14.” da gosterilmistir.

0 o = I \)OL
HOJ\/\/LL\'I/%‘/ N OH
NH; H O

Sekil 2.14. GSH’1n molekiiler yapis1 (113).

GSH sentezinde kullanilan sisteinin kaynagi N-asetilsisteindir. Glutaminin
glutaminaz ile hidrolizi glutamatin bir kaynagini olustururken, diger kaynagini ise a-
ketoglutarat ile dalli zincirli aminoasitlerin transaminasyonu olusturur. GSH’daki
glutatyon radikali (GS-) bir prooksidandir. iki GS- birleserek okside glutatyonu
(GSSG) olustururlar ve GSH rediiktaz tarafindan GSH’ya indirgenirler.

GSH dogrudan veya dolayli olarak reaktif oksijen tiirlerini temizler. Hiicresel
oksidasyon-rediiksiyonda 6nemli rol oynayan tiyol proteinleriyle etkilesir (114).

Bir norotransmitter gorevi listlenerek endokrin sistem arasindaki etkilesimi

saglar (115).

2.7.3.2. Flavonoidler

Flavonoidler c¢esitli sebze, meyve ve otlarda bulunan polifenol grubu dogal
kimyasallardir. Antioksidan, antiinflamatuvar, antiarteriyosklerotik, antitiimor,
antiviral, antitrombojenik ve antialerjik etkileri vardir. Flavonoidler, 6nemli metal

selatorleri ve serbest radikal temizleyicisi gibi gorev yaparlar (116).

2.8. Oksidatif Stres

Organizmada normal fizyolojik sartlarda veya herhangi bir patolojik olaylar
sonucunda serbest radikaller olusur. Bunlarin koruyucusu olan antioksidan savunma
sistemi ile serbest radikaller arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymasi
oksidatif stresi olusturur (117). Hiicre zarindaki doymamis yag asitlerinden, hidrojen
atomunun uzaklasmasi ile baslayan lipid peroksidasyonu oksidatif stresin en tipik
gostergesidir (118).

Serbest radikal reaksiyonlar1 6zetle asagidaki gibi siralanir:
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1.Hidrojen ¢ikarilmasi: A+ RH — AH + R

2.Elektron transferi: X +Y — X +Y

3.Eklenme: X + RCH = CHR — XR;

4.Sonlandirma: A"+ A — A,

5.0ran bozulmasi: CH3CH; + CH3CH,; — CH3CH3; + CH, = CH; (119).

Serbest oksijen radikalleri normal hiicre metabolizmasi siiresince siirekli
olarak tiretilir ve antioksidan savunma sistemi tarafindan etkisiz hale getirilir. Ancak
antioksidan sistem baskilandig1 zaman oksidatif stres ortaya ¢ikar.

Oksidatif stres; karsinojenezin baglamasinda kritik rol oynayan DNA
hasarma, timor siipresér genlerde mutasyonlara, kromozomal sapmalara, kontrol

edilmeyen hiicre boliinmelerine neden olarak timor gelisimine yol agar (120).

2.8.1. Oksidatif Stres Parametreleri
2.8.1.1. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik Oksit, nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan L-arjinin’den sentezlenir.

Nitrik Oksit Sentaz
(NOS)
L-arjinin + NADPH + O, » L-sitrullin + NO* + NADP*

NO" eslesmemis elektrona sahip olmasina ragmen bir¢ok biyomolekiil ile
kolayca tepkimeye giremez. Diger taraftan peroksil, alkil gibi serbest radikallerle
kolayca tepkimeye girerek daha az reaktif molekiiller olusturur (121).

Nitrik oksit (NO") sentezi insanda vaskiiler toniisiin diizenlenmesinde, kan
basinci ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde rol oynar. Nitrik oksit (NO') vaskiiler
endoteliyal hiicrelerde meydana gelen 6nemli bir vazodilatatordiir (88).

NO’ radikalinin son iiriinleri nitrit (NO2) ve nitrattir (NO3~). Plazma gibi
viicut sivisinda nitritin ¢ogu nitrata doniistir. Nitrik oksit, Fe-S proteinlerinden demiri
cikararak kendisi baglanir ve Fenton reaksiyonu inhibe olur (122).

NO pek ¢ok fizyolojik durumda ve hastalikta kilit role sahiptir. NO, beyinde
diisiik miktarlarda faydali, diizenleyici ve ndronal aktiviteyi koruyucu etki gosterir.
Ancak yiiksek miktarlarda, oksidatif stres ile hiicre hasarina neden olarak oldiiriicii

etki gosterir.
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Santral sinir sisteminde NO ve glutamat yakin iliski i¢indedir. Iskemide
glutamat artis1 ile hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde artis olurlar. Artan hiicre igi
kalsiyum, kalsiyuma bagimli pek ¢ok enzimin (fosfolipaz A,, kalpain, proteazlar)
aktivasyonuna neden olur. Aktive olan enzimler membran lipidlerinin
peroksidasyonunu, proteinlerin lizisini gergeklestirir.

NOS iki gruba ayrilir;

1. Yapisal NOS (cNOS)

a. Noronal NOS (nNOS), kalsiyum bagimli enzim

b. Endotelyal NOS (eNOS), kalsiyum bagimli enzim
2. Uyarilabilir NOS (iNOS)

eNOS wvaskiiler tonusu diizenler. Trombosit agregasyonunu ve lokosit
adezyonunu azaltarak mikrovaskiiler dolagimi diizenler.

INOS, kalsiyum bagimli degildir. Makrofajlar, 16kositler, damar diiz kaslart,
damar endoteli ve astrositler tarafindan tretilirler. Patolojik siireg¢lerde ortaya ¢ikan
INOS, iskemi sonrasi 24-72 saatte inflamatuar hiicreler ile mikrogliada NO {iretimini

arttirir. nNOS ve eNOS iskemi baglangicindaki artistan hemen sonra azalirlar (123).

2.8.1.2. Malondialdehid (MDA)

Lipitler biyomolekiiller i¢inde serbest radikallerden en c¢ok etkilenen
yapilardir. Doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonudur.
MDA, ii¢ ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda
meydana gelen, lipid peroksidasyonun en 6nemli {irliniidiir.

