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OZET

illegal Alkollii icecek ve Ceviz Tiiketiminin Karaciger Dokusu ve
Karaciger Fonksiyon Testleri Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada; Cukurova bolgesinde ¢ok sik tiiketilen ve oOnemli derecede
toksikasyonlara neden olan illegal alkollii igecegin (Bogma Raki) karaciger dokusu
lizerine etkisi arastirilmistir. Ayn1 zamanda omega-3 igeriginden zengin ve viicut i¢in eser
elementleri barindiran Ceviz’in bogma raki ile birlikte tiiketildiginde karaciger dokusunda
ne gibi degisikliklere neden oldugu incelenmistir.

Deneylerde, 250+20 g agirliginda 48 adet wistar albino rat kullanilmustir.
Hayvanlar rastgele secilerek 4 gruba ayrilmistir. Gruplar: Kontrol grubu (n=12), bogma
raki grubu (n=12), ceviz grubu (n=12) ve bogma raki+ceviz grubu (n=12) olarak dizayn
edilmistir. Ratlara 4 hafta boyunca bulundugu gruba gore ceviz ve/veya bogma raki
verilmistir. Bu siirenin sonunda ratlar, kalplerinden kan alinarak sakrifiye edilmis ve
karacigerleri ¢ikartilarak biyokimyasal analizler i¢in soguk zincir altinda -80 °C’ ye
kaldirilmigtir. Karaciger dokusundan lipid peroksidasyon iiriinii olanmalondialdehit
(MDA) ile antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) spektrofotometrik olarak olglilmiistiir. Karaciger
enzimlerinden aspartate aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) enzim
seviyeleri tespit edilmistir.

Elde edilen bulgulara gére deneysel ¢alismada bogma raki verilen ratlarin karaciger
dokusundaki MDA seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli artis, CAT, SOD ve GSH-
Px aktivitelerinde ise anlamli bir azalma olmustur. Yine karaciger enzimleri olan ALT ve
AST aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlamli artig gozlenmistir. Ceviz grubunda,
kontrol grubuna gore dlgiilen parametrelerde herhangi bir degiskenlik izlenmemistir. Ceviz
ile bogma rakinin birlikte verildiginde MDA seviyesinde bogma raki grubuna gore daha
fazla artig, SOD aktivitesinde iSe bogma raki grubuna gore anlamli bir azalig goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, ceviz kullaniminin, bogma rakinin etkisiyle olusan lipit
peroksidayonundaki artig1 ve prooksidan antioksidan dengedeki bozuklugu diizeltmedigi,
aksine ceviz ve bogma rakinin birlikte tiiketiminin bu dengenin daha da bozulmasina yol
actig1 tespit edilmistir.

VI



ABSTRACT

Illegal Alcoholic Beverage and Walnut Consumption Effects on Liver
Tissue and Liver Function Tests.

In this study, we aimed to investigate the effect of illegal alcoholic beverages
(Bogma Raki), which are too often consumed and causes toxicity, on liver tissue. We also
evaluated the effects of walnut, which is rich in omega-3 and trace elements, and bogma
raki on liver tissue when consumed together.

In this study, 48 Wistar albino rats were used. Animals were randomly divided into
4 groups; Group A, Control (ad-libitium); Group B, Bogma Raki (illegal Alcoholic
Beverages); Group C, only walnut and Group D, Bogma Raki and Walnut. Walnuts and
illegal Alcoholic Beverages (Bogma Raki) were given to the rats during 4 weeks. At the
end of this period, rats were sacrificed after taking blood from their hearts. Liver tissues
were removed in a precise manner. Tissue and serum samples quickly stored at -80 ° C
without breaking the cold chain for biochemical analysis. Lipid peroxidation product
(MDA) and superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-
Px), which are antioxidant enzymes, were measured spectrophotometrically in liver tissue.
Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) enzyme levels, which
are liver enzymes in serum, were determined by autoanalyzer using commercial Kits.

In this experimental study it was found that, MDA levels in liver tissue of bogma
raki treated rats were significantly higher than those of the control group, whereas CAT,
SOD, GSH-Px levels were found to be significantly decreased. Also, ALT and AST
enzymes activities in serum, which reflect liver damage, were significantly increased
compared to the control group. There was no significant difference between control and
walnut treated group for these parameters. However, when bogma raki and walnut
consumed together, they caused increased MDA levels and decreased SOD levels
compared to control group and bogma raki group as well.

In conclusion, we speculate that walnut consumption has not any improving effect
against lipid peroxidation resulted from bogma raki consumption and prooxidant-oxidant
balance in liver tissue. In contrast, walnut has increased both the peroxidation in liver
tissue and oxidative stress when consumed together with bogma raki.



1. GIRIS

Alkolizm, gelismis lilkelerde basta olmak tizere, sosyal ve ekonomik olarak gittikge
bliyliyen kesimlerde, 6zellikle yash ve sigara kullananlarda daha da zararli olan ¢ok 6nemli
bir saglik sorundur (WHO 2010). Ulkemizde hizli niifus artisi, ekonomik gelisme,
geleneksel aile baskisinin azalmasi, stresli sehir hayati, yogun mesai, ¢agdas yasama
bicimlerine 6zenme ve ¢esitli psikolojik nedenlerle alkollii icki tiiketimi hizla artmaktadir
(Ozcan ve ark. 1998). Bununla birlikte Ulkemizde Cukurova bdlgesi ili basta olmak iizere
cesitli bolgelerde yoresel illegal alkol iiretimi ve tiiketimi oldukca fazladir. illegal olarak
fermente olmus alkollii igeceklerin alkol orani ¢ogunlukla %3-13 arasinda degisirken
damitik alkollii icecekler % 40’in iizerinde alkol icermektedir. Elde edilen alkol
konsantrasyonunun yani sira, alkol iiretimi icin kullanilan degisik hammaddelerin 6nce
alkol fermantasyonuna ugratilmasi ile elde olunan olgun meysenin damitilmasi sirasinda
meysenin tiim u¢ucu maddeleri etil alkolle birlikte buhara ve dolayisiyla damitiga geger ve
cogunlukla saglhiga zararli etki yapan bu maddelerin konsantrasyonu da son iiriinde
fazlalasir. Eger iiretim de gerekli 6zen gosterilmez ve teknolojik islemler eksik veya yanlis
uygulanacak olursa, bu zararli maddelerin miktar1 daha da yiikselir ve bu toksik maddeler
insan metabolizmasinda ciddi hasarlara yol agabilir (Ozcan ve ark. 1998; Sahin ve ark.

1983).

Alkolizmin gesitli saglik ve sosyal problemlere neden olduguna dair ¢ok sayida
yapilmig ¢aligmalar ve arastirmalar mevcuttur olup (Asicioglu 2005; Jurczuk ve ark. 2004;
Lachenmeier ve ark. 2014; Masalkar ve ark. 2005), alkol tiiketiminin 6zellikle karaciger
dokusunda harabiyete ve bircok olumsuz metabolik degisime neden oldugu ve bu
olumsuzluklarin alinan doza ve slireye, bireysel dayanikliliga, diyete ve diger faktorlere
bagl olarak degistigi bildirilmistir (Murray ve ark. 1988; Ozcan ve ark. 1998).

Ceviz lzerine birgok calisma yapilmis olup giinliikk ceviz tiiketiminin kandaki
lipoprotein seviyesini uygun bir sekilde etkiledigini ve toplam kolesterol seviyesini
distirdigiinii gosterilmistir (Joan Sabate ve ark. 1993). Fitostereollerce zengin olan ceviz,
fitosteroller kolesteroliin ~ bagirsaklarda emilimini  engelleyerek toplam plazma

kolesteroliiniin ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’lerin seviyelerini asag1

¢cekmektedir (Plat ve ark. 2001). Bunlarin yani sira ceviz serbest radikalleri yok eden ve



metal selat (baglama) aktivite nitelikleri olan polifenoller de igermekte ve bu polifenollerin
in vitro plazma ve LDL oksidasyonunun etkili bir engelleyicisi olarak ta diistiniilmektedir
(Berliner ve ark. 1996).

Yag asitleri sahip olduklar1 antioksidan Ozellikleri nedeniyle organizmanin
prooksidan/antioksidan dengesini etkileyen onemli bir faktordiir (Amaral ve ark. 2003;
Avramovic ve ark. 2012; Bourre 2005). Coklu doymamis yag asitleri ise, serum lipit
diizeylerini ~ diigiiriici  bir etkiye sahip olmasma ragmen, organizmada lipit
peroksidasyonuna duyarliligr arttirmakta ve prooksidan-antioksidan dengeyi prooksidasyon
yoniinde bozmaktadir (Calder 2008; de Lorgeril ve ark. 2004; Donmez 2006; Gil 2002;
Lada ve ark. 2003).

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda, cevizin igeriginde yliksek oranda bulunan PUFA’
larin otooksidasyona duyarli olmalar1 nedeniyle, zararli etkileri de dikkat cekmeye
baslamistir. PUFA’ca zengin beslenme organizmada lipit peroksidasyonuna duyarlilig
arttirmakta ve organizmanin antioksidan sistemini etkilemektedir. (Song ve ark. 2000;
Thiery ve ark. 1987; Yam ve ark. 1996).

Bu calismamizda bu veriler 1s18inda yola ¢ikarak Cukurova bolgesi ve ozellikle
Hatay ilinde c¢ok sik tiiketilen ve onemli derecede toksikasyonlara neden olan illegal
alkollii icecegin (Bogma Raki)  karaciger dokusu iizerine etkisinin arastirilmasi
planlanmistir. Bununla birlikte, omega-3 iceriginden zengin ve viicut i¢in eser elementleri
barindiran ceviz’in bogma raki ile birlikte tiiketildiginde karaciger dokusunda ne gibi
degisikliklere neden oldugu ve aralarindaki iliskinin incelenmesi planlanmistir. Bu amagla
deneysel calismadaki gruplarin tamaminda oksidatif stres belirtegleri olan, lipid
peroksidasyon iriinii (MDA), antioksidan enzimler (SOD, CAT, GSH-Px), serum
enzimlerinden aspartate aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) enzim

parametrelerinin 6l¢iilmesi ve birlikte degerlendirilmesi amaglanmustir.



2.  GENEL BIiLGILER

2.1. Alkoller
Alkoller, molekiillerinde doymus bir karbon atomuna bagli hidroksil grubu
bulunduran bilesiklerdir. Doymus karbon atomu, agagidaki drneklerde goriilen basit alkil

gruplariin karbon atomlar1 gibidir.

CH3;0OH CH3;CH,0OH
H H, O—H
H$ A S/
C—-0 N
/ H
H H H

2.1.1. Bogma Raki

Fermantasyon olaylarinin kesfinden sonra, 6zellikle sekerli sivilarin fermantasyonla
tiimden degisik bir 6zellik kazanmasi, insanlar1 bu olaydan yararlanma c¢abalarina itmistir.
Onceleri alkol fermantasyonuna ugramis sivilarm ucgucu dzellikteki 6gesinden yararlanma
yoluna gidilmis ve bu ¢abalarin sonucu olarak damitma islemi kesfedilerek gelistirilmistir.
Damitmanin gelistirilmesinden sonra elde edilen alkollii s1vi da keyif verici bir madde
olarak kullanilmaya baslanmistir. Fermente olmus alkollii igeceklerin alkol oram
cogunlukla %3-13 arasinda degisirken damitik alkollii icecekler % 40’1n iizerinde alkol
icermektedir. Fakat bu iki grup iirlin arasindaki fark yalnizca alkol konsantrasyonlarinda
degildir. Degisik hammaddelerin once alkol fermantasyonuna ugratilmasi ile elde olunan
olgun meysenin damitilmasi sirasinda meysenin tiim ugucu maddeleri etil alkolle birlikte
buhara ve dolayisiyla damitiga gecer ve cogunlukla saglifa zararli etki yapan bu
maddelerin konsantrasyonu da son liirlinde fazlalasir. Eger iiretim de gerekli 6zen
gosterilmez ve teknolojik islemler eksik veya yanlis uygulanacak olursa, bu zararh
maddelerin miktar1 daha da yiikselir (Sahin ve ark. 1983).

Tiirkiye’de iiretimi yapilan damitik alkollii igkilerin basinda gelen raki, ana
hammadde olarak kuru {iztim kullanilarak yapilan ve aromasini anasondan damitma
esnasinda alan geleneksel bir Tiirk ickisidir. Raki sdzciigliniin nereden geldigi hakkinda
bir¢ok farkli goriisler bulunmaktadir. Bu goriislerden biri raki kelimesinin iri, uzun taneli

ve kalin kabuklu “Razaki” tiziimiinden geldigidir. Bir digeri ise ilk defa Irak’ta iiretilip



buradan komsu iilkelere yayilmis ve bu nedenle “Iraki” (Irak kdkenli) kelimesinden gelmis
olabilecegidir. Bugiin Irak’ta, 6zellikle Tiirkmenlerin yogun olarak bulundugu Kerkiik
bolgesinde, kuru iiziimden elde edilerek anasonla aromatize edilen, degisik bilesimdeki
damitik alkollii i¢ckiye "Arak" denilmektedir. Diger taraftan Afrika, Asya, Amerika ve
Okyanusya’da da yapilan (gesitli) damitik ickilere de arak adi verilmektedir. Arak eski
Tiirkgede "daha ince," "en ince" anlamina da gelmektedir (Koca 2007D).

Alkole Baglh Karaciger Hastaliginda Patogenez

Bir¢ok toplumda 6nemli bir saglik sorunu olan alkolli icecekler fazla miktarda ve
stirekli alinmasiyla toksik etkilere neden olmaktadir (Beier ve ark. 2010; Dey ve ark.
2006). Karaciger hastaligi, bu etkiler arasinda en 6nemlisidir ve alkolik karaciger hastaligi,
uzun siireli fazla miktarda alkol tiikketimine bagli, siddeti degisik derecede olan karaciger
hasari ile karakterize bir tablodur. Alkoliin etkisiyle karacigerde yaglanma, alkolik hepatit
ve alkolik siroz gibi genellikle birbirini izleyen donemler seklinde seyreden ii¢ farkli olay
meydana gelmektedir. Alkol alinmasi ile ilk olusan lezyon karaciger yaglanmasidir ve
alkoliin kesilmesiyle geriye donebilen 1limli bir tablodur. Alkolik hepatit genellikle siroz
oncesi bir tablo olarak kabul edilmekte olup, karacigerde histopatolojik olarak sentrilobiiler
bir hasar, l6kosit infiltrasyonu, inflamasyon ve sitoplazmik hiyalen cisimciklerinin
(Mallory cisimcikleri) varligi ile karakterizedir. Alkolik siroz ise genellikle mikronodiiler
tipte olup, geriye doniisiimii olmayan ciddi bir tablodur (Beier ve ark. 2010; Conde de la
Rosa ve ark. 2008; C. S. Lieber 2000).

Alkol karacigerde metabolize edildigi i¢in alkolle indiiklenen oksidatif stres
karacigerde ¢ok daha fazla etkindir. Karaciger hiicresinde alkol metabolizmasi i¢in ii¢ ana
yol bulunur ve bunlarin her biri farkli subselliiler boliimlerde yer alir. Alkol
metabolizmasinda rol oynayan enzimler;

1. Sitozolde yer alan alkol dehidrogenaz (ADH)

2. Endoplazmik retikulumda lokalize mikrozomal etanol okside edici sistem
(MEOS)

3. Peroksizomlarda lokalize katalaz’ dir.

Alkolik olmayan insanlarda temel oksidasyon yolu ADH olup, bu oksidasyon
NADH olusumu ile birliktedir. Stoplazmik bir enzim olan ADH, alkoliin, karaciger
hepatositlerinde asetaldehite cevrilmesini katalize eder ve alkoliin parcalanmasinda en

etkin rolii oynar (Beier ve ark. 2010). MEOS yiiksek alkol konsantrasyonlarinda 6nem
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kazanmakta ve MEOS kronik olarak alkol alanlarda indiiksiyona ugramaktadir. Bu sistem
NADPH ve O; kullanmaktadir. Her ii¢ reaksiyon sonunda meydana gelen asetaldehitin %
90 gibi biiyiik bir kism1 karacigerde asetik asite oksitlenmektedir. Bu doniisiimii sitozolde
ve mitokondride bulunan ve NAD® kullanan iki ayr1 aldehit dehidrojenaz (ALDH)
katalizlemektedir. Diger yandan, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz da bu doniisiime

katkida bulunmaktadirlar (Beier ve ark. 2010; Das ve ark. 2007; C. S. Lieber 2000).

