T.C.
YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
ILKOGRETIM ANABILIM DALI

ETIL ALKOL ILE OLUSTURULAN OKSIDATIF STRESLi SICANLARDA
KECIBOYNUZU CEKIRDEGI’NIN (Ceratonia siliqua L.)
KARACIGER KORUYUCU VE ANTIiOKSIDAN ETKIiSi

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Mehmet Ali TEMIZ
DANISMAN 1: Yrd. Dog. Dr. Atilla TEMUR
DANISMAN 2: Prof. Dr. Ismail CELIK

VAN-2011



KABUL VE ONAY SAYFASI

Yrd. Dog¢. Dr. Atilla TEMUR damsmanhginda Mehmet Ali TEMIZ tarafindan
hazirlanan ‘Etil Alkol ile Olusturulan Oksidatif Stresli Sicanlarda Keciboynuzu Cekirdegi’nin
(Ceratonia siliqua L.) Karaciger Koruyucu ve Antioksidan Etkisi’ isimli bu ¢alisma 27/07/2011
tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Ilkdgretim Anabilim Dali’nda yiiksek lisans tezi
olarak kabul edilmistir

Baskan : Yrd. Dog. Dr. Ahmet SELCUK Imza:
Uye : Yrd. Dog. Dr. Atilla TEMUR Imza:
Uye : Yrd. Dog. Dr. Halil OZKOL Imza:

Fen Bilimleri Enstitlisii Yonetim Kurulu'nun ..../ .... /2011 tarih ve 2011/ ....
sayil1 karar1 ile onaylanmustir.

1mza

Enstiti Mudura



OZET

ETIL ALKOL ILE OLUSTURULAN OKSIDATIF STRESLi SICANLARDA
KECIBOYNUZU CEKIRDEGI’NIN (Ceratonia siliqua L.)
KARACIGER KORUYUCU VE ANTIiOKSIDAN ETKIiSi

TEMIZ, Mehmet Ali
Yiiksek Lisans Tezi, [Ikdgretim Anabilim Dali
1. Tez Danigsmant: Yrd. Dog. Dr. Atilla TEMUR
2. Tez Danismant: Prof Dr. ismail CELIK
Temmuz 2011, Sayfa 81

Bu ¢alismada, etil alkol ile olusturulan oksidatif stresli sicanlarda ke¢iboynuzu
cekirdegi’nin (Ceratonia siligua L.) karaciger koruyucu ve antioksidan etkisinin
belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Yirmi dort Wistar albino sigan altisar gruplar halinde dort gruba ayrildi (kontrol,
%20 alkol, %15 ¢ekirdek ve %15 g¢ekirdek+%?20 alkol). 50 giinliik muamele sonunda,
keciboynuzu ¢ekirdegi katkili yemin karaciger koruyucu ve antioksidan rolii igin;
karaciger harabiyeti serum enzimlerinden aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), albumin (ALB) ve total protein
(TP) enzim seviyeleri, beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokularinda
antioksidan savunma unsurlarindan siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri ile
rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ve malondialdehit (MDA) igerikleri
spektrofotometrik yontemle tespit edilerek degerlendirilmistir.

Bulgularda, alkol grubunun serum AST, ALT, LDH enzim seviyeleri artmuis,
cekirdek+alkol grubunda ALT ve LDH seviyeleri azalmistir. Kalp dokusu haricindeki
dokularin MDA degerleri alkol grubunda artmus, c¢ekirdek+alkol grubunda diigsmiistiir.
Antioksidan enzim sistemlerinde gruplardaki iyilesmenin nedeni ¢ekirdegin karaciger
koruyucu etkisi ve antioksidan rolii olabilir.

Anahtar Kkelimeler: Keciboynuzu c¢ekirdegi, antioksidan enzimler, lipid

peroksidasyonu, serbest radikaller.
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ABSTRACT

ANTIOXIDANT AND LIVER PROTECTIVE EFFECTS OF
CAROB SEED (Ceratonia siliqua L.) ON THE RATS
INDUCED OXIDATIVE STRESS BY ETHYL ALCOHOL

TEMIZ, Mehmet Ali
The Degree of Master, Deparmant of Elementary Education
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Atilla TEMUR
Co-Supervisor: Prof Dr. Ismail CELIK
July 2011, pages 81

The purpose of this study was to determine the effects of carob seed concerning
with hepatoprotective effect and antioxidant role against ethyl alcohol induced oxidative
stress in rats. 24 Wistar albino rats were divided into four groups (control, 20% alcohol,
15% seed and 15% seed + 20% alcohol). At the end of the 50-day experiment, the
hepatopreventive effect and antioxidant role of carob seed supplementation feed were
assessed by measuring level of serum liver damage enzymes, aspartame
aminotransferase  (AST), alanine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase
(LDH), albumin (ALB) and total protein levels, antioxidant defense systems (ADS),
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione-S-
transferase (GST), glutathione reductase (GR) activities, reduced glutathione (GSH)
levels and malondialdehyde (MDA) contents in the brain, kidney, spleen, erythrocytes,
heart and liver tissues of rats.

According to the findings of the study, while the levels of AST, ALT and LDH
increased in alcohol group, ALT and LDH were decreased in seed + alcohol group.
Also, while the value of MDA content increased in the all tissues except for the heart
tissue in the alcohol group, they decreased in the tissues of the seed + alcohol group.
Moreover, decreases and increases occur in the system of antioxidant enzyme defense
because of the liver hepatopreventive effect and antioxidant role in carob seed + alcohol
group in comparison to those of alcohol.

Key words: Carob seed, antioxidant enzymes, lipid peroxidation, free radicals.
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ON SOz

Son yillarda saglikli beslenme ve bu olguya bagl olarak fonksiyonel gidalarda
bulunan ve Ozellikle antioksidan Ozellik gosteren bilesikler hakkindaki arastirma ve
uygulamalar gittik¢e giincellik kazanmaktadir.

19. yiizyllda miihendisler metallerin oksidasyonunu yani paslanmasinit ve
kimyasal asmmalarin1 engelleyebilecek 6zel bir madde kesfettiler ve bu maddeyi
antioksidan olarak adlandirdilar. Giiniimiizde kozmetik iriinlerinde koruyucu katki
maddesi olarak kullanilan antioksidanlar ayni zamanda yakitlara, kaucuga ve petrole,
bozunumlarini dnlemek i¢in dengeleyici olarak ekleniyorlar.

20. yiizyilin ortalarinda, gidalarin dmriinii uzatmak i¢in ¢alisan bilim insanlari,
antioksidanlar1 besinlere eklediklerinde doymamis yaglarin par¢alanmasi sonucu ortaya
cikan kotli koku ve tadm yani bozulmanin olmadigimi gordiiler. Bu gelismeler olurken
devam eden arastrmalarin sonucunda,  insanlarin gilinliikk besinlerle aldiklar1
vitaminlerin bazilarinin antioksidan olarak siniflandirilabilecegi anlasildi. Ve goriildi ki
insanlar neredeyse 1000 yildir tiikettikleri baz1 besinlerle antioksidan aliyorlar.

Viicuda dogal besinlerden alinan antioksidanlarin disinda, son yillarda
antioksidan ihtiva eden ¢ok diyet takviye {liriinii ve krem ¢ikmistir. Her ne kadar su ana
kadar ciddi yan etkiler, olumsuz sonuglar veya toksisiteler goriilmemis olsa da uzun
donemde bu tiir diyet takviye iirlinleri ve kremlerin nasil sonuclar veya yan etkiler
dogurabilecegi kesin degildir. Su da unutulmamalidir ki, antioksidanlar kanser ve
yaslilik etkilerinin risklerini azaltmakta 6nemli de olsalar, "sihirli iksir" degildirler.

Ancak antioksidanlar, diger stabilizatorler gibi diisiik kaliteli gida maddesinin
kalitesini arttirmaz ve gidalara herhangi bir yabanci tat ve koku vermez. Bu maddeler,
iyi kalitede ham madde, uygun bir imalat teknigi, elverisli ambalajlama ve depolama
yontemleri ile birlikte kullanildiginda tiriiniin kalitesini korur.

Bu calismada, iilkemizin 6nemli {riinlerinden kegiboynuzu ¢ekirdeginin insan
saglig1 icin onemi olan karaciger koruyucu ve antioksidan roliiniin in vivo olarak
belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim degerli
danigman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Atilla TEMUR’a, calismalarimin yonlendirilmesinde
bilgileriyle yardimini esirgemeyen degerli danisman hocam Prof. Dr. Ismail CELIK e,

calismalarim boyunca yardim eden Uzman Dr. Necati OZOK’a, Ars. Gor. Aldulahad



DOGAN’a, Ismail ISIK’a, Yakup YAYLACT’ya ayrica yiiksek lisans egitimim boyunca
manevi desteklerini esirgemeyen esime ve aileme, calismamin degisik asamalarinda

bana yardimci olan herkese tesekkiir ederim.

Mehmet Ali TEMIZ

Temmuz, 2011
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1. GIRIS

Canlilar yasamak icin enerjiye, enerji i¢cin ise besin tiiketimine gereksinim
duyarlar. Enerji tiretimi ve hiicrelerin normal metabolizmasinin siirdiiriilmesi esnasinda
meydana gelen birgcok fizyolojik tepkimede serbest oksijen radikalleri
iiretilebilmektedirler (Valko ve ark., 2007). Uretilen bu zararh radikallerin siipiiriilmesi
ise c¢esitli mekanizmalar tarafindan gerceklestirilmektedir (Ames ve ark., 1993;

Halliwell, 1994).

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal biyolojisi, son yillarda bir¢ok yonleri ile dikkatleri iizerinde
yogunlastirmistir. Bir serbest radikal 1, 3, 5 gibi tek sayida elektronlara sahip herhangi
bir molekiil olarak tanimlanir. Hem organik ve hem de inorganik molekiiller halinde
bulunurlar ve oldukca reaktif 6zellik tasirlar ( Kavas, 1989).

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron

iceren yliksek oranda reaktif kimyasal tiriinlerdir (Sohol, 1993; Southarn, 1993).

1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklan

Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri iireten sayisiz kaynak bilinmektedir;
bunlar arasinda: 1) mitokondriler (baslica compleks I & III olmak iizere ayn1 zamanda
monoamino oksidaz, a-ketoglutarat dehidrogenaz, gliserol fosfat dehidrogenaz, p66ShC
(Starkov, 2008)), ii) endoplazmik retikulum (baslica sitokrom P-450 ve b5 enzimleri,
diamin oksidaz, Erol (Gross ve ark., 2006)), iii) peroksizomlar (baslica yag asit
oksidasyonlari, D-amino asit oksidaz, L-2-hidroksiasit oksidaz ve iirat oksidaz (Boveris
ve ark., 1972), 1v) sitozol (NO sentaz, lipoksigenazlar ve PGH sentaz (Kukreja ve ark.,
1986; Roy ve ark., 1994)), v) plazma membran1 (NADPH oksidaz, lipoksigenaz
(O'Donnell ve Azzi, 1996)) vi) hiicre dis1 bosluk (ksantin oksidaz (McNally ve ark.,
2003)).



Cizelge 1.1°de de tanimlandig1 gibi hiicreler farkli serbest radikal kaynaklarina
maruz kalmaktadir. Bunlar1 endojen ve ekzojen serbest radikal kaynaklar1 olmak iizere
iki smifa ayirabiliriz. Endojen ve ekzojen kaynaklar hem birbirlerinden bagimsiz hem

de birbirleriyle iliskili reaktif radikal kaynaklaridirlar.

Cizelge 1.1 Reaktif oksijen tiirleri kaynaklar1 (Beyer, 1992’den degistirilerek alimustir)

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar

Patojen temizleyiciler (6rn. ndtrofil) Gamma 1511

Dogrudan reaktif oksijen tiirleri (ROT) UV 1s1n1 (6rn. giines 15181)

ireten enzimler (6rn. Nitrik oksit sentaz) Ultrasound

Dolayli ROT iireten enzimler (6rn. Toksinler

Ksantin oksidaz) Yiyecekler

Aerobik metabolizma ve enerji tiretimi Cevre kirliligi (6rn. sigara)

(6rn. Mitokondri ETZ) Ilag oksidasyonlari (6r, parasetamol)
Hastaliklar (iskemik islemler) Ksenobiyotikler

1.2.1 Ekzojen kaynaklar

Ekzojen kaynaklarin ¢ogu endiistriyel ¢evre kirlenmesi ve atmosferik ismnlara
maruz kalma ile tiretilmektedir. UV-C 1smlarmin zararh etkilerinden diinyada yasayan
canlilarim korunmasinda Ozon (Os3)’un rolii siirekli olarak vurgulanmaktadir (Thornhill,
1993). Ozonun yiyeceklerde etkili bir dezenfektan olarak kullanimi son zamanlarda
ozona olan ilgiyi arttirmaktadir (Kim ve ark., 2003). Bunun yani sira ozon, gii¢lii bir
okside edici ajan gdrevi yaparak hiicre hasar1 yaratabilir (Wang ve ark., 2004).

Iyonlastiric1 ve iyonlastirict olmayan 1sinlar diger bir ekzojen reaktif oksijen
tiirleri kaynaklaridir. Uzun siire radyasyona maruz kalan hiicrelerde iyonlastirici olsun
ya da olmasin her ikisi de serbest radikal olusumunu arttirmaktadir (Riley, 1994; Lyng
ve ark., 2001; Tulard ve ark., 2003). Kanser terapilerin de 1s1n kullanimi ¢ok énemlidir.
Glioma hiicrelerinin radyasyona maruz kalmasi reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi
boyunca antioksidan enzimlerin indiiklenmesiyle sonuglanir. Boylece hiicreler yavas

boliinme ve biiylime gerceklestirirler (Dal-Pizzol ve ark., 2003). Ayrica UV-C (< 290



nm), UV-B (290-320 nm) (Jain ve ark., 2004) ve UV-A (320—400 nm) (Jurkiewicz ve
Buettner, 1994) maruziyeti dolayh olarak cesitli reaktif oksijen tiirlerinin ( 'O, H,0,
ve O, " radikalleri) iiretimine neden olur.

Cesitli hava kirlilikleri 6rnegin sigara dumani, endiistriyel baca gazlari, egzoz
gazlar1... gibi etmenler ekzojen reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklaridir. Bu etmenlere
maruz kalinmasi sonucu dogrudan etkilesim ile deri hiicreleri, soluma ile akciger
hiicreleri etkilenmekte ve zarar gérmektedir (Menzel, 1994; Ghio ve ark., 2001; Kelly,
2003; Kelly ve Sandstrom, 2004). Fakli ksenobiyotik kaynaklar1 6rnegin toksinler,
pestisitler ve diger endiistriyel amagli kimyasallar in vivo olarak metabolize
olduklarinda reaktif oksijen tiirleri iiretmektedirler (Abdollahi ve ark., 2004). Yiyecekler
de 6nemli oksidan kaynaklarindan birisidir. Ozellikle kizarmus yiyecekler, yiiksek
derecede ve farkli tiirlerde oksidan iceren peroksitler, aldehitler, okside olmus yag
asitleri ve gecis metalleri tarafindan oksitlenirler (Addis, 1986; Ames, 1986; Goburdhun
ve Jhurree, 1995; Halliwell ve ark., 1995). Demir ve bakir gibi gecis metalleriyle okside
olmus yiyeceklerin tiiketilmesi bagirsak mukozasinda hasara neden olabilir (Schumann,

2001).

1.2.2 Endojen kaynaklar

Hiicre i¢cinde farkli endojen reaktif oksijen tiirleri kaynaklar1 vardir. Su ana kadar
hiicre icinde en 6nemli reaktif oksijen kaynagi mitokondriyal elektron transfer zinciridir
(ETZ). Toplam metabolik oksijenin yaklagik %981 mitokondride sitokrom oksidaz
tarafindan kullanilmaktadir. Mitokondri elektron kagaklarina karsi iyi izole edilmesine
ragmen, en az iki yerde elektronlar sizabilir ve molekiiler oksijenle reaksiyona girebilir.
Bu yerler Kompleks I ve Ubisemikuinon’dir (McCord, 2000). Elektronlar mitokondri
membranin i¢ine sizdiginda herhangi bir makromolekiil ile reaksiyona girer. Bu
elektronlarm en 1iyi hedeflerinden bir tanesi siiperoksit anyonu olusturmak ig¢in
molekiiler oksijendir (Nohl ve ark., 2003).

Stiperoksit, arjinin ya da tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentaz ile
sonuglanacak sekilde diger enzimatik kaynaklardan iiretilebilir (Fang ve ark., 2002b).
Ornegin, aktif nétrofillerde NADPH oksidazi O,’yi okside etmek icin NADPH’1



kullanmasi (Babior, 2000); tirik asit iiretiminde ksantin oksidaz ve ksantin dehidrogenaz
tarafindan ksantinin ve hipoksantinin oksidasyonunda (Radi ve ark., 1992);
monoaminlerin oksidasyonundan (geg¢is metallerinin iz miktarda varhiginda dopamin,
epinefrin, norepinefrin ve hemoglobinin) (Fang ve ark., 2002a); sitokrom P-450
tarafindan O;’nin bir elektron indirgenmesinden sonra (Sakai ve ark., 1992; Fleming ve
Buse, 2001).