MDA, kanda ve idrarda ortaya ¢ikar. Yag asidi oksidasyonunun spesifik ya
da kantitatif bir gostergesi olmamasina ragmen, lipid peroksidasyonunun derecesiyle
iyi korelasyon gosterir. MDA, bu nedenle lipid peroksit seviyelerinin indikatorii
olarak kullanilir.

Malondialdehid smifindan olan thiobarbitiirik asit ile reaksiyon veren
maddeler (TBARS), lipit peroksidasyonunun onemli gostergelerinden biridir.
Hiicrelerde hidroksil radikal hasarinin etkilerini 6lgmek icin kullanilan en yaygin
testlerden biri, malondialdehiti tespit etmek i¢in kullanilan thiobarbitiirik asit testidir.

MDA, hidroksil radikallerinin doymamis yag asit zincirlerine etki etmesiyle
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meydana gelir. Thiobarbitiirik asit eklenerek 1sitildiginda pembe renge doniisiir
(124).
ROS iiretiminin ve antioksidatif sistemlerin dengesi 6zetle Sekil 2.15." da

gosterilmistir.

.

Oksidatif Stres

>

Antioksidan Savunma

50D
CAT
GS5H-Px
u-tokoferol
askorbik asit
GSH

Hiicre Oliimii A Yasam

Sekil 2.15. ROS iiretiminin ve antioksidatif sistemlerin dengesi (125).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Ratlarin Temini

Bu calismada kullanilan Wistar albino tiirii disi ratlar, indnii Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Calisma
siiresince Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu esaslarma uyuldu. 18
haftalik 205+13 gram agirliginda disi siganlar deney giiniine kadar standart barinma
kafeslerinde tutuldu. Deney boyunca igme sular1 giinliik degistirildi ve standart kafes
temizligi yapildi. Ratlar 24-27C° oda sicaklig1 arasinda, havalandirmasi olan, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik aydinlatmali odalarda barindirildilar. Ratlar deney boyunca
pekmezli gruplar hari¢ standart pellet yemle besletilip 6 gruba ayrildi. Istatistik
acidan anlamli sonuglar elde edebilmek i¢in her gruba 7 rat alindu.

3.2. Deney Gruplari

1.Grup: Kontrol Grubu (n=7): Bu gruptaki ratlara 20 ml susam yagi ve 30
ml DMSO karisimimdan her giin Iml subkutan enjeksiyon yapildi. 10. giinde
karaciger dokular1 ve kanlar1 alinarak sakrifiye edildi.

2.Grup: DMBA Grubu (n=7): DMBA10 mg/kg alinarak 0. giin ve 7. giin
subkutan enjeksiyon yapildi. 10. giinde karaciger dokulari ve kanlar1 alinarak
sakrifiye edildi.

3. Grup: DMBA + Pekmez Grubu (n=7): 10 mg/kg DMBA alinarak 0. giin
ve 7. giin subkutan enjeksiyon yapildi. % 20 pekmez igeren pekmezli yem her giin
verildi. 10. glinde karaciger dokular1 ve kanlar1 aliarak sakrifiye edildi.

4. Grup: DMBA + Resveratrol Grubu (n=7): Resveratrol 10 mg/kg/giin
subkutan enjeksiyon yapilarak uygulandi. 10 mg/kg DMBA alinarak 0. giin ve 7. giin
subkutan enjeksiyon yapildi. 10. giinde karaciger dokular1 ve kanlari alinarak
sakrifiye edildi.

5. Grup: Pekmez Grubu (n=7): % 20 pekmez igeren pekmezli yem her giin
verildi. 10. glinde karaciger dokular1 ve kanlar1 alinarak sakrifiye edildi.

6. Grup: Resveratrol Grubu (n=7): Resveretrol 10 mg/kg/giin subkutan
enjeksiyon yapilarak uygulandi. 10. giinde karaciger dokular1 ve kanlar1 alinarak

sakrifiye edildi.
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3.3. Resveratrol, Pekmez ve DMBA’ nin Hazirlanmasi

DMSO bir¢ok kimyasal maddenin ¢oziiciisii olarak kullanilan bir ajandir (23).
Jennifer S.C.Lee calismasinda kontrol grubuna DMSO ve zeytin yagi vermistir
(126). Nicolas Currier ve arkadaslar1 ¢alismalarinda DMBA’ y1 ¢6zmek i¢in susam
yagt kullanmiglardir (127). Calismamizda 110 mg resveretrol 110 ml DMSO ig¢inde
¢ozdiiriildii. 65 mg DMBA 65ml susam yaginda ¢ozdiiriildii. % 20 pekmez igeren

yem hazirlandi.

3.4. Pekmezin Hazirlanmasi

Hasat donemi toplanan iiziim ayiklanir. Ezme ve sikma isleminden sonra
pekmez topragi ilave edilerek asitligi giderilir (siranin kestirilmesi). Dinlendirme ve
stizme islemi uygulanir. Sonrada giineste koyulastirma islemi yapilir ve ambalajlanir.
Calismada kullanilan siyah {iziim pekmezi Malatya ilinin Arapgir ilgesinden temin
edildi.

3.5. Kan ve Karaciger Dokularinin Elde Edilmesi ve Analizlere Hazirlanmasi
Calismanin 10. Giiniinde ratlar genel anestezi altinda sakrifiye edildi. Bunun
i¢in ratlara 5 mg/kg xylasine ve 50 mg/ kg ketamin i.p. uygulanarak genel anestezi
saglandi. Ratlarin karin derisi ve deri altt dokular: bistiiri ile agildi. Barsaklar disar
alinarak vena cava inferiordan 5 ml’ lik enjektorlerle kan ornekleri alindi. Alinan
kanlarin igne ucu ¢ikartilarak kanlar biyokimya tiiplerine bosaltildi. Tiipler sogutmali
santrufiijde 3000 rpm’ de 10 dakika santrufiij edildi. Elde edilen serum numnelerinin
bir kismiyla ALT, AST ve GGT sonuglarina bakildi. Ratlarin alinan karaciger
dokusunun bir pargasi patolojik inceleme i¢in % 10’ luk formaldehid igerisinde fikse
edilerek saklandi. Karaciger dokusunun geriye kalan parcalar1 ise ikiye ayrilarak
grup numaralari belirtilmis aliiminyum folyoya sarilarak plastik posetlere konuldu.
Sonra serum ve doku numuneleri -70 C°’ de derin dondurucuda biyokimyasal

testlerin yapilacagi giline kadar saklandi.