NADH

Asetaldehnt Ksantin
dehMrojenaz Oksidaz
NAD*
ASETALDEHIT
Aol
NADH dehdropnaz
NAD* 0," L!:‘ug::‘o)lul
y
[ASETALDENIT]=— c,H,0" ——[ETANOL]
(Etoksi
S —— Superoksit
dismutaz

Haber-Weiss

/ “30
OH* - H,0, Glutstyon

eroksidaz
(Hidroksd Foss Aot
rodikak)
LIPIT PEROKSIDASYONU 0,

KARACIGER LEZYONLARI

Sekil 2.1 Etanol ve asetaldehit metabolizmasi ve serbest radikal olusumu (Artun 2008)

Alkoliin akut ve kronik uygulamalarindan sonra karacigerde meydana gelen alkolik
karaciger hasarinin patojenezinde; asirt NADH olusumunun, toksik bir bilesik olan
asetaldehit ve bazi makromolekiillerle kovalan baglar olusturan asetaldehitin birikmesinin
ve serbest radikallerin olusmasinin rol oynadig diisiiniilmektedir.

Yapilan bir¢ok ¢alisma (Beier ve ark. 2010; Das ve ark. 2007; Dey ve ark. 2006; C.
S. Lieber 2000) serbest radikallerin alkoliin karaciger ve karaciger digi dokularda lipit
peroksidasyonunu uyarmasi sonucu meydana geldigi serbest radikallerin organizmada
prooksidan etki yaptigin1 ve oksidatif bir baski olusturdugunu gostermektedir. Etanol
etkisiyle karacigerde serbest radikal olusumuna katkida bulunan reaksiyonlar sunlardir
(Sekil 2.1) (Beier ve ark. 2010; Conde de la Rosa ve ark. 2008; Das ve ark. 2007; C. S.
Lieber 2000).



1) Mikrozomal NADPH-sitokrom Pgso rediiktaz ve sitokrom Pys0: Bunlar MEOS’ un
bilesenleri olup, O, ve H,0, olugturmaktadir.

2) Aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz: Asetaldehitin asetata doniismesinde etkili
olan ve Oy radikali olusturan bir sistemdir.

3) Mikrozomal NADPH-oksidaz: Gerek akut ve gerekse kronik etanol
alinmasindan sonra indiiklenen O,~ ve H,0, olusturan bir enzimdir.

4) Etoksi (CH3CH,O) ve hidroksietil (CH3CH OH) radikalleri: Etanolden

Ozellikle mikrozomal fraksiyonda olusmaktadir.

Alkole Bagl Karaciger Hastaliginda Aminotransferazilar

Klinik tanida karaciger hasar tespiti i¢in iki dnemli enzim vardir. Alanin amino
transferaz (serum glutamat — pruvat amino transferaz) ve aspartat amino transferaz (serum
glutamat — oxaloasetat amino transferaz). Bunlar alanin ve aspartik asidin amino
gruplarin1 o- Keto glutarata tasir ve bdylece glutamat ve ALT ile pruvat ve AST ile
oksalosetat olusur. B6 vitamini her iki enzimin de kofaktoriidiir (Y. M. Li ve ark. 2004).

AST Kkaracigerde oldugu kadar kalp, kas, beyin, pankreas, bobrek, akciger, beyaz
kiire ve kirmizi kiirelerde de yogun olarak bulunurken, ALT yogun olarak yalnizca
karacigerde bulunur. ALT ve AST asir1 alkol tiiketimi belirleyicisi olarak kullanilmaktadir
(Wallach 2000). Hepatositte neticesinde ortaya ¢ikan AST’nin %80’i mitokondride iken,
ALT’ nin predominant formu non mitokondrial olanidir. Bu nedenle hafif hepatoselliiler
hasarda, hepatosit membran1 hasara ugrar ancak mitokondrial membrani saglam ise
sitoplazmik AST ve ALT seruma salinir (Asicioglu 2005; Wallach 2000).

Alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda AST ve ALT seviyeleri saglikli bireylere
gore bircok kat artis gosterir. Bu yiizden bu enzimler karaciger hiicre harabiyeti i¢in
duyarl belirtecler olsa da, yalniz baglarina belirteg 6zelligi tasimazlar (sensitivitesi yiiksek
ancak spesifitesi diisiiktiir). Orta siddette ve agir alkolik karaciger harabiyetinde de bu
enzim miktarlarinda artis olur ancak bu artis nonalkolik hastaliklara nispeten oldukga azdir.
Serum aminotransferazlar1 kronik hepatitlerde ve akut viral hepatitlerinin hafif vakalarinda
ve ilaca bagl hepatitlerde orta derecede artar (Seth ve ark. 2011). Sirozda, nonalkolik
hepatosteatozda kolestatik karaciger hastaliklarinda karaciger yaglanmasinda ve karaciger
timorlerinde serum aminotransferazlar1 hafifce artar. Daha ciddi hepatoselliiler hasarlarda
mitokondri membraninda da hasar olur ve mitokondrial AST salimimi ile sonuclanir.

Boylece AST/ALT orami yiikselir (Conigrave ve ark. 2003; Mirsal ve ark. 2002).



Karaciger hastaliklarinin tanisinda AST/ALT orant bir belirte¢ olabilir fakat alkolik
olmayan karaciger hastaliklarinda bu oranin azaldigi goézlenirken alkolik karaciger
hasarinda AST/ALT orami artar. Alkolik karaciger hastaliklarinda pridoksal-5-fosfat
eksikligi olur. Bu vitamin her iki aminotransferazin yapimi i¢in gereklidir, ancak hepatik
ALT’i daha fazla diisiirerek bu oranin yiikselmesine neden olur (Asicioglu 2005;
Conigrave ve ark. 2003; Mirsal ve ark. 2002; Sharpe ve ark. 1996).

2.1.2. Etil Alkol

Biitiin alkollii ickilerde bulunan etanol, sekerlerin fermantasyonu ile elde edilir. Bu
sekerler cogunlukla hububattan elde edildiklerinden, etanole hububattan tiiredigi
anlaminda, “hububat alkoli” de denilmektedir. Fermantasyon genellikle suyla sekerlerin
karistmina maya ilavesiyle yapilir. Mayanin igerdigi enzimler, uzun bir tepkime dizisi
sonunda basit sekeri (CgH1206) etanol ve karbondioksite donistiiriir (Solomons ve ark.
2002).

Maya
CeH ;1,04 » 2 C,H;OH +2 CO, + 28.2 Kcal

Sekil 2.2. Fermantasyonla etil alkol tiretimi (Solomons ve ark. 2002)

Genel kimyasal formiili CH3CH,OH olan etil alkol normal kosullar altinda ugucu,
yanici, berrak ve renksiz bir sividir. Kendine 6zgii hos bir kokusu vardir. Molekiil agirlig:
46.07 g/mol, donma noktast -114.1 °C, normal kaynama noktast 78.32 °C, yogunlugu
0.7893 g/mL’dir. Bilesiminde %52.18 karbon, %34.78 oksijen, %13.04 hidrojen vardir
(Kilig 1990).

Fermantasyon sonunda etanol igerigi %12-15" ten daha yiiksek olan icki meydana
gelmez; ¢iinkii daha yiiksek derisimlerde maya enzimleri etkinliklerini kaybederler. Daha
yiiksek alkol igerikli igkileri iiretmek icin sulu ¢ozelti damitilmalidir. Brandi, viski ve
votka bu sekilde iiretilir. Bir alkollii ickinin “alkol derecesi” (“prof”) alkol yilizdesinin
(hacimce) iki katidir. Yiiz derecelik viskinin %50’ si alkoldiir. Degisik damitik likorlerin
tat ve kokulari, alkol ve suyla birlikte damitilan diger organik bilesiklerden kaynaklanir
(Solomons ve ark. 2002).



Etanol ve su ¢ozeltisinin damitilmasiyla %95’ ten daha derisik alkol elde edilemez.
%95 Etanol ve %5 su karisimi, saf etanol (kn 78,3 °C) ve saf sudan (kn 100 °C) daha diisiik
sicakliklarda kaynar. Cesitli yontemlerle etanol tamamen saflastirilabilir. Saf etanole
mutlak etanol denir (Solomons ve ark. 2002).

Etanol 6nemli bir hipnotiktir (uyku verici). Uyarict olduguna inanilmasina karsin,
beynin iist kismimin etkinligini azaltir. Etanol zehirlidir; ancak matanole oranla zehirliligi
cok disiiktiir. Farelerde etanoliin 6liimciil dozu, viicut kiitlesi basina 13,7 g kg'1 dir
(Solomons ve ark. 2002).

Alkol kullaniminda, gerek beslenmenin bozulmasi sonucu, gerekse alkoliin zararl
etkileri nedeniyle demir, ¢inko, magnezyum, fosfor, bakir gibi bazi mineraller ile 6zellikle
B grubu vitaminler basta olmak iizere tiim vitamin diizeylerinde bir azalma goriiliir. Bu
eksiklikler sonucu geri doniisiimsiiz olabilen bozukluklar ortaya ¢ikar (Kundak ve ark.
2007).

Alkoliin hem kimyasal hem de fiziksel olarak hiicre membran hasarina yol actigi
bilinmekte olup alkol arastirmalari etanol ile uyarilan biyokimyasal mekanizmalar iizerinde
yogunlagsmustir (Armutcu ve ark. 2004). Mekanizmasi net bir bi¢imde agiklanmamis olsa
da etanoliin karaciger dejenerasyonuna yol agtig1 bilinmektedir. Hepatik islevlerde etanol
iin etkisi geleneksel olarak serum transaminaz ve histolojik analiz Ol¢limleri ile
degerlendirilir (Conigrave ve ark. 2003; Tirapelli ve ark. 2011). Etanoliin asir1 tiiketimi
oksidatif stres, iltihap, redoks degisiklikleri ve mitokondriyal hasar dahil olmak iizere
cesitli patolojik mekanizmalarin kombinasyonu ile karaciger hastaligina neden oldugu
sanilmaktadir (Beier ve ark. 2010). Etanoliin karacigerde Oksidatif stresi arttirdig1 (Dey ve
ark. 2006) ve reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ile iligkilendirildigi belirtilmektedir. Etanol
ile indiiklenen hepatik fonksiyon bozuklugunda lipit ve proteinlerdeki malondialdehit

(MDA) nin artis1 goriilmektedir (Baldi ve ark. 1993).

2.1.3. Metil Alkol

Metil alkol alifatik bir molekiil yapisina sahip olup molekiil formiili CH3OH olarak
tanimlanir. Renksiz bir sivi olan metanoliin molekiil agirligi 32.04 ve 6zgiil agirlig1 0 °C
‘de 0.8142 olup, donma noktas1 -94 °C, kaynama noktas1 +64.7 °C’dir. Su, alkol ve eter

gibi coziiciilerle her oranda karigabilen etanol endiistride, solvent seklinde yaygin olarak



kullanilmakta ve ¢ok ucuz oldugundan dolay: diger alkollere gore daha kolay ulasilabilirdir
(I. Fidan ve ark. 1993).

Eski yillarda metanoliin ¢ogu, odunun kuru kuru damitilmasi (havasiz ortamda
odunun yiiksek sicakliklara isitilmasi) ile elde edilirdi. Bu iiretimden dolayr metanole
“odun alkoli” de denilmektedir. Glinlimiizde metanoliin  biiylik bir  kismu,
karbonmonoksitin hidrojenlenmesiyle elde edilmektedir. Bu tepkime, yiiksek basing
altinda 300-400 °C sicaklikta meydana gelir.

300—400 °C

CO + 2H, > CH3;0OH
200—-300 atm

Sekil 2.3 Metanoliin olusumu

Metanol oldukg¢a zehirlidir. Az miktarda matanoliin yutulmas1 korliige; fazla
miktar1 ise 6liime yol agar. Metanol zehirlenmesi, buharlarin solunmasi ya da cildin uzunca
slire metanole maruz kalmasiyla da meydana gelebilir.(Solomons ve ark. 2002)

Metanol damitik alkollii ickilerde fermantasyon boyunca pektinden metoksil
grubunun hidrolize olmasi sonucunda pektolitik enzimler vasitasiyla olusur. Meyvelerin
kabul ve ¢ekirdeklerinde bulunan pektik maddeler, kirmiz1 sarap, raki ve diger yiliksek
alkollii igkilerin yapiminda kuru iiziim, yas liziim ve meyveler cibreleri ile birlikte
fermantasyon islemine tabi olduklarinda; kabuk, cekirdek, sap gibi kisimlarda bulunan
¢Oziinebilir pektik maddeler siraya gecmekte ve daha fazla metil alkol olusmaktadir
(Apostolopoulou ve ark. 2005). Elde edilen damitik alkoldeki metanol miktar1 ekstraksiyon
stiresi ve uygulanan islemler paralellik géstermekte ve fermantasyon iiriinlerinde metanol
miktarimi etkileyen birincil faktér hammaddedir (Soufleros ve ark. 2004).

Raki {iretimi sirasinda olusan metil alkoliin bir kismi, uygulanan islemlerle
ortamdan uzaklastirilsa da, triinde bir miktar kalabilir ve zehirli oldugundan, ickilerde
bulunabilecegi maksimum miktarlar, saglig1 korumak amaciyla, mevzuatla belirlenmistir.
Tiirk Gida Kodeksi’'ne gore, rakida bulunmasina izin verilen metil alkol miktar1 en fazla
150 g/hL. mA’dir (Anonim 2005). Bu miktardan daha yiiksek oranlarda metil alkol igeren
driinler insan saglig1 acisindan riskli olarak degerlendirilir. Avrupa Birligi yiiksek alkollii
ickiler standardina gore ise metanol miktar1 saraptan elde edilen damitik alkolde 200 g/hL
mA’ yi1, liziim cibresinden elde edilen damitik alkolde 1000 g/hL mA’y1 gegmemelidir
(Anonim 2004).



Metanoliin viicutta dnce formaldehite, daha sonra da formik asite doniistiiglinden
dolay1 insan saglig1 lizerindeki zehirli etkisi gostermektedir. Metanoliin 6ldiiriicii dozu 50-
75 g kabul edilmekle birlikte, 11.5 g diizeyinde bile 6lim olay1 goriilebilir. Kalp ve kas
zayiflamasi, kramp, titreme nobeti, géorme zayifliklar1 ve korliik, gérme sinirlerinde
iltihaplanmalar metanol zehirlenmesinin temel belirtileridir (1. Fidan ve ark. 1993). Biitiin
bu olumsuz durumlardan g6z 6niinde bulunduruldugunda yiiksek alkollii damitik igkilerin
iretiminde damitma isleminin, Ozellikle ikinci damitmanin saghkhi  sekilde

gerceklestirilmesi saglanmalidir. (1. Fidan ve ark. 1996).

2.2 Rakida Bulunan Diger Bilesenler

Rakinin yapisinda bulunan etanol, metanol, eteri yaglar disindaki diger ugucu
bilesikler raki kalitesini etkileyen unsurlar. Raki yapiminda kullanilan bu bilesenlerin
birbirlerine oran1 ve miktar1 elde edilen iiriiniin tat ve aromasinin ayarlanmasini saglar.
Fermantasyon kosullarinin ve damitma tekniginin etkinligi tirtinde olusan etanol, metanol
ve diger ugucu bilesenlerin olusumu ve {iriindeki oranlar1 tizerine fermente edilen
hammaddelerin cinsi, niteligi i¢in olduk¢a Onemlidir. Damitma esnasinda etil alkolle
birlikte ucucu bilesenlerin elde edilen tiriindeki orami iiriin kalitesi agisindan énemli oran
teskil etmektedir (Nykanen ve ark. 1989).