Diger radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri normal metabolizmadan da
olusurlar. Ornegin siiperoksit dismutaz, 0," molekiiliini H,0, ve Oy’ ye doniistiiriir.
Hidrojen peroksit lireten diger metabolik yolaklar uzun ve ¢ok uzun zincirli yag
asitlerinin oksidasyonunu katalizlerler. Hidrojen peroksit iireten diger metabolik
yolaklar1 ise sOyle ifade edebiliriz: O, nin iki elektron indirgendigi sitokrom P-450
(Bondy ve ark., 1994; Goeptar ve ark., 1992), D-amino asit oksidaz (Fang ve ark.,
2002a), peroksizomal proteinler (iirik asiti allantoine doniistiiren Urik asit oksidaz
(insanlarda fonksiyonel olmayan bir enzim)) ve asetil koenzim A oksidazdir.

Hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu nitrik oksit ile reaksiyona girerek
peroksinitriti (ONOO_) olusturur. Peroksinitrit, 0, ya da H,O,’den bile daha reaktiftir.
Ayrica peroksinitrit kan damarlari, deri, kalp, akciger, bobrek ve beyinde oksidatif ve
nitratif hasar1 arttirmaktadir (Beckman ve ark., 1996). Aktif notrofillerde radikal
tiirlerini radikal olmayan formlara doniistirmek igin kullanirlar. Ornegin HOCI
(camasir suyu, agartici) (patojen saldirilarina karst kullanilir) miyeloperoksidaz
tarafindan H,O, ve Cl ‘nin katalizlenmesinden olusturulur (Babior, 2000).

Ozet olarak, reaktif oksijen tiirleri endojen ve ekzojen kaynaklardan iiretilirler ve
kontrolsiiz diizen altinda makromolekiillerin hasarina neden olurlar. Ancak aerobik
organizmalar bu hasarlar1 engellemek icin ¢iftli olusumlar ya da pasiflestirici
mekanizmalar gelistirmislerdir. Ornegin iirik asit oksidaz vasitasiyla olusturulan
hidrojen peroksit (H>O,) diger enzimler tarafindan (katalaz veya peroksidaz) H,O ve

0O,’ye doniistiirtiliir.
1.3. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal hiicresel fonksiyonlar esnasinda tiretilirler.

Hidroksil radikalleri (OH"), siiperoksit anyonu (O,™), hidrojen peroksit (H,O,) ve nitrik



oksit (NO’) reaktif oksijen tiirleri arasmdadir. Bu tiirlerin yiiksek kimyasal
reaktivitelerinden dolayr ¢ok karasiz bir yapilar1 vardir. Bu yiizden lipid
peroksidasyonuna, bazi enzimlerin oksidasyonuna, yogun bir protein oksidasyonuna ve
indirgenmesine Onciilik ederler (Matés ve ark., 1999). Oksijenden tiiretilmis tiirlerin
hiicre hasarlar1 ve Oliimlerindeki rolleri giin gegtikce daha iyi tanimlanmaktadir:
dejeneratif degisikliklerin pek cogunda siliperoksit ve hidroksil radikalleri rol oynar,
peroksidatif  siliregteki artigla  birlestirilmistir ve ayrica diisiik antioksidan

konsantrasyonlariyla da baglantilidir (Tamagno ve ark., 1998).

Cizelge 1.2 Serbest radikal metabolitlerinin tespit ve tanimlamasi i¢in metotlar (Rice-
Evans ve Burdon, 1994)

Metot Avantaj Dezavantaj

1. Uriin analizi Analitik teknikler Belirsiz bulgular1
desteklemez

2. Serbest radikal Basit teknik Radikal yapilar1 hakkinda
sondiirticiiler az bilgi verir
(antioksidanlar)
3. Siiperoksit dismutaz Basit, yiiksek spesifite Sadece SOD’a
(SOD) uygulanabilir

4. Elektron Spin
(paramagnetik) Resonans
a. Dogrudan Uriinlerin yapisal bilgisi ~ Yeterli uzun yasami
olmayabilir
b. Dolayli (Spin ayirici) Genis uygulama alani Yapisal bilgi
tamamlanmamais olabilir

Serbest radikallerin yiiksek reaktivitelerinden dolay1 onlarin tespit edilmesini
gliclestirir. Cizelge 1.2°de Ozetlendigi iizere biyolojik sistemler {izerinde serbest
radikallerin tanimlanmasi i¢in kullanilan yaygim metotlar avantaj ve dezavantajlariyla
birlikte verilmistir. Genellikle tespit caligmalar1 dolayli olarak (6rnegin SOD)
analizlerler yoluyla yapilmaktadir. Ancak dogrudan bir serbest radikalde ¢iftlenmemis
elektron bulunmasini tespit eden Elektron Spin (paramagnetik) Resonans (ESR ya da
EPR) bir spektroskobik tekniktir (Rice-Evans ve Burdon, 1994).

Diisiik seviyelerdeki reaktif oksijen tiirler1 pek cok biyokimyasal siirecte
kacmilmazdir. Bu siirecler arasinda; hiicrede faklilagmaya, hiicre i¢ci mesajlasmaya,
hiicrenin gelismesi ya da biliylimesinin durdurulmasini, hiicre éliimiinii, bagisiklig1 ve

mikroorganizmalara kars1 savunmayi sayabiliriz. Aksine yiiksek dozlarda ve yetersiz bir



sekilde reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilamamasi oksidatif stres ile sonug¢lanir ki bu
da ciddi metabolik bozukluklara ve biyolojik makromolekiil hasarlarina neden olabilir

(Matés ve ark., 1999).

1.3.1. Siiperoksit ve Peroksil Radikali

Oksijen radikalleri biyolojik sistemlerin tamidiklar1 en reaktif toksik maddeler
olup, oksijenin toksik etkisinin ger¢ek nedenidirler. Solunumla alinan oksijenin % 5
kadar1 organizmada serbest radikallere doniistiir (Kiling, 1995).

Bu serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron icerirler (Southarn, 1988). Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit
radikali (Oy"), iki elektron almasi ile de peroksil radikali (ROO") olusur (Fridovich,
1975). Siiperoksidin diisiik seviyeleri siirekli olarak oksijenli solunum tarafindan
dretilir. Mitokondride elektron transport zincirinde bazen tek bir elektron kacgagi olur.
Bu kagak su olusturmak icin molekiiler oksijene dort elektron eslik etmesi esnasinda

olur.

=3 _ e =3 =3
02 ;» 02' ;» H202 ;p 'OH =~ ) HZO
Sekil 1.1 Normal metabolizmada oksidan iiretimi.

O, ’nin, H,O,’nin ve ‘OH’m olusumu O,’ye pes pese elektron eklenmesi
sonucu olusur. Sitokrom oksidaz mitokondride enerji iiretimi esnasinda dort elektronu
ekler ancak bu orta dereceli toksiklerin tiretimi kaginilmazdir.

Viicutta depo edilmis demirin dolasim sistemine salinmasiyla siiperoksit (02'_)
Fe(IlT)’i Fe(Il)’ye indirger. Boylelikle siiperoksit, hidrojen peroksit ile reaksiyona girer
ve hidroksil radikali iiretilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksiti hidrojen peroksit

ve molekiiler oksijene doniistiirtir (Matés, 2000).

02'_ + 02'_ + 2H' ﬂp H,O, + O,

Reaktif oksijen tiirlerinin organizmaya verdigi onemli hasarlardan biri de lipit
peroksidasyonuna neden olmasidir. Lipit peroksidasyonu c¢oklu doymamis yag
asitlerinden (CDYA) bir elektronun ayrilmasi ile sonuglanir. Karbon merkezli radikal

yeni bir diizenlemeye girerek O, varliginda peroksil radikallerini (ROO") olusturur. Bu



serbest radikal reaksiyonun yayilmasi peroksil radikallerinin diger ¢oklu doymamis yag
asitleri (CDYA) ile reaksiyona girmeleri ve yag asidi hidroperoksiti (ROOH) ve diger

karbon merkezli radikallerin olusumuna neden olur (Martha, 2000).

1.3.2. Hidrojen Peroksit

Oksijenli solunum yapan canlilarda oksijenin suya indirgenmesi esnasinda
olusan reaktif oksijen tiirleri saglikli durumlarda belirli oranlarda canliligin devami i¢in
gereklidir (Akkus, 1995; Bast, 1991). Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
siperoksit radikali (O,” ), siiperoksitin bir elektron almasi sonucu ise peroksit olusur.
Peroksit molekiilii de 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H>O,)
meydana getirir. Ancak, biyolojik sistemlerde H,O,’in asil {iretimi siliperoksitin
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler
oksijeni olustururlar. H,O, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri
icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Reaksiyon sonucu
radikal olmayan iriinler olustugu icin bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak da bilinir
(Halliwel, 1984; McCord, 1993). H,O,, biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu ile
spesifik olarak reaksiyona girmemekle birlikte, ‘OH radikali gibi daha reaktif
oksidanlarin olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir.

Elektron trasnport zinciri elemanlarindan kompleks III ¢alismalari, siiperoksidin
direk mitokondrinin digma salmimini gostermektedir. Ancak hidrojen peroksit
iretiminin dlglimleri, bu salinimimn mitokondride Cu-Zn SOD eksikliginde bile toplam
elektron kacaginin sadece %50 sinden daha az olarak hesaplandigini goézler Oniine
sermigtir. Geriye kalan elektron kacaginin %350’sinin ise matriksten salinan

stiperoksitten kaynaklandigi one siirtilmektedir (Valko ve ark., 2007).

1.3.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali; gec¢is metallerinin varliginda hidrojen peroksitin (H,0O,)

indirgenmesiyle meydana gelen ¢ok reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyon ilk kez Fenton



tarafindan tanimlandigi i¢cin “Fenton reaksiyonu” olarak isimlendirilmektedir. Hidroksil
radikali, hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucunda da
aciga cikar. Bu reaksiyona ise ‘“Haber-Weiss Reaksiyonu” adi verilmektedir (Henle,
1997; Matés, 1999). Ayrica NADPH-sitokrom P-450 rediiktaz sisteminin varliginda
okratoksin-demir bilesigi, son derece etkin ve zehirli hidroksil grubunun olusmasina

yol acar (Mercan, 2004).

1.3.4. Tekli (Singlet) Oksijen

Tekli (singlet) oksijen ('O,) hiicreler igin toksik olabilen enerji yiiklii gok
reaktiftir, ama yliksiiz bir reaktif oksijen tiirevidir (Singleton ve ark., 2006). Singlet
oksijen, ¢ok reaktif, kisa Omiirlii ve ¢esitli biyolojik molekiilleri kolayca okside edebilir
(Kanofsky, 1989). Singlet oksijen, (i) ultrasonikasyon esnasinda, (ii) enerjinin 1sikla
uyarilmis floresan boyasindan oksijene transferi esnasinda, (iii) siiperoksitin hidrojen
peroksit ile reaksiyonunda hidroksil radikali olusumu esnasinda veya (iv) hipohalit ile
hidrojen peroksit arasindaki reaksiyon esnasinda iiretilir (Singleton ve ark., 2006).
Singlet oksijenin, karotenoidler tarafindan baskilanma (Singleton ve ark., 2006),
fenolik bilesikler tarafindan olusumunun engellenmesi veya azaltilmasi (Rice-Evans ve
ark., 1995), B-karotenler tarafindan oksijene doniistiirme (Diplock, 1991), A vitamini
sayesinde enerjisinin almmast ve C vitamini sayesinde ise etkili bir sekilde

temizlenmesi saglanmaktadir (Kiling, 1985).

1.4. Serbest Radikal Reaksiyonlar

Serbest radikal reaksiyonlarini tek bir bashik altinda toplamak ya da
siniflandirmak oldukca giictiir. Ozet bir sekilde, icerisinde serbest radikal igeren
herhangi bir reaksiyon serbest radikal reaksiyonudur.

Radikallerle reaksiyona giren molekiillerin bir elektronu azaldigi i¢in onlar da
reaktif hale gelir ve bu reaksiyon zincirleme olarak devam eder. Mitokondrial,

endoplazmik ve niiklear elektron transport sistemlerinde (sitokrom P-450),



peroksizomlarda, monosit ve ndtrofillerin fagositozu gibi normal metabolik olaylar
sirasinda bol miktarda serbest radikal tiretilir (Akkus, 1995) .

Biyolojik hasara neden olan serbest radikallerin zararli etkileri oksidatif ve
nitrojen stres olarak adlandirilir (Kovacic ve Jacintho, 2001). Biyolojik sistemlerdeki bu
hasarlarin sebepleri bir taraftan asir1 reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretimi diger
taraftan da bu iiretimleri engelleyecek ya da azaltacak olan enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlarn eksikligidir. Kisaca metabolik oksijen kullanimi ve oksidan-
antioksidan dengenin bozulmasi sonucu canli organizmalarda biyolojik hasarlar
olusabilmektedir. Asir1 iiretilen reaktif oksijen tiirleri membran lipidleri, protein ve
DNA gibi yapilarin normal c¢alisma diizenlerini engelleyerek hasara neden olabilirler.

(Droge, 2002).

1.5. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicre komponenti olan her fragmente saldirarak hasara neden
olmaktadir. Bunlardan en ¢ok bilinen ve iizerinde inceleme yapilanlari: Proteinler,
lipidler, aminoasitler, enzimler ve DNA’dir (Diplock 1991; Akkus 1995; Bianchi ve
ark., 1999). Daha 6ncede belirtildigi lizere pek ¢ok serbest radikal kisa omiirliidiir, bu
nedenle diger makromolekiiller ile hemen reaksiyona girerler. Reaktif oksijen tiirlerinin
en reaktif olan1 hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali tretilir tiretilmez hemen hasara
yol agar. Reaksiyon oran sabiti 10’-10° m™s™ kadar yiiksek biyolojik komponentlerin
oldugu varsayildiginda biyolojik sistemlerde hidroksil radikalinin saniyenin on milyarda
birlik (10'10) bir dmrii vardir. Hidroksil radikalinin ytliksek reaksiyon oranindan dolay1
DNA, protein, lipid, aminoasit, seker ve metalleri iceren makromolekiilleri okside
edebilir. Hidroksil radikalleri li¢ ana kimyasal reaksiyona katilirlar: hidrojen ¢alma,

ekleme ve elektron transferi (Halliwel and Gutteridge, 1999)
1.5.1. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Serbest radikaller kisa oOmiirlidiirler ve bu nedenle makromolekiiller ile hemen

reaksiyona girerler (Halliwel and Gutteridge, 1999). Makromolekiiller arasinda serbest
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radikallere karsi en hasas olanlar1 lipidlerdir. Membrandaki kolestrol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
iirtinlerini olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin (CDY A) oksidatif yikimi lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca zararlidir. Cilinkii kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler (Akkus, 1995).

Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan CDYA’nin (fosfolipid, glikolipid,
gliserid ve sterol yapisinda), serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi c¢esitli {riinlere yikilmasi
reaksiyonudur (Freeman ve Crapo, 1982; Aleynik ve ark., 1997).

Biyolojik sistemlerde bu serbest radikallerin siiperoksit anyonu (02'_) ve
hidroksil radikali (OH") oldugu, bununla birlikte lipid peroksidasyonunun uyarilmasinda
asil etkili radikalin hidroksil radikali (OH") oldugu kabul edilmektedir. Serbest radikal
etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklastirilmasi yag asidi zincirinin
radikal niteligi kazanmasina neden olur (Southorn, 1988; Krahenbuhl ve ark., 1995). Bu
sekilde hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidinin lipid radikali halini
almasiyla yapida molekiil i¢i ¢ift baglarin yer degistirmesi sonucu konjuge dienler
olusur. Ardindan molekiiler oksijenle etkilesim sonucunda lipid peroksil radikali ortaya
cikar. Bunlar da yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de lipid
hidroperoksitlerine  doniismektedirler  (Freeman ve  Crapo, 1982). Lipid
hidroperoksitlerinin membranlarda birikimi sonucu, membran fonksiyonlar1 bozulur ve
hiicre kollabe olur. Ayrica lipid hidroperoksitleri gecis metalleri katalizi ile yikildiginda
cogu zararh olan aldehitler olusur (Nair ve ark., 1986; Rice-Evans ve ark., 1991; Akkus,
1995). Devam eden tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve bunlarin da
devam eden parcalanmasi ile daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere Ozellikle de
rolatif olarak daha kararli hal alan malondialdehite (MDA) déniisiirler (Valko ve ark.,
2007; Karihtala ve Soini, 2007). Dokuda MDA seviyesinin artmast o dokuda SOR’un
arttiginm1 gosterir (Von Sonntag, 2006). MDA olustugu ortamda diffiize olarak ya
hiicrenin dis ortamma ya da i¢ kismina gidip hasar olusturabilir. Hiicre i¢ine girince

bircok yap1 i¢in zararl etki gosterir (Gilbert ve Colton, 1999).
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1.5.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine karsi ¢oklu doymamis yag asitlerinden
(CDYA) daha az hassastirlar ve baglayan serbest radikal reaksiyonlarmin ilerleme
olasiligi daha azdwr. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenmeleri iceriklerindeki
aminoasit ¢esitlerine gore degisiklik gostermektedir. Ornegin doymamus siilfiir bag:
iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Reaksiyon sonucu ise ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli redikaller meydana gelir ve immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi fazla
sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin {ic boyutlu yapilar1 bozulur. Bdylece
normal fonksiyonlarmi yerine getiremezler (Akkus, 1995).