3.5.1. Doku Homojenizasyonu ve Tamponlar:
Derin dondurucudan bulunan karaciger doku ornekleri dondurucudan

cikartilarak buzdolabr ortamina alindi. Alinan dokular yaklasik 200 mg agirliginda
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kiigiik parcalara ayrildi. Tartilan dokular, i¢i buz dolu tasima kaplarina yerlestirilmis
numaralandirilmig cam tiiplere birakildi. Doku birakilan tiiplerin her birine sirayla
Iml Tris-HCI tamponu eklenerek homojenizatorle 16000 devir/dakika hizda 2 dakika
homojenize edildi. Sonra 1ml daha Tris-HCI tamponu eklendi 1 dakika daha
homojenize edildi. Bu islem her bir tiip i¢in ayr1 ayr1 uygulandi. Homojenize islemi
bittikten sonra biitiin tiipler 4000 rpm de +4°C 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra olusan siipernatantlar ¢alisilacak parametreler i¢in kullanildi.
Tris-HCI Tamponu:

0,2 M Tris (A): 24,23 g Tris alinip distile su ile 1 L’ ye tamamlanda.

0,1 N HCI (B): 8,3 ml HCI alinip bir miktar distile suyun i¢ine birakildi. Sonra 1 L’

ye tamamlanir. pH=7 olacak sekilde ayarlandi. 1 L’ ye tamamlandi.

3.5.2. Serumda AST, ALT, GGT Tayini
3.5.2.1. Aspartat Aminotransferaz (AST, SGOT) Tayini

Serum AST diizeyleri tayini, kit kullanilarak (Architect/Aeroset Aspartate
Aminotransferase Reagent Kit) enzimatik-kolorimetrik metodla, otoanalizérde
(Architect C8000) tespit edildi. Otoanalizor, kabaca numune ve reaktifleri uygun
Olciilerde alip karistiran, belirli bir siire ve 1s1da inkiibe eden, gerekli siirelerde optik

okumalar1 yapip sonunda ilgili analiz sonucunu hesaplamis olarak kulaniciya sunan

cihazdir (128).

3.5.2.2. Alanin Aminotransferaz (ALT, SGPT) Tayini

Serum ALT diizeyleri tayini, kit kullanilarak (Architect/Aeroset Alanine
Aminotransferase Reagent Kit) enzimatik-kolorimetrik metodla, otoanalizérde
(Architect C8000) tespit edildi

3.5.2.3.Gama-Glutamil Transferaz (GGT) Tayini

Serum GGT diizeyleri tayini, kit kullanilarak (Architect/Aeroset Gama
Glutamil Transferase Reagent Kit) enzimatik-kolorimetrik metodla, otoanalizorde
(Architect C8000) tespit edildi.
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3.5.3. Karaciger Dokusunda TAS, TOS, OSI ve 5’-Niikleotidaz
3.5.3.1. Total Antioksidan Status (TAS) ve Total Oksidan Status (TOS)

Total Oksidan Status (TOS), Total Antioksidan Status (TAS) diizeyleri
Synergy HT, Biotek otoanalizériinde ¢alisildi. Oksidatif Stres indeksi (OSI); TAS ve
TOS sonuglar1 kullanilarak hesaplandi.

Canlilar, endojen veya eksojen nedenlerle olusan serbest radikaller ve
bunlara bagl gelisen oksidatif stres ile miicadele eden savunma sistemine sahiptirler.
Kan olusan oksidan durumlara karst redoks ayarmin siirdiirebilmesinde ¢ok
onemlidir. Ciinki kan antioksidanlarin viicudun tim bdliimlerine tasgimmasini ve
dagiimini gergeklestirir. Total oksidan kapasiteye en biiyiik etkiyi endojen olarak
viicutta sentezlenen serbest oksijen molekiillerinin yan {irlinleri saglar. Viicutta
normal veya patolojik olarak serbest radikaller sentez edilir. Olugan bu iiriinler
hemen sentez edildikleri yerde detoksifiye edilmezler ise zararli etki olustururlar.
Total antioksidan kapasiteye en biiylik katkiyr plazmadaki antioksidan molekiiller
saglar.

Plazmada antioksidanlar etkilesim igindedirler. Genelde bu maddeler sinerjist
etki gosterirler. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin
toplamindan daha fazla bir etki olusur. Bu sinerjizme glutatyonun askorbati,
askorbatinda tokoferoliin yeniden aktiflesmesi Ornek gosterilebilir. Ayrica bir
antioksidandaki azalma digerindeki artis ile dengelenmektedir.

Viicuttaki oksidatif stresi ve antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in oksidan
ve antioksidan molekiillerin ayr1 6l¢limii yerine total olarak Ol¢limiinii saglayan
yontemler vardir. Total oksidan status (TOS) diizeyinin, total antioksidan status
(TAS) diizeyine oranlanmasiyla oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmaktadir. OSI

viicudun oksidan antioksidan dengesinin yoniiniinii belirtmede kullanilir (129).

3.5.3.2. Total Oksidan Status (TOS) Aktivitesi Tayini

Erel’in metoduna gore calisildi (130). Total Oksidan Status kiti (Rel Assay
Diagnostics) Synergy HT, Biotek biyokimya otoanalizoriine uyarlanarak caligildi.
Ornek icinde bulunan oksidanlar ferréz iyon selatér komplekslerini ferrik iyonlara
cevirir. Olusan ferik iyonlar kromojen solusyonu ile renkli bir kompleks olusturur ve

olusan bu kompleks drneklerdeki oksidan miktartyla dogru orantili olarak 530 nm’de
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spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Standart olarak 20 mikromol / L H,O, solusyonu
kullanildi.