Damitma sonucunda olusan damitikta baslica su, etil alkol, metil alkol, esterler (etil
asetat, metil asetat), aldehitler (asetaldehit, asetal) ve yiiksek alkoller (2- biitanol,

npropanol, izobiitanol, n-biitanol, 2-metil-1-biitanol, 3-metil-1-biitanol) bulunmaktadir.
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Cizelge 2.1. Rakida bulunan ugucu bilesiklerin toksisite degerleri (Koca 2007b)

BIiLESIK ADI TOKSITITE DEGERLERI

Etil alkol LC50 (Tenefiis etme, sigan) : >800 mg/1/4 s.
LD50 (Dermal, tavsan) : > 20000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : > 6200 mg/kg

Metil alkol LC50 (Tenefiis etme, sigan) : 64000 ppm (V)/4 s.
LD50 (Oral, sigan) : 5628 mg/kg
LDLO (Oral, insan) : 143 mg/kg

Asetaldehit LC50 (Tenefiis etme, sigan) > 24mg/1/4 s.
LD50 (Oral, sigan) 1> 661 mg/kg

Asetal LD50 (Dermal, tavsan) : 5000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : 4570 mg/kg

Etil asetat LC50 (Tenefiis etme, sigan) : 1600 mg/1/4 s.
LD50 (Dermal, tavsan) : > 18000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : > 5620 mg/kg

Metil asetat LC50 (Tenefiis etme, sigan) : 16000 mg/1/4 s.
LD50 (Dermal, tavsan) : 2000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : 5000 mg/kg

n-propanol LC50 (Tenefiis etme, sigan) :>34mg/l/4s
LD50 (Dermal, tavsan) : 4000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : 1870 mg/kg
LDLO (Oral, insan) : 5700 mg/kg

2-biitanol LD50 (Dermal, si¢an) : > 2000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : 6480 mg/kg

[zobiitanol LC50 (Tenefiis etme, sican) :>24mg/l/ds
LD50 (Dermal, tavsan) : 2000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : 2830 mg/kg

n-biitanol LC50 (Tenefiis etme, sigan) :>18mg/l/ds
LDLO (Tenefiis etme, insan) : 2,5 mg/100 mL
LD50 (Dermal, tavsan) : 3400 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : 790 mg/kg

2-metil-1-btitanol LDS50 (Dermal, tavsan) : > 2900 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : > 4170 mg/kg

3-metil-1-biitanol LDS50 (Dermal, tavsan) : > 3000 mg/kg
LD50 (Oral, sigan) : > 5000 mg/kg

LD50 : Deneklerin %50’ sini 6ldiiren doz.

LC50 : Deneklerin %50 ‘sini 6ldiiren konsantrasyon.

LDLO : Oldiiriicii kabul edilen en diisiik doz.

LCLO : Oldiiriicii kabul edilen en diisiik konsantrasyon.
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2.2.1 Fermantasyon Sonucunda Ortaya Cikan Diger Ucucu Bilesikler

2.2.1.1. Yiiksek Alkoller

Biitiin maya fermantasyonlarinda, etanole benzer yiiksek kaynama noktasina sahip,
yiiksek molekiil agirlikli, az miktarda, yiiksek alkol olusur. Bu yliksek alkoller, {iretilen
miktarlarina gore, sirasiyla; 3-metil biitanol (izoamil alkol), 2-metil biitanol (aktif amil
alkol), 2-metil propanol (izobiitil alkol) ve 1-propanol (n-propil alkol)’dur. Fuzel yaglar
olarak da bilinen yiiksek alkoller alkol fermantasyonunun Onemli bir yan iriinii olup,
alkollii igkilerde aroma tizerinde etkili bir kalite kriteridir (Boulton ve ark. 1996).

Fermantasyon sirasinda yiiksek alkoller, Ehrlich veya karbonhidrat sentezi yollar
ile meydana gelirler. Ehrlich mekanizmasi ilk olarak 1905 yilinda bulunmustur. Bu
mekanizmaya gore hammaddedeki azotlu bilesikler mayalar tarafindan amino asitlere,
amino asitler ise yine mayalar tarafindan yiiksek alkollere doniisiir. Bu dontisimde
fermantasyon ortaminda bulunan amino asit maya tarafindan hiicre i¢ine alinir. Hiicre
icinde amino asidin amino grubu transaminasyona ugrar ve keto asit olusur, daha sonra
keto asit aldehite doniismek ilizere dekarboksile olur. Olusan aldehit indirgenir ve yiiksek
alkol agi8a cikar (Sekil 2.4) (Sekil 2.5) (Sekil 2.6). Ortamda amino asitler tiikkendiginde ise
yiksek alkoller karbonhidratlardan biyosentez yolu ile olusur. Yani seker
metabolizmasindan, piriivat yolu ile dnce keto asitler ve daha sonra da yiiksek alkoller

meydana gelir (Sekil 2.7) (Castor ve ark. 1952; Erten ve ark. 2003).

R R R R
Transaminasyon | Dekarboksilaz | Alkoldehidrogenaz
HC—NH, » C—O » HC—O » HC—OH
COOH COOH H
Aminoasit 2-0x0 asit Aldehit Yiiksek alkol

Sekil 2.4 Ehrlich yolu ile yiiksek alkol olusumu(Gdzen 2006)
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H;C

H;C
>CH—CH2—CH.NH2—COOH +H,0 —® CH—CH,—CH,0H + CO, + NH;
H,C
H;C
Losin izomilalkol
H;C
H,CH3C
__CCH.CHyNH—COOH + H,0 — >  CH——CH,.CH,0H + CO, + NH;
HC H,C
izolGsin D(-) amil alkol

Sekil 2.5. Ehrlich mekanizmasi ile bazi yiiksek alkollerin meydana gelisi(Kogak 1993)

3HC CH3 3HC CH3 3HC CH3
N\~ (NH,) N\~ co, \.7
CH — Y o CH % CH
| Transaminaz Dekarboksilaz
CHNH, HC=0 CH,
COOH COOH
CHO
Dehidrogenaz
Y
3HC CH3
./
CH
CH,0OH

Sekil 2.6. Valin amino asidinden izo-biitanoliin olusum mekanizmasi (Kogak 1993)
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Karbonhidratlar
l Embden-Meyerhof yolu

¢ Piriivat ¢

iS.O 16sin Vﬁ‘hn Etanol a- ketobiitirik asit
biyosentezi

n-propil alkol

a-ketoizokaproik asit a-ketoizovalerik asit a-keto a-metilvalerik asit
izooamil alkol izobiitil alkol amil alkol

Sekil 2.7. Maya fermantasyonunda yiiksek alkollerin olugmasi (Varnam ve ark. 1994)

Icerigindeki hammaddeye bagimli olan yiiksek alkoller, bilesiminin yami sira
olusumunu da etkileyen diger etkenler maya susu, fermantasyon sicaklifi ve asilama
miktaridir. Alkollii ickilerin, 6zellikle rakinin, tiretiminde kuvvetli fermantasyon yapan saf
mayalarin kullanilmasi1 Onerilmektedir. Ayrica mayanin olumsuz yasam kosullart da
yiiksek alkollerin olusumunu arttirir (1. Fidan ve ark. 1993; Koca 2007a).

Yiiksek alkoller renksiz veya sari-kahverengiye kadar renklerde, hos olmayan
Oksiirtiici ve tirmalayict bir kokuya sahiptir. Yiiksek alkollerden 2-metil biitanol muz,
alkol ve iodoform aroma; 3-metil biitanol tatlims1 ve alkoliimsii aroma; n-propanol sicak ve
yakici aroma; 2-fenil etanol giil kokusu aromasi; hekzanol ham ve keskin kokulu aroma

verirler (I. Fidan ve ark. 1993).

2.2.1.1.1. izobiitanol

Kapali formiilii C4HgOH olarak gosterilen izobiitanol renksizdir. Su, alkol ve eterde
¢oziinebilmektedir.  2-metil-1-propanol, izopropil karbinol, 1-hidroksimetilpropan
izobiitanol i¢in kullanilan diger isimlerdir. Molekiil agirlig1 74.12 g/mol, kaynama noktasi

108 °C, yogunlugu 0.802 g/cm?® olarak belirlenmistir. izobiitanol keskin, hosa gitmeyen

14



alkol ve sarap kokusunda olup algilanma esik degeri 0.036—0.33 mg/100mL’dir (Burdock
2002.).

2.2.1.1.2. n-propanol

Kapali formiilii C3H;OH olan etil karbinol, 1-propanol, propilik alkol olarak da
adlandirilmaktadir. Su, alkol ve eterde ¢6ziinebilir. Kaynama noktas1 97.2 °C ve yogunlugu
0.80 g/cm?®tiir. Renksiz, ugucu ve yanicidir. Akiskan bir sivi olan n-propanol alkol
kokusunda ve karakteristik olgun meyve aromasina sahiptir. Algilanma esik degeri 0.57—4

mg/100mL’dir (Burdock 2002. ).

2.2.1.1.3. Aktif amil alkol
Kapali formiilii CsHy;3OH olan aktif amil alkoliin (2-metil-1-biitanol) molekiil
agirhigr 88.15 g/mol, yogunlugu 0.82 g/cm?® ve kaynama noktas1 127-129 °C’dir. Su, etil

alkol ve eterde ¢oziiniir. Renksiz, siv1 ve etil alkol kokusundadir (Burdock 2002. ).

2.2.1.1.4. n-biitanol

Kapal1 formiilii C4HgOH olan n-biitanol 1-biitanol, biitil alkol, biitan-1-ol olarak da
isimlendirilir. Molekiil agirligt 74.12 g/mol, kaynama noktas1 117.7 °C ve yogunlugu
0.808 g/cm?’tiir. Renksizdir. Amil alkol ve etil alkol kokularinda, kuru ve yakici tattadir.
Algilanma esik degeri 0.05-50 mg/100mL’dir (Burdock 2002. ).

2.2.1.1.5. izoamilalkol

3-metil-1-biitanol olarak da adlandirilan ve kapali formiilii CsH;;OH olan
izoamilalkol, optikge aktif (-) amil alkol, fermantasyonda en fazla olusan yiiksek alkoldiir.
Fuzel yaglarin iistiin koku bilesenidir. Aktif amil alkol ile yap1 bakimindan benzerdir ve
birbirinden ayirmak giigtiir. Molekiil agirlig1 88.15 g/mol, yogunlugu 0.81 g/cm?, kaynama
noktas1 130-131 °C’dir. Su ve organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Fuzel yag1 ve karakteristik
keskin viski kokusunda olup tiksindirici bir tada sahiptir. Algilanma esik degeri 0.025-0.41
mg/100mL’dir (Burdock 2002. ).
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2.2.1.1.6. 2-biitanol
CsH110H kapali formiilii ne sahip olan 2-biitanol, 74.12 g/mol molekiil agirligina,
112 °C kaynama noktasina ve 0.815 g/cm?® yogunluguna sahiptir. Akict ve renksiz bir sivi

olan 2-biitanol, meyvemsi alkol kokusundadir. Su, etil alkol ve eterde ¢Oziiniirken

algilanma esik degeri 0.041-0.082 mg/100mL’dir (Burdock 2002. ).

2.2.1.1.7. Esterler

Asetik asit metil esteri olarak da bilinen metil asetat, C3HgO, kapali formiiliine
sahip, yogunlugu 0.93 g/ cm?, molekiil agirligi 74.08 g/mol, erime noktasi -98 °C, kaynama
noktasi ise 57.5 °C’dir. Metil asetat su, etil alkol ve eterde iyi ¢oziinen olarak bilinir ve
renksiz, meyvemsi kokuya ve keskin aci bir tadi bulunur. Aroma algilanma esik degeri
0.15-4.7 mg/100 mL’dir (Burdock 2002. ).

Giizel koku ve hos bir meyve aromasi katkisi olarak kullanilan esterler damitik
alkollii igkilerde kalite indikatoriidiirler (Soufleros ve ark. 2004). Alkollii igkilerde S.
cerevisiae tarafindan {iretilen esterlerden en 6nemlileri etil asetat, izoamil asetat (3 metil
biitil asetat), izobiitil asetat (2 metil propil asetat), hekzil asetat, etil hekzonoat (etil kaprat),
etil oktanoat (etil kaprilat), etil dekanoat (etil kaprat) ve 2-fenil etil asetattir (Erten ve ark.
2003).

2.2.1.1.8. Aldehitler

Kapali formiilii C;H40 asetaldehitin, yogunlugu 0.78 g/cm?, molekiil agirligi 44.05
g/mol, erime noktas1 —123 °C, kaynama noktasi ise 20.4 °C’dir. Asetaldehit su ve etil
alkolde iyi ¢oziiniirliik 6zelligi gosterir ve damitik alkollii igkilerde dikkate alinan iki temel
aldehit asetaldehit ve asetaldir (Burdock 2002. ).

Sekerin mayalar tarafindan pargalanmasi sonucunda agiga ¢ikan karbonil bilesigi
olan asetaldehit, alkollii igkilerdeki toplam aldehitlerin %90’ 11 olusturur. Asetaldehit
alkol fermantasyonu sirasinda piriivattan meydana gelir ve daha sonra alkol dehidrogenaz

enzimi ile etil alkole doniistir (Cabaroglu 1995).
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2.3. Anasonla Damitma Sirasinda Olusan Ucucu Bilesikler

Rakinin aromasin saglanmasi i¢in kullanilan bir 6n hammadde olan anason Dogu
Akdeniz iilkelerinde eski tarihi devirlerin bir kiiltlir bitkisidir. Raki yapiminda anason
tohumlar1 kullanilir. Kullanilan miktar raki ¢esidine, anasonun kalitesine ve katilan aporak
oranina gore degismekte olup, %6-10 arasindadir. Anason eteri yagi, baslica iki izomer
bilesikten (C1oH120) yani, normal sicaklikta kati olan anethol (p- methoxyprophenyl
benzene, (C¢HsC3HsOCH3) ve sivi olan methilchavicol (p- allyanisole, estragol,
(CH,CHCH,CH4OCH3) den olusur. Diger komponentler ise; anisketon, anason asidi,
anisaldehit, camphen gibi maddeler, miktarlari nedeniyle raki kalitesinde etkili bilesiklerdir
(I. Fidan ve ark. 1993).

2.4. Ceviz ve Icerigi

Ulkemiz i¢in hem ekonomik hem de kiiltiirel yonden énemli bir yeri olan ceviz,
Akdeniz diyetinin vazgecilmez bir pargasint olusturmaktadir. Ceviz, uzun siire
depolanabilme 6zelligi sayesinde insanligin varoslundan bu yana giinliik diyetinin 6nemli
bir pargasi haline gelmistir (Amaral ve ark. 2003; Ergun ve ark. 2008). 16.ve 17.
yiizyillarda bazi bitkiler benzedikleri viicut azalarinin rahatsizliklarinin tedavisinde
degerlendirilmis ve bu bitkilerden biri olan ceviz bas rahatsizliklarinin tedavisinde, zihni
gelistirmede ve duygu, his ve heyecanmi kontrol altina almada bir bitkisel ilag olarak
kullanilmigtir (Bourre 2005; Ergun ve ark. 2008).

Diger sert kabuklu meyveler ile karsilastirildiginda, ceviz daha ¢ok tekli doymamis
yaglar icermekle beraber, glinliik yag ihtiyacimizin bir parcasi olan omega-3 ve omega-6
¢oklu doymamis yag tiplerince de oldukga zengin bir meyvedir (Amaral ve ark. 2003).
Omega-3 serisi yag asitleri insan organizmasi i¢in esansiyeldir. Dokozaheksanoik asit
(DHA, 22:6 ®-3), eikozapentaenoik asit (EPA, 20:5 ®-3) insan beslenmesinde 6nem arz
eden omega-3 yag asitleridir. Omega-3 yag asitleri ihtiyact anne karninda baslayarak
cocukluk, ergenlik, yetiskinlik ve yaslilik boyunca siirmektedir. Omega-3 yag asitlerinin
eksikliginde biiylimede gecikme, nérolojik semptomlar, deri lezyonlar1 ve gorme
keskinliginde azalma gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir.

Yapilan klinik deneyler sonucunda omega-3 yag asitlerinin insan sagligi iizerine bir

cok yararlarinin oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismalarda omega-3 yag asitlerinin,
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kardiyovaskiiler (kalp ve damar sistemi ile alakali) sistemi koruma (Breslow 2006; Gerber
ve ark. 2013; Mozaffarian ve ark. 2011), anlama ve kavrama kabiliyetini artirma (Stevens
ve ark. 1995), antiinflamatuar 6zellik (Fritsche 2006) , romatoid artrit (James ve ark. 1997)
, elzama ve sedef tiiri inflmatuar deri hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi
bildirilmektedir (Gil 2002).

Bugiine kadar ceviz ilizerine yapilan ¢alismalar, giinliikk ceviz tiiketiminin kandaki
lipoprotein seviyesini uygun sekilde etkiledigini ve toplam kolesterol seviyesini
distirdigiinii gostermistir (J. Sabate ve ark. 1993; Zambon ve ark. 2000) Ceviz ayrica
kolesterole yapisal olarak benzeyen fitostereollerce zengin olmasindan dolayi, fitosteroller
kolesteroliin bagirsaklarda emilimini engellemekte; boylece, toplam plazma kolesteroliiniin
ve diistiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’lerin seviyelerini diistirebilmektedir (Plat ve ark.
2001; Wong 2001). Epiyomidolojik ve deneysel galismalar fitosterollerin kalin bagirsak,
gbgiis ve prostat kanseri gibi kanser tiirlerine kars1 bir koruma sagladigini ileri stirmektedir
(Awad ve ark. 2000; Awad ve ark. 2001).

Asagida cevizin bilinen 60 bileseni gosterilmistir (USDA 1987).

- Su (total agirliginin %4’ iidiir.)
- Makro besin 0geleri (total agirligiin %94’ tidiir.)
1. Yag (Linolenik ve Linoleik gibi esansiyel yag asitlerini de iceren altt

degisik yag asidinin bilesimidir.