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres
dirtinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir. Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuclar1 enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi,
proteaz inhibitér aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis
yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler,

immiinojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir ( Kayali ve Cakatay, 2004).

1.5.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir (Akkus, 1995; Maxwell, 1995). Ozoaldehidler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar.
Karbonhidrat ve ¢coklu doymamis yag asitleri (CDYA) oksidasyonunun bir {iriinii olan

glyoxal’in hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir (Akkus, 1995).
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1.5.4. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller cesitli mekanizmalarla DNA’da ki deoksiriboz sekere ve
bazlara saldirarak DNA hasarina neden olurlar (Gutteridge ve ark., 1981; Demple, 1990;
Tachon, 1995). Cift sarmal DNA’da heliksin dis kisimlarinda yer alan deoksiriboz seker
oksidasyona karsi ¢ok duyarlidir (Birnboim ve Kanabus-Kaminska, 1985; Demple,
1990). Baz1 ¢alismalar gostermistir ki, H,O, varliginda bakir iyonlar1 demir iyonlarma
gore daha biiyiik bir etkiyle DNA’nin baz hasarlarini indiiklemektedir (Dizdaroglu ve
ark., 1991). Oksidatif reaksiyonlar sonucunda DNA zincirinde capraz baglanma
meydana gelir ve bunun sonucunda genetik bilginin transkripsiyonu degisir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki oksijen serbest radikalleri DNA zincirinin kirilmasmna neden
olurlar. DNA oksidasyonu mutasyona ve kanserojenik etkiye neden olur (Wei ve
Frenkel 1991). Mutasyon, hasarli DNA zincirinin replikasyonu sirasinda meydana gelir.
DNA polimeraz bir lezyonla karsilastiginda veya enzim zincirdeki modifiye genetik
bilgiyi yanlis okudugunda replikasyon bloke edilir. Replikasyon bloke edilmezse hatali

yeni zincir olusur (Murata-Kamiya ve ark., 1997).

SERBE ST RADIKAL OLUSUMU
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Sekil 1.2 Serbest radikal olusumlar1 ve DNA’ya etkisi.
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1.6. Serbest Radikallere Bagh Hastalhiklar

Glinlimiizde serbest radikallerin etkili oldugu pek cok hastalik bildirilmistir.
Bunlarin en 6nemlisi kanserdir. Birgok doku ve organ kanserinde serbest radikallerin
etkileri kanitlanmigtir. Bunun yanisira, alzheimer, parkinson, huntingtons hastaliklari
ve multiple skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarin; romatoid artrit, glomerulonefrit
gibi immun sistem hastaliklarmin; ateroskleroz, iskemi gibi dolasim sistemi
hastaliklarinin; gastrointestinal sistem, yangi ve hastaliklarinin, down sendromu ve
diyabet gibi genetik ve metabolik hastaliklarin; nefrit ve hepatit gibi organ
hastaliklarinin; katarakt, glokom gibi oftalmik problemlerin; pndmoni, astim, hipoksi
gibi akciger hastaliklarinin serbest radikallerle baglantili oldugu tespit edilmistir (Ono
ve ark., 1991; Aruoma, 1998; Matés, 1999).

1.7. Viicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidanlar; H,O, ve 0, diizeylerini diisiik tutup, ‘OH radikallerini azaltma
yoniinde fonksiyon gosterirler. Enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak iizere

iki grupta incelenirler (Sahin ve Glimiislii 2004).

1.7.1. Enzimatik Antioksidanlar
1.7.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1)

Ik kez 1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanmis olan
siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) (Riemarsma ve ark., 1991); oksijenli solunum
reaksiyonlar1 esnasinda olusan siiperoksit anyonunun (O,"), hidrojen peroksit (H,05)
ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizler (Flohe ve Otting, 1984; McCord,
1985; Sun ve ark., 1988; Sankarapandi ve Zweier, 1999). Katalizledigi bu reaksiyon
spontan olarak meydana gelir ve SOD aracilig1 ile reaksiyon hizi 4000 kat artar (Flohe

ve Otting, 1984). Hiicresel reaksiyonlarda siiperoksit diizeylerini kontrol etmede,
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dogrudan oksidatif hasara karsi hiicreleri korumada 6nemli role sahip bir enzimdir
(Flohe ve Otting, 1984; McCord, 1985; Sun ve ark., 1988; Sankarapandi ve Zweier,

1999).

02'_ + 02'_ + 2}IJr ﬂ» H,O, + O,

Stiperoksid radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bu enzim ilk olarak inek
eritrositlerinden saflastirilmistir. Bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz deney sistemine
eklendiginde sitokrom c¢’nin indirgenmesini inhibe ettigini bulmuslardir (Mc Cord ve
Fridovich, 1969).

Reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan savunmanin ilk basamagini SOD
olusturur. SOD aktivitesiyle aciga c¢ikan hidrojen peroksiti suya indirgeyen glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (KAT) ikinci savunmay1 olusturular. Bu nedenle SOD
aktivitesindeki herhangi bir artis, ikinci kademeki savunma enzimlerinin aktivitesinde
bir artisa neden olmaktadir. Yiiksek siiperoksit tiretimine kars1 bir adaptasyonu gosteren
SOD artis1 ile GSH-Px arasindaki dengesizlik, hiicrelerdeki oksidatif stresin bir
gostergesidir. Bir baska ifadeyle SOD/GSH-Px oranindaki yiikselme oksidatif hasara
ve patolojik olaylarin baglamasina neden olabilir (Gaeta, 2002). SOD enziminin canlilar
icin Onemi, oksijeni metabolize eden hiicreleri siliperoksit radikallerinin zararli
etkilerine kars1 korumak ve boylece lipid peroksidasyonunun baglamasini engelleyerek

antioksidan savunma saglamaktir (Niwa ve ark., 1990).

1.7.1.2. Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6)

Katalaz enzimi glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir (Von Sonntag, 2006).
Katalaz dort subiiniteden olusur. Her subiinite bir hem grubu icerir ve katalazin
aktivitesini gerceklestirmekle sorumludur (Al-Abrash ve ark., 2000; Mari ve
Cederbaum, 2001). Katalaz eritrosit sitoplazmasinda bulunmakla birlikte tiim hiicrelerin
peroksizomlarmda mevcuttur. Ozellikle karaciger ve eritrositte en yiiksek
konsantrasyonda; bobrekte oldukea yiiksek; beyin, kalp ve iskelet kasinda diisiik; destek
dokusunda en diisiik konsantrasyonda aktiviteye sahiptir (Pryor, 1986). Hidrojen

peroksiti, su ve oksijene doniistiiriir.
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2 H,0, _KATALAZ | S H,0 + O,

H,O,’nin yiliksek konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda oldukc¢a etkili
temizleme saglar (Halliwell, 1974). Katalaz saniyede 40 milyon molekiil aktivitesiyle
cok etkilidir ki, H,O, nin makromolekiillerle reaksiyona girmesinden 6nce hidrojen
peroksit detoksifikasyonunda ne kadar 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir. (Al-Abrash ve
ark., 2000; Mari ve Cederbaum, 2001). Katalaz enzim aktivitesi, ortamda H,O,
konsantrasyonunun ¢ok arttig1 durumlarda agik bir sekilde artmaktadir. Ancak
ortamdaki H,O, konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti substrat
olarak kullanan glutatyon peroksidaz (GPx) gibi diger antioksidan enzimler devreye
girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (Dat ve ark., 2000). KAT ve GPx
enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre i¢indeki yerlesim ve etki yerleri
bakimindan farklilik gosterirler. GPx enzimi baslica sitozol ve mitokondride bulunurken
(Gilbert ve Colton, 1999), CAT enzimi peroksizomlarda bulunmaktadir (Karihtala ve
Soini, 2007).

1.7.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz bilinyesindeki dort selenyum atomuyla selenoprotein
ailesine ait olup peroksidazlara karsi dnemli rol oynayan bir savunma mekanizmasidir
(Imai ve Nakagawa, 2003).

Glutatyon peroksidazin memelilerde bu giine kadar tanimlanmis dort farkh tiiri
vardrr; 1) klasik hiicresel enzim (cGPx), i1) fosfolipid hidroperoksiti metabolize eden
enzim (phGPx), ii1) gastrointestinal bolge enzimi (gGPx), 1v) hiicredis1 plazma enzimi
(pGPx) (Brigelius-Fhole, 1999).

GPx, H,O; ve diger hidroperoksidleri indirgerken glutatyonun rediikte formunu
(GSH) kullanir. Rediikte glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GR) araciligiyla okside
glutatyondan (GSSG) elde edilir (Akkus, 1995). GPx enzimi baslica sitozol ve
mitokondride bulunur (Gilbert ve Colton, 1999) ve diisiik H,O, konsantrasyonlarinda
etkili bir sekilde H,O,’yi ortamdan uzaklastirir (Dat ve ark., 2000). Bu sekilde lipid
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peroksidasyonunu Onleyerek biyolojik membranlarin yapt ve fonksiyonlarmin
sirdiirtilmesinde onemli bir rol iistlenir (Freeman ve Crapo, 1982; Brigelius-Fhole,

1999; Young ve Woodside, 2001).

2GSH+H202 Glutatyon Peroksidaz> GSSG+2H20

1.7.1.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) (EC 2.5.1.18)

GST’lar glutatyon’nun (GSH) konjugasyonundan sorumlu fonksiyonel enzimler
olarak bilinirler. Bu enzim elektrofilik substratlarla glutatyon’nun konjugasyonunu
katalizleyen detoksifiye edici izoenzimlerdir (Hayes ve Strange, 1995). GST’lar
glutatyon icerisinde bazi gruplarn yer degistirmesi, yeni gruplarin eklenmesi ve
cikarilmasi gibi birgok olayi yiiritmektedir (Hollingworth ve Dong, 2008).

GST, ksenobiyotik ve karsinojenlere kars1 hiicresel savunmada yer alan, tasidigi
bir elektrofilik merkez ve indirgenmis GSH ile konjugasyon yoluyla daha ¢oziinebilir ve
daha kolay ayristirilabilir bilesiklere doniistiiren, intraseliiler bir protein ailesidir

(Mantle ve ark., 1990; Mannervik ve ark., 1992; Hayes ve Pulford, 1995).

1.7.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

GSH’nun yiiksek konsantrasyonlar1 ve GSSG’un diisiik diizeyleri canlilarin
yasamlar1 i¢in gereklidir. GSH, oksidazlar tarafindan protein siilfitlerine tercih edilen bir
substrat olup protein siilfidril oksidasyonunu o6nler. GSH, protein stlfidlerinin
oksidasyonunu geriye de ¢evirir. Yiksek GSH ve diisiik GSSG diizeyleri 6nemlidir,
clinkii yiiksek GSSG diizeyleri protein siilfidleriyle reaksiyona girer ve proteinleri
inaktive eden karisik glutatyon-protein siilfidleri olusturur. Gerekli GSH-GSSG oranlar1
glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6 fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimleri tarafindan
devam ettirilir. NADPH’mn G6PD iiretimi de oksijen hasarmin tamirinde gerekli

biyosentetik siire¢clerde dnemli olabilir (Erenel ve ark., 1993).
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1.7.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Nonenzimatik antioksidanlardan endojen olanlar: Glutatyon, sistein, melatonin,
seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, metiyonin, iirat,
laktoferrin, albiimin, ekzojen antioksidan olanlardan vitaminler: a-tokoferol (vitamin E),
B-karoten-retinol (vitamin A), askorbik asit (vitamin C), folik asit (folat), minarellerden
ise selenyum, bakir, ¢inko, polifenoller, flavonoidleri sayabiliriz (Misso ve ark., 2005).

Rediikte glutatyon (GSH), glutamat, sistein ve glisin iceren bir tripeptid
antioksidandir. GSH-peroksidaz reaksiyonu i¢in zorunlu bir co-substrat olmakla birlikte
giiglii bir niikleofildir. Bu nedenle O,~, ‘OH ve 'O, ile reaksiyona girerek, onlari
notralize eder (Levine ve Kidd, 1986). Proteinlerdeki siilfidril gruplarini indirgenmis
halde tutarak onlarm okside olmasini engeller (Urso ve Clarkson, 2003).

Vitamin E, tokoferol yapisinda olup dort tipi mevcuttur ve a-tokoferol en fazla
bulunan seklidir. Dokularda en 6nemli zincir kiric1 antioksidandir (Akkus, 1995). Hiicre
membranlarmim lipid kisimlarinda ve ekstraselliiler sivilarda bulunarak lipid
peroksidasyonuna kars1 ilk siradaki koruma mekanizmasidir. Lipid peroksit zincirini
kirarak zincirleme devam eden lipid peroksidasyonu reaksiyonlarini durdurur (Miquel
ve ark., 2006).

Vitamin C, giiclii bir rediikleyici ajan ve antioksidandir (Sinclair ve ark., 1990).
Askorbik asit suda eriyen peroksil radikallerini ve/veya lipit peroksidasyonu triinlerini
etkisiz hale getirmede birincil etkiye sahip bir antioksidandir (Martha, 2000; Cowie,
2002). Ayni zamanda a-tokoferol ve askorbik asit sinerjik 6zellik gostermektedirler
(Martha, 2000). Ciinkii E vitamini radikaller ile reaksiyona girdiginde kendisi radikal
form olan tokoferoksil radikaline doniismektedir. C vitamini ise membranlara
baglanmig tokoferoksil radikalini aktif o-tokoferole c¢evirerek E vitaminin
dayanikliligmi artrmaktadir (Martha, 2000; Cowie, 2002). Bu nedenle oksidasyon
sonucu C vitamini tiikenmedik¢e E vitaminin tiikenmesi s6z konusu degildir (Martha,
2000).

Vitamin A, peroksil radikalleri ile onlar lipit peroksidasyonunu baglatip
hidroperoksitleri liretimini yaymadan dnce birlesir ve bdylece zincir kirict antioksidan

olarak iglev goriir. Retinol etkili bir peroksil radikali siipiiriiciisiidiir (Vince, 1999). B-
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karoten ise antioksidan 0&zellige sahip olup siiperoksit radikalinin kuvvetli bir
siipiiriiciisiidiir. Ozellikle singlet oksijeni tutarak oksidasyon stresine karsi hiicreyi
korumaktadir (Umemura ve Yokota, 1997; Esselty, 2000).

Melatonin, yiiksek lipofilik dzelligi olup membranlar1 kolaylikla geger. Ozellikle
"OH radikalini ortadan kaldirmada ¢ok etkili bir antioksidandir (Yazic1 ve Kose, 2004).
Sistein, serbest radikal ve hipoklorit toplayicisidir (Akkus, 1995). Seruloplazmin, SOD
benzeri bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Demirin +2 degerlikli halden +3 degerlikli
hale ylikseltgenmesini saglayarak Fenton reaksiyonunu inhibe eder. Bu sayede serbest
radikal olusmasmi engeller. Urik asit, normal plazma konsantrasyonlarinda O,™~, “OH ve
ROQO’ radikallerini temizler. Albiimin ge¢is metallerini baglar, lipidhidroperoksid ve
hipoklorid toplayicisidir (Misso ve ark., 2005). Transferin, dolagimdaki serbest demiri
baglayarak antioksidan 6zellik gosterir. Bilirubin, serbest radikal tutucusudur, O,™, ‘'OH
radikali toplayicisidir (Aycicek ve ark., 2005). Glukoz, ‘'OH radikal tutucusudur
(Nakano ve ark., 1999). Piruvat giiclii bir antioksidandir ve H,O, baglayic1 6zelligi
vardir (Zhou, 2001).

1.8. Keciboynuzu

Keciboynuzu, harnup olarak da adlandirilan yeryiiziiniin en eski bitkilerinden
birisidir. Ik olarak M.O. 4000 yillarinda Misir> da ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir
(Tunalioglu ve Ozkaya, 2003). Ingilizcesi “carob”, genelde “St. John’s Bread” olarak
bilinir. Anlam1 “Yakup Peygamberin Ekmegi" olup, Yakup peygamberin ¢élde ekmek
yerine tiikettigi rivayet edilen bir meyvedir (Anonim, 2011). Baklagiller familyasma ait
olup binominal ad1 Ceratonia siliqua L.’dur.

Her daim yesil olup, Akdeniz iilkelerinde dogal yayilim gostermektedir (Calixto
ve Cafiellas, 1982). Ancak dogal yayilim haricinde de Akdeniz iilkeleri disinda ABD,
Avustralya, Giiney ve Kuzey Afrika’da da genis olarak kegiboynuzu yetistiriciligi
yapilmaktadir (Coppen, 1995). Bu meyve tiirii iilkemizde, Izmir Urla'dan baslayarak,
Hatay''n Samandag ilgesine kadar olan 1750 km’lik kiy1 seridinde yayilim

gostermektedir. Bu kiy1 seridinde ise ke¢iboynuzuna en yogun olarak kiyidan 1-2 km'lik
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mesafede rastlanmakla birlikte, deniz seviyesinden 600-700 m yiikseklige kadar i¢
bolgelerde de bu meyve tiiriine rastlanabilmektedir (Se¢cmen, 1974).

Keg¢iboynuzu agacmnin temel iki 08esi vardiwr. Bunlar meyve ve tohum
kisimlaridir. Meyveleri ham iken yesil, olgunlasinca kahverengi, ortalama 25 cm
uzunlugunda olmaktadwr. Cekirdekleri ise meyve agirhiginin yaklasik % 10°luk kismini
olusturmaktadir.