Reaktifler:

Ayrac 1( Assay Buffer) : 50 ml

Ayrag 2 ( Prokromojen soliisyon)  : 10 ml

Standart 1 (Blank soliisyon) : Soliisyon i¢ermez veya dionize su kullanilir.
Standart 2 Soliisyon (SSSS) :5ml

Stabilize Standart Stok Soliisyon (SSSS) : 800 mM H,O,Equiv./L

Stabilize standart stok ¢ézeltisi (SSSS)

1.SSSS, 40000 kez deiyonize su ile seyreltilerek calisma soliisyonu hazirlandi.

2. 10 ml deiyonize suya SSSS’ in 50 mikrolitre (uL) sivisi eklendi ve vortekslendi (1.
adim soliisyon).

3. Hazirlanan soliisyonun 50 pL sivisina 10 ml deiyonize su eklenir ve vortekslenir
(2. adim soliisyon).

4. Standart calismanin son konsantrasyonu 20 mikromol / L H,O,* dir.

Hiicreye 500 uL reaktif 1 ve 75 pL standart (veya numune) konulur. Ilk
absorbans noktast i¢in 530 nm dalga boyunda okunur. Daha sonra 25 microliter
reaktif 2 eklenerek 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edilerek 530 nm dalga boyunda 2.
absobans noktasi olarak absorbans okunur. Sonuglar umol H,O, Equiv./L olarak
ifade edilir.

Sonuclarin hesaplanmasi:

Sonug= (AAbs numune / AAbs standart 2) X 20(Standart 2 deger)

ANumune absorbans: (Numunenin 2. absorbansi- Numunenin 1. absorbansi)
AStandart 2 absorbans: (Standart 2’ nin 2. absorbansi - Standart 2’ nin 1. absorbansi)
Standart 2 deger: 20 umol H,O, Equiv./L

3.5.3.3. Total Antioksidan Status (TAS) Aktivitesi Tayini

Erel’in metoduna gore c¢alisildi (130). TAS diizeyi, REL ASSAY marka ticari kit
kullanilarak 6lgiildii. Olgiim yontemi drnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan

molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina
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dayanir (131). Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox
kullanilir. Sonuglar, mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edildi.

Reaktifler:

Ayrac 1( Assay Buffer) 1x 50 ml

Ayrac 2 ( ABTS Radikal soliisyon) 1% 10 ml

Standart 1 (0.0 mmol Trolox E Equiv./L) Soliisyon icermez veya dionize su
kullanilir.

Standart 2 ( 1.0 mmol Trolox E Equiv./L) Soliisyon 1x 5 ml

1. 500 Regant 1’ i hiicrelere eklenir. Sonra 30 ul standart (veya numune) eklenir. ilk
okumay1 660 nm’ de yapilir.

2. 75 pl Regant 2’yi hiicrelere eklenir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir veya 37°C’
de 5 dk bekletilir. 660 nm’ de okutulur.

Sonuclarin hesaplanmasi:

Sonug = [ (AAbs Std1) - AAbs Numune) ]/ [ (AAbs Std1) - (AAbs Std2) ]

A Absorbans Standart 1: (Std 1” in ikinci absorbansi - Std 1’ in birinci absorbansi)
A Absorbans Standart 2: (Std 2’ nin ikinci absorbansi - Std 2’ nin birinci absorbansr)
A Numune Absorbans = (Numunenin ikinci absorbansi - Numunenin birinci

absorbansi)

3.5.3.4. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Total Oksidan Seviye (TOS) / Total Antioksidan Seviye (TAS) bdliinerek
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) hesapland1 (132). OSI birimi, AU (Arbitrary Unit)
olarak ifade edildi.

Oksidatif stres indeksini (OSI) hesaplamak icin:

OSI =TOS /(TASx100) formiilii kullanilds.

3.5.3.5. 5’-Niikleotidaz (5°’NT) Tayini

5’NT oncelikle karacigerde kanalikulus ve siniizoidal mambranda yerlesmis
olup, barsak, kalp, beyin, pankreas, kan damarlari, bobrek interstisyumunda,
eritrositlerde, fibroblastlarda ve lokositlerde bulunan hepatobiliyer, hematolojik,

immiinolojik ve neoplastik hastaliklarin teshisinde 6nemli olan bir enzimdir. Bu
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enzim, Eski ad1 ‘“5’ribonucleotide phosphohydrolase” simdiki ad1 “5’niikleotidaz”dir
(5°’NT). 5’NT hakkindaki ilk genis captaki arastirmalar 1970°1i yillarda olmustur. lk
arastirmalarda enzimin Ozellikleri, dagilimi, fonksiyonlari analitik biyokimyasal
yapist arastirildi. Sonraki arastirmalarda ise viicut sivilari, hiicre ve dokularda 5’NT
aktivitesinin 6l¢iimiiniin klinik tablosu arastirildi.5’NT, en ¢ok hiicre zarinda yer alir.
Bununla beraber daha az olarak da mitokondri ve mikrozomlarda bulunur.5’NT nin
68.000 ve 70.000 dalton agirliginda iki subiiniti vardir. 6,5-8,4 pH’da optimal etki
gosterir (133).

5°’NT
5 AMP + H,0 Adenozin + HPO3?

5’ NT, Piirin salvage yolu ve piirin yikim yolu enzimi olarak kabul edilir. Riboz
ve deoksiriboz seker halkalarindan 5’-Monofosfatlarin  defosforilizasyonunu
katalizleyen fosfatazdir. Pirin yikim yolunda hiz kisitlayict basamaktir (134).
5’niikleotidaz floriir, borat, arsenat, ¢inko, kobalt, bakir ve nikel gibi maddeler
tarafindan inhibe edilir (135) .