Cizelge 2.2. Cevizdeki yag asitleri

Yag Asidi Toplam yag asidinin yiizde dagilimi
Doymus yag asitleri, total %8.67
Palmitik asit %6.52
Stearik asit %2.15
Tekli doymamis yag asidi, total %20.28
Gadoleik Asit %0.12
Oleik asit %20.16
Coklu doymamis yag aisdi(PUFA), %71.05
total

Linoleik asit %62.99
Linolenik asit %8.05
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2. Protein (18 degisik aminoasitten olusur)

Cizelge 2.3. Cevizdeki aminoasitler

Amino Asitler Cevizin 100 gramindaki miktar
Isoldsin 566 mg
Losin 922 mg
Lizin 388 mg
Metionin 280 mg
Sistin 345 mg
Fenilalanin 682 mg
Tirozin 439 mg
Treonin 488 mg
Triptofan 139 mg
Valin 723 mg
Arjinin 2103 mg
Histidin 359 mg
Alanin 609 mg
Aspartik Asit 1475 mg
Glutamik Asit 2809 mg
Glisin 755 mg
Prolin 553 mg
Serin 782 mg
Total Esansiyel Amino Asitler 6676 mg
Total esansiyel olmayan amino asitler 7767 mg
Total Amino Asitler 14443 mg

3. Karbonhidratlar (sekerlerin 3 degisik tipinden meydana gelir
4. Diyet ile alinan lifler
- Mikro Besin Ogeleri — Mineraller (toplam agirhiginm %]1° i)
v' Kalsiyum
v Demir

v' Magnezyum
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AN N N N YN

v

Fosfor
Potasyum
Sodyum
Cinko
Bakir
Manganez

Selenyum

- Mikro Besin Ogeleri — Vitaminler (total agirhiginin %0.3iidiir)

v

AN NN Y N N NN

<

Vitamin C

Tiamin

Riboflavin

Niasin

Pantotenik asit

Vitamin B6

Vitamin E (alpha-tocopherol
Vitamin E(delta-tocopherol)
Vitamin E (gamma-tocopherol)
Vitamin K

- Bitki Sterolleri /Total agirligin %0.6’sid1r.)

v
v
v

Stigmasterol
Campesterol

Beta-sitosterol

- Diger maddeler (total agirliginin %0.1° idir.)

v

NN

Melatonin
Beta-karoten
Lutein
Zeaksantin
Ellagik Asit
Gallik Asit
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2.5. Oksidatif Stresss

Oksijen canlilar i¢in hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji tiretim
stireclerinde kullanilir (Vaya 2012; Winczura ve ark. 2012). Serbest oksijen radikalleri
enerji iliretim siireglerinin dogal bir yan {iriinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel
olarak zararli maddelerdir (Vaya 2012). Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya,
proteinlere ve lipitlere saldirarak zarar verir (Winczura ve ark. 2012). Serbest radikallerin
zararli etkilerinden korunmak ic¢in hiicreler bunlar1 noétralize eden antioksidanlar
tiretmektedir (Jacob ve ark. 1996; Ulutas 2012).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Bu denge, hiicreyi
serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge serbest radikaller lehine
bozulursa hiicrede serbest radikallerin miktar1 artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve
hiicre fonksiyonlari {izerinde yaptiklart olumsuz etkiye ‘oksidatif stres’ denir (Jacob ve ark.
1996). Bircok metabolik ve sistemik hastaligin etiyolojisinde oksidatif stresin 6nemli bir
rol oynadig1 gosterilmistir (Caviness ve ark. 2011; Coppo ve ark. 2010; Kaur ve ark. 2008;
Loukides ve ark. 2011; Miller ve ark. 2009; Otani 2011; Palm ve ark. 2011; Pellegrino ve
ark. 2011; Plafker 2010; Rains ve ark. 2011; Roberts ve ark. 2010; Ulutas 2012; Victor ve
ark. 2011; von Bernhardi ve ark. 2012).

2.5.1. Serbest Radikaller ve Tiirleri

Son yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olan serbest
radikaller, kisa 6miirlii, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve ¢ok etkin atom veya molekiiller
olarak tanimlanir. Kararli bir yap1 kazanabilmek i¢in kendisindeki fazla elektronu baska
atomlara verinceye ya da baska atomlardan elektron alincaya kadar cevrelerindeki
molekiillere adeta saldirirlar. Bircok zincir reaksiyonu baglatip daha c¢ok radikal
olusturmalarindan ve radikal olmayan molekiiller ile reaksiyona girip onlar1 da radikal
yapmalarindan dolay1 serbest radikaller oldukga tehlikelidir (Akkus 1995; Yurt 2010b).
Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri gibi degisik
kimyasal yapilara sahiptir (Thomas 1995). Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikallerden olan oksijen radikalleri, siiperoksit grubuna bazi demir-kiikiirt igeren

yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve savoproteinlerin etkisiyle indirgenir (Aruoma ve
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ark. 1991). Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit grubu, bakirli bir
enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciliginda hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene
gevrilir (Qi ve ark. 1997). Siiperoksit grubundan daha zayif olan H,O,, dokularda bulunan
peroksidaz, katalaz (CAT), ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimlerle su ve
oksijen gibi daha zayif etkili lriinlere doniistiiriilerek etkisiz hale getirilir (Valko ve ark.
2007). Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler,
stiperoksit gruplarinin zararsiz hale getirilmesini smirlandirirken, lipit peroksidasyonu

hizlandirirlar (Qi ve ark. 1997; Ulutas 2012).

2.5.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen metabolizmasi ara triinleri olan reaktif oksijen tiirleri, brom ve klor gibi
tek atomlu yapilar, sodyum ve potasyum gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek
elektron bulunduran NO, NO2 gibi atom bilesikleri; oksijen radikalleri olarak
bilinmektedir (Karihtala ve ark. 2007). Intoksikasyon, hemoraji, iskemi, radyoaktivite
durumlarinda mitokondride aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi bozulur. Elektron
tasima sisteminden elektron kagaklari meydana gelir (Forstermann 2008; Ulutas 2012).

Normal metabolizmada molekiiler O2’nin % 98’1 oksidazlar yoluyla suya
cevrilmektedir. Geriye kalan kismi ise oksijenazlar yoluyla hiicre i¢i organellerin yapilarim
ve fonksiyonlarini degistiren, membranlarda oksidatif yikima neden olan reaktif toksik
tirtinlere dontistiiriiliir. Bu O, metabolizmasi tirlinlerinin azaltilmasi enzimatik siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), ve glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve nonenzimatik
glutatyon (GSH) hiicresel savunma mekanizmalariyla kontrol edilmektedir (Wickens 2001;
Wohaieb ve ark. 1987; Yurt 2010a).

2.5.2.1. Singlet Oksijen Atomu

Bir radikal olmayip siklikla oksijen radikalleri ile birlikte anilan reaktif oksijen
turtidiir. Singlet oksijen dis yoriinsinde eslenmemis bir elektronu bulunmayan serbest
radikal olarak kabul edilmemekte, fakat serbest radikal reaksiyonlarini baslattiklarindan
serbest radikal sinifina dahil edilmistir (Haleng ve ark. 2007; Kulbacka ve ark. 2009;
Ulutas 2012). 'O, mutajenik ve genotoksik olarak bilinir. Ayrica pekgok biyolojik prosesi
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iceren reaktif oksijen tiirii olarak bilinir. Notrofil fagozitozisi ve enzimatik progesler
kaynak olarak gosterilebilir (Ravanat ve ark. 2001).

Singlet oksijen (O,), oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu
kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi
olusabilecegi gibi, siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile
reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Biyolojik sistemlerde singlet oksijen; fotosentez
reaksiyonlar1 sirasinda, hidrojen peroksitlerin metal iyonlar1 varhiginda vermis olduklari
reaksiyonlar esnasinda, iyonize radyasyon ile uyarilma sonucu veya sitokrom p450
tepkimeleri sirasinda olusabilir (Afanas'ev ve ark. 1995; Akkus 1995; Kappus 1987;
Karbownik ve ark. 2000).

2.5.2.2. Siiperoksit Radikali

Canli organizmada meydana gelen ilk radikal siiperoksit (O2) radikalidir. Canlilarda
tek bir elektronun transfer yoluyla oksijene verilip oksijenin tek degerlikli indirgenmesi
ile O, olusmaktadir (Jacob ve ark. 1996), enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar
cevresel etkenler ile daha kolay bir sekilde olusur. Molekiiler oksijenin suya indirgenmesi
sirasinda elektron transport zincirindeki elektron kagagi sonucu siiperoksit radikali olusur.
Siiperoksitin radikalinin en biiyiik kaynagi elektron transport zinciridir. Reaktivitesi diisiik
bir radikaldir (Jialal ve ark. 1993). Molekiiler oksijenin dis orbitallerinde paylasiimamis
iki elektron vardir. S6z konusu elektronlar paylasilmayip ayr1 orbitallerde bulunduklarinda
ve spinleri ayn1 yonde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Dis orbitallerden
her biri birer elektron daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit
anyonu (siiperoksit radikali O -) iki elektron almasi ile peroksil anyonu olusur. Siiperoksit
radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir, boylece olusan peroksil
anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,0,) olusturabilir (Kiling 1986;
Yurt 2010a).

2.5.2.3. Hidrojen Peroksit
Oksijenin 2 elektronla uyarilmast veya Oy. ’nin dismutasyonu ile H,O, meydana
gelir (J. H. Kim ve ark. 2011). Hiicre hasarinda ve 6zellikle DNA hasarinda onemli

roliiniin oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. H,O, hiicre membranini kolaylikla
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geger ve fenton reaksiyonu ile veya diger bir reaksiyon olan Haber-Weiss reaksiyonu ile
*OH olusturur. H,O;’ nin toksik sonuglarina neden olan bu iki reaksiyondur (Reiter ve ark.
2001; Wei ve ark. 2001). Serbest radikal olmadigi halde ‘‘ROS’’ kapsamina giren ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynayan H,O; potansiyel oksitleyici 6zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’ nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi gerekir.
Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri
tarafindan suya donistiiriilerek yerine getirirler (Halliwell 1987; Hemnani ve ark. 1998;
Rusyn ve ark. 2000; Ward 1983).

2.5.2.4. Hidroksil Radikali

Son derece reaktif bir oksidan radikali olan hidroksil radikali tim biyolojik
molekiillerle reaksiyona girebildiginden dolay1 yarilanma 6mrii ¢ok kisa ve buna karsin
oldukg¢a biiyiik yikici hasarlara neden olmaktadir (Catala 2009). Biyolojik sistemlerin
tanidig1 en reaktif tiir olan OH’, su dahil ortamda rastladig1 her biyomolekiille difiizyon
limiti hiz1 ile tepkimeye girer (Jiang ve ark. 2011; D. Kim ve ark. 2010; Pang ve ark.
2011).

Fosfolipidler, karbonhidratlar, proteinler, DNA gibi elektronca zengin bir¢ok
molekiil hidroksil radikalinin hedefinde yer alir. Hidroksil radikali DNA iizerinde
kirilmalara ve mutajenik etkilere neden olur. Radikal olmayan biyolojik molekiillerle
reaksiyona girerek zincirleme reaksiyonlar baslatabilir (Breen ve ark. 1995; Cadet ve ark.
2003; Dizdaroglu ve ark. 2012; Floyd ve ark. 1992; Halliwell ve ark. 1992; Karam ve ark.
1991; Kawanishi ve ark. 1989; Lett 1988; Simic 1994). Hidroksil radikali lipid
peroksidasyonunu baglatarak hiicre zarinin yapisini bozar ve hiicre zarinm gegirgenligini
artirabilir ve hiicre dliimiine yol acabilir. (Ashley-Koch ve ark. 2008; Bhatt ve ark. 2005;
Catala 2009).

2.5.2.5. Nitrik oksit (NO)

Inorganik bir serbest radikal olan nitrik oksit metabolizma icerisinde birgok géreve
sahiptir. Gegmiste sadece gevre kirliligine sebep olan bir molekiil olarak kabul edilmistir.
NO oksijensiz ortamda olduk¢a stabildir ve diisiik konsantrasyonlarda iken, ortamda

oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilir. NO bir atom azot ile bir atom oksijenin
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ciftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden radikal
tanimina uymaktadir (Metodiewa ve ark. 2000; Powers ve ark. 2011; Tan ve ark. 2007).

Kan basinci tizerinde 6nemli bir etkisi bulunan NO, siiperoksit ve gecis metalleriyle
birleserck peroksinitriti olusturur. NO’ in ortamda birikmesi noronlarda ileri derecede
hasarin olugmasina yol agar. Yagda ¢oziinebilen nitrik oksit biyolojik membranlardan
kolaylikla gegebilir. NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid
peroksidasyonuna karsi koruma saglar. Bununla birlikte Siiperoksitle reaksiyona girerek
prooksidan olarak davranir. Nitrik oksit metabolizmada nitrik oksit sentaz (NOS) araciligi
ile tretilir ve giiclii bir damar diiz kas gevseticisi olarak gorev yapar (Lala ve ark. 2001,
Simonian ve ark. 1996; Yurt 2010a).

2.6. Serbest Radikal Kaynag

Biyolojik sistemlerde normal metabolik siirecin isleyisi sirasinda olusabilen serbest
radikaller, disaridan gelen yabancit maddelerin metabolize edilmeleri siirecinde de meydana
gelebilirler.  Normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara {riinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest
radikal ara {iriinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle tesadiifen
etkilesirler ve sonugta serbest oksijen radikalleri olusur. Reaktif oksijen tiirlerinin, endojen
ve eksojen olmak iizere iki 6nemli kaynagi bulunmaktadir (Haleng ve ark. 2007; Kappus
1987; Reiter ve ark. 2001; Ulutas 2012).

Endojen kaynaklar; mitokondrial elektron transport sistemi, oksijenaz enzimler
(ksantin oksidaz, 7 triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz), fagositik hiicreler (notrofiller,
makrofajlar), otooksidasyon reaksiyonlari (Fe*?, epinefrin) olarak siralanabilir. Eksojen
kaynaklar ise radyasyon, sigara dumani, stres, ilaglar, pestisitler ve diger ksenobiyotikler,
cevre kirliligi olarak siralanabilir (Lardinois 1995; Yurt 2010a).

2.6.1. Biyolojik Kaynaklar
Aktive olmus fagositler (solunumsal patlama = respiratory burst), antineoplastik
ajanlar (bleomisin, adriamicine), radyasyon, aliskanlik yapan maddeler (alkol ve

uyusturucular) ve gevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi,
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pestisitler, sigara dumani, anestezikler). Streste katekolemin diizeyi artar. Katekolaminlerin

oksidasyonu ise serbest radikal kaynagidir (Akkus 1995).

2.6.2. Intraselliiler kaynaklar

Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu (Tioller ve hidrokinonlar), Enzimler ve
proteinler (Ksantin oksidaz, hemoglobin, Mitokondrial elektron transportu, endoplazmik
retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri (stokrom P-450).
Peroksizomlar (oksidazlar, flavoproteinler), Plazma membranm1 (lipoksijenaz, lipid
peroksidasyonu) ve oksidatif stres yapici durumlar (iskemi, travma, intoksikasyon) (Akkus
1995).

2.7. Serbest Radikallerin Sistem Uzerine Etkileri

Serbest radikaller olduk¢a kararsiz molekiiller olduklarindan dolayi, hiicreye
mekanizma ve yapitaglart iizerinden zarar vererek membran fosfolipitleri olmak {izere
hiicresel bilesiklerin yapisin1 (karbonhidrat, lipit, protein, DNA.) bozarak, membranlar
depolarize olmakta, pargalayici enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin permeabilitesi
ve elektrik yiik dengesi degismektedir (Sinclair ve ark. 1990). Serbest radikaller baslica
hiicrede mitokondriyum olmak tizere hiicre membrani, lizozomlar, peroksizomlar, ¢ekirdek

ve endoplazmik retikulumda lokalize olur (Yurt 2010a).

2.7.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller ile ¢ok kolay bir sekilde reaksiyona giren membran yapisinda
bulunan doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir.
Kendi kendisini devam ettiren bir zincir reaksiyon olarak ilerlediginden ve geri
doniistimsiiz bir reaksiyon oldugundan dolay1 lipid peroksidasyonu oldukg¢a zararlidir.
Lipit, niikleik asit, karbon hidrat veya protein gibi hiicresel molekiillere okside edici bir
radikalin eklenmesi ile (6rnegin *OH) karbon merkezli radikaller olusur (R¢) bunlar daha
sonra oksijen molekiilii ile birlikte hizli bir sekilde ilgili proksil radikalini (ROO¢)
olusturmak {izere birlesirler. Ayrica bu peroksil radikalleri alkoksil radikalleri (RO¢) {ireten

reaksiyonlara karigabilirler (Reiter ve ark. 2001; Rice-Evans ve ark. 1991). Lipid
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peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) 6lgiimii ile belirlenebilir (Halliwell
ve ark. 1995).