Kegiboynuzu bitkisine asil onem kazandiran meyvenin igerisinde bulunan
cekirdekleridir. Kegiboynuzu ¢ekirdekleri bir dizi isleme tabi tutularak gida sanayinde
cok Onemli bir katki maddesi olan ke¢iboynuzu zamkina doniistiiriilmektedir.
Keciboynuzu ¢ekirdeginin zamk 6zelligi ise ¢ekirdegin kabuk ve embriyosu arasinda
kalan endosperm tabakasmni 6giitiilmesiyle ortaya c¢ikmaktadir. Keg¢iboynuzu
cekirdeklerinin endospermlerinden elde edilen bu zamksi madde, basta dondurmalar
olmak iizere yogurt, puding, eritme ve krem peynirleri, su bazl joleler, sekerlemeler,
balik iirtinleri, icecekler, ketcap, mayonez, sal¢a, unlu mamiiller ve dondurulmus
gidalar gibi bir¢ok {iriiniin en 6nemli bileseni olmaktadir (Coppen, 1995; Batlle ve
Tous, 1997). Keciboynuzu zamki, gida endiistrisi diginda kagit, boya, tekstil ve plastik
sanayinde, petrol ve petrokimya, mobilyacilik, kibrit, deterjan bazi eczacilik ve
kozmetik uygulamalarinda da kullanilmaktadir (Coppen, 1995; Marakis, 1996;
Avallone, 1997; Barracosa ve ark., 2007). Diinya yillik ke¢iboynuzu iiretimini Makris
ve Kefalas (2004) yaklasik 310000 ton, Ayaz ve ark. (2009) son verilere gore yaklasik
400000 ton oldugunu bildirmislerdir. Ulkemiz ise bu paya 13500 ton kegiboynuzu

iiretimi ile katki saglamaktadir (Biner ve ark., 2007).

1.9. Keciboynuzu Meyvesinin Ozellikleri

Keg¢iboynuzu meyvesinin yaklasik %90’mn1 etli kissm meydana getirir. Bu
kisimda sukroz, glukoz, seliiloz ve tanen yoniinden oldukc¢a zengindir (Rizzo ve ark.,
2004). Bu igeriklerinden dolay1 6zellikle iilkemizde kisin hem hastaliklardan koruyucu
hem de enerji verici olarak pekmez seklinde, dogrudan ya da c¢esitli gidalara
karstirilarak degisik sekillerde tiiketilmektedir. Ulkemizde pek de yaygin olmasa da

Morton (1987)° e gore c¢ekirdeklerinden arindirilmis ve 6giitiilmiis ke¢iboynuzu zengin



20

seker icerinden istifade edilerek kakao gibi sicak ya da soguk siit ile karistirilipta
tiikketilebilmektedir. Ancak bazi kaynaklar yliksek kondanse tanen iceriginden dolay1
tilketiminin kontrollii yapilmasini 6nermektedir (Morton, 1987; Bravo ve ark., 1994;
Avallone ve ark., 1997; Batlle ve Tous 1997). Yousif ve Alghzawi (2000)’ e gore ise,
diisiik tanen igerigi rapor edilmistir.

Keciboynuzunun icerigindeki gallik asitten dolayir agr1 kesici, alerjiye karsi,
astima karsi, bronsite karsi, antioksidan, antibakteriyel, karacigeri toksinden armndirici,
bagisiklik sistemini giiclendirici, antiviral ve antiseptik Ozellikte oldugu tahmin
edilmektedir (Anonim, 2011a). Toplam mineral madde miktar1 % 2.23-2.42 arasinda
olup, mineral maddelerin dagiliminda en 6nemli payr 3501-6059 mg/kg arasinda
degisen miktar1 ile potasyum (K) almaktadir (Karkacier ve Artik, 1995).

Turhan ve ark. (2007)’nin ke¢iboynuzu pekmezi ile yaptiklar: bir ¢alismada ise

mineral maddelerin dagilimi soyledir:

Cizelge 1.3 Keg¢iboynuzu pekmezinin bazi kimyasal 6zellikleri

Mineraller (mg/100g)
Potasyum (K) 10573.8
Fosfor (P) 777.85
Magnezyum (Mg) 555.45
Kalsiyum (Ca) 3149.87
Sodyum (Na) 171.30
Demir (Fe) 14.19
Bakir (Cu) 5.30
Cinko (Zn) 4.26
Manganez (Mn) 3.29

Avallone ve ark. (1997)’ nin yaptiklar1 bir ¢aligmada, rapor ettikleri baz1 meyve

icerigi ve toplam polifenol, proantoksiyanidin ve elligitanin icerigi soyledir:



21

Cizelge 1.4 Kegibounuzu meyvesinin bilesimi

Ormek  Nem Kiil  Protein Yag Sukroz  D- D-  Nisasta
% %ka %ka %ka %ka glikoz fruktoz % k.a.
%ka %ka.
Meyve 6 2 2 0.4 35 5 7 0.5

% k.a. ylizde kuru agirhik

Cizelge 1.5 Kec¢iboynuzu meyvesinin polifenol icerigi

Ornek toplam proantoksiyanidin® elligitanin® gallotanin®
polifenol”
Meyve 16 2.46 0.34 0.490

mg gallik asit/g 6giitlilmiis 6rnek (kuru agirhk).
mg (/)katesin/g 6gitiilmiis 6rnek (kuru agirlik).
mg 4,6-hekzahidroksidifenoil-glukoz/g 6giitiilmiis 6rnek (kuru agirhk).

b
4 mg gallik asit/g 6giitiilmiis 6rnek (kuru agirlik).

1.10. Keciboynuzu Cekirdeginin Ozellikleri

Kegiboynuzu cekirdegi temelde 3 boliimden olusmaktadir. Bunlar distan ice
dogru cekirdek kabugu, endosperm ve embriyodur. Cekirdek kabugu oldukga sert ve
kabugun hemen altinda iki yarim halinde beyaz ve yari saydam yapida endosperm
bulunur. Cekirdegin en i¢ kismmda endosperm yarimlarinin tam ortasinda ise sar1 renkli
0z (germ, embriyo) yer almaktadir. Agirligin % 30-33’{inii kabuk, % 20-25’ini embriyo
ve % 40-50’sini endosperm meydana getirmektedir (Coppen, 1995).

Cekirdekler meyve agirhiginin yaklasik %10’unu kapsamakta ve ¢ekirdek
endosperminin baslica icerigini galaktoman (polisakkarit) olusturmaktadir (Calixto ve
Carfiellas, 1982; Morton, 1987; Batlle ve Tous, 1997). Cekirdek endosperminin
ogiitiilmesiyle elde edilen keciboynuzu zamki (E410) pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
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Cizelge 1.6. Kegiboynuzu zamkinin kullanim alanlar1 ve orani (Anonim, 2011b)

Kullanim Alanlarn Sagladig1 Ozellikler Kullanim
Orani (g)
Erimeyi geciktirir, kaymaksi bir tat verir,
Dondurma hacimsel biiylime saglar, 1s1 sokuna direnci % 0.1-0.3
arttirir
Yogurt & Puding Su birakmay1 Onler, daha diizgiin bir yap1 9% 0.1-0.3
olusturur

Eritme ve Krem

- , . o )
Peynir Diizgiin ve miikemmel bir yap1 olusturur % 0.2-0.35

Carrageenan, Xanthan ve Agar-Agar ile
birlikte kullanildiginda jel giiciinde artis saglar, % 0.2-0.5
su salmay1 Onler

Su bazli joleler ve
Konserve et

Sekerleme Su salmay1 Onler, siiriilebilirligi arttirr % 0.2-0.4
Balik iirtinleri Kirilmay1 onler, paketlemeyi kolaylastirir % 0.2-0.4
Igecekler Yapiy: gelistirir, tortu olusumunu azaltir % 0.1-04

Ketcap, mayonez,

~ ~ oq e . . - 0 _
salca ve s0s Yagli ve yagsiz yapinin stabilitesini saglar % 0.3-1.0

Unlu mamiiller Kirillganlig1 azaltir, yapiy1 gelistirir % 0.3-0.6

Buzlarin ¢oziilmelerine karsi kararlilik
gostermesini saglar

Glutenin yerini tutar ve diisiik kalorili katk1
olarak gorev yapar

Donmus gidalar % 0.1-0.5

Diyet gidalar % 0.3-1.0

Avallone ve ark., (1997) yaptiklar1 bir ¢alismada kec¢iboynuzu ¢ekirdeginin
icerigini ¢izelge 1.6’da ve ¢izelge 1.7°deki gibi bildirmislerdir.

Cizelge 1.7 Kegiboyunuzu ¢ekirdeklerinin bilesimi

Ornek Nem Kiil Protein Yag Sukroz  D- D-  Nisasta
% %ka %ka %ka %ka glikoz fruktoz % k.a.
%ka %ka.
Oz 4 6 1 2.8 4.5 0.2 0.3 0

Cekirdek 9 1 1 1.1 0.4 0.1 0.1 0.1

% k.a. ylizde kuru agirhik
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Cizelge 1.8 Keg¢iboynuzu ¢ekirdeginin polifenol icerigi

Ornek toplam proantoksiyanidin® elligitanin® gallotanin®
polifenol
Oz 40.8 16.2 1.06 1.92
Cekirdek 0.661 0.19 0.04 -

mg gallik asit/g 6giitlilmiis 6rnek (kuru agirhk).
mg (/)katesin/g 6gitiilmiis 6rnek (kuru agirlik).
mg 4,6-hekzahidroksidifenoil-glukoz/g 6giitiilmiis 6rnek (kuru agirhk).

b
4 mg gallik asit/g 6giitiilmiis 6rnek (kuru agirlik).

1.11. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, antioksidan ve antiradikal 6zellikleri son derece yiiksek olan
bilesiklerdir (Lu ve Foo, 2001; Murty ve ark., 2002), radikal sonlandirict ve metal
selator gibi fonksiyon gorebilen ve otooksidasyonun Onlenmesinde ¢ok etkili olan
sekonder metabolitlerdir (Feredioon ve ark., 1992). Fenolik bilesikler, en az bir
hidroksil grubu (OH) ve bunun fonksiyonel gruplarini iceren aromatik halkali
bilesiklerdir. En basit fenolik bilesik bir tane hidroksil grubu igeren benzendir ve fenol
olarak adlandirilmaktadir. Birden fazla hidroksil kokii igeren fenolik maddeler ise
polifenoller olarak bilinirler.

Polifenoller, invitro ortamda tokoferol ve askorbatdan daha etkili antioksidanlar
olarak gosterilmektedirler. Fenolik bilesikler, lipid radikallere, hizla H" vermesi
seklinde lipid oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi lipid peroksil (ROO") ve alkoksil (RO")
radikalini parcalamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu
sonlandirmaktir. Bu yonden fenolik bilesikler miikemmel H' ve e dondrleridir
(Feredioon ve ark., 1992). Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleride bu yapilarindan
ileri gelmektedir. Yapilan arastirmalarda fenoliklerin bitki hiicrelerinde H,O,’yi1 etkisiz
hale getirmekte etkili oldugu gosterilmistir (Takahama ve Oniki, 1997).

Polifenoller ayn1 zamanda serbest radikallerin rol aldig1 ateroskleroz, yaslanma,
inflamasyon ve ndrodejenerativ hastaliklarda koruyucu etki gosterirler (Halliwell,
1994).

Fenolik bilesiklerin insan sagligi iizerindeki bu etkilerinin yaninda, fungal, viral
ve bakteriyel kokenli hastalik etmenlerine karst bitkileri koruyucu etkileri de

bulunmaktadir (Goetz ve ark., 1999).
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1.12. Tanenler

Fenolik bilesikler sinifina dahil olan tanenlerin molekiil agirliklar1 500-20.000
dalton araligindadir. Baz1 yiliksek molekiil agirligina sahip olan yapilar hari¢ suda
cOziinilirler, proteinlere baglanabilirler ve ¢oziinmeyen ya da ¢dziinebilir tanen-protein
kompleksi olustururlar. Azotsuz, polifenolik yapida ve amorf bilesikler olan tanenler,
bitkilerin kabuk, odun, meyve, meyve tohumu, yaprak, kok gibi ¢esitli dokularinda ve
bitki 6ziinde bulunabilirler ve bu dokularin gelisiminin diizenlenmesinde rol oynarlar
(Aydmn ve Ustiin, 2007).

Tanenler, proteinlerle, nisastayla ve sindirim enzimleriyle kompleks olusturarak
gidalarin besin degerinde azalmaya neden olurlar (Chung ve ark., 1998). Ayrica,
polifenol oksidaz enziminin neden oldugu esmerlesme reaksiyonlari nedeniyle gida
teknolojisi acisindan da arzu edilmezler. Vitamin ve minerallerin yararliligini olumsuz
yonde etkilemektedirler. Tanen varliginda A ve B12 vitaminlerinin, ayrica iki degerli
demir iyonuyla kompleks olusturarak da demirin emilimlerini azaltmaktadir (Suschetet,
1975).

Ozellikle kegiboynuzunda  bulunan  %16-20  seviyelerindeki  protein
asimilasyonunu oOnleyen yiiksek tanen igeriklerinden dolayr meyvenin tiiketimi
smirhdir. Bu yiliksek tanen igerigi ayn1 zamanda asir1 hazimsizliga neden olmaktadir
(Avallone ve Ark., 1997). Zitko ve Rosik (1962) 1 mol tanenin 12 mol proteini
baglayabilme kapasitesi oldugunu bildirmisleridir.

Tanenlerin saydigimiz bu olumsuz yonlerinin yaninda uygun dozlara kullanimi
antimutajenik ve antikanserojenik (Kono ve ark., 1988), antimikrobiyal etkileride
(Scalbert, 1991) vardir. Igerisinde yer alan ellagik asit sayesinde kan pihtilastiric:
ozelligi mevcuttur (Ratnoff ve Crum, 1964). Tannik asit ise bocek ve yilan zehirlerine
kars1 panzehir olarak kullanilabilmekte, bunun yani swa serum lipit diizeyini
diisiirmekte, insiilin salgilanmasimi diizenleyici etkide bulunmaktadir (Kuppusamy ve
Das, 1993).

Bu ¢aligma, yukarida verilen literatiir bilgileri 15181inda giinliik hayatimizda bu
kadar yaygin kullanilan (dondurma, yogurt, puding, eritme ve krem peynir, i¢ecekler,
ketcap, mayonez, salca ve sos) keciboynuzu cekirdeginin antioksidan ve karaciger

koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak tlizere planlanmastir.
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Oksidatif stresin alkolle iliskili karaciger hasarmin patogenezinde anahtar bir
basamak oldugu, alkoliin karaciger hastaliklar1 riskini artirdigi yapilan caligmalarda
gosterilmistir (Ishii ve ark., 1997; Poli 2000). Ayrica Alkol tiiketiminin karaciger ve
karaciger dis1 dokularda oksidatif stresi indiikleyerek lipid peroksidasyonuna yol agtig1,
bu durumun kompleks ve interaktif bir siire¢ oldugu ileri siiriilmektedir (Nordmann ve
ark., 1992; Ishii ve ark., 1997). Bir bagka ¢alismada da asir1 alkol tiiketiminin karaciger
dokusunda harabiyete ve bir¢ok olumsuz metabolik degisime neden oldugu ve bu
olumsuzluklarin alinan doza ve siireye, bireysel dayanikliliga, diyete ve diger faktorlere
bagli olarak degistigi bildirilmistir (Murray ve ark., 1988). Alkole bagl karaciger
hastaliklar;; karaciger yaglanmasi, alkolik hepatitis ve karaciger sirozu olarak
tanimlanmaktadir. Karaciger hiicre biitiinliigii etkilendiginde ve paransim hiicrelerinin
dejenerasyonunda serumda AST ve ALT enzim aktivitelerinin yiikseldigi
vurgulanmustir (Karayilanoglu ve ark., 1991). Yine baska bir arastirmada (Nishimura ve
Teschke, 1982; Teschke ve ark., 1987) alkole baglh olarak karaciger ALT ve AST
aktivitesinde artis oldugu bildirilmistir.

Kegiboynuzu, Akdeniz iilkelerinde dogal yayilim gostermekte ve her daim yesil
bir maki tlriidiir (Calixto ve Cafellas, 1982). Ke¢iboynuzu meyvesinin yaklasik
%90’m1 etli kistm meydana getirir. Bu kisimda sukroz, glukoz, seliilloz ve tanen
yoniinden oldukca zengindir (Rizzo ve ark., 2004). Bu iceriklerinden dolayi, 6zellikle
iilkemizde kisin hem hastaliklardan koruyucu hem de enerji verici olarak pekmez
seklinde dogrudan ya da ¢esitli gidalara karistirilarak degisik sekillerde tiiketilmektedir.
Ancak kec¢iboynuzu bitkisine asil onem kazandiran meyvenin igerisinde bulunan
keciboynuzu ¢ekirdekleridir. Kegiboynuzu cekirdekleri bir dizi isleme tabi tutularak
gida sanayinde c¢ok Onemli bir katki maddesi olan ke¢iboynuzu zamkina
dontstiiriilmektedir. Ke¢iboynuzu cekirdeklerinin endospermlerinden elde edilen bu
zamks1 madde, basta dondurmalar olmak iizere yogurt, puding, eritme ve krem peynir,
su bazli joleler, sekerlemeler, balik tiriinleri, icecekler, ketcap, mayonez, salca, unlu
mamiiller ve dondurulmus gidalar gibi bir¢ok iirliniin en 6nemli bileseni olmaktadir
(Coppen, 1995; Batlle ve Tous, 1997). Ke¢iboynuzu zamki, gida endiistrisi disinda
kagit, boya, tekstil ve plastik sanayinde, petrol ve petrokimya, mobilyacilik, kibrit,
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deterjan bazi eczacilik ve kozmetik uygulamalarinda da kullanilmaktadir (Coppen,
1995; Marakis, 1996; Avallone, 1997; Barracosa ve ark., 2007).