5’- Niikleotidaz aktivitesi hazir ticari Rat 5-Nucleotidase (5-NT) ELISA Kit
(Eastbiopharm) kullanilarak, Biotek ELx800 cihazinda calisildi. Bu kit ¢ift antikor
sandvi¢ enzim isaretli sistemle (ELISA) ¢alisir. Rat 5-NT monoklonal antikorlarla
kaplanmis kuyucuklara numune eklenir. Inkiibasyondan sonra biotinle isaretlenmis
ve streptavidin-HPR ile birlestirilmis 5-NT antikorlarina eklenir. Baglanmayan
enzimleri temizlemek icin inkiibasyon ve yikama islemleri tekrar edilir. Sonra
Kromojen solisyon A ve B eklenir. Sivi mavi renge doniistiigiinde, stop soliisyonu
eklenir. Stop soliisyonoundaki asit sayesinde mavi renk sariya doniisecektir. Rengin
koyulugu ile Rat 5-NT seviyeleri dogru orantilidir. Absorbans 450 nm’de Ol¢iiliir
(136). Enzimin birimi ng/ml olarak ifade edildi.

3.6.1. Protein miktar tayini:
Dokularin protein igerigi, Lowry metoduna gore dlgiildi (137).
Reaktiflerin Hazirlanmasi
A reaktifi: 0.59 CuSO,4.5H,0, 1g Nas-Sitrat (sodyum sitrat) bir miktar deiyonize

suda coziildiikten sonra 100 ml'ye tamamlanda.
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B reaktifi: 10 g Na,COj3 ve 2 g NaOH bir miktar deiyonize suda ¢oziildiikten sonra
500 ml’ ye tamamlanur.
C reaktifi: 50 ml B ¢ozeltisine 1 ml A ¢ozeltisi eklendi.
D reaktifi: 10 ml Folin-Ciocalto reaktifine 10 ml distile su ilave edildi.
BSA c¢ozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan BSA 1 mg/ml
konsantrasyondaki stok ¢dzeltiden 10,20,30,40,50,. pg/ml’ lik ¢ozeltiler hazirlandi.
Deneyin Yapihisi

Test ve standart tiiplerine 490 ul, kor tiiptine 500 pl distile su kondu. 2.5 ml C
reaktifi tiim tliplere ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 pl numune; standart
tiiplerine del0 pl her bir standarttan ilave edildi. Iyice vortekslendikten sonra
karanlikta 25° C’ de 30 dk bekletildikten sonra, karistirarak tiim tiiplere 250 pul D
reaktifi eklendi. Spektrofotometrede 650 nm’ de okuma yapildi.
Protein Miktar Hesaplamasi

Standart BSA ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafiginden yararlanilarak
bulunan deger, standart hacmi / numune hacmi faktor olarak alindi ve bu faktor ile

carpildi.

3.7. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Analizleri

Karaciger dokular1 %10’luk formaldehit igerisinde Turgut Ozal Tip Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali tarafindan analiz edildi. Makroskop orneklemenin
ardindan alian ornekler Rutin doku takip islemine tabi tutuldu. Ardindan parafine
gomiiliip Rotary mikrotomunda 4 mikronluk kesitler alinarak rutin hematoksilen

eozin boyasi ile boyandiktan sonra 151k mikroskobunda incelendi.
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4. BULGULAR.

Yapilan bu deneysel ¢alismada 7,12-DMBA etkisine maruz birakilan Wistar
albino cinsi disi ratlarin serum ve Kkaraciger dokularinda ALT, AST, GGT,
5’Niikleotidaz, TAS, TOS diizeyleri {izerine resveratrol ve pekmezin etkisi
arastirildi.

Verilerin 6zetlenmesi icin tanimlayict 6l¢ii olarak ortanca minumum ve
maksimum degerler kullanilmistir. Grup karsilastirmalarinda Kruskal Walis varyans
analizi sonrasinda ikili karsilagtirma yontemi olarak Conover metodu kullanilmustir.

Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,005 olarak kabul edilmistir.
4.1. Serum Degerleri

Kontrol ve deney gruplarinda ALT, AST ve GGT degerleri Tablo 4.1.’de
verilmigtir. Sonuglar Ortalama + Ortalama standart sapma olarak verilmistir.

Tablo 4.1: Kontrol ve deney gruplarinin ALT, AST ve GGT degerleri

GRUPLAR ALT AST GGT
(UIL) (UIL) (UL)
Kontrol 44.14+3.13" 52.71+3.73% 4.53+0.54°

Resveratrol(Rsv)

Pekmez(Pek)

DMBA

DMBA+Resveratrol(Rsv)

DMBA+Pekmez(Pek)

53.43+3.41°

43+1.53™

66.29+3.30%°

54430.74%

52.71+3.40%¢

59.4343.87%

56.43+13.31¢

112.57+5.09%°

80.57+8.40%%

77.29+5.99%¢

7.1642.20%

4.33+0.46°

41.43+4.12%

25.86:+:4.10%

25+1.15%

p<0,05 kontrole gére, °p<0,05 resveratrole gére, “p<0,05 pekmeze gore, 9p<0,05 DMBA’ ya gére kiyaslamalar
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4.1.1. Serum ALT Diizeyleri

ALT bakimindan kontrol grubuna gére DMBA, DMBA+Rsv, DMBA+Pek ve
Rsv gruplari arasinda artis gézlemlenirken (Tablo 4.1.), Pek grubu ile farklilik
olmadigr gorildii (Sekil 4.1.).

80

70

ALT (U/L)

60 -

50 -

—

40

30
T T T T
N= 7 7 7 7 7 7

DMBA DMBA+Pek Pek
DMBA+ Rsv Kontrol Rsv

Sekil 4.1. Serum ALT diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.1.2. Serum AST Diizeyleri

AST bakimindan kontrol grubuna gore DMBA, DMBA+Rsv, DMBA+Pek ve
Rsv gruplari arasinda artig oldugu goriildii (Tablo 4.1.). Pek grubu ile farklilik
olmadig gorildii (Sekil 4.2.).
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100 -
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DMBA DMBA+Pek Pek

DMBA+ Rsv Kontrol Rsv

Sekil 4.2. Serum AST diizeylerinin karsilagtirilmast
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4.1.3. Serum GGT Diizeyleri

GGT diizeyleri bakimindan kontrol grubuna gére DMBA,
DMBA+Rsv, DMBA+Pek ve Rsv gruplarn arasinda artis oldugu goriildii (Tablo
4.1.). Pek grubu ile farklilik olmadigi goriildi (Sekil 4.3.).
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DMBA DMBA+Pek Pek
DMBA+ Rsv Kontrol Rsv

Sekil 4.3. Serum GGT diizeylerinin karsilastirilmasi
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Kontrol ve deney gruplarinda 5' Niikleotidaz, TAS, TOS ve OSI degerleri Tablo
4.2.°de verilmistir. Sonuglar Ortalama + Ortalama standart sapma olarak verilmistir.