Fizyolojik kosullarda lipit hidroperoksidazlar (LOOH) kararli molekiillerdir, ancak
gecis metalleri ile reaksiyona girerek alkoksil radikalleri (LO®) veya peroksil radikallerini
(LOO®) olustururlar. Bu islemler esnasinda karbon baglar1 kirilir ve sonugta pentan, etan,
4-hidroksinonenal ve MDA gibi bilesikler olusur. Olusan MDA protein tiyolleri ile
etkilesime girerek protein ve lipitler arasinda ¢apraz kopriiler olusturarak sonugta hiicresel
hasara neden olmaktadir. Dokuda MDA seviyesinin artmasi o dokuda serbest oksijen
radikallerinin arttigin1 gosterir (Nazifi ve ark. 2011). 4-hidroksinonenal ise biyolojik
olarak cok aktiftir ve trombosit agregasyonu ve aktive edilmis adenilat siklaz1 inhibe eder.
Pentan linoleik asit ve arasidonik asidin oksidasyonu ile bu zincir reaksiyonlar1 sonunda
olusur. Etan ise linolenik asidin oksidasyonu sonucunda meydana gelir (Rice-Evans ve ark.
1991).

2.7.2. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine EtKisi

Serbest radikallerin  karbonhidratlar1 etkilemesi sonucu, monosakkaritlerin
otooksidasyonu ile H,O, peroksitler ve okzoaldehitler olusabilir. Bunlar, diyabet, kanser,
sigara i¢imi ile iliskili kronik hastaliklar gibi patolojik proseslerde 6nemli rol oynarlar.
Doymamis yag asitleri ve karbonhidrat oksidasyonunun bir {iriinii olan glioksalin hiicre
bolinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir (Akkus 1995). Okzalaldehitler DNA, riboniikleik
asit (RNA) ve proteinlere baglanarak antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma

olaylarinda rol oynarlar (Blazovics 2009; Ceriello 2000; Nishinaka ve ark. 1994).

2.7.3. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin proteinler iizerinde ciddi anlamda zararlari mevcuttur. Reaktif
oksijen tiirevleri ya peptid baglari ile ya da aminoasit yan zincirleri ile reaksiyona girerek
proteinleri okside eder. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler (Calder 2008). Bu reaksiyonlar sonucunda Oksidatif stres iirtinleri
olan glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin

olusumuna neden olur.
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Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon
(stilfirlerin  karsilikli baglanmasi) reaksiyonlar1 disiilfit bagimi olusturur. Bdylece
proteinlerin yapisini bozarak viicuttaki metabolik aktivitelerini engeller (Jurgens ve ark.
1986; Yamazoe ve ark. 1998). Serbest radikallerin neden oldugu hasar sonucunda
proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanma, protein agregasyonu meydana gelmektedir.
Proteinlerin, serbest radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit bilesimlerine
baghdir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite giicline gbre protein

harabiyetinin boyutlar1 degisebilir (Erenel ve ark. 1992).

2.7.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkisi

Serbest oksijen radikallerinin en Onemli hasar1 DNA molekiilii iizerinde
gerceklestirir  (Halliwell 1994). DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak
kopyalanabilen bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik
bozukluklara neden olmaktadir (Hagen 1986; Sonntag ve ark. 2004). Proteinler, DNA
tamir enzimleri ve DNA polimerazlar serbest oksijen radikallerinin major hedefleri
arasindadir (Hagen 1986; Sonntag ve ark. 2004). DNA molekiilii hasar1 sonucu kronik
inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma, karsinogenezis, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi gesitli patolojilerin goriildiigii bilinmektedir (Cwikel ve ark. 2010; D. Q. Li
ve ark. 2010; Masuda ve ark. 2012; Robinson ve ark. 2012). Serbest radikal olan hidroksil
radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca etkilesime girerek degisikliklere neden olur.
Sitotoksisite, biiyilk oranda niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom
degisikliklerine veya DNA’daki diger bozukluklara baglidir (Akkus 1995). Radikaller,
protein yapisindaki enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran transporter proteinlerini

ve reseptor etkilesimlerini bozar (Ravanat ve ark. 2012).

2.8. Antioksidan Sistemler

Organizmada olusan bir oksidatif stres durumuna karsi antioksidanlar; lipidleri,
karbonhidratlari, proteinleri, DNA’y1 ve diger oksitlenebilir substratlar1 oksidasyondan
korurlar. Serbest radikaller tarafindan olusan oksidasyon dokularin yaslanmasina, kanser

ve kalp-damar rahatsizliklari gibi bazi hastaliklara neden olurlar (Jacob ve ark. 1996).
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Antioksidan savunma sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan yapilardan olusarak,
serbest radikal reaksiyonlarini belirli bir diizeye ¢ikmasini engellemek icin gorev yaparlar.
Canlilar, olusan toksik tiriinlere kars1 korunma mekanizmasina sahip olmakla beraber, bazi
durumlarda bu korunma sistemi asilabilmekte ve sistem yetersiz kalmaktadir (Thomas
1995). Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna ve oksidatif hasara neden olur. Oksidatif stres viicudun
antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretim ve yikim arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir
(Avramovic ve ark. 2012).

Enzimatik Antioksidanlar:

Oksijen serbest radikallerine karsi savunma sistemlerinin belli baslilar1 stiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GRd), katalaz (CAT) ve antioksidan enzimlerdir.Bu enzimler, oksidatif strese

bagli olusan asir1 hasarin dengelenmesinde biiyiik 6neme sahiptir.

2.8.1. Siiperoksit Dismutaz

Biitiin memeli dokularinda 3 form SOD bulunur. Cu/Zn-SOD (SOD1), Mn-SOD
(SOD2) ve ekstraselliiler SOD (ecSOD). Bu 3 izoformun lokalizasyonlar1 farklidir. Cu/ZN-
SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondride ecSOD ise ekstraselliiler bosluklarda lokalizedir
(Fukai ve ark. 2002). Siiperoksit anyonunun zararl etkisini 6nlemede gorev alan 6nemli bir
antioksidan enzimdir.

Sitokrom C ve SOD O den O, iiretimini katalizler. Bu islem esnasinda giiglii bir
oksidan olan H,O; olusur. H,O, SOD’un kataliziyle olusan bir {irlindiir ve CAT ile
selenyum bagimli GSH-Px tarafindan H,O’ya c¢evrilir (Evans ve ark. 2001). SOD

enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir:

202._"" 2H,0 S H,0, + O, + 20H*

2.8.2. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px H;0;’yi H,O’ya rediikte glutatyonun (GSH) disiilfid formu olan okside

glutatyona (GSSG) doniismesi ile ¢evirir. Boylece H2O, nin hasar verici etkisi engellenir.
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GSSG NADPH kullanilarak GRd tarafindan GSH’a tekrar doniistiiriilir. Genelde
intraselliiler GSH-Px; klasik GSH-Px (cGSH-Px) ve fosfolipit hidroperoksit GSH-Px
(PHGSH-Px) olarak bilinen iki farkli proteinden olusur (Lander 1997). GSH-Px’in en
onemli oOzelligi selenyum (Se) bagimli olmasidir. Fizyolojik durumlarda viicutta
GSH/GSSG orani yiiksektir. Thtiya¢ duyulunca GSH yoluyla H,O, H,O’ya doniistiiriilerek
GSSG olusur. Bu sebeple viicutta GSH/GSSG orani oksidatif stresin 6nemli bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Wei ve ark. 2001).

2.8.3. Glutatyon Rediiktaz

Okside glutatyonun tekrar rediikte glutatyona doniismesini katalizleyerek dolayli
yoldan antioksidan etki gostermektedir. GSH-Px ortamdaki H,O;’yi uzaklastirirken
GSH/GSSG oranint GSSG tarafina kaydirir. Tekrar dengenin saglanmasi i¢in GSSG’nin
GSH’a dondiiriilmesi gereklidir. NADPH yardimi ile GRd enzimi bu indirgenme olayinda
gorev alir. NADPH ise glukozun pentoz fosfat metabolik yolunda oksidasyonu sonucu elde

edilir (Imai ve ark. 2003).

2.8.4. Glutatyon S-transferaz
Kseno biyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol oynarlar. Viicutta olusan

lipit peroksitlere karst Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek etki eder (Kovacic 1986).

2.8.5. Katalaz

Glikoprotein yapida bir hemoproteindir. Dokularda esas olarak mitokondri ve
peroksizom partikiillerine bagli olarak bulunur. Bunun yaninda sitoplazma ve E.R.’da da
aktivite gosterir. Okside edici molekiillerin etkisiyle olusan H,O;’yi suya ¢evirir. H,O,’nin
miktarinin asirt arttifi durumlarda aktivite gosterir. Diigsiik HoO, seviyelerinde ise diger
enzimler (GSH-Px) gibi devreye girer (Agar ve ark. 1986). GSH-Px ile benzer etkiyi
gosterirler ancak hiicre i¢i dagilimlar1 farklidir. GSH-Px esas olarak mitokondri ve

sitozolde aktif iken katalaz peroksizomlarda aktiftir. Katalizledigi reaksiyon;

2 H,0,-->2H,0 + O,
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2.5.6. Transaminazlar (Aspartat amino transferaz ve alanin amino transferaz)

Klinik tanida karaciger hasar tespiti i¢in iki 6nemli enzim olan Alanin amino
transferaz (serum glutamat — pruvat amino transferaz) ve aspartat amino transferaz (serum
glutamat — oxaloasetat amino transferaz) alanin ve aspartik asidin amino gruplarini a- keto
glutarata tasir ve boylece glutamat ve ALT ile piruvat ve AST ile oksalosetat olusur. B6
vitamini her iki enzimin de kofaktoridir (Y. M. Li ve ark. 2004).

AST karacigerde oldugu kadar kalp, kas, beyin, pankreas, bobrek, akciger, beyaz
kiire ve kirmizi1 kiirelerde de yogun olarak bulunmaktadir. Buna karsilik ALT yogun olarak
yalnizca karacigerde bulunur. ALT ve AST kronik asir1 igme belirleyicisi olarak
kullanilmaktadir (Wallach 2000). Alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda AST ve ALT
seviyeleri saglikli bireylere gore bircok kat artig gdsterir. Bu yiizden bu enzimler karaciger
hiicre harabiyeti i¢in duyarli belirtecler olsa da, yalniz baslarina belirte¢ 6zelligi tasimazlar
(sensitivitesi yiiksek ancak spesifitesi diigiiktiir). Orta siddette ve agir alkolik karaciger
harabiyetinde de bu enzim miktarlarinda artis olur ancak bu artis nonalkolik hastaliklara
nispeten olduk¢a azdir. Karaciger hastaliklarinda tanisinda AST/ALT orani1 bir belirteg
olabilir fakat alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda bu oranin azaldigi go6zlenirken
alkolik karaciger hasarinda AST/ALT orani artar. Alkolik karaciger hastaliklarinda
pridoksal-5-fosfat eksikligi olur.
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3. GEREC YONTEM

Bizim yaptigimiz bu calismada 48 adet sican (Wistar albino) kullanildi. Hayvanlar
rastgele secilerek kontrol grubu (A,n:12), Bogma raki grubu (B,n:12), ceviz grubu (C,n:12)
ve bogma rakitceviz grubu (D,n:12) olmak iizere toplam 4 gruba ayrildi. Otuz giin
boyunca devam eden uygulamalar sonunda karaciger koruyucu etkilerinin gostergesi
olarak degerlendirilebilecek karaciger harabiyet biyobelirtecleri olan AST, ALT, enzim
seviyeleri tespit edildi. Ayrica karaciger dokusu oOrneklerinde antioksidan kapasite
etkinliginin gostergesi olarak degerlendirilebilecek antioksidan enzimlerden SOD, GSH-
Px, CAT, aktiviteleri ile lipid peroksidasyon (MDA) diizeyleri iizerindeki etkileri

belirlendi.

3.1. Cahsma Sekli

Arastirma Yontemi:

Calismaya 48 adet Wistar albino erkek rat dahil edilmis ve her grupta 12 rat olacak
sekilde toplamda 4 grup olusturuldu.

Grup A: Kontrol grubu(A); laboratuvar sartlarinda ad-libitum beslenmesi
saglanmustir.

Grup B: Bogma raki grubu (B); diyete bogma raki (% 30 (v/v), 9,2 ml/kg/giin)
eklenmistir.

Grup C: Ceviz grubu (C); diyete ceviz (10g/kg/giin) eklenmistir.

Grup D: Bogma raki ile ceviz grubu (D); diyete bogma raki ve ceviz birlikte

eklenmistir.

Ceviz

Yapilan deneysel calismada sicanlara verilen cevizler piyasadan satin alma yoluyla

temin edildi.

Bogma Raki

Yapilan deneysel ¢alismada ratlara verilen bogma raki illegal olarak tiiketilen ev

yapimi raki satin alma yoluyla temin edilmistir.
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Bogma Raki icin GC/MS parametreleri

Ucucu bilesenlerin kalitatif ve kantitatif 6l¢iimlerinin yapilmasinda standart olarak
etanol, metanol, 1-propanol, 1-butanol, 2-butanol, 2-methyl-1-propanol (isobutanol) and 3-
metil-1-butanol (isoamyl alcohol) kullanilda.

Kullanilan kimyasallarin analitik araliklart Merck’ den (Darmstadt, Germany)
temin edildi. Ugucu bilesenler HP 6890 gaz kromotografi, bir HP 5972 kiitle dedektorii
(MSD) ve bir HP 6890 otomatik sivilastirici ile birlikte Hewlett-Packard (Palo Alto, CA)
GC/MS sistemi ile tespit edildi.

Cizelge 3.1. Illegal olarak iiretilen Bogma Rak1’daki kimyasal bilesenler (% V/v).

Konsantrasyon
Bilesen Bogma Raki
(Y%viv)
Trans-anetol 1.93
Asetik Asit 0.25
Izobiitanol 0.19
Izomil Alkol 0.77
Metanol 1.17
Etanol 94.53
Digerleri 1.16
3.2. Kullanilan Cihazlar
Cihazlar Marka & Model
e UV spektrofotometre » Schimadzu-UV 260
e Su Banyosu » Thermomix BU
e Buz makinesi » Scotsman AF-10
e Sogutmali Santrifiij » NUVE Centrifuge 5403
e Santrifijj » NUVE D7200
e Manyetik karistirici » Heidolph MR 2002
e Vorteks » Elektro-mag M-16
e Dijital pH metre » WTW pH S25
e Elektrikli Terazi » Mettler P 1210
e Otomatik pipet » Gilson P-20, P-100, P-200, P-1000 pul
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3.3. Kimyasal Maddeler

Kimyasallar (Alfabetik) Firma Kullanim Yeri
< Ammonium sulfate (NH,),SO4 Sigma A6387 SOD, GSH-Px
< n-Butanol (C4H,0) Merck 1.00988 MDA
< Bovine Serum Albumin Sigma A-2153 SOD
< Kloroform (CHCI5) Merck 24.31 SOD
< Cupric chloride (CuCl,.2H,0) Sigma C-6641 SOD
« Na,EDTA Sigma ED2SS SOD, GSH-Px
« Glutathione Rediiktaz Sigma G-3664 GSH-Px
< Glutathione-reduced (GSH) Sigma G-6529 GSH-Px
« Hidrojen Peroksit %30 Merck 1,08597 CAT, SOD, GSH-Px
* Reduced NADPH Sigma N-1630 GSH-Px
= Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma N-6876 SOD
» Potasium dihidrogen phostphate Sigma N-6872 GSH-Px
« Sodium azid (NaNs) Merck 6688 GSH-Px
« Sodium Carbonate (Na,COs) Merck 1.06398 SOD
« Sodium Cyanide (NaCN) Sigma S3296 SOD
« Sodium phospate dihydrate Merck 1.0398 SOD
« 2- Thiobarbituric acid (TBA) Sigma T-5500 MDA
« Xanthine (CsH;N,405) Sigma X-7375 SOD
< Xanthine Oxidase (XO) Sigma X-1875 SOD
< Hyrochloride Acid (HCI) Sigma S4456 MDA, Lowry
« Triclor asetic acid (TCA) Sigma T-5510 MDA
< Sodium phospate monohydrate Sigma S-9638 Tampon
< Sodium dihydrogen phospate ]
decahydrate Sigma S-8745 Tampon
e Tris (NH,C(CH,0H)5) Sigma 252859 Tampon

3.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

30 giinliik deneme sonunda sicanlar % 10’luk ketamin ile anesteziye tabi tutularak
enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi. Kanlar biyokimya cam tiiplere alinarak
serum enzimleri tayini i¢in serum Ornekleri hazirlandi. Diger yandan; 30 giin deneme

sonunda siganlarin, karaciger, dokusu alinarak fizyolojik suyla yikanip kurutma kagidiyla
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kurutulduktan sonra analizlerin yapilacagi zamana kadar derin dondurucuda (-80 °C)
muhafaza edildi. MDA tayini homojenatinda, antioksidan savunma sistemi unsurlari ise

elde edilen doku stipernatantlarinda gergeklestirildi.