Kegiboynuzu iizerine yapilan ¢alismalar genellikle meyve ve igerigi hakkindadir.
Makris ve Kefalas (2004) ¢esitli ¢oziicli sistemler yardimiyla kegiboynuzu meyvesinden
antioksidan 6zelligi olan polifenolik bilesikleri 6ziitlemislerdir.

Yine Ayaz ve ark. (2009), ticari ve ev-yapimi keciboynuzu ununun besin
icerigini analiz etmislerdir.

Papagiannopoulos ve ark. (2004) ke¢iboynuzu meyvesinde polifenollerin yiiksek
performans sivi kromotografi, UV absorbansi ve elektrospray iyon ayiricv/kiitle
spektrometri kullanilarak teshis ve miktar belirleme ¢alismasi1 yapmislardir.

Kumazawa ve ark. (2002), olgunlasmamis kec¢iboynuzu meyvelerinden elde
ettikleri polifenolliin B-karotenin bozunmasini engelledigini gostermislerdir.

Klenow ve ark. (2009), insan kolon kanserinde in vitro adenoma hiicreleri
iizerinde ke¢iboynuzu 6ziitlinlin oksidatif stres ve ilag metabolizmasiyla ilgili kimyasal
onleyici potansiyeline sahip olup olmadigi konusunda yaptiklar1 ¢caligmada oksidatif
stresi baskilayabilecegini bildirmislerdir.

Bu ¢alismalarin diginda keg¢iboynuzu ¢ekirdeginin biyokimyasal aktivitesine dair
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismayla ke¢iboynuzu bitkisinin ¢ekirdek

iceriginin antioksidan ve karaciger koruyucu 6zelliklerine ilk kez bakilmistur.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneyde Kullanilan Materyaller

3.1.1. Deney Hayvam Materyali

Arastirmamizin canli materyali olan 200-300 gr agirhiginda, 5.5-6 aylik, 24 adet
saglikll (Wistar albino) rki disi sicanlarlar standart plastik rat kafeslerine yerlestirildi.
Yapilan caligmada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi igin
gerekli biitiin onlemler alindi. Bu amagla kontrol ve tiim deneme grubundaki denekler
ayni kosullarda tutuldu. Bitki materyali olarak keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.)
cekirdegini (halk arasinda harnup olarak da bilinir) Antalya ydresinden temin edilen

cesiti kullanild.

3.1.2. Analizlerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Gerhaeld calkalayici, Niive NM 110 vorteks, Bosch S 2000 hassas terazi, Chyo
JI-180 dijital terazi, sicak su sanyosu BM 101 Niive, otomatik pipet Socorex Swiss,
ugur derin dondurucu, Orion pH metre 420 A, BHG Hermle Z 320 K sogutmali
santrifiij (14.000 rpm), Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometre, Harris derin
dondurucu (-80 °C), Ultrasonic processor homojenizator, iklim dolabi, kiyma makinasi,

cekirdek ezme degirmeni, makas, nester, jilet, plastik tepsiler, Whatman siizge¢ kagidi

No.42.

3.1.3. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kit ve kimyasal maddelerden: Siiperoksit dismutaz (SOD)
ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim kiti Randox-Ransel, Rediikte glutatyon
(GSH), Okside glutatyon (GSSG), Biitillenmis hidroksitoliien (BHT) Tiyobarbitiirik asit
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(TBA), 1.1.3.3.tetracthoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB),
Stikroz, Glioksilik asit, Tris (Hidroksi metil amino metan hidroklorit tris HCI), Sodyum
siilfat Sigma’dan, Beta Nikotinamiddinukleotit fosfat (NADPH), Metafosforik asit,
Triklor asetik asit (TCA), Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum hidroksit (NaOH), Disodyum
hidrojen fosfat (Na,HPO,), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,), Etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) Sodyum sitrat, Sulfosalisilik asit (SSA), Askorbik asit, ketamin
(%10 luk).

3.2. Yemlerin Hazirlanmasi ve Deney Muamelesi

Antalya yoresinden getirilen keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) g¢ekirdekleri
Van tarmm il miidirligiinde bir 6giitiici degirmende un haline getirildi. Un haline
getirilen ke¢iboynuzu cekirdekleri laboratuvarda normal sigcan yemine 6giitiilmiis olan
keciboynuzu c¢ekirdekleri %15 oraninda normal yeme karistirilarak cesme suyu ile iyice
karistirildt ve yemler hamur haline getirildi. Hamur haline gelen bu yem, kiyma
makinasindan gecirilerek pellet haline getirildi. Plastik tepsilere konan bu pellet haline
gelen yem 25 °C de iklim dolabinda 48 saat bekletildi. Iyice kuruyan bu yem daha sonra
¢ikarilarak Van Yiiziincii Y1l Universitesi arastirma hastanesindeki deney hayvanlari
iinitesinde muhafaza edilerek belirlenen si¢can gruplarina gerekli oranda verilmesi
saglandi. Deneme 50 giin devam etti. 24 adet sican; kontrol grubu, alkol grubu,
keciboynuzu ¢ekirdegi ilaveli yem + su grubu ile ke¢iboynuzu ¢ekirdegi ilaveli yem +
etil alkol gruplar1 olmak {izere 6’sarli 4 gruba ayrildi. Gruplardan kontrol grubu sadece
standart sican yemi ve su ile beslendi. Alkol grubuna standart sigan yemi ve etil alkol
verildi. KB + su grubuna kegiboynuzu ¢ekirdegi ilaveli yem ve su verildi. KB + alkol
grubuna ise kec¢iboynuzu ¢ekirdegi ilaveli yem ve alkol verildi. Caligma grubundaki
siganlara, her gruba ilk giin 200 gram yem ve 500 ml su veya alkol verildi. Daha sonraki
her giin bir dnceki giinden kalan yem tartilarak/dlgiilerek her bir grubun giinliik yem ve
su/alkol tiiketimleri kayit edildi. Ayrica, ratlarm net agirliklar1 da 50 giin boyunca her
hafta tartilarak kayit edildi. Deneme asamasi boyunca yeme ve i¢gmelerinde higbir
kisitlamaya gidilmeden gerekli miktarda (Ad [libitum) verilip, ayrica temizlige cok

dikkat edilerek 50 giinliik deneme asamasi bitirildi.
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3.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

50 giinliik deneme sonunda sicanlar % 10’luk ketamin ile anesteziye tabi
tutularak enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi. Kanlar EDTA’l1 ve biyokimya
cam tiiplere alindi. EDTA’l1 kanlar eritrosit paketleri i¢in kullanilirken, diger kandan ise
serum enzimleri i¢in serum Ornekleri hazirlandi. Diger yandan; 50 giin deneme sonunda
sicanlarin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokular1 alinarak fizyolojik
suyla yikanip kurutma kagidiyla kurutulduktan sonra analizlerin yapilacagi zamana
kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edildi. Antioksidan savunma sistemi
unsurlart vee MDA tayini elde edilen eritrosit paketi ve doku siipernatantlarinda

gerceklestirildi (Xia ve ark., 1994).

3.4. Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Yapilan deney icin gerekli olan kan enjektorler yardimiyla hayvanlarin
kalbinden EDTA’l1 cam tiiplere alindi. Bir saat +4 °C’de bekletildikten sonra 3000
rpm’de +4 °C’de sogutmali santrifiijde 15 dakika santrifiij edildi. Olusan plazma atild1.
Altta kalan hacme esit oranda serum fizyolojik (%0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin
yikanmasi gergeklestirildi. Serum fizyolojik eklenen tiipler +4 °C’de 2000 rpm’de 8
dakika santriftij edildi. Eritrosit yikama iglemi ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen eritrosit
paketinde malondialdehit ile rediikte glutatyon tayini gerceklestirildikten sonra
stiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz ve glutatyon rediiktaz
enzim aktiviteleri tayinine kadar eritrosit paketleri derin dondurucuda -20 °C’de

muhafaza edildi (Randox Lab., 1996).

3.5. Doku Ekstraksiyon Islemlerinin Gergeklestirilmesi

Muamele sonrasi derin dondurucuda (-80°C) bekletilen siganlarin beyin, bobrek,
dalak, eritrosit, kalp ve karaciger dokular1 oda sicakligina gelinceye kadar kademeli
olarak ¢oziindiiriildii. Dokularda antioksidan enzim ve malondialdehid tayinleri icin

doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde gergeklestirildi. Ekstraksiyon icin 0.32
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mol/L sukroz, 1mmol/L EDTA. 10nm/L Tris HCI (pH 7.4) i¢eren tampon hazirlanarak
100 mg dokular 25 ml’lik cam beherlerde dijital terazide (Chyo JI-180) tartild1 ve
iizerine 5 ml soguk tampon eklendi. Dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic
homojenizatérde 3 dakika homojenize edildi. Ekstrakt hemen 30 dakika 9500 rpm’de
sogutmal1 santriflij cihazinda (BHG Hermle) +4 °C’de santrifiij edildi. Beyin, bobrek,
dalak, kalp ve karaciger dokusundan elde edilen berrak siipernatantlar analizler igin

hazir hale getirildi (Xia ve ark., 1994; Marklund, 1990).

3.6. Analizlerin Yapilmasi
3.6.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim Tayini

Prensip: Siiperoksid dismutazin rolii, oksidatif enerji basamaginda iiretilen
toksik siiperoksid radikalini (O"), hidrojen peroksite (H>O,) ve molekiiler oksijene (O)
dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigii gibi ksantin
ve ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksid radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-
5-phenyltetrazolium chloride (INT) ile kirmizi boya formuna doniisiir. SOD aktivitesi,

bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6l¢iiliir (McCord ve Fridovich, 1969).

XO 07y

Ksantin ——— Urik Asit + Oy IN.T. —— Formazon D (Renkli bilesik)

SOD

0y —— > H,O, + O,

Ayraglar Konsantrasyonlari
1.Miks Substrate

Ksantin 0.05 mmol/l
LN.T. 0.025 mmol/1

2. Tampon

CAPS 50 mmol/l pH 10.2
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EDTA 0.94 mmol/l
3.Xanthine Oxidase 80 U/l
4.Standart 5.70/ml

Deneyin yapihisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile Perkin
Elmer Lambda 1A UV/VIS spektrofotometrede 505 nm'de 37 °C'de olgiildii (Randox
Lab., 1996). Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve analiz zamanina kadar -
80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku siipernatantlari
kullanildi. Eritrosit paketinden 10 pl almarak 2500 pl 0.01 M fosfat tamponu (pH = 7.0)
ilave edilerek 251 kat1 sulandirildi (F=251). Inhibisyonun % 30-60 arasi olmasi
saglandi. Kiivete asagidaki aywraclar pipetlendi.

Ornek Ayirag Korii Standart Sulandirilmis
Sulandirilmis Ornek 20 pl
Standart 20l -
Fosfat Tamponu 20l e e
Karisik Substrat 680 ul 680 ul 680 ul

Igerik karistirilarak ilk absorbans A; 30 saniye sonra okundu ve es zamanl
olarak zaman baslatildi. Son absorbans A, 3 dakika sonra okundu.
Hesaplama: Spektrofotometreden alinan optik dansite sonuglar1 asagidaki
denklemde yerine konarak SOD enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandu.
(AAsapk.x100) (AAOmekpk-x100)
100 - = % Inhibisyon 100 - = % Inhibisyon
(AABIank DK.) (AABIank DK-)

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in, standart grafigi elde edildi. Standart
grafikten elde edilen y = 48,85Ln(x)—12.218 formiilii ile sulandirma faktdriiniide hesaba
katilarak SOD aktivitesi U/g tiim doku olarak hesaplanda.
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3.6.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), formiilde goriilen kumen hidroksidin
ile indirgenmis glutatyonu (GSH) okside eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda
glutatyon rediiktaz (GR) ve nikotin adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’in NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a
indirgenir (Paglia ve Valentine, 1967).

GSH-Px
2GSH + ROOH > ROH + GSSG + H,O

GR
GSSG + NADPH + H —— NADP" + 2GSH

Ayraglar Konsantrasyonlar1
1.Ayrrag
Glutatyon 4.0 mmol/I
G.Reduktaz >0.5U/1
NADPH 0.28 mmol/l
2. Tampon
Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/l
3.Kumen Hidroperoksit 0.18 mmol/l
4.Sulandirma Ayiraci

Deneyin yapihsi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile Perkin Elmer Lambda 1A UV/VIS spektrofotometrede 340 nm'de ultraviyole
metotla 37 °C'de 6l¢iildii (Randox Lab., 1996). Analiz materyali olarak, daha Once
hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen
eritrosit paketi ve doku siipernatantlari kullanildi.

Analiz i¢in eritrosit paketinden 10 pl alinarak. 2 ml sulandirma ayiraci ile

sulandirildi. ( F =201). Kiivete asagidaki ayiraglar pipetlendi.
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Ayirag Koru Sulandirilmis Ornek
Sulan. Ornek - 15 ul
Distile Su 5l e
Ayirag 750 ul 750 pl
Kiimen 30 pl 30 ul

Kiivetler karistirilarak, ornek ve koriin absorbanslar1 1 dakika sonra okundu.
Zaman baslatilmasindan, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okunarak dakika
absorbans degisimi hesaplandu.

Hesaplama: U/g doku veya ml eritrosit paketi = 8412 x DA 340 nm / dakika. Ornek ve
kortin U/g tiim doku sonuglar1 i¢in, drnek degerden (U/g), kor degeri (U/g) ¢ikarildi.
Sulandirma faktoriiniide hesaba katilarak sonuglar U/g tiim doku veya ml eritrosit

cinsinden hesaplandi.

3.6.3. Glutatyon -S-transferaz (GST) Enzim Tayini

Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve analiz zamanma kadar -80
°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku silipernatantlari
kullanildi. 3 ml quvartz kiivette, 340 nm de absorbans Olcliimii gerceklestirildi.
Absorbanslar 3 dakika boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. Absorbans araligindaki
degisimin Lineer oldugu kisimdan dakika basina absorbans degisimi tespit edilerek (EU
=3 (A/9.6) formiilden sulandirma faktoriinii de hesaba katilarak hesaplamalar yapildi.

Asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun sekilde karistirilarak 6lgtim yapildi
(Habig ve ark., 1981).

Kor Numune Son Konsantrasyon
Pbs 2.7 ml 2.7 ml 0.1M
Distile Su 0.1 ml
CDNB 0.1 ml 0.1 ml 1 mM
GSH 0.1 ml 0.1 ml 1 mM

Stipernatant 0.1 ml
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3.6.4. Lipid peroksidasyon (MDA) tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon tirlinlerinden malondialdehid, tiyobarbiturik asit ile renkli forma girmesi

ile olciiliir (Slater, 1984; Sushil ve ark., 1989).

Ayrraclar

1.LEDTA Cozeltisi (0.1 M) :37.224 g EDTA-Na,H,O 1 litre distile suda eritilir.
2.BHT Cozeltisi (%88) : 0.220 g BHT 25 ml mutlak alkolde ¢ozdiiriiliir.
3.NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda ertitilir.

4. TBA Cozeltisi (%1) : 1 g TBA 100 ml'ye 0.05 N NaOH ile tamamlanir.
5.TCA (% 30) : 30 g TCA 100 ml distile suda eritilir.
6.Fosfat Tamponu : 8.1 g NaCl, 2.302 g Na,HPOg, 0.194 g NaH,PO, distile

suda eritilerek 1 litreye tamamlanir. pH's1 7.4 'e ayarlanir.

Deneyin yapilisi: Lipid peroksidasyon iirlinii malondialdehid seviyesi, tiyobarbitiirik
asit (TBA) reaktifi ile renk reaksiyonu sonucu Shimadzu UV/VIS-1201
spektrofotometrede maksimum 532 nm'de absorbanslar dl¢iildii. Bir tiipe ekstraksiyon
islemleri gerceklestirilmis eritrosit paketi veya doku siipernatantlarindan 200 ul alinarak
iizerine 800 ul fosfat tamponu ve 25 ul BHT ile siispanse edildi. Sonra 500 pul % 30'luk
TCA eklendi. Tupler vorteksle karistirilarak 2 saat -20 °C'de buzdolabinda tutuldu.
Sonra 15 dakika 2000 rpm'de santrifiij edildi. Siipernatantin 1 ml'si alinarak bagska
tiiplere aktarildi. Bunlarmn iizerine 75 pl EDTA NayH,0, 250 pul TBA eklendi. Tiipler
vorteksle karistirildi ve 15 dakika sicak su banyosunda (+90°C) tutuldu. Sonra oda
1s1sina getirilerek 532 nm'de optik dansiteleri (eritrositlerde 532 nm OD den 600 nm OD
cikartilarak hemoglobindeki MDA miktar1 ortadan kaldirildi) yapilarak okundu (Slater,
1984; Sushil ve ark., 1989).