Tablo 4.2. Kontrol ve deney gruplarmin 5' Niikleotidaz, TAS, TOS ve OSI degerleri

GRUPLAR 5' Niikleotidaz TAS TOS osi
ng/mi/g protein mmol Trolox mmol H,0, Equiv./g protein roitrary uni
(ng/ml/g protein) (Arbitrary Unit)
Equiv./g protein)
Kontrol 5.74+0.1% 0.96+0.01" 13.56+0.85° 14.12+0.81“
Rsv 6.02+0.56 0.97+0.03? 12.65+0.63¢ 13.06+0.50¢
Pek 5.2+0.36% 1+0.10% 12.53+1.47¢ 12.52+1.40™
DMBA 9.06+0.44%¢ 0.82+0.08° 18.32+1.20%¢ 22.65+3.28%¢
DMBA+Rsv 5.82:+(.78% 1.3240.13% 12.96+1.76" 9.93+] .74
DMBA+Pek 6.64+0.26% 1.14+0.19™ 13.03+1.28° 11.97+3.76%

p<0,05 kontrole gore, "p<0,05 resveratrole gore, °p<0,05 pekmeze gore, “p<0,05 DMBA’
ya gore kiyaslamalar



4.2.1. Karaciger Dokusu 5'-Niikleotidaz Diizeyleri

5' Niikleotidaz bakimindan kontrol grubuna gore DMBA, DMBA+Pek ve
RSV gruplari arasinda farklilik oldugu goriildii (Tablo 4.2.). Diger gruplar ile
farklilik olmadig: goriildi (Sekil 4.4.).
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DMBA DMBA+Pek Pek
DMBA+ Rsv Kontrol Rsv

Sekil 4.4. Karaciger dokusu 5'-Niikleotidaz diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.2.2. Karaciger Dokusu TAS Diizeyleri

TAS bakimindan kontrol grubuna gére DMBA grubunda azalis goriiliirken,
DMBA+Rsv, DMBA+Pek gruplarinda artis oldugu goriildii (Tablo 4.2.). Diger
gruplar ile farklilik olmadig1 goriildii (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Karaciger dokusu TAS diizeylerinin karsilagtirilmast



4.2.3. Karaciger Dokusu TOS Diizeyleri

TOS bakimindan kontrol grubuna gére DMBA grubu arasinda artis oldugu
goriildii (Tablo 4.2.). Diger gruplar ile farklilik olmadig goriildii (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Karaciger dokusu TOS diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.2.4. Karaciger Dokusu OSI Degerleri

OSI degerleri bakimindan kontrol grubuna gére DMBA, DMBA+Pek,
DMBA+Rsv ve Pek grubu arasinda farklilik oldugu goriildii (Tablo 4.2.). Diger
gruplar ile farklilik olmadig1 goriildii (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Karaciger dokusu OSI diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.3. Karaciger Dokusunun Histopatolojik Bulgulari

Karaciger dokular1 %10’luk formaldehit igerisinde Turgut Ozal Tp1 Fakiiltesi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarina gonderildi. Makroskobik drneklemenin
ardindan alinan Grnekler rutin doku takip islemine tabi tutuldu. Ardindan parafine
gomiiliip Rotary mikrotomunda 4 mikronluk kesitler alinarak rutin hematoksilen
eozin boyasi ile boyandiktan sonra 1sik mikroskobunda incelendi. Elde edilen
sonuglara gére DMBA verilen gruplarda kontrol grubuna gore santral vende

dilatasyon, konjesyon ve lenfoid topluluklar gozlemlenmistir (Resim 4.1-5.).

Resim 4.2: DMBA Grubunda santral venlerde Resim 4.3: DMBA Grubunda Santral vende
yaygin konjesyon ve siniizoidal konjesyon yanisira parenkimde
dilatasyon H&Ex100 lenfoid topluluklar H&Ex10
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Resim 4.4: DMBA+Rsv Grubunda minimal konjesyon H&Ex100

Resim 4.5: DMBA+Pek Grubunda minimal konjesyon ve siniizoidal dilatasyon H&Ex100
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TARTISMA

DMBA, oksidatif stresi indiikleyerek tiimor olusumuna yol agabilir (138).
Resveratrol icerdigi hidroksil fenolik gruptan dolay1 antioksidan kapasiteye sahiptir.
Resveratrol, serbest radikal (hidroksil radikali, siiperoksit anyonu radikali)
yakalayarak ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak antioksidan etkisini iki
farkli yolla gosterir. Pekmez, resveratrol ve antioksidan igeren yoresel olarak iiretilen
dogal bir gidamizdir. Polifenollerin serbest radikal yakalayici aktivite i¢in ideal bir

kimyasal yapiya sahip oldugu belirtilmistir (139).

Calismamizda resveratrol ve pekmezin antioksidan etkilerini incelemek ve
birbiriyle karsilastirmak amaciyla, DMBA ile karacigerde olusan hasari onleyici
etkisi olup olmadigini arastirdik. DMBA verdigimiz gruplarda karacigerdeki doku
harabiyetini izlemek; antioksidan 6zelligi kabul gérmiis resveratrol ve antioksidan
ozelligini arastirdigimiz pekmezin bu hasara etkilerini incelemek amaciyla serum da
ALT, AST, GGT seviyelerini, karaciger doku homojenatlarinda ise 5’- Niikleotidaz,
TAS, TOS seviyelerini analiz ettik.

Ghanim ve ark. insanlarda yaptiklar1 ¢aligmalarda resveratroliin antioksidan
etkisi arastirllmistir. Saglikli goniilliillere 6 hafta boyunca 40 mg/giin resveratrol
verildiginde, mononiikleer hiicrelerin ROS iiretiminde kontrol grubuna gore belirgin
bir azalma saptanmistir (140). Ignatowicz ve arkadaglarinin (141) yaptiklar
caligmalara gore bitkilerin yapilarinda bulunan fenolik bilesikler (tannik asit,
klorojenik asit, resveratrol), DMBA’nin yol agtig1 toksik etkileri ortadan
kaldirmaktadir.