3.5. Doku Ekstraksiyon Islemlerinin Gergeklestirilmesi

Muamele sonrasi derin dondurucuda (-80 °C) bekletilen siganlarin karaciger dokusu
oda sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak ¢Oziindiiriildii. Dokularda antioksidan
enzim ve malondialdehid tayinleri i¢in doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde
gerceklestirildi. Ekstraksiyon i¢in PH 7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu; 0.2 mM olarak
hazirlanan Tris soliisyonu ve HCI soliisyonu 50 / 39.9 (v/v) oraninda karigtirilarak
hazirlandi.

Yas agirliklar1 0,8 g olarak ayarlanan dokular1 soguklugu muhafaza edilerek temiz
cerrahi makasla kiiciik pargalara ayrildi. Cam tiipe aktarilan doku iizerine eklenecek tris
miktart doku miktarinin (0.8 g) 9 kat1 (0.8*9=7.2 ml ) olacak sekilde hesaplandi ve dnce 2
dakika i¢in (4.2 ml) Tris-HCI tamponu eklenip homejenizasyondan sonra kalan 1 dakika
icin (3 ml) tampon eklenerek homojenizasyon siirdiiriildii. Buz doldurulmus plastik kap
igerisine yerlestirilen cam tiipteki doku 16.000 devir/dakika hizda homojenize edildi Elde
edilen homojenatlardan bir miktar MDA tayinlerinin yapilmasi i¢in saklandi.

Homojenatlar 3220 rpm / 30 dakika +6 °C sogutmal1 santrifiijde santrifiij edilerek
stipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, GSH-Px, XO ve protein tayinleri
yapilabilmesi i¢in saklandi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile
vortexlenip cam tiipte 3220 rpm / 40 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Ustte olusan etanol

fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini yapilmasi i¢in ayrildu.

3.6. Analiz Yontemleri

Lipid peroksidasyon iiriinii (MDA), antioksidan enzimler (SOD, CAT, GSH-Px)

manuel spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.
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3.6.1. Serum Enzim Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum enzimlerinden aspartate aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz

(ALT) enzim seviyeleri kitler kullanilarak otoanalizator (BM/HITACHI-911) ile belirlendi.

3.6.1.1. Malondialdehid Ol¢iimii

Lipit peroksidasyonundaki bu yontem ¢ift kaynatma esasina dayanir. Birinci
isitmada bagli olan MDA proteinlerden serbestlestirilerek proteinler ¢oktiiriiliir, ikinci
1sitmada ise total MDA, TBA ile sicak ve asidik ortamda renkli kompleks olusturacak
sekilde reaksiyona girer. Hammode ve ark. yonteminde, TBA-MDA nin olusturdugu (Sekil
3.5.1) renkli kompleksin 532 nm’de verdigi absorbansiyla dogru orantili olarak MDA nin

konsantrasyonu hesaplanmig olur (Hammouda ve ark. 1995).

SH N OH (CHO 5 N OH HO N SH
\|¢ | I Y z m/
2x + CH — = + 2H,0
N | Ne N AN )

CHO C—C=¢C

H H H

OH OH OH
754 MDA MDA - TBA Kompleksi (renkdi irien)

Sekil 3.1. MDA’nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapist

Reaktifler

* % 10’luk triklorasetik asit (TCA)
* % 0.675’lik tiobarbitiirik asit (TBA)

Deneyin yapihis

Kontrol ve numune tiiplerine 2,5 mL TCA (%10) kondu. Numune tiiptine 0,5 mL
serum, kontrol tiiptine ise 0,5 mL distile su eklendi. Tiiplerin agizlar sikica kapatilarak
onceden 90°C’ye kadar 1sitilmis su banyosu iginde 15 dakika bekletildi. Bekleme siiresi

sonunda tiipler su banyosundan ¢ikarilarak akan musluk suyu altinda sogutuldu. 3.000 rpm
de 10 dakika ¢evrildi.
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10 mL’lik vidah-kap cam tiip Kor tiipii (mL) Numune tiipii (mL)
% 10’luk TCA (mL) 2.5 2.5
Numune (mL) - 0.5

Distile su (mL) 0.5 -

Ustteki siipernatanttan 2’ser mL baska bos tiiplere aktarildi. Bu tiiplerin iizerine 1
mL TBA ¢ozeltisi (% 0.675) eklendi ve ayni sekilde agizlar: sikica kapatilarak 90°C’lik su
banyosunda 15 dakika bekletildi.

10 mL’lik vidah-kap cam tiip Kor tipii Numune tiipi
Siipernatan (mL) 2 2
% 0.675’lik TBA (mL) 1 1

Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler akan musluk suyunda sogutuldu.

Spektrofotometrede 532 nm’de kore kars1 numunenin absorbansi dlgiildii.

Hesaplama

Koriin absorbansi numunenin absorbansindan ¢ikartilarak net absorbanslar bulundu.
TBA-MDA kompleksinin 532 nm’deki molar ekstinksiyon katsayisi olan 1.56 X 10° M1

cm L den faydalanilarak ve diliisyon faktorii de dikkate alinarak nmol/mL cinsinden MDA

konsantrasyonlar: hesaplandi.

3.6.1.2. Katalaz Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna gore ¢alisildi (Aebi 1974). Deney ortamina
eklenen H,O, ’nin numune i¢inde bulunan katalaz tarafindan ortamdan uzaklasmasi
esasma gore Ol¢iim yapilir. Hy02’nin spektrofotometrik olarak 240 nm’ deki absorbansi

kaydedilir.
Reaktifler

» Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM)
* H,0; cozeltisi: Absorbanst 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,O,’li

fosfat tamponu olup; yaklasik 300 mL pH 7, 50 mM olan fosfat tamponu renkli
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kaba (plastik, cam olabilir) aktarildi. Spektrofotometre fosfat tamponuna gore
sifirlanip renkli kabdaki tampona 10-20 pL hacimlerle H,0, ilave edildi. Optik

Dansite 0.500 nm oluncaya kadar devam edildi.
Deneyin yapilisi:

Fosfat tamponuna gore 240 nm dalga boyunda fosfat tamponuna gore sifirlanan kore

kars1 H,O; ¢ozeltisinin absorbansi 0.500’e ayarlandi.

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H,0; cozeltisi 0.01 2.99
Hemolizat - 0.01

Numune ilavesi ile quartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilip hemen kiivet alt-iist
edilip absorbans okundu. Absorbans azalmasi her 10 sn’de bir defa olmak iizere 2 dakika
siire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans azalmasinin en yiiksek

(OD,) ve en diisiik (OD;) degerleri esas alinir.
Hesaplama

K =[2.3 x log (OD;/ OD,)] / At (sn)
K/mg Hb =k / [(mg/dl Hb) x 1000]

3.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii

GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore caligildi (Paglia ve ark.
1967). Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H,0,) varliginda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin
bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi
ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’1n NADP"’ya yiikseltgenmesi sirasindaki

absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmastyla hesaplanir.

*** Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol miktaridir.
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Reaktifler

» GSH-Px Tamponu (pH 7, 50 mM Fosfat Tamponu + 5 mM EDTA)
e Amonyum Siilfat (3.2M (NH,4),SO,)

« Rediikte Glutatyon (150 mM)

« 1M NaN3 (Sodyum Azid)

» GSH-Rediiktaz

e 2 mM Hidrojen Peroksit

Deneyin yapihisi:
Reaktifler Numune (mL)
Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) + EDTA 2.650
150 mM Rediikte GSH 0.100
8 mM NADPH 0.100
GSH-Rediiktaz 0.010
1 M NaNj3 0.010
Numune 0.020

*#% 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon yapildiktan sonra her tiipe 2 mMH0,’dan
0,100 ml pipetlendi Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin
absorbans degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. Lineer aktivite azalisinin oldugu

absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak hesap yapildu.
Hesaplama
IU/L = [(AA/) 1 6.22 x 10°°] x (1/0.02)
IU/mg Hb = (1U/L)/(1000xW)
Spesifik aktivite IlU/mg Hb = (IU/L) / (1000xW)

AA = OD degisimi, t= zaman (dk), W= Enzim ¢6zeltisinin protein miktar1 (mg/mL)
NADPH = 6.22 x 10"* M= 6.22 mM™
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3.6.1.4. Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz aktivitesi; Sun ve arkadaslarinin metoduna (Sun ve ark. 1988)
ve Durak ve arkadaslarinin (Durak ve ark. 1993) tarifledigi modifikasyona gore tayin
metodu: ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksitin nitro blue tetrazoliumu
(NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri (O2') ortamdaki NBT’yi
indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans
verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk
olusmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor renk
meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak agik renk olusmaktadir.
Enzim bulunmayan (Kor) degeri ile enzim bulunan numune absorbans degerleri hesaba

katilir.

Reaktifler
» 0.3 mmol/L Xanthine
e 0,6 mmol /L EDTA (2 Na tuzu)
e 150 umol /L NBT
» 400 mmol / L Na,COs
« 1g/ L bovine serum albumin ( BSA)
» 0.8 mmol/L CuCl,
* M (NH4)2SO4 (Amonyum siilfat)
« 167 U/L Xanthine Oxidase (XO)

*#** ]k 5 kimyasal hacimleri koyu renk cam siseye kopiirtiilmeden birlestirildi
(ASSAY reaktifi). Toplam hacim 490 mL oldu; her numune igin 2.85 mL
kullanilacagindan 170 numune ¢alisilabilinir. Miad1 yaklasik 2-8°C’de 2 aydir.

Deneyin yapihis
Reaktifler Kor (mL) | Numune (mL)
ASSAY reaktifi 2.85 2.85
Extrakt (Etanol fazi) - 0.10
Bidistile su 0.10 -
167 U/L XO 0.05
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Kor tiipiine enzim ilavesi ile tiip altiist edilir ve inkiibasyon siiresi baslatildi. 25
°C'de 20 dakika inkiibasyon sonu hemen; kor ve numune tiiplerine 0.08 mM/L CuCl,
pipetlendi ve reaksiyon durduruldu. Distile suya kars1 korden baslanarak numuneler 560

nm.’de okundu.

Hesaplama
% Inhibisyon = [Absorbans kor (AK) - Absorbans numune(AN)]/(AK) x 100
% 50’lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in;
%50 inhibisyon = (AK-AN)/AK x 20 = Spesifik aktivite (SA)
** Eritrosit i¢in: SA x 5 (sulandirma faktérii) / Hb (gr/mL) = U/gr hemoglobin

4.7. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 18.0 programi kullanilmistir. Her
parametreye ait olglimler i¢in verilerin normallik kontrolii Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildikten sonra tanimlayici istatistiksel incelemelerde Pearson korelasyon, tek
yonlli yaryans analizi (ANOVA) kullanildi. Anlamlilik seviyesinin degerlendirilmesinde
Posthoc analiz i¢in Duncan testi kullanildi. Sonuglar ortalama + SD olarak verildi.

Sonuglar %95°lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan bu deneysel ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglara gore; bogma rakinin
serum enzimleri ve MDA miktarin1 arttirmasma karsin, cevizin kontrol grubuna gore
karacigeri koruyucu veya lipid peroksidasyonunu azaltici bir etkisi gozlemlenmedi.
Bununla birlikte bogma rakinin ve cevizin birlikte verildigi grupta bir miktar oksidatif
stresin arttig1 belirlendi.

Cizelge 5.1’ de belirtildigi tizere kontrol, bogma raki, ceviz ve bogma raki+ceviz
grubun otuz giin sonunda ALT (U/L) degerleri sirasiyla 70.9 = 5.5, 76.7 £ 6.6, 69.2 +
8.4, 81.5+5.3, AST (U/L) degerleri 212.8 + 26.9, 247.0 + 46.7, 208.4 + 29.9, 253.3 +
39.8 olarak bulundu (Sekil 5.1, Sekil 5.2).

Bu sonuglara gore, bogma raki grubu (B) ALT seviyesinin kontrol grubuna (A)
gore artmasi istatistiki olarak onemli (P<0.05) bulunurken, ceviz (C) grubunun ALT
seviyesinin kontrol grubuna istatistiki olarak 6nemli bulunmadi. Bogma raki + ceviz
grubunun (D) ALT seviyesinin kontrol grubu (A) ve ceviz grubuna (C) gore artmasi
istatistiki olarak olarak 6nemli (P<0.05) bulunurken, ALT seviyesi bogma raki grubuna (B)
gore kismi artmis olsa da aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Elde edilen bulgulara gore, bogma raki grubu (B) AST seviyesinin kontrol grubuna
(A) gore artmasi istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunurken, ceviz (C) grubunun AST
seviyesinin kontrol grubuna istatistiki olarak onemli bulunmadi. Bogma raki + ceviz
grubunun (D) AST seviyesinin kontrol grubu (A) ve ceviz grubuna (C) gore artmasi
istatistiki olarak olarak dnemli (P<0.05) bulunurken, AST seviyesi bogma raki grubuna (B)

gore kismi artmis olsa da aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Ceviz Kontrol Raki  Raki+Ceviz
Gruplar

a: Bogma Raki grubu ve Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile Kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma Raki+Ceviz grubu ile Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
d: Bogma Raki ile Bogma Raki+Ceviz grubu arasindaki far istatistiksel olarak 6nemli degildir.

X +£SS: Ortalama =+ Standart Sapma

Sekil 5.1. Bogma Rak1 ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda ALT seviyelerinin karsilagtirilmasi
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Ceviz Kontrol Raki  Raki+Ceviz
Gruplar

a: Bogma Raki grubu ve Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile Kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma Raki+Ceviz grubu ile Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
d: Bogma Raki ile Bogma Raki+Ceviz grubu arasindaki far istatistiksel olarak onemli degildir.

X + SS: Ortalama + Standart Sapma

Sekil 5.2. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda AST seviyelerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 5.1. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda serum enzimi seviyeleri.

SERUM ENZIMLERI
Kontrol Bogma Raki Ceviz Bogma Raki ve
Ceviz
X +SS X £8S X £8SS X £8S
ALT (U/L) 70.9+5.5 76.7 + 6.6 69.2£8.4° 81.5+5.3°
AST (U/L) 212.8+26.9 247.0 + 46.7% 208.4 £29.9° 253.3 £39.8°

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

¢: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
d: Bogma Raki ile Bogma raki+ceviz grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir.

X +£SS: Ortalama + Standart Sapma

Cizelge 5.2° de belirtildigi tizere kontrol, bogma raki, ceviz ve bogma raki+ceviz
grubun otuz giin sonunda MDA (nmol/g protein) degerleri sirasiyla 2.195 + 0.2927, 3.115
+0.7442, 2.174 £ 0,095, 3.753 + 0.869 olarak bulundu. (Sekil 5.3).

Bu bulgulara gore, karaciger dokusunda, bogma raki grubu (B) MDA seviyesinin
kontrol grubuna (A) gore artmasi istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunurken, ceviz (C)
grubunun MDA seviyesinin kontrol grubuna istatistiki olarak énemli bulunmadi. Bogma
raki + ceviz grubunun (D) MDA seviyesinin kontrol grubu (A) ve ceviz grubuna (C) gore
artmasi istatistiki olarak onemli (P<0.05) bulunurken, MDA seviyesinin bogma raki

grubuna (B) gore daha da artmis artmas: istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulundu.
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Ceviz Kontrol Raki  Raki+Ceviz
Gruplar

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
d: Bogma raki ile bogma raki+ceviz grubu arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).

X £ SS: Ortalama = Standart Sapma

Sekil 5.3 Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda MDA seviyelerinin karsilagtiritlmasi

Cizelge 5.2. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda lipid peroksidasyon {iriini

seviyeleri.

LIiPiD PEROKSIDASYON URUNU

Kontrol Bogma Raki Ceviz Bogma Raki ve
Ceviz
X =SS X £SS X £SS X £SS
MDA 2.195+0.2927 | 3.115 £0.7442*% | 2.174 £ 0,095" | 3.753 + 0.869°
(nmol/g protein)

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak énemli degildir.

c: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
d: Bogma raki ile bogma raki+ceviz grubu arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).