A=axbxc
A = Absorbans a = Ekstinksiyon katsayis1
b =Isik yolu ¢ = Konsantrasyon

1.Sulandirma ;: 0.2 + 0.8 +0.025+ 0.5=1.525/0.2 = 7.625
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2.Sulandirma : 1 +0.075 +0.25 =1.325/1=1.325

Sonug = 7.625 x 1.325 =10.103 125=F

¢ =A/a x b= (A/mol x cm)/1.56 x 10° x It) x (1/cm) x (10° nM/mol) x (1t/10°x
ml)

c=Ax1xFx10/1.56=nmol/ml eritrosit

3.6.5. Rediikte glutatyon (GSH) tayini

Prensip: Ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmis eritrosit veya dokulardan
hazirlanan hemolizat ve siipernatantlarinda, siilfidril (SH) tasimayan tiim proteinler
coktiiriicli (presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. indirgenmis glutatyon (GSH), elde
edilen berrak sivida siilfidril gruplarmm DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile
reaksiyonu sonucu sar1 rengin olusumu ile 6l¢iildii. Eritrosit paketi ve siipernatantlarda
GSH seviyesinde diisiis olabilecegi ithtimaline karsilik 24 saat igerisinde gerceklestirildi
(Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).

Ayrraclar: 1. Coktiiriicii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA
(disodyum etilen diamin tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml'ye distile suda eritilerek
tamamlandi.2. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.
3.DTNB (Ellman's Ayiraci): 40 mg DTNB (5,5'-(2-ditiobis) nitrobenzoik asit), %]l
sodyum sitrat, 100 ml'ye distile su ile tamamland1.

Deneyin yapilisi: Eritrosit paketi veya doku siipernatantindan 200 pl alinarak, 3
ml ¢oktiiriicii ¢ozeltisi ile karistirildi. 5 dakika bekleme sonrasi, karisim watman silizgeg
kagidindan (No.42) siiziildii. Ornek numuneden elde edilen siiziintiiniin 2 ml'si baska
tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat ¢dzeltisi, Iml DTNB ayiraci eklendi. Blank i¢in 2 ml
coktiiriicli ¢cozeltisi (3 kisim ¢oktiiriicii ¢ozelti + 2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢ozeltisi
ve 1 ml DTNB ayiraci tiipe alinarak hazirlandi. Standart i¢in, 40 mg GSH c¢ozeltisi taze
olarak hazirlandi. Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 412 nm'de blanka kars1
standart numunelerin optik dansiteler okundu. Sonucglar mg/g doku olarak hesaplandi

(Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).
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3.6.6. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Tayini

Analiz materyali olarak, daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80
°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku silipernatantlari

kullanildi. Asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun sekilde karistirilarak olgtim

yapild1

Olgiim Prosediirii Kor Numune
Fosfat Tamponu 1500 pl 1500 pl
Homojenat Tamponu 1200 pl -
B-NADPH 2 mM 150 ul 150 pl
GSSG 20 mM 150 pl 150 pl
Numune (Siipematant) - 1200 pl

GR aktivitesi (EU), 340 nm'de dakika basina harcanan NADPH miktarindan
hesaplandi. 5 dakika boyunca Olgiilen absorbansin lineer olan kismi dakika basina

hesaplandi (A= ¢ x b x ¢), (Carlberg ve Mannervik, 1985).

3.7 istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgular istatistiki olarak degerlendirilerek, aritmetik ortalamalar1
(X) ve standart sapmalar1 (+SD) bulundu. Gruplar arasindaki farkin 6nemli olup
olmadigini tesbit etmek icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi; one-way ANOVA)
testi ve ikili gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasi icin de POST HOC testlerden
TUKEY HSD testi yapildi. Anlamlilik smnir1 olarak p<0.05 kabul edildi. Bu istatistiki
islemler Minitab V.15 paket programi ile gergeklestirildi.



4. BULGULAR

Giinliik yasantimizda yaygin bir sekilde kullanilan ke¢iboynuzu gekirdeginin
gerek karaciger koruyucu etkisinin ve gerekse antioksidan 6zelliginin arastirilmasi
amaciyla planlanan bu ¢alisma sonucu elde edilen bulgular ¢izelgeler ve sekiller halinde

asagida verilmistir.

Cizelge 4.1 Etil alkol ve keg¢iboynuzu ¢ekirdegi muamelesine tabi tutulan siganlarin
karaciger harabiyet biyobelirtecleri olan serum enzim diizeyleri

SERUM ENZIMLERI
SERUM Kontrol Alkol KB+Su KB+Alkol
X +SD X +SD X +SD X +SD
AST U/L 102+17,7 143,8+22,9° 108,2+21,3 123,2429,3
ALT U/L 52,7+4,5 78,7+5,4° 52,749,1° 61+4,8°
LDH U/L 659,8+65,5 844,7+83,3" 653+54° 575,8£121°¢
ALB U/L 31,6£1,8 31,5+1,2 31<£1,1 30,8+1
TP U/L 19,5+1,3 19,2+0,7 18,4+0,7 18,7+1,4

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

b: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

c: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

Cizelge 4.1°deki bulgulara gore; AST degerleri Alkol grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel agidan anlamli bir artma (p<0,05) bulunurken, diger uygulama
gruplarmin karsilagtirilmasinda istatistiksel agidan bir anlamlilik bulunamamistir

(p>0.05).
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Sekil 4.1 Etil alkol muamelesine tabi tutulan sicanlarda kec¢iboynuzu ¢ekirdeginin AST
seviyelerinin karsilastirilmasi.
a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).
Cizelge 4.1°deki bulgulara gore; ALT degerleri Alkol grubunda diger uygulama
gruplarma gore istatistiksel ac¢idan anlamli bir artma (p<0,05) bulunurken, diger

uygulama gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmasinda ise bir anlamlilik

bulunamamastir.
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Sekil 4.2 Etil alkol muamelesine tabi tutulan sicanlarda ke¢iboynuzu ¢ekirdeginin ALT
seviyelerinin karsilastirilmasi.

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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c: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; LDH degerleri alkol grubunun, kontrol
grubuna, KB + su grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
artma (p<0,05) bulunmustur. KB + alkol grubunun kontrol grubu ve KB + su grubuna
gore LDH degerinde bir azalma bulunmasina ragmen, istatistiksel agidan anlamli

bulunmamuistir. Kontrol grubu ile KB + su gruplar1 arasinda LDH degerlerinde 6nemli

fark bulunamada.
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Sekil 4.3 Etil alkol muamelesine tabi tutulan si¢anlarda ke¢iboynuzu ¢ekirdeginin LDH
seviyelerinin karsilastirilmasi.
a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).
Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; ALB degerlerinin uygulama gruplar: arasindaki

karsilastirilmasinda istatistiksel agidan herhangi bir degisim gozlenmemistir.
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Sekil 4.4 Etil alkol muamelesine tabi tutulan siganlarda kec¢iboynuzu ¢ekirdeginin ALB
seviyelerinin karsilastirilmasi.

Cizelge 4.1°deki sonuglara gore; TP degerlerinin uygulama gruplar1 arasinda

yapilan karsilastirmada istatistiksel agidan herhangi bir de§isim gézlenmemistir.
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Sekil 4.5 Etil alkol muamelesine tabi tutulan sicanlarda ke¢iboynuzu cekirdeginin TP
seviyelerinin karsilastirilmasi.
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Cizelge 4.2 Etil alkol ve keciboynuzu ¢ekirdegi uygulanan
dokularindaki MDA diizeyleri

siganlarin  ¢esitli

MDA

Dokular Kontrol Alkol KB + Su KB + Alkol

X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin (nmol/g) 42,094+2,56  47,49+3,86" 40,9+3,7° 41,01+3,86"
Bobrek (nmol/g) 93,69+6,01  106,21+£8,25"  86,02+5,02° 95,74+2,17%¢
Dalak (nmol/g) 44,03£6,4  90,45+8,33"  52,0242,52°  58,5+4,51™¢
Eritrosit (nmol/ml)  1,52+0,3 3,05+0,7* 1,42+0,34° 1,54+0,27°
Kalp (nmol/g) 15,21£2,49  20,83+4,15 14,03+3,31° 15,43+3,17
Karaciger (nmol/g)  34+5,32 51,37+4,92% 34,64+5,39°¢ 46,62+2,52°¢

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

c: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).
e: KB + Su grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).
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Sekil 4.6 Etil alkol ve ke¢iboynuzu ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki
MDA diizeylerinin karsilastiriimasi.
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a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

c: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

e: KB + Su grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).

Cizelge 4.2°de sunuldugu gibi malondialdehit (MDA nmol/g) i¢in ortalama ve
standart sapmalar (X = SD), Kontrol grubu, Alkol grubu, Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi + su
grubu (KB + su) ve Keciboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda (KB + alkol) sirasiyla,
beyin dokusunda 42.09+2.56, 47.49+3.86, 40.9+£3.7, 41.01+3.86; bobrek dokusunda
93.69+6.01, 106.2148.25, 86.02+5.02, 95.74+2.17; dalak dokusunda 44.03+6.4,
90.45+8.33, 52.02+2.52, 58.5+4.51; eritrosit dokusunda 1.52+0.3, 3.05+0.7, 1.42+0.34,
1.54+0.27; kalp dokusunda 15.21£2.49, 20.83+4.15, 14.03+£3.31, 15.43+3.17 ve
karaciger dokusunda 3445.32, 51.37+4.92, 34.64+5.39, 46.62+2.52 olarak bulundu.

Bu sonuglara gore, beyin dokusu MDA degerlerinde Alkol grubunda, Kontrol
grubuna ve KB + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma (p<0,05)
bulunurken, KB + alkol grubunda ise Alkol grubuna gore anlamli bir azalma tespit
edilmistir (p<0,05).

Bobrek dokusu MDA degerlerinde Alkol grubunda, Kontrol grubuna ve KB + su
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma (p<0,05) bulunurken, KB + alkol
grubunda ise Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmistir
(p<0,05). Ayrica, KB + su grubunda KB + alkol grubuna gore istatistiksel acidan
anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05).

Dalak dokusu MDA degerlerinde Alkol grubunda, Kontrol grubuna ve KB + su
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma (p<0,05) bulunurken, KB + alkol
grubunda ise Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma tespit edilmistir
(p<0,05). Fakat KB + alkol grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli
bir artma bulunmustur (p<0,05).

Eritrosit dokusu MDA degerlerinde Alkol grubunda, Kontrol grubuna ve KB +
su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artma (p<0,05) bulunurken, KB + alkol
grubunda Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmistir

(p<0,05).
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Kalp dokusu MDA degerlerinde Alkol grubunda KB + su grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bir artma bulunmustur (p<0,05).

Karaciger dokusu MDA degerlerinde Alkol grubunda, Kontrol grubuna ve KB +
su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artis oldugu goézlendi (p<0,05). Ayrica
KB + alkol grubunda, Kontrol grubuna ve KB + su grubuna goérede istatistiksel agidan
anlamli bir artig oldugu hesapland1 (p<0,05).

Diger deney gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmalarinda, MDA

degerlerinde istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.3 Etil alkol ve keciboynuzu g¢ekirdegi uygulanan sicanlarin cesitli
dokularindaki GSH diizeyleri

GSH
Dokular Kontrol Alkol KB + Su KB + Alkol
X +SD X +SD X +SD X +SD

Beyin (mg/g) 34,14+5,13 28,83+0,8 37,22+4,187  40,35+2,96°°
Bobrek (mg/g) 71,22+4,7 76,2245,52  71,53+8,09  70,24+2,66
Dalak (mg/g) 94,62+2,09  99,72+3,18°  102,52+1,16°  98,98+3,22°
Eritrosit (mg/ml)  1,78+0,08 1,84+0,14 1,58+0,04™  1,7+0,05
Kalp (mg/g) 78,91+7,26 82,93£6,07  78,85+7,64  68,11+6,26°
Karaciger (mg/g)  90,64+4,02 100,1£3,48*  84,1=1,1¢ 88,29+7,67°

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.7 Etil alkol ve ke¢iboynuzu ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki
GSH diizeylerinin karsilastirilmasi.

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Cizelge 4.3’de goriildiigii gibi, rediikte glutatyon (GSH mg/g) i¢in ortalama ve
standart sapmalar (X = SD), Kontrol grubu, Alkol grubu, Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi + su
grubu (KB + su) ve Keciboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubunda (KB + alkol) sirasiyla,
beyin dokusunda 34.14+5.13, 28.834+0.8, 37.22+4.18, 40.35+£2.96; bobrek dokusunda
71.2244.7, 76.22+£5.52, 71.53£8.09, 70.24+2.66; dalak dokusunda 94.62+2.09,
99.72+3.18, 102.52+1.16, 98.98+3.22; eritrosit dokusunda 1.78+0.08, 1.84+0.14,
1.58+0.04, 1.7+0.05; kalp dokusunda 78.91£7.26, 82.93+6.07, 78.85+7.64, 68.11+6.26
ve karaciger dokusunda 90.64+4.02, 100.1£3.48, 84.1+1.1, 88.29+7.67 olarak
belirlendi.

Bu sonuglara gore, beyin dokusu GSH degerlerinde KB + alkol grubunda
Kontrol grubuna ve Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artis gozlendi
(p<0,05). Fakat Alkol grubunda da KB + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
azalma tespit edildi (p<0,05).
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Dalak dokusu GSH degerlerinde kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma oldugu
goriildi (p<0,05).

Eritrosit dokusu GSH degerlerinde KB + su grubunda Kontrol grubuna ve Alkol
grubuna gore istatistiksel agcidan anlamli bir diistis goriildii (p<0,05).

Kalp dokusu GSH degerleri, Alkol grubunda KB + alkol grubuna gore
istatistiksel acidan anlamli bir artma bulundu (p<0,05).

Karaciger dokusu GSH degerleri; Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artis tespit edildi
(p<0,05).

Diger deney gruplar1 arasindaki karsilagtrmada, GSH degerlerinde istatistiksel

acidan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Cizelge 4.4 Etil alkol ve keciboynuzu g¢ekirdegi uygulanan sicanlarin cesitli
dokularindaki GR diizeyleri

GR
Dokular Kontrol Alkol KB + Su KB + Alkol
X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin (U/g) 1,42+0,23 1,57+0,2 1,52+0,24 1,54+0,21
Bobrek (U/g) 7,08+0,49 7,36+0,33 6,15£0,15™%  7,36+0,19°
Dalak (U/g) 2,35+40,14 2,07+0,26 2,03+0,37 2,03+0,13
Eritrosit (U/ml)  2,14+0,63 1,8+0,79 2,43+0,41 2,01+0,47
Kalp (U/g) 0,44+0,08 0,45+0,06 0,38+0,11 0,46+0,06
Karaciger (U/g)  4,45+0,35 5,940,57° 5,23+0,25 5,91%0,8°

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).
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Sekil 4.8 Etil alkol ve ke¢iboynuzu ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki
GR diizeylerinin karsilastiriimasi.

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

Cizelge 4.4°de, goriudugi gibi glutatyon rediiktaz (GR U/g) i¢in ortalama ve
standart sapmalar (X = SD), Kontrol grubu, Alkol grubu, Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi + su
grubu (KB + su) ve Keciboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubunda (KB + Alkol) sirasiyla,
beyin dokusunda 1.42+0.23, 1.57+0.2, 1.52+0.24, 1.54+0.21; bobrek dokusunda
7.08+0.49, 7.36+0.33, 6.15+0.15, 7.36+0.19; dalak dokusunda 2.35+0.14, 2.07+0.26,
2.03+£0.37, 2.03+0.13; eritrosit dokusunda 2.14+0.63, 1.8+0.79, 2.43+0.41, 2.01+0.47;
kalp dokusunda 0.44+0.08, 0.45+0.06, 0.38+0.11, 0.46+0.06 ve karaciger dokusunda
4.45+0.35, 5.9+0.57, 5.234+0.25, 5.91+0.8 olarak tespit edildi.

Bu bulgulara gore, bobrek dokusu GR degerlerinde, KB + su grubunda Kontrol
grubuna ve Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma bulunurken
(p<0,05), KB + alkol grubunda KB + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
artis gézlenmistir (p<0,05).
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Karaciger dokusu GR degerleri; Kontrol grubunda Alkol grubuna ve KB + alkol
grubuna gore anlamli bir diisiis gortldi (p<0,05).

Diger wuygulama gruplar1 arasindaki karsilastirmada, GR degerlerinde

istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

Cizelge 4.5 Etil alkol ve keciboynuzu g¢ekirdegi uygulanan sicanlarin cesitli
dokularindaki GPx diizeyleri

GPx

Dokular Kontrol Alkol KB + Su KB + Alkol

X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin (U/g) 140+7 135+13 14110 162+7°%F
Bobrek (U/g) 375+8 402+4° 395+3° 4064
Dalak (U/g) 406+5 395+4° 41197 395+3°T
Eritrosit (U/ml) 119418 546+14° 534+5° 533+3°
Kalp (U/g) 371+4 411+5° 414+5 409+4°
Karaciger (U/g) 220712 236549 2145+12°9 232249°¢T

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

f: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.9 Etil alkol ve keciboynuzu ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin ¢esitli dokularindaki

GPx diizeylerinin karsilastirilmasi.