Normal sartlarda antioksidan sistemler ile serbest radikaller arasinda bir denge
s0z konusudur. Bu denge sayesinde serbest radikaller zararsiz hale getirilmektedirler.
Dengenin oksidanlar tarafina dogru kaymasi, oksidatif strese ve hasarlayici olaylarin
baslamasina neden olur (142). Oksidatif stres, viicuttaki antioksidan savunmanin
reaktif oksijen tiirlerine karsi yetersiz kalmasi sonucu olusan bir siirectir. Antioksidan
molekiiller, bu oksidatif strese neden olan serbest radikalleri etkisiz hale
doniistiirmelerinden dolayr 6nemli molekiillerdir (143). Total oksidan kapasiteye en

biiyiik etkiyi endojen olarak viicutta sentezlenen serbest oksijen molekiillerinin yan
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tirtinleri saglar. Viicuttaki oksidatif stresi ve antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in
oksidan ve antioksidan molekiillerin ayr1 6l¢iimii yerine total olarak ol¢iimiinii
saglayan yontemler vardir. Total oksidan status (TOS) diizeyinin, total antioksidan
status  (TAS) diizeyine oranlanmasiyla oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplanmaktadir. OSI viicudun oksidan antioksidan dengesinin y&niiniinii

belirtmede kullanilir (144).

Calismamizda ALT, AST, GGT, TOS ve 5’-Niikleotidaz verilerinde DMBA
grubu kontrol grubuna gore yiiksek ¢cikmigtir, DMBA+ Rsv grubunda ise DMBA’ 1
gruba gore diisiis gozlemlenmistir. Bu da bize resveratroliin DMBA’ nin yol agtig1
toksik etkileri dnlemeye calistigini géstermistir. DMBA+Pek grubunda da DMBA’ 1
gruba gore diisiis goriilmistiir. Pekmezinde resveratrol gibi DMBA’ nin yol agtig1

toksik etkileri azalttig1 goriilmiistiir.

Yulug ve arkadaglarinin yaptiklari sigan testis iskemi reperfiizyon hasari iizerine
resveratroliin (20 mg/kg, Detorsiyondan 30 dk once) kisa siireli etkileri ¢alismasinda
Torsiyon/detorsiyon (T/D) ve T/D+Resveratrol (RSV) olarak ayrilmistir. Sonug
olarak resveratrol, ozellikle antiapopitotik ve histopatolojik diizeyde, bir testikiiler
T/D modeli ile uyarilan ¢aligmada oksidatif hasara karsi koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir (145).

Sehirli ve arkadaglarinin (146) yaptiklar1 ve resveratroliin karaciger toksisitesi
tizerinde etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada hem erkek hem de disi farelere resveratrol
verilen grupta TAS seviyesi artmistir. Sonug olarak, resveratrol, oksidan-antioksidan
dengeyi ve inflamatuar mediatorlerin {retimini diizenleyerek, karaciger

detoksitesinde oksidatif organ yaralanmasini iyilestirmistir.

DMBA ile olusturdugumuz karaciger hasarinda DMBA verilen grupta TAS
seviyelerinin kontrol grubuna gore diislik oldugunu gézlemledik. Bu diisiisiin sebebi;
DMBA’nin karaciger dokusunda serbest radikal miktarini artirmasi veya antioksidan
savunma kapasitesini azaltmasi olabilir. Karaciger hasarinin iyilesme derecesini
gosteren parametre olarak kullandigimiz TAS seviyelerinin, resveratrol ve pekmez

verilen gruplarda DMBA verilen gruba goére anlamli olgiide artmis oldugunu
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gozlemledik. Ancak bu artis1 pekmez verilen grupta resveratrol verilen gruba gore
daha yiiksek bulduk.

Calismamizda DMBA ile olusturulan karaciger hasarinda; resveratrol ve pekmez
verilen gruplarda TOS seviyesinin, DMBA verilen gruba gore azaldigim
gozlemledik. DMBA ile birlikte verilen resveratrol ve pekmez gruplar1 arasinda TOS
seviyeleri bakimindan anlamli fark bulunamadi. Ancak resveratrolin saf halde,
subkutan yolla verilmesi gbz Oniine alindiginda, oral yolla verilen pekmezin ayni

etkiyi gostermesi dikkat ¢ekici bir veridir.

Oksidatif stresin yoniinii belirlemekte kullanilan OSI indeksi verileri gdz 6niine
alindiginda, karaciger harabiyetinde resveratrol ve pekmez verilen gruplarda
oksidatif stres yoniiniin antioksidanlar ydniine kaydigini gdzlemledik. OSI
sonuglarint degerlendirdigimizde pekmezin de resveratrol gibi antioksidan o6zellige

sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Karaciger hastaliklarinin tanisinda en fazla ALT, AST ve GGT seviyeleri
degerlendirilmektedir. AST hem mitokondri hem de sitoplazmada bulunurken, ALT
sadece sitoplazmada bulunmaktadir. Hafif bir hiicresel harabiyette ALT seviyeleri
AST seviyelerinden daha fazla yiikselmektedir. Agir hiicresel harabiyet ve nekrozun
bulundugu durumlarda ise AST artis1 daha fazla olmaktadir. Osama ve ark. yaptiklari
calismada DMBA uygulanan siganlar tizerinde kurkumin ve/veya naringin koruyucu
etkilerini degerlendirmislerdir. DMBA tek doz olarak 25 mg/kg olarak verilmistir.
DMBA uygulanan gruplarda ALT, AST ve GGT miktarlar1 artmis olarak
bulmuslardir (147). Yapilan bir ¢alisma da hemstirlarin yanaklarinda skuaméz
hiicreli karsinom olusturmak i¢cin DMBA uygulanmistir. Timor olusturulan
hayvanlarin agiz mukozasinda, DMBA verilen grupta GGT seviyeleri kontrole gore

yiiksek bulunmustur (148).