X + SS: Ortalama + Standart Sapma
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Cizelge 5.3’ de belirtildigi lizere kontrol, bogma raki, ceviz ve bogma raki+ceviz
grubun otuz giin SOD (U/mg protein) degerleri sirasiyla 0.462 = 0.039, 0.374 £+ 0.039,
0.463 £ 0.036, 0.305 + 0.028 olarak bulundu (Sekil 5.4).

Bu bulgulara gore, karaciger dokusunda, bogma raki grubu (B) SOD seviyesinin
kontrol grubuna (A) gore diismesi istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunurken, ceviz (C)
grubunun SOD seviyesinin kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli bulunmadi.
Bogma raki + ceviz grubunun (D) SOD seviyesinin kontrol grubu (A) ve ceviz grubuna (C)
gore diismesi istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunurken, SOD seviyesinin bogma raki

grubuna (B) gore daha da diismesi istatistiki olarak dnemli (P<0.05) bulundu.

0,6

0,5

0.4

0,31

%
i

SOD

0,1~

0,0k

Ceviz Kontrol Raki  Raki+Ceviz
Gruplar

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak énemli degildir.

c: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
d: Bogma raki ile bogma raki+ceviz grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

X £ SS: Ortalama + Standart Sapma

Sekil 5.4. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda SOD seviyelerinin karsilastirilmasi
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Cizelge 5.3. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda siiperoksit dismutaz enzim

seviyeleri.
SUPEROKSIDUSMUTAZ ENZIM SEVIYELERI
Kontrol Bogma Raki Ceviz Bogma Raki ve
Ceviz
X x=8S X £SS X +£SS X £8SS
SOD 0.462+0.039 | 0.374=0.039*¢ | 0.463 +0.036° | 0.305 +0.028°
(U/mg protein)

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).
d: Bogma raki ile bogma raki+ceviz grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

X + SS: Ortalama + Standart Sapma

Cizelge 5.4° de belirtildigi tizere kontrol, bogma raki, ceviz ve bogma raki+ceviz
grubun otuz giin sonunda GSH-Px (U/dl) degerleri sirasiyla 4.565 + 0.407, 4.115 £ 0.326,
4.676 +0.151, 3.968 + 0.2210olarak bulundu (Sekil 5.5).

Bu sonuglara gore, karaciger dokusunda, bogma raki grubu (B) GSH-PX seviyesinin
kontrol grubuna (A) gore diigmesi istatistiki olarak 6nemli (P<0.05) bulunurken, ceviz (C)
grubunun GSH-Px seviyesi kontrol grubuna kismi artmis olsa da istatistiki olarak 6nemli
bulunmadi. Bogma raki + ceviz grubunun (D) GSH-Px seviyesinin kontrol grubu (A) ve
ceviz grubuna (C) gore diismesi istatistiki olarak onemli (P<0.05) bulunurken, GSH-Px
seviyesi bogma raki grubuna (B) gore kismi diismiis olsa da aralarinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadi.
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a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

d: Bogma Raki ile bogma rakitceviz grubu arasindaki far istatistiksel olarak 6nemli degildir.

X +£SS : Ortalama + Standart Sapma

Sekil 5.5. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda GSH-PX seviyelerinin karsilagtirilmasi

Cizelge 5.4. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda glutatyon peroksidaz enzim

seviyeleri.

GLUTATYON PEROKSIDAZ ENZIM SEVIiYELERI

Kontrol Bogma Raki Ceviz Bogma Raki ve
Ceviz
X £ SS X S8 X £ SS X =SS
GSH-Px 4565+ 0407 | 4.115+0326* | 4676 +0.151° | 3.968 +0.221°
(u/di)

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma rakitceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

d: Bogma Raki ile bogma raki+ceviz grubu arasindaki far istatistiksel olarak 6nemli degildir.

X £ 8S: Ortalama + Standart Sapma
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Cizelge 5.5 de belirtildigi tizere kontrol, bogma raki, ceviz ve bogma raki+ceviz
grubun otuz giin sonunda CAT (k/g protein) degerleri sirasiyla 2.686 + 0.604, 2.091 +
0.505,2.657+0.417, 2.070 £ 0.421 olarak bulundu (Sekil 5.6).

Bu sonuglara gore, karaciger dokusunda, bogma raki grubu (B) CAT seviyesinin
kontrol grubuna (A) gore diismesi istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunurken, ceviz (C)
grubunun CAT seviyesi kontrol grubuna gore istatistiki olarak dnemli bulunmadi. Bogma
raki + ceviz grubunun (D) CAT seviyesinin kontrol grubu (A) ve ceviz grubuna (C) gore
diismesi istatistiki olarak énemli (P<0.05) bulunurken, CAT seviyesi bogma raki grubuna

(B) gore kismi diismiis olsa da aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma rakitceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
d: Bogma Raki ile bogma rakitceviz grubu arasindaki far istatistiksel olarak 6nemli degildir.

X £ SS: Ortalama = Standart Sapma

Sekil 5.6. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda GSH-PX seviyelerinin karsilagtirtlmasi
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Cizelge 5.5. Bogma Raki ve Ceviz muamelesine tabi tutulan siganlarda glutatyon peroksidaz enzim

seviyeleri.
SERUM ENZIMLERI
Kontrol Bogma Raki Ceviz Bogma Raki ve
Ceviz
X =SS X =SS X +SS X =SS
CAT 2,686+ 0.604 | 2.091 +0.505* | 2,657 +0.417° | 2.070 +0.421°
(k/g protein)

a: Bogma raki grubu ve kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

b: Ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nemli degildir.

c: Bogma raki+ceviz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

d: Bogma Raki ile bogma rakitceviz grubu arasindaki far istatistiksel olarak 6nemli degildir.

X + SS: Ortalama + Standart Sapma

50




5. TARTISMA

Alkol tliketimi insan viicudunda farkli fizyolojik ve metabolik degisiklikler
meydana getirmektedir. Alkoliin almmmasiyla birlikte metabolizmada NADH/NAD*
oraninin artmasi, olusan asetaldehitin, proteinler ve lipidler ile reaksiyona girerek serbest
radikal olusumu ile hiicre hasarina yol agmasi, NADH/NAD+ oraninin artmasi ile birlikte
demirin serbestlesmesi bu durumda CYP2E1 enzim aktivitesindeki artis, mitokondri
hasarindan dolay1 azalmig ATP sentezi gibi degisimler alkol toksisitesi ile ilgili molekiiler
patolojilerdir (Brown ve ark. 2004; Ramaiah ve ark. 2004). Alkol kullanimina bagli serbest
radikal aracili hasarda rol alan diger bir mekanizma yag molekiilleri iizerine olan etkiler ile
gelisir. Oksidatif stres sonucunda olusan serbest radikaller doymamis yag asitlerinden
elektron alabilir ve lipid radikaller olusturabilir. Lipid radikaller O, ile reaksiyona girer,
sonugta lipid peroksidasyonu olusur (Charles S. Lieber 2003; Ponnappa ve ark. 2000).

Alkol metabolizmasinin gerceklestigi baslica organ karacigerdir ve bu yiizden
cesitli fonksiyonel ve doniisiimsiiz degisiklikler icin duyarlidir. Alkole bagl karaciger
hastaliklari; karaciger yaglanmasi, alkolik hepatitis ve karaciger sirozu olarak
tanimlanmaktadir. Karaciger hiicre biitiinliigii etkilendiginde ve paransim hiicrelerinin
dejenerasyonunda karaciger dokusunda oksidatif stresin arttigi ve serumda AST ve ALT
gibi enzim aktivitelerinin yiikseldigi vurgulanmustir (Karayilanoglu ve ark. 1991; Ozcan ve
ark. 1998).

Alkol ile birlikte deneysel asamada kullandigimiz ceviz iizerine bircok c¢alisma
yapilmis olup giinliik ceviz tiiketiminin kandaki lipoprotein seviyesini uygun bir sekilde
etkiledigini ve toplam kolesterol seviyesini diisiirdiigiinii gosterilmistir (Joan Sabate ve ark.
1993). Fitostereollerce zengin olan ceviz, fitosteroller kolesteroliin bagirsaklarda emilimini
engelleyerek toplam plazma kolesteroliiniin ve disiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’lerin
seviyelerini asagi ¢ekmektedir (Plat ve ark. 2001). Bunlarin yani sira ceviz serbest
radikalleri yok eden ve metal selat (baglama) aktivite nitelikleri olan polifenoller de
icermekte ve bu polifenollerin in vitro plazma ve LDL oksidasyonunun etkili bir
engelleyicisi olarak ta diigtiniilmektedir (Berliner ve ark. 1996).

Melatonin epifiz bezinin pineolasit adi verilen hiicrelerinden salgilanan bir hormon

olup uyumay1 kontrol eden bir mekanizmada rol alir ve ayn1 zamanda ¢ok kuvvetli bir
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antioksidan 6zelligi gosterir. Ceviz, melatoninin insan viicudunun kullanima hazir formunu
icermektedir (Reiter ve ark. 2005). Bu hormonun iiretimi viicut yaslandik¢a azalmakta ve
bu azalma sadece uyku diizensizligine degil muhtemelen antioksidan eksikligi ile de ortaya
¢ikan serbest radikale bagli hastaliklarin da artmasina neden olabilmektedir (Ergun ve ark.
2008; Reiter ve ark. 2005). Reiter ve ark. (2005) cevizin ne kadar melatonin i¢erdigini
(2.5-4.5 ng/g), ceviz tiiketiminin kandaki melatonin seviyesini artirdigini ve hayvanlarda
kandaki antioksidan etkiyi artirdigini ortaya ¢ikarmislardir(Reiter ve ark. 2005).

Giinliik hayatta tiiketilen besinlerin yag asidi miktar1 ve sahip olduklar1 antioksidan
oOzellikleri organizmanin prooksidan/antioksidan dengesini etkileyen 6nemli bir faktordiir
(Amaral ve ark. 2003; Avramovic ve ark. 2012; Bourre 2005). Kolesterolce zengin
beslenmenin yani sira, doymus yag asitleri de serum kolesterol diizeylerini arttirarak
organizmada oksidatif strese yol agabilir (Betteridge ve ark. 2003; Catala 2009). Coklu
doymamig yag asitleri ise, serum lipit diizeylerini diigiirlicii bir etkiye sahip olmasina
ragmen, organizmada lipit peroksidasyonuna duyarliligi arttirmakta ve prooksidan-
antioksidan dengeyi prooksidasyon yoniinde bozmaktadir (Calder 2008; de Lorgeril ve ark.
2004; Dénmez 2006; Gil 2002; Lada ve ark. 2003).

Cevizin igeriginde yiiksek oranda bulunan PUFA’ larin otooksidasyona duyarli
olmalar1 nedeniyle, zararl etkileri de son yillarda yapilan ¢alismarlarda dikkat ¢ekmeye
baslamistir. PUFA’ca zengin beslenme organizmada lipit peroksidasyonuna duyarliligi
arttirmakta ve organizmanin antioksidan sistemini etkilemektedir. (Song ve ark. 2000;
Thiery ve ark. 1987; Yam ve ark. 1996).

Biz yaptigimiz bu calismada ilk olarak, bolgemizde c¢ok sik tiiketilen ve dnemli
derecede toksikasyonlara neden olan bogma rakinin karaciger dokusu iizerine etkilerini
arastirdik. Alkoliin karaciger lizerine olan zararh etkileri ¢okga bilinmekte fakat biz daha
onceki ¢alismalarimizda (Zeren ve ark. 20121) igerigini arastirdigimiz Hatay ilinde illegal
olarak iiretilen bogma rakinin igerigindeki yiiksek alkollerin ne gibi etkileri yaptigin
arastirdik. Arastirmamizin ilk agsamasi sonucunda literatiir ile benzer sonuglara ulagtigimizi
gordiik ve alkol karaciger harabiyetine yol agti.

Literatiirde yapilan ¢aligmalara baktigimiz da;

Fidan ve ark. (1996), 22 tanesi tekel tarafindan, 8 tanesi bogma raki olarak bilinen
ve evlerde illegal iiretilen toplam 30 adet raki 6rneginin metanol miktarini belirlemislerdir.
Tekel tarafindan iiretilen Orneklerin metanol miktarini 78.24-117.37 g/hL mA, bogma
rakilarin metanol miktarini ise 31.99-307.47 g/hL mA olarak bulmuslardir. Arastirmacilar,
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Tekel tarafindan tretilen rakilar arasinda farklilik olmadigini, ancak bogma rakilarin hem
kendi i¢inde biiyiik farkliliklar gosterdigini hem de tekel rakilarina gore birkag kat fazla
miktarda metanol i¢erdigini ortaya koymuslardir (1. Fidan ve ark. 1996).

Apostolopoulou ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, sarap atigindan
tiretilen distile alkollii Yunan igkisi olan “tsipouro” ile ticari olarak {iretilen tsipouro ile
evde kagak olarak iiretilen tsipouro Ornekleri karsilagtirlmistir. GC analizleriyle
asetaldehit, metanol, etil asetat gibi onemli ugucu bilesikler, direkt enjeksiyonla, tespit
edilmistir. Bunun sonucunda, ev yapimi tsipourolarda ucucu bilesiklerin bir¢ogunun
yiikksek konsantrasyonda bulundugu ve ozellikle metanol igeriklerinin kabul edilebilir
limitlerin ¢ok {izerinde oldugu belirtilmistir (Apostolopoulou ve ark. 2005).

Seyreltilmis alkol insan saglig1 i¢in zararli degilken yiiksek konsantrasyonlu alkol
canlilar i¢in toksik etkisi yapabilir. Kanda diizenli olarak 24-60 mg/L alkol bulunurken,
normal bir alkol aliminda bu miktar 1000-3000 mg/L’ye ¢ikar. Kandaki alkol miktar
%0.35-0.4 seviyesine ulasinca asir1 bitkinlik hissedilirken, alkol miktart %7-8 civari

olunca 6ldiiriicii alkol zehirlenmesi ortaya ¢ikar (I. Fidan ve ark. 1993).

Lachenmeier, D. W. Ve ark. (2010) Ukrayna da iiretilen ticari ve kagak alkoller
izerine yapmis olduklari ¢alismada, alkol icerisinde bulunan farkli ugucu bilesen (metanol,
asetaldehit, ytliksek alkoller), etil karbamat, anyonlar, ve inorganik elementler miktarlarin
incelediler. Yapmis olduklar1 ¢aligma sonucunda kacak alkol i¢eriginde toksik etkiye sahip
olan asetaldehit, etil karbamat ve bakir, ¢inko gibi metaller bulundugunu belirttiler
(Lachenmeier ve ark. 2010).

Lachenmeier, D. W. Ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis olduklar1 ¢esitli data
caligmasi sonucunda etanol tiiketiminin karaciger sirozu morbiditesi ve mortalitesi lizerine
etkilerinin belirlenmesini incelediler. Bu ¢alisma gostermistir ki yiiksek miktarda etanol
alinmasi karaciger siroz mortalitesi oranini yiiksek miktarda arttirmaktadir (Lachenmeier
ve ark. 2011).

Yine Lachenmeier, D. W. arkadaslarinin 2014 yilinda en son yapmis olduklari
genis kapsamli literatiir caligmasinda illegal alkoliin karaciger sirozu iizerine etkilerini
arastirdilar. Yapmis olduklar1 bu ¢alisma sonucunda, illegal alkol sonucu olusan karaciger
siroz motalitesinin ilk olarak yliksek oranda etanol igerigine ve alkol kalitesine bagiml

oldugu ve bunun yaninda 6zellikle illegal alkoliin karaciger lizerine toksik ve kanserojen
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etkisi olan Etil karbamat’ dan 5000 kez daha zararli oldugu belirtilmistir (Lachenmeier ve
ark. 2014).

Monahhova, Y.B., Jendral, J. ve Lachenmeier, D. W. (2012) yapmis olduklar1
bilgisayar destekli literatiir ¢alismasinda illegal alkol igeriginde bulunan formaldehitin
kanser riskini arastirdilar. Bu ¢alisma sonucunda formaldehitin kanser yapma riskinin
ihmal edilebilir diizeyde oldugu ve asil olarak illegal alkollerde biiyiik risk faktoriiniin
asetaldehit ve etanol miktarinin oldugunu belirttiler (Monakhova ve ark. 2012).

Daha Once yaptigimiz bir ¢alismada (2012) genel olarak Cukurova bolgesinde
illegal olarak iiretilen bogma rakinin i¢eriginin ¢ok miktarda yiiksek alkoller igerdigini (21-
71 %vol.), ticari alkollerde ise bu oranin (41.5 %vol.) daha diisiik oldugu tespit ettik.
Tespit ettigimiz yliksek alkollerin ¢ogunlukla toksik etkisi yiiksek olan trans-anetol, izomil
alkol, biitanol ve 1-propanol oldugu goriildii (Zeren ve ark. 20121).