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).

c: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

f: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Cizelge 4.5°da verildigi gibi, Glutatyon Peroksidaz (GPx U/g) i¢in ortalama ve
standart sapmalar (X = SD), Kontrol grubu, Alkol grubu, Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi + su
grubu (KB + su) ve Keciboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubunda (KB + alkol) sirasiyla,
beyin dokusunda 140+7, 135+13, 141+10, 162+7; bobrek dokusunda 37548, 402+4,
39543, 406+4; dalak dokusnda 406+5, 395+4, 411+9, 395+43; eritrosit dokusunda
1194+£18, 546414, 534+5, 533+3; kalp dokusunda 371+4, 41145, 41445, 409+4;
karaciger dokusunda 220712, 236549, 2145+12, 232249 olarak belirlendi.

Bu bulgulara gore, beyin dokusu GPx degerlerinde KB + alkol grubunda Kontrol

grubuna, Alkol grubuna ve KB + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir

yiikselis bulundu (p<0,05).
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Bobrek dokusu GPx degerlerinde, Kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalis tespit
edilmistir (p<0,05). Fakat KB + alkol grubunda KB + su grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli bir artig oldugu goriildii (p<0,05).

Dalak dokusu GPx degerleri; Kontrol grubunda Alkol grubuna ve KB + alkol
grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma goézlendi (p<0,05). Ayrica, KB + su
grubunda da Alkol grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
disiis belirlendi (p<0,05).

Eritrosit dokusu GPx degerlerinde, Kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artis bulunmustur
(p<0,05).

Kalp dokusu GPx degerlerinde, Kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalis gozlendi
(p<0,05).

Karaciger dokusu GPx degerleri; Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlaml bir artis bulunmustur
(p<0,05). Yine, KB + alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + su grubuna gore anlamli
bir ytikselis belirlenirken (p<0,05), KB + su grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli bir azalma tespit edilmisitir (p<0,05).

Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilastirmada GPx degerlerinde

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

Cizelge 4.6 Etil alkol ve keciboynuzu g¢ekirdegi uygulanan sicanlarin cesitli
dokularindaki GST diizeyleri

GST
Dokular Kontrol Alkol KB + Su KB + Alkol
X +SD X +SD X +SD X +SD
Beyin (U/g) 1,25+0,51 1,42+0,23 1,69+0,41 1,33+0,13
Bobrek (U/g) 1,140,29 1,21+0,28 1,36+0,12 1,21£0,25
Dalak (U/g) 0,86+0,07 1,16+0,06° 0,77+0,21° 0,82+0,12°
Eritrosit (U/ml) 7,02+0,35 10,18+0,55*  7,2+0,67° 8,77+0,34>%*
Kalp (U/g) 0,71+0,07 0,81+0,1 0,72+0,08 0,79+0,07

Karaciger (U/g)  4,28+0,44 13,61+0,75"  4,36+0,13° 12,65+0,52°%¢
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a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).
e: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).
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Sekil 4.10 Etil alkol ve kegiboynuzu c¢ekirdegi uygulanan sigcanlarin ¢esitli
dokularindaki GST diizeylerinin karsilagtiriimasi.

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

c: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

e: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

Cizelge 4.6’de goriildiigli gibi, Glutatyon S-transferaz (GST U/g) i¢in ortalama
ve standart sapmalar (X £+ SD), Kontrol grubu, Alkol grubu, Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi +
su grubu (KB + su) ve Keciboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda (KB + alkol) sirasiyla,
beyin dokusunda 1.25+0.51, 1.42+0.23, 1.69+0.41, 1.33#£0.13; bobrek dokusunda
1.1+0.29, 1.21+0.28, 1.36+0.12, 1.21+0.25; dalak dokusunda 0.86+0.07, 1.16+0.06,
0.77+0.21, 0.82+0.12; eritrosit dokusunda 7.02+0.35, 10.18+0.55, 7.2+0.67, 8.77+0.34;
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kalp dokusunda 0.71+0.07, 0.81£0.1, 0.72+0.08, 0.79+£0.07 ve karaciger dokusunda
4.28+0.44, 13.61+0.75, 4.36+0.13, 12.65+0.52 olarak bulundu.

Bu bulgulara gore, dalak dokusu GST degerlerinde, Alkol grubunda Kontrol
grubuna, KB + su grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
artis gozlendi (p<0,05).

Eritrosit dokusu GST degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore anlaml bir yiikselis bulundu (p<0,05). Ayrica KB
+ Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel agcidan anlamli
bir artma tespit edilmistir (p<0,05).

Karaciger dokusu GST degerlerinde, Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + su
grubuna ve KB + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artis bulundu
(p<0,05). Ayn sekilde KB + alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + su grubuna goére
istatistiksel agidan anlamli bir yilikselme belirlendi (p<0,05).

Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilagtrmada GST degerlerinde

istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

Cizelge 4.7 Etil alkol ve keciboynuzu g¢ekirdegi uygulanan sicanlarin cesitli
dokularindaki SOD diizeyleri

SOD

Dokular Kontrol Alkol KB + Su KB + Alkol

X £SD X £SD X +SD X +SD
Beyin (U/g) 1692437 174028 1710£119 1749424
Bobrek (U/g) 1768+144 1581+49 17324204 167642
Dalak (U/g) 2024429 1905+46° 2020+55°¢ 1982+58
Eritrosit (U/ml) 21714£27 2072+38° 2161+£15° 2105+32°¢
Kalp (U/g) 1981+44 1765+48" 1945+42° 1812+33°¢
Karaciger (U/g) 1795451 1411+26" 1742+55° 1639+51>%¢

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).
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Sekil 4.11 Etil alkol ve kegiboynuzu ¢ekirdegi uygulanan sicanlarin cesitli
dokularindaki SOD diizeylerinin karsilastiriimasi.

a: Kontrol grubu ile Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir ( p<0.05).

b: Kontrol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

c: Alkol grubu ile KB + Su grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

d: Alkol grubu ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05).

e: KB + Su ile KB + Alkol grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).

Cizelge 4.7°de goriildigi gibi, Siiperoksit Dismutaz (SOD U/g) i¢in ortalama ve
standart sapmalar (X = SD), Kontrol grubu, Alkol grubu, Ke¢iboynuzu ¢ekirdegi + su
grubu (KB + su) ve Keg¢iboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubu (KB + alkol) sirasiyla, beyin
dokusunda 1692+37, 1740+28, 1710+119, 1749+24; bobrek dokusunda 1768+144,
1581+49, 17324204, 1676+42; dalak dokusunda 2024429, 1905446, 2020+55,
1982+58; eritrosit dokusunda 2171427, 2072438, 2161+£15, 2105+32; kalp dokusunda
1981444, 1765448, 1945+42, 1812433 ve karaciger dokusunda 1795451, 1411426,
1742455, 1639+51 olarak tespit edildi.

Bu bulgulara gore, dalak dokusu SOD degerlerinde Alkol grubunda Kontrol
grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma bulundu

(p<0,05).
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Eritrosit dokusu SOD degerlerinde, Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + su
grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma bulundu (p<0,05). Yine KB + alkol
grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
diisiis tespit edilmistir (p<0,05).

Kalp dokusu SOD degerleri; Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + su
grubuna gore istatistiksel agidan anlaml bir azalis belirlendi (p<0,05). Ayrica KB +
alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli
bir diisiis bulunmustur (p<0,05).

Karaciger dokusu SOD degerleri; Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + su
grubuna gore istatistiksel acidan anlaml bir azalis goriildi (p<0,05). Yine KB + alkol
grubunda Kontrol grubuna ve KB + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
azalma tespit edilirken (p<0,05), Alkol grubuna gore istatistiksel a¢idan anlamli bir
artma belirlenmistir (p<0,05).

Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilastrmada SOD degerlerinde

istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).



5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada etkileri arastirilan etil alkoliin ve fonksiyonel gida olan
keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) ¢ekirdeginin secilis sebebi kisaca soyle
aciklanabilir: Yurdumuzda sik¢a kullanilan etil alkol agiz, solunum, deriye temas ve
gida zinciri yollariyla canli biinyesine girebildikleri ve canli iizerindeki toksik etkileri
literatiirlerden anlagilmaktadir. Burada etil alkoliin toksik etkilerinin sonucu olarak;
klinik anlam ve Onemleri olan karaciger harabiyeti gostergesi olabilecek serum
enzimleri ile oksidatif stresin onemli parametrelerinde meydana gelebilecek olumsuz
degisikliklere karsi Antalya ilimizin yoresel bir maki tiirii olan meyvesiyle {inli
keciboynuzu c¢ekirdeginin karaciger koruyucu etkileri ile antioksidan roliiniin
arastirilmasi amaglanmistir.

Bu c¢alismada oksidatif stresi olusturmak igin etil alkoliin se¢ilme sebebi; etil
alkoliin agiz yoluyla canli biinyesine kolaylikla girebilmesi ve canlilarda deneysel
karaciger harabiyeti ve oksidatif stresi olusturmak amaciyla yaygin olarak kullanilan
peroksidant madde olmasidir (Aykag ve ark., 1985; Sonde ve ark., 2000; Kolankaya ve
ark., 2002). Ayrica Alkol tiiketiminin karaciger ve karaciger disi dokularda oksidatif
stresi indiikleyerek lipid peroksidasyonuna yol acti§i, bu durumun kompleks ve
interaktif bir stire¢ oldugu ileri siirtilmektedir (Nordmann ve ark., 1992; Ishii ve ark.,
1997). Bir bagka calismada da asir1 alkol tiikketiminin karaciger dokusunda harabiyete ve
bircok olumsuz metabolik degisime neden oldugu ve bu olumsuzluklarin alinan doza ve
siireye, bireysel dayanikliliga, diyete ve diger faktorlere bagli olarak degistigi
bildirilmistir (Murray ve ark., 1988). Ulkemizde fazla tiiketilen etil alkoliin ve
fonksiyonel gida olan ke¢iboynuzu cekirdeginin subkronik uygulamalarina maruz
birakilan siganlarin serum ve g¢esitli dokularindan alinan orneklerde; etil alkoliin
karaciger harabiyet ve oksidatif stres etkilerinin gostergesi ve etil alkoliin olusturacagi
olumsuz etkilerine karsi kegiboynuzu ¢ekirdeginin karaciger koruyucu etkisi ve
antioksidan rolii olarak degerlendirilebilecek biyobelirteclerden serum aspartate
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz (LDH)
enzim seviyeleri ve kan protein degerlerinden Albumin (ALB) ve Total protein (TP)

tespit edildi. Ayrica gesitli dokularda antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz,
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glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktaz aktiviteleri ve
glutatyon diizeyleri ile lipid peroksidasyonu (Malondialdehit) seviyesine bakildi. Bu
parametrelerin secilis nedeni ise etil alkoliin molekiiler toksisitesini ve bu fonksiyonel
gidalarin gida biyokimyas1 agisindan sicakkanli canlilar {izerindeki 1iyilestirici
ozelliklerini ortaya koymak agisindan 6nem tasmmasidir. Calismada Rat kullanilmasinin
nedeni; fareden sonra arastrmalarda en c¢ok kullanilan omurgali hayvandwr. Ratlar,
temel tip, ilag, gida, davranis ve toksisite ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Van Zutphen
ve ark., 2001).

Yapilan ¢alismada analiz edilen parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin
en aza indirilmesi i¢in gerekli 6nlemler alindi. Dolayisiyla, kontrol ve tiim deneme
gurubundaki denekler ayni sartlarda tutuldu. Calismada kullanilan metotlarin
secilmesinin sebebi, hem daha az kimyasal madde gerektirmekte hem de
laboratuarlarimizin mevcut imkanlarma nispeten daha uygun ve daha kolay olmasmdan
kaynaklanmaktadir. Keza, calismalar pek cok dokuda yapildigindan kullanilan
fonksiyonel maddelerin etkisini saglikli bir sonuca kavusturuldugu kanaatindeyiz.
Karaciger harabiyetinin gostergesi olan serum enzim diizeyleri Cizelge 4.1°de; cesitli
dokulardaki uygulama gruplarmimm MDA aktivite degisiklikleri Cizelge 4.2’de; GSH
aktivite degisiklikleri Cizelge 4.3’te; GR aktivite degisiklikleri Cizelge 4.4’te; GST
aktivite degisiklikleri Cizelge 4.5’te; GSH-Px aktivite degisiklikleri Cizelge 4.6’da ve
SOD aktivite sonuglar1 Cizelge 4.7°de goriilecegi gibi etil alkoliin, keciboynuzu
cekirdeginin muameleleri sonrasi; serum enzim seviyeleri ile beyin, bobrek, dalak,
eritrosit, kalp ve karaciger dokusunun GSH diizeylerinde, MDA igerikleri ile GR, GST,
GSH-Px ve SOD gibi onemli antioksidan enzim aktivitelerinde 6nemli de§isimler
ortaya ¢ikmustir.

Deneme siirecinin sonunda yapilan dl¢imlere gore, kontrol grubu ile KB + su
grubundaki sicanlarin agirliklarinda artma tespit edilirken, alkol grubu ile KB + alkol
grubundaki sicanlarm agirliklarinda ise azalma goriildii.

Elde edilen bulgulara gore; Serum enzimlerinden AST diizeylerinin ¢izelge
4.1°de incelenmesinde Alkol grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlaml
bir artma bulunurken, diger uygulama gruplarinin karsilastirilmasinda istatistiksel
acidan bir anlamlilik bulunamamistir. Ancak istatistiksel agidan bir anlamlilik

bulunmasada kec¢iboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda, alkol grubuna gore bir diisiis
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tespit edilmistir. ALT diizeylerinin Alkol grubunda kontrol grubuna ve keg¢iboynuzu
cekirdegi + su gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli bir artma bulunurken,
Keciboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli
bir azalis bulunmustur. Diger uygulama gruplarinin karsilastirilmasinda ise istatistiksel
acidan bir anlamlilik bulunamamistir. LDH diizeylerinin Alkol grubunda kontrol
grubuna ve kegiboynuzu ¢ekirdegi + su gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli bir
artma bulunurken, Keciboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda alkol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bir azalma bulunmustur. Diger uygulama gruplarinin
karsilagtirilmasinda 1ise istatistiksel agidan bir anlamlilhik bulunamamistir. Alkol
metabolizmasmin gerceklestigi baslica organ karacigerdir ve bu yiizden c¢esitli
fonksiyonel ve doniisiimsiiz degisiklikler i¢in duyarlidir. Alkole bagh karaciger
hastaliklar;; karaciger yaglanmasi, alkolik hepatitis ve karaciger sirozu olarak
tanimlanmaktadir. Karaciger hiicre biitiinliigii etkilendiginde ve paransim hiicrelerinin
dejenerasyonunda serumda AST ve ALT enzim aktivitelerinin yiikseldigi
vurgulanmustir (Karayilanoglu ve ark., 1991). Baz arastiricilar (Nishimura ve Teschke,
1982; Teschke ve ark., 1987) alkole bagl olarak karaciger ALT ve AST aktivitesinde
artis oldugunu bildirmislerdir. Yapilan arastrmada serum AST ve ALT aktivitesinde
artis saptanmistir ve bu da Nishimura ve Teschke (1982)’nin ve Teschke ve ark.,
(1987)’da yapilan caligmadaki literatiirlere benzerlik gostermektedir. Serum ALT ve
AST’deki artis, Ozmen ve ark. (1988)'nin “transaminazlar hepatositlerin direkt hasara
ugramasit sonucu kan dolagimma gegerler ve kandaki diizeyleri yiikselir” goriisi ile
aciklanabilir. Ayni1 sekilde LDH aktvitesindeki degisimin Biiyiikbas ve Inal (2006)’1n
yaptig1 ¢caligmayla paralellik gostermektedir.

Kan protein degerlerinden ALB ve TP de ise uygulama gruplar1 arasindaki
karsilagtirmada istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamistir. Bunun nedeni, yar1
Omriiniin yaklagik 20 glin olmasi nedeniyle tayin edilen serum ALB diizeyi, o anki
gercek durumu yansitmamig olmasindan kaynaklanabilmektedir. Bunun yani sira voliim
degisikleri de serum ALB diizeyini etkilemektedir. Bu nedenlerden dolayidir ki, serum
ALB diizeyi akut karaciger hastaliklarinda karacigerin protein sentez yeteneginin tek
basina giivenilir bir gostergesi olmayabilir (Skrede ve ark., 1973). Ayrica albumin
sentezi beslenme durumu, alkol kullanimi, hormonal denge ve ozmotik basing

degisikliklerinden de etkilenebilmektedir (Rothschild ve ar., 1988). Calismada oksidatif
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stres olusturmak i¢in kullanilan alkoliin bu degerler lizerinde istatistiksel agidan
olumsuz etkiler gdstermis olabilir.

Kegiboynuzu c¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger
dokularindaki lipid peroksidasyon (Malondialdehit-MDA) sonuglar1 c¢izelge 4.2°de
sunuldu. Cizelgede de goriilecegi gibi, keciboynuzu cekirdeginin etil alkole karsi lipid
peroksidasyon 6zelliginin cesitli dokularda farkli etkilere neden olduklar1 gézlendi.

Cizelge 4.2°deki bulgulara gore beyin dokusu MDA degerlerinde etil alkol
grubunda, kontrol grubuna ve keciboynuzu cekirdegi + su grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli bir artma bulunurken, ke¢iboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda ise etil
alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmistir.

Bobrek dokusu MDA degerlerinde etil alkol grubunda, kontrol grubuna ve
keciboynuzu ¢ekirdegi + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma
bulunurken, keg¢iboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubunda ise etil alkol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmistir. Ayrica ke¢iboyunuzu ¢ekirdegi +
su grubunda keciboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
azalma tespit edilmistir.

Dalak dokusu MDA degerlerinde etil alkol grubunda, kontrol grubuna ve
keciboynuzu ¢ekirdegi + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma
bulunurken, keciboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubunda ise etil alkol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmistir. Ayrica kegiboynuzu cekirdegi +
alkol grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma bulunmustur.

Eritrosit dokusu MDA degerlerinde etil alkol grubunda, kontrol grubuna ve
keciboynuzu ¢ekirdegi + su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma
bulunurken, keciboynuzu c¢ekirdegi + alkol grubunda ise etil alkol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli bir azalma tespit edilmistir.

Kalp dokusu MDA degerlerinde etil alkol grubunda keg¢iboynuzu ¢ekirdegi + su
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma bulunmustur.

Karaciger dokusu MDA degerlerinde etil alkol grubunda, kontrol grubuna ve
keciboynuzu ¢ekirdegi + su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artma bulundu.
Ayrica kegiboynuzu ¢ekirdegi + alkol grubunda, kontrol grubuna ve kegiboynuzu + su

grubuna gore de istatistiksel agidan anlamli bir artma bulundu.
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Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilasgtrmada MDA degerlerinde
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamastir.

Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan CDYA’nin (fosfolipid, glikolipid,
gliserid ve sterol yapisinda), serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli {riinlere yikilmasi
reaksiyonudur (Freeman ve Crapo, 1982; Aleynik ve ark., 1997). CDY A’nin oksidatif
yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve olduk¢a zararhdir. Ciinkii kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler (Akkus, 1995). Devam eden zincir
reaksiyon ile daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere 6zellikle de rolatif olarak daha
kararli hal alan MDA’ya doniisiirler (Valko ve ark., 2007; Karihtala ve Soini, 2007).
Dokuda MDA seviyesinin artmasit o dokuda SOR’un arttigmi gosterir (Von Sonntag,
2006). MDA olustugu ortamda diffiize olarak ya hiicrenin dis ortamina ya da i¢ kismina
gidip hasar olusturabilir. Hiicre i¢ine girince bir¢cok yap1 i¢cin zararli etki gosterir
(Gilbert ve Colton, 1999). Prensip olarak yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu
sonucu olusan peroksidasyon iirlinlerinden MDA, tiyobarbiturik asit ile renkli forma
girmesi ile Olciiliir (Slater, 1984; Sushil ve ark., 1989). Alkol tiiketiminin karaciger ve
karaciger dis1 dokularda oksidatif stresi indiikleyerek lipid peroksidasyonuna yol agtig1,
bu durumun kompleks ve interaktif bir siire¢ oldugu ileri siiriilmektedir (Ishii ve ark.,
1997; Nordmann ve ark., 1992).

Yapilan arastirmada alkol kullanan etil alkol grubunda MDA seviyelerinin diger
gruplara gore anlamli artmasi manidardir. Primer hepatosit rat kiiltiirlerinde etanol
metabolizmasimin serbest MDA diizeylerini dolayisiyla lipid peroksidasyonunu artirdigi
(Sergent, 1995), 15 ay siireyle etanol verilen ratlarda ise hepatik mikrozomal MDA
olusumunun arttig1 (Wisniewska-Knyp, 1994), Lindi ve ark., (1999)’nin kronik etil
alkol alan sicalarda lipid peroksidasyonu diizeyindeki duyarhiliklarinda artis
saptamislardir. Calismada eritrosit MDA aktivitesinde istatistiksel agidan anlamlalilik
bulunmasina karsin, MDA seviyeleri oldukg¢a diisiiktiir. Bu da daha 6nce yapilan bir in
vitro calismada etanoliin eritrositlerde metabolize olmadigi sonucuyla paralellik
gostermektedir (Tyulina ve ark., 2002). Keciboynuzu cekirdegi katkili yemlerle
beslenen sicanlarda MDA degerleri etil alkol grubuna gore anlaml diizeyle azalmistur.
Etkileri incelenen keciboynuzu c¢ekirdeginin lipid peroksidasyonunu azaltabilecegi

sonucuna varilabilir.
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Kegiboynuzu c¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger
dokularindaki rediikte glutatyon (GSH) sonuglar1 ¢izelge 4.3’de sunuldu. Cizelgede
goriilecegi gibi kec¢iboynuzu ¢ekirdeginin etil alkole karsi antioksidan 6zelliginin gesitli
dokularda fakli etkilere neden oldugu gézlendi.

Bu sonuglara gore beyin dokusu GSH degerlerinde KB + Alkol grubunda
Kontrol grubuna ve Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artma bulundu.
Ayrica Alkol grubunda KB + Su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma
bulundu.

Dalak dokusu GSH degerlerinde kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma oldugu
gorildii.

Eritrosit dokusu GSH degerlerinde KB + Su grubunda Kontrol grubuna ve Alkol
grubuna gore istatistiksel agcidan anlamli bir diistis goriildii.

Kalp dokusu GSH degerlerinde Alkol grubunda KB + Alkol grubuna gore
istatistiksel acidan anlamli bir artma bulundu.

Karaciger dokusu GSH degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artig tespit edildi.
Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilagtrmada GSH degerlerinde istatistiksel
acidan anlamli bir fark bulunmamastir.

GSH, glutamat, sistein ve glisin igeren bir tripeptid antioksidandir (Levine ve
Kidd, 1986). Biyolojik olarak iki onemli yapiyr (tiyol grubu ve vy-glutamin bagi)
yapisinda  bulundurur. Yapisindaki sisteinin  tiyol grubundan ve yiiksek
konsantrasyonundan dolayr (0.1-10 mM) hiicre i¢inde 6nemli bir antioksidan olan
glutatyon’un %99’dan fazlas1 indirgenmis formda bulunur (Meister, 1983; Meister,
1995). GSH-peroksidaz reaksiyonu i¢in zorunlu bir co-substrat olmakla birlikte giiclii
bir niikleofildir. Bu nedenle O,™", "OH ve 'O, ile reaksiyona girerek onlar1 nétralize eder
(Levine ve Kidd, 1986). GSH’m yiiksek konsantrasyonlari1 ve GSSG’nin diisiik
diizeyleri canlilarin yasamlar1 i¢in gereklidir (Erenel ve ark., 1993). Burada yapilan
calismada da alkol verilen bazi gruplarin dokularmda GSH’in yiiksek olmasi doku
biitlinliigiinii koruyucu bir adaptasyon olabilecegi, bununla birlikte baz1 dokularda da
keciboynuzu c¢ekirdegi + su ve keciboynuzu cekirdegi + alkol gruplarinin diger

gruplardan anlamli olarak GSH’in yiiksek ¢ikmasi bu uygulamalarin antioksidan
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savunma mekanizmasina katkida bulundugu diistiniilebilir. GSH, oksidazlar tarafindan
protein siilfitlerine tercih edilen bir substrat olup (Erenel ve ark., 1993), proteinlerdeki
stilfidril gruplarmi indirgenmis halde tutarak onlarin okside olmasini engeller (Urso ve
Clarkson, 2003). Kronik alkole maruz kalan hayvanlarda ve alkoliklerde ©nemli
miktarda 1-OH etil serbest radikali olugsmaktadir. OH etil radikali kovalent olarak yap1
ve fonksiyonlarini etkiledigi makromolekiillere baglanabildigi gibi GSH ve diger
hiicresel tiyollerle de etkilesebilir. Bu sekilde hiicre i¢i GSH havuzunun tiiketimi ve
hiicresel redoks esitliginin bozulmasina yol acarak ROT olusumuna katki yaptig1 cesitli
calismalarla gosterilmistir (Morimoto ve ark., 1995; Albano ve ark., 1996). Bu sonug
sunulan bu caliymanin sonuglariyla da paralellik gostermektedir. Ayrica, reaktif oksijen
tiirlerinin etkisi altinda yayginlasan oksidatif stresin degistirilmesi yoniinde GSH’1in
kullanilmasi, eritrosit GSH seviyesindeki azalmaya neden olabilir. GSH’da goriilen bu
azalma oksidatif stres riskini arttiriyor olabilir (Halliwell, 1995).

Kegiboynuzu c¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger
dokularindaki glutatyon rediiktaz (GR) sonuclar1 cizelge 4.4’de verildi. Cizelgede
goriilecegi gibi keciboynuzu cekirdeginin etil alkole karsi antioksidan ozelligi cesitli
dokularda fakli etkilere neden olmustur.

Bu bulgulara gére bobrek dokusu GR degerlerinde KB + Su grubunda Kontrol
grubuna ve Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma bulunurken, KB +
Alkol grubunda KB + Su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artis gozlenmistir.

Karaciger dokusu GR degerlerinde Kontrol grubunda Alkol grubuna ve KB +
Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir disiis goriildi. Diger uygulama
gruplar1 arasindaki karsilastirmada GR degerlerinde istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunmamastir.

H,0, ve diger hidroperoksidler glutatyon peroksidaz vasitasiyla indirgenirken,
glutatyonun rediikte formu (GSH) kulanilir (Akkus, 1995). GPx, H,0;’yi yiiksek
ozgilliik ile katalizleyerek detoksifiye ederken tepkimede rediikte glutatyon (GSH),
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenir ve sonucta H,O, suya indirgenir. GSSG ise
glutatyon rediiktaz (GR) enziminin katalizledigi tepkimeyle NADPH harcanarak tekrar
rediikte hale gevrilir (Urso ve Clarkson, 2003). GR aktivitelerindeki indiikleme
oksidatif streslerin potansiyel biyokimyasal indikatoriidiir. Alkol gruplarindaki GR artis1

dokularin GSH seviyelerindeki artigla paralellik gostermektedir. GR’nin siirekli olarak
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okside glutatyonu rediikte glutatyona indirgemesindeki hummali ¢alismay1 destekler
niteliktedir.

Kegiboynuzu ¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger
dokularindaki glutatyon peroksidaz (GPx) sonuclar1 ¢izelge 4.5’de sunuldu. Cizelgede
belirtildigi gibi keciboynuzu ¢ekirdeginin etil alkole kars1 antioksidan 6zelliginin ¢esitli
dokularda fakli etkilere neden oldugu gozlendi.

Bu verilere gore, beyin dokusu GPx degerlerinde KB + Alkol grubunda Kontrol
grubuna, Alkol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir
yiikselis bulundu.

Bobrek dokusu GPx degerlerinde Kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma
bulunmustur. Ayrica KB + Alkol grubunda KB + Su grubuna gore istatistiksel acidan
anlamli bir artma bulundu.

Dalak dokusu GPx degerlerinde Kontrol grubunda Alkol grubuna ve KB + Alkol
grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir diislis goriilmiistiir. Yine KB + Su grubunda
da Alkol grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma
bulunmustur.

Eritrosit dokusu GPx degerlerinde Kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agcidan anlamli bir artis bulunmustur.

Kalp dokusu GPx degerlerinde Kontrol grubunda Alkol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalig gézlendi.

Karaciger dokusu GPx degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir artis bulunmustur.
Yine KB + Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel
acidan anlamli bir artma bulunurken, KB + Su grubunda Kontrol grubuna goére
istatistiksel agidan anlamli bir azalma bulunmustur.

Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilastirmada GPx degerlerinde
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamastir.

Biyolojik sistemlerde H,O’in asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur.
Iki siiperoksit (O,") molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olustururlar.
H,0, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alir ve

serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Reaksiyon sonucu radikal
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olmayan iirlinler olustugu i¢cin bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak da bilinir
(Halliwel, 1984; McCord, 1993). GPx, peroksitlerin alkollere doniisiimiinii katalize
ederek; eritrosit, zar lipidleri, hiicre zari, selluler ve subselluler membranlarin oksidatif
etkiden korunmasmni saglar (Oldfield, 1987). Katalaz, HO,’nin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda oldukc¢a etkili temizleme saglar (Halliwell,
1974). Ancak ortamdaki H,O, konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen
peroksiti substrat olarak kullanan glutatyon peroksidaz (GPx) gibi diger antioksidan
enzimler devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (Dat ve ark., 2000).
KAT ve GPx enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre i¢indeki yerlesim ve etki
yerleri bakimindan farklilik gosterirler. GPx enzimi baslica sitozol ve mitokondride
bulunur (Gilbert ve Colton, 1999) ve kofaktor olarak GSH’1 kullanmaktadir (Barber ve
Donohue, 1998). KAT enzimi peroksizomlarda bulunmaktadir (Karihtala ve Soini,
2007). Detoksifikasyon olaylarmin en cok karacigerde oldugunu diisiiniildiigiinde
yapilan c¢alismada GPx seviyesininde en c¢ok karacigerde oldugu sekil 4.9’da da
goriilmektedir. Alkol kullanan gruplarin karaciger GPx degerleri alkol kullanmayan
gruplara goére anlamli olarak artmaktadir. Bu da bize detoksifikasyon olaylarmin
arttigin1  diislindiirmektedir. Artmis oksidatif stres bu enzimin yapimini uyarabilir.
Eritrosit kontrol grubundaki asir1 artisa bir anlam yiiklenememistir.

Kegiboynuzu c¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger
dokularindaki glutatyon peroksidaz (GST) sonuglar1 ¢izelge 4.6’de sunuldu. Cizelgede
goriilecegi gibi, keciboynuzu c¢ekirdeginin etil alkole kars1 antioksidan 6zelliginin ¢esitli
dokularda fakli etkilere neden olduklar1 gézlendi. Bunun nedeni her dokunun fizyolojik
olarak degisik yapida ve savunma sistemi acisindan farkli etkiler gdstermesinden
kaynaklaniyor olabilir.

Bu sonuglara gore dalak dokusu GST degerlerinde Alkol grubunda Kontrol
grubuna, KB + Su grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
artma bulundu.

Eritrosit dokusu GST degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir ytikselis bulundu.
Bunun yani1 sira KB + Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore

istatistiksel acidan anlamli bir artma bulundu.
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Karaciger dokusu GST degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna, KB + Su
grubuna ve KB + Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir yiikselme
belirlendi. Yine KB + Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore
istatistiksel agcidan anlamli bir artma bulunmustur.

Diger uygulama gruplar1 arasindaki karsilastrmada GST degerlerinde
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamastir.

GST’lar glutatyon’nun (GSH) konjugasyonundan sorumlu fonksiyonel enzimler
olarak bilinirler. Bu enzim elektrofilik substratlarla glutatyon’nun konjugasyonunu
katalizleyen detoksifiye edici izoenzimlerdir (Hayes ve Strange, 1995). GST,
ksenobiyotik ve karsinojenlere kars1 hiicresel savunmada yer alir (Mantle ve ark., 1990;
Mannervik ve ark., 1992; Hayes ve Pulford, 1995). Katalitik olarak yabanci maddeleri
glutatyondaki (GSH) sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik
bolgelerini notralize eder ve lriinlin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglar.
Olusan bu GSH konjugatlar1 organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar
(Akkus, 1995). GST aktivitesindeki artis1 oksidatif stres durumuna karst koyma
mekanizmasinda izlenen adaptasyon olarak diisiiniilebilir. (Agrawal ve ark., 1991;
Banerjee ve ark., 1999). Eritrosit, dalak ve karacigerde anlamli, kalpte anlamli
olmamakla birlikte ke¢iboynuzu + alkol grubunun, alkol grubundaki GST artigina karsin
azalis gostermesi keciboynuzu c¢ekirdeginin detoksifikasyona katkis1 olabilecegi
varsayimina destek olabilir.

Kegiboynuzu c¢ekirdeginin beyin, bobrek, dalak, eritrosit, kalp ve karaciger
dokularindaki siiperoksit dismutaz (SOD) sonuglar1 ¢izelge 4.7°de sunuldu. Cizelgede
goriilecegi gibi kec¢iboynuzu c¢ekirdeginin etil alkole karsi antioksidan 6zelliginin gesitli
dokularda fakli etkilere neden olduklar1 gozlendi.

Bu sonuglara gore, dalak dokusu SOD degerlerinde Alkol grubunda Kontrol
grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalma bulundu.

Eritrosit dokusu SOD degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalig goriindii. Yine KB + Alkol grubunda
Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir diisis
bulunmustur.

Kalp dokusu SOD degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir azalis belirlendi. Ayrica KB + Alkol
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grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bir
diistis bulunmustur.

Karaciger dokusu SOD degerlerinde Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB +
Su grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir azalis goriildii. Bununla birlikte KB +
Alkol grubunda Kontrol grubuna ve KB + Su grubuna gore istatistiksel agidan anlamli
bir diisis bulunurken, Alkol grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bir artma
bulunmustur.

Diger uygulama gruplart arasindaki karsilastrmada SOD degerlerinde
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamastir.

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 antioksidan savunma enzimatik bir yol
olusturmustur. Bu yolun ilk savunmasini SOD olusturur. SOD aktivitesiyle aciga ¢ikan
hidrojen peroksiti suya indirgeyen GPx ve KAT ikinci savunmay1 kurarlar. Bu nedenle
SOD aktivitesindeki herhangi bir artis, ikinci kademe enzimlerinin aktivitesinde artig
gerektirir. Yiiksek siiperoksit