Sharma ve ark. DMBA ile gerceklestirilen karaciger hasarinda Moringao leifera
bitkisinin etkilerini arastirmiglardir. DMBA verilen grupta, kontrole gére ALT, AST
ve ALP seviyelerinin diistiigi gozlemlenmistir (149). Bizim ¢alismamizin aksine, bu

calismada DMBA verilen grupta ALT ve AST seviyeleri azalmistir.
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Calismamizda DMBA verilen grupta ALT, AST ve GGT seviyeleri kontrol
grubuna gore artis gosterdi. Bu durum DMBA kaynakli karaciger hasarinin
gostergelerinden biridir. Ayrica histopatolojik karaciger incelemelerinde konjesyon,
dilatasyon ve lenfoid hiicrelerin goriilmesi DMBA’nin deneysel karaciger hasari

olusturdugunu desteklemektedir.

Serum ALT, AST ve GGT seviyelerinde DMBA verilen gruba gére DMBA ile
birlikte verilen resveratrol ve pekmez gruplarindaanlamli diisiis belirledik. Ancak bu
diisiis pekmez grubunda resveratrol grubuna gore daha belirgindi. Ancak literatiirde
pekmez ve resveratroliin etkilerinin karsilastirildigi  herhangi bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

5’-NT bagirsaklar, kalp, beyin, endokrin, kan damarlari, pankreas ve karaciger
gibi birgok organda bulunmaktadir. Ancak hepatobiliyer hastaliklarda serum
seviyelerinde belirgin bir ylikselme olmaktadir. Karacigerde dncelikle kanalikiiler ve
sinlisoidal plazma membranlarinda bulunmaktadir. Ayrica 5°-NT karacigerin
metastatik timorlerinin  gelisimini izlemek igin de kullanilabilmektedir (150).
Karabulut ve ark’ nin, sicanlarda DMBA ile olusturulan karaciger hasarinda % 20
kayist iceren takviyeli yem ve radyoterapi uygulamasinin etkisini arastirdigi
calismasinda, DMBA uygulanan gruplarda 5’NT seviyesinde artis oldugunu rapor
etmiglerdir (151). Pattanayak ve Mazumder yaptiklar1 ¢alismada DMBA uygulanan
otuz disi farede meme karsinomunuyla beraber karaciger hasari olusturmuslardir.
Meme kanseri tasiyan hayvanlarin karacigerlerinde, kontrol grubuna gére DMBA
verilen grupta 5°-NT seviyelerinde artis oldugu goriilmistiir (152). Bu sonuglarla
benzer sekilde calismamizda, DMBA grubunda 5°-NT seviyesi artarken, DMBA’ ’nin
resveratrol ve pekmez ile birlikte verilmesi bu artis1 baskilamistir. Bu sonugtan yola
cikarak resveratrol ve pekmezin karaciger hiicre harabiyeti iizerinde iyilestirici etkisi

oldugunu soyleyebiliriz.

Biitiin sonuclar gbz Oniine alindiginda, yoresel gidamiz olan pekmezin,
antioksidan ozelligi bilinen ve hakkinda pek ¢ok arastirma bulunan resveratrole

alternatif olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Cevre sorunu; diinyanin pek ¢ok yerinde 6zellikle son yillarda giindelik yasama
giren ve acil ¢6ziim bekleyen bir olgudur. Cevrede ve endiistriyel alanlarda bulunan
cok sayida bilesik insanlarda doku hasar1 veya toksik etkiler meydana getirmektedir.
Insan viicudu bu toksik etkileri gesitli enzim sistemleri araciligiyla detoksifiye ederek
Oonlemeye caligsmaktadir. Ancak bu tip kimyasallara maruziyetin siiresinin artmasi
durumunda doku hasar1 ve sonrasinda kanserojenik sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir.
Epidemiyolojik caligmalar, yesil sebze ve taze meyvelerin igerdikleri bilesiklerin

olusabilecek toksik etkilere kars1 organizmay1 korudugunu gostermektedir.

Baz1 meyvelerde bol miktarda bulunan resveratrolin ve pekmezin karaciger
hasarin1 engelleme mekanizmalarinin anlasilmasi, pek ¢cok hastaligin 6nlenmesinde
etkin rol oynayacaktir. Son zamanlarda insanlarda kanserin veya kanser tedavilerinin
neden oldugu doku hasarini 6nlemek ya da geriletmek amaciyla alternatif bitkisel ya
da yoresel gidalara basvurulmaktadir. Bu agidan hayvan deneylerinde yesil cay,
katesin, likopen, soya isoflavone, nar fenolik, selenyum, vitamin E ve D, salatalik,
sitilbinin ve resveratrol gibi bir¢ok gida {iriniiniin anti-oksidan 6zelligi {izerinde
arastirmalar yapilmistir. Caligma verilerimiz sonucunda yukarida bir kismi sayilan
gidalara ek olarak pekmezin de 6nemli bir antioksidan oldugunu gostermistir. Bu
durum, pekmezin icerdigi resveratrolden kaynaklandigini soyleyebiliriz. Artirilan
grup sayilart ve doz etkileri agisindan klinik caligmalarla desteklenerek ileri

caligmalar yapilmasini onerebiliriz.

Bunlara ek olarak dogal bir antioksidan olan resveratroliin tek basina
uygulandiginda pekmezden daha az etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak farkli yollarla
verilen resveratrol ve pekmezin etkilerinin kiyaslanmasinin dogru sonuglar1 elde
etmekte bir engel teskil ettigi sOylenebilir. Bu nedenle bundan sonra yapilacak
caligmalarda pekmez ve resveratrolun esit miktarda ve aymi yolla verilmesini

Oneriyoruz.

Bu bulgular 15181nda; karaciger hasar gelisim siirecinde, 6zellikle resveratrol

icerikli besinlerin yani sira pekmezin zengin resveratrol igerdigi oksidatif stresi ve
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karaciger hasarmi azaltici etkisi oldugu goriildii. Ancak pekmezin etkisinin

molekiiler diizeyde arastirildig1 yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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