Yine yaptigimiz bir ¢alismada (2014) 30 giin boyunca bogma raki verdigimiz
ettigimiz ratlarin duyma yetilerinin nasil etkilendigi inceledik. Bu amagla elektron
mikroskobisi ile bagma rakiya maruz kalan ratlarin koklealarini incelendik ve akut
donemde herhangi bir degisikligin gézlemedigini tespit ettik (Cevik ve ark. 2014).

Ozcan, A. ve ark. (1998) ratlarda oral olarak verilen alkoliin serum, karaciger ve
bobrek ALT ve AST aktiviteleri ile serum total kolestrol ve lipid diizeylerine etkilerini
incelediler. Yapilan deneysel calismada 1., 7., 14. ve 21 giinlerin sonunda elde edilen baz1
kan karaciger ve bobrek dokusu parametreleri incelenmistir. Bu arastirma sonucunda 1.
giin sonunda serum ALT serum seviyesinin istatistiksel olarak degismedigi, 7., 14. ve 21.
Giin sonunda serum, karacigerde anlamli olarak degisiklikler gézlediklerini belirtmislerdir.
Deneme grubu ile kontrol grubu serum total kolesterol ve total lipid diizeyleri arasinda 1.
ve 7. giin sonunda anlaml bir degisiklik bulunmazken, 14. ve 21. giin sonunda yiikselme
oldugunu belirtmislerdir (Ozcan ve ark. 1998).

Masalkar, P.D. ve ark. (2005) 100 tane alkolik karaciger hastasinda oksidatif stres
ve antioksidan seviyesini alkol i¢gmeyenlere gore incelediler. Yapilan bu calisma
sonucunda, hastaligin artis1 ile birlikte lipid peroksidasyon iiriinii olan serum MDA
tiriiniiniin arttigini ve serum vitamin E ve C’ nin diisiis gosterdigi belirtilmistir (Masalkar
ve ark. 2005).

Tirapelli, L. F. arkadaslar1 (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada %20 lik kronik alkol

tiiketiminin rat karacigerinde MDA miktarinda ve hepatik fonksiyonlarda (transaminazlar)
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degisime neden olmadigi, histopotolojik olarak steatosis gozlendigi, ve NO seviyesinin
arttigin1 belirttiler (Tirapelli ve ark. 2011).

Kasdallah-Grissaa, A. ve calisma arkadaslar1 %35 lik etanol ve % 5 lik sizma
zeytinyaginin rat karaciger Tlizerinde ne gibi degisimler meydana getirecegini
incelediklerinde, sadece etanole maruz birakilan ratlarda hepatik MDA seviyesinin ve
serum transamilazlarin dikkate deger bir bigimde arttig1, hepatik antioksidan enzimler olan
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin istatistiksel olarak diistiigii belirtilmistir. Glutatyon
rediiktaz seviyesinin ise degismedigi belirtilmistir. Sizma zeytinyaginin ise etanoliin
meydana getirdigi oksidatif stresin tam tersine antioksidan olarak karaciger etki ettigi
bildirilmistir (Kasdallah-Grissa ve ark. 2008).

Jurczuk, M. ve ark. (2004) yapmis olduklar1 12 haftalik deneysel ¢aligmada ratlari
etanol ve kadmiyuma maruz birakip, ratlarin karaciger ve bobrek antioksidan enzim
aktivitesi ve lipid peroksidasyon seviyesini incelediler. Bu deneysel c¢alisma sonucunda
etanoliin karacigerde oksidatif strese neden olarak SOD ve CAT aktivitesinin diigtiglinii ve
MDA seviyesinin arttigini bildirdiler (Jurczuk ve ark. 2004).

Bu arastirmalar gibi bir¢ok klinik ve deneysel ¢alismalar gosteriyor ki asir1 doz
etanol karaciger lizerinde olduk¢a olumsuz etkilere sahiptir ve 6zellikle illegal alkollerde
iceriginde bulundurdugu ugucu maddelerden dolay: karaciger tizerinde ve viicudun birgok
yerinde toksik etkilere neden oldugu, antioksidan sistem iizerince ciddi maruziyetler

biraktig1 artik asikar bir sonugtur.

Yaptigimiz deneysel asamada ikincil olarak ise, omega-3 igeriginden zengin ve
viicut i¢in eser elementleri barndiran Ceviz’in, bogma raki ile birlikte tiiketildiginde
karaciger dokusunda ne gibi degisikliklere neden oldugu incelendi.

Higyilmaz, H. ve ark. (2007) ratlarda diyete ceviz katilmasinin serum lipid profili
ve nitrik oksit diizeylerine etkisini inceledikleri ¢alismada ratlar 8 hafta boyunca ceviz
diyeti ile beslendi. Deney siiresinin sonunda ceviz diyetinin etkilerini degerlendirildiginde
ceviz diyeti alan ratlarda total ve LDL kolesterol diizeylerinde, kontrol grubu serum total
ve LDL kolesterol diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli azalma, HDL, kolesterol,
trigliserid ve NO diizeylerinin degismedigi belirtilmistir (Higyilmaz ve ark. 2007).

Bullo, M. ve ark. (2010) ceviz ve ceviz kabugunun antioksidan etkisini arastirmak
icin yapmis olduklar1 8 haftalik ¢alisma sonucunda, plazma oksidasyon seviyesinde ceviz

ve ceviz kabugunun herhangi bir degisiklik meydana getirmedigini belirttiler. Bununla
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birlikte ceviz ve ceviz kabugunun plazma total antioksidan seviyesi ve glutatyon
seviyesinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu bildirilmistir (Bullo ve ark. 2010).

Anderson, K. J. ve ark. (2001) yapmuis olduklar1 ¢alismada ceviz polifenoliklerin in-
vitro insan plazma ve LDL oksidasyonunda ne gibi degisiklikler meydana getirecegini
arastirdilar. Yapilan bu deneysel calismada ceviz ektraktinin plazma tiobarbitiirik asit
seviyesini ve LDL oksidasyon seviyesini onemli bir sekilde inhibe ettigi bildirilmis ve
cevizin polifenolik igeriginin antiaterojenik potansiyele sahip oldugu bildirilmistir
(Anderson ve ark. 2001).

Ando, K. Ve ark. (2000) omega-3 yag asitlerinin rat organlarindaki lipid
peroksidasyonunu incelemek amaciyla yapmis olduklari ¢alismada, Omega-3 destegi
verilen rat karacigerinde lipid peroksidasyon miktarinda herhangi bir degisikligin
gozlemedigi bildirilmistir (Ando ve ark. 2000).

Venkatraman, J. T. ve ark. (1998) icerik olarak bol miktarda omega-3 ve omega-6
bulunduran balik yaginin egzersiz yapan ratlar iizerinde ne gibi etkileri olugunu incelediler.
Ypamis olduklar1 bu ¢alisma sonucun da CAT ve GSH-Px aktivitesinin balik yagi ile
birlikte arttigini bildirmislerdir (Venkatraman ve ark. 1998).

Popescu, L. ve ark. (2013) alkolik olmayan karaciger hastaliklarina diet omega-3
yag asitlerinin etkisini incelemek amaciyla ratlar lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada kan
ve doku orneklerinden biyokimyasal ve histolojik analizler yapmislardir. Bu deneysel
calisgma sonucunda omega-3 tedavisinin serumda trigliserid, glisemi ve kolesterol
miktarmni, dokuda ise MDA seviyesini diistirdiigli ve omega-3 diyetinin alkolik olmayan
karaciger hastaliklarinda hepatoprotektif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Popescu ve ark.
2013).

Doénmez, T. ve ark. (2006) findik ve cevizin sicanlarda serum lipitleri,
aterosklerotik lezyonlar ve prooksidan-antioksidan denge {izerine etkisini incelemek
amaciyla aterojen diyetle yapmis olduklar1 ¢aligmada serumda, findik iceren aterojen
diyetin total- ve (LDL+VLDL)-kolesterol, diyet plazmada MDA azalma, antioksidan
aktivitede artis, buna karsilik, ceviz igeren aterojen diyetin total- ve (LDL+VLDL)-
kolesterol diizeylerinde degisiklik meydana getirmedigi ve ceviz igeren aterojenik diyet
plazmada MDA ve DK diizeylerinde ve antioksidan aktivitede anlamli artis olusturdu ve
bu durumun bu kuru yemislerin yag asidi igerigindeki farkliliktan kaynaklanabilecegini

belirtilmistir (D6nmez 2006).
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Thiery, J. ve ark. (1987) yapmis olduklar1 calismada, ratlarda kolesterol ile
indiiklenen aterosklerozun omega-3 igerigince zengin olan balik yagi ile beslenmesinde
tavsan serumlarinda ne tiir degisiklikler meydana getirdiklerini incelediler. Yapmis
olduklar1 bu ¢alisma sonucunda, balik yagi ile tedavi edilen grupta serum total peroksit
diizeyleri ve MDA seviyesinin artmig oldugunu ve bunun bu hayvanlardaki
lipoproteinlerin  malondialdehit modifikasyonu nedeniyle olabilecegini bildirmislerdir
(Thiery ve ark. 1987).

Yam, D. ve ark. (1196) ceviz igerigindede bulunan omega-6 yag asitlerinin
muhtemel tehlikelerinden bahsetmistir. Yiiksek omega-6 linoleik asit tiiketiminin lipid
peroksidasyonu ve serbest radikal olusumu igin bir substrat olmanin yani sira,
hiperinsiilinemi Vve insiilin direnci agirlastirdigini, bu yag asitlerinin yararl etkilerinin yan
sira uzun siireli yan etkileri olarak hiperinsiilinemi, ateroskleroz ve kanser olusumunda
etkili oldugu belirtilmistir (Yam ve ark. 1996).

Bizim yaptigimiz deneysel ¢alismada bogma raki verdigimiz ratlarin MDA
seviyelerinde kontrol grubuna goére anlamli artis, CAT, SOD ve GSH-PX, aktivitelerinde
anlamli bir azalma gozledik. Yine karaciger fonksiyon testleri olan ve ALT, AST
aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlamli artis gozlemledik. Bizim sonuglarimiza benzer
olarak yapilan bir¢cok calismada yine alkolik karaciger hasarlarinda MDA seviyelerinde
artig, enzim aktivitelerinde genel olarak azalma oldugu belirtilmistir (Jurczuk ve ark. 2004;
Kasdallah-Grissa ve ark. 2008; Masalkar ve ark. 2005; Tirapelli ve ark. 2011). Masalkar,
P.D. ve ark (Masalkar ve ark. 2005) alkolik karaciger hastaliginda MDA seviyesinin
artigini, Tirapelli, L. F. arkadaslar1 kronik alkol tiiketiminin rat karacigerinde MDA
miktarinda (Tirapelli ve ark. 2011), Kasdallah-Grissaa, A. ve ¢aligma arkadaslar1 %35°lik
etanoliin MDA miktarini arttirdigin1 (Kasdallah-Grissa ve ark. 2008), Jurczuk, M. ve ark.
yine etanoliin MDA miktarin1 arttigmm bildirmistir (Jurczuk ve ark. 2004). Ozcan, A. ve
ark, etanoliin ALT ve AST diizeylerini yiikselttigini, Tirapelli, L. F. arkadaslar1 (Tirapelli
ve ark. 2011) %20’lik alkoliin transaminazlart etkilemedigini belirtmislerdir. Jurczuk, M.
ve ark. (Jurczuk ve ark. 2004) etanolin SOD ve CAT aktivitesini diislirdiigiinii, yine
Kasdallah-Grissaa, A. ve calisma arkadaslar1 (Kasdallah-Grissa ve ark. 2008) %35 lik
etanoliin hepatik antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini
diistirdligiinii belirttiler.

Deneysel ¢alismamizin ikinci asamasinda ratlara verdigimiz cevizin kontrol

grubuna gore herhangi bir etki meydana getirmedigi fakat bu cevizin bogma raki ile
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birlikte ratlara verildiginde MDA seviyelerinde artis ve SOD aktivitelerinde diger tiim
gruplara karst anlamli derecede azalis, ALT, AST, CAT, GSH-Px aktivitelerinde ise
kontrol ve ceviz grubuna gore anlamli olan bir artig, bogma raki grubuna gore ise anlamli
olmayan bir atis gozlemledik. Bizim sonuglarimiza benzer bi¢cimde; Bullo, M. ve ark.
(Bullo ve ark. 2010) ceviz ve ceviz kabugunun plazma oksidasyon seviyesinde herhangi
bir degisiklik meydana getirmedigini, Ando, K. ve ark. (Ando ve ark. 2000) omega-3
destegi verilen rat karacigerinde lipid peroksidasyon miktarinda herhangi bir degisikligin
gozlemedigi, Anderson, K. J. ve ark. (Anderson ve ark. 2001) ceviz ektraktinin plazma
tiobarbitiirik asit seviyesini ve LDL oksidasyon seviyesini 6nemli bir sekilde inhibe ettigi
bildirilmis ve cevizin polifenolik igeriginin antiaterojenik potansiyele sahip oldugunu,
diger taraftan Donmez, T. ve ark. (D6nmez 2006). ceviz igeren aterojenik diyetin plazmada
MDA ve antioksidan aktivitede anlamli artis olusturdugunu, Thiery, J. ve ark. (Thiery ve
ark. 1987), ratlarda kolesterol ile indiiklenen aterosklerozun tedavisi i¢in kullanilan omega-
3 igerigince zengin olan balik yaginin MDA seviyesini arttirdigini belirtmis, Higyillmaz, H.
ve ark. (Higyilmaz ve ark. 2007) diyete ceviz katilmasinin serum lipid profilinde anlamli
bir azalma meydana getirdigini, Popescu, L. ve ark. (Popescu ve ark. 2013) alkolik
olmayan karaciger hastaliklarina diyet omega-3 yag asitlerinin serumda trigliserid
miktarini, dokuda ise MDA seviyesini disiirdiigii belirttiler. Higyilmaz, H. ve ark.
(Higyilmaz ve ark. 2007) ratlarda diyete ceviz katilmasiin NO diizeylerinin
degistirmedigini, Bullo, M. ve ark. (Bullo ve ark. 2010) ceviz ve ceviz kabugunun plazma
total antioksidan seviyesi ve glutatyon seviyesinin kontrol grubuna gore daha diisiik
oldugunu, Venkatraman, J. T. ve ark. (Venkatraman ve ark. 1998) igerik olarak bol
miktarda omega-3 ve omega-6 bulunduran balik yaginin CAT ve GSH-Px aktivitesini
arttigin1, Thiery, J. ve ark. (Thiery ve ark. 1987) ratlarda kolesterol ile indiiklenen
aterosklerozun omega-3 igerigince zengin olan balik yagi ile beslendiginde, balik yagi ile

tedavi edilen grupta serum total peroksit diizeylerinin arttigini belirtmislerdir.

Bu sonuglar, ceviz kullanimmin bogma rakinin etkisiyle olusan lipit
peroksidasyonu diizeylerindeki artist ve prooksidan antioksidan dengedeki bozuklugu
diizeltmedigini, aksine ceviz ve bogma rakinin birlikte tiiketildiginde bu dengenin daha da

bozdugunu gostermektedir.
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6. SONUC

Bogma raki ile birlikte ceviz tiiketiminin karaciger dokusu ve oksidan-antioksidan

sistemler iizerine etkilerini arastirdigimiz bu ¢alismada;

e ALT ve AST diizeylerinde hem raki hem de raki-ceviz grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli arttigini,

e MDA diizeylerinde de benzer olarak hem raki hem de raki-ceviz grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttigini ve bununla birlikte raki-ceviz
grubunun raki grubuna gore istatistiksel olarak anlaml arttigini,

e SOD aktivitesinin, hem raki hem de raki-ceviz grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azaldigini ve raki-ceviz grubunun raki grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azaldigini,

e CAT ve GSH-Px aktivitelerinin hem raki hem de raki-ceviz grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldigini ve raki-ceviz grubunun raki
grubuna gore olan azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigin,

e Bogma raki kullanimmin igerigindeki etanoliin ve diger yiiksek alkollere bagh
olarak oksidatif strese neden oldugunu,

e Ceviz kullaniminin, bogma rakinin etkisiyle olusan lipit peroksidayonundaki artisi
ve prooksidan antioksidan dengedeki bozuklugu diizeltmedigini, aksine ceviz ve

bogma rakinin birlikte tiilketiminin bu dengenin daha da bozulmasina yol agtigini,

yaptigimiz deneysel ¢aligmalar sonucu gosterdik.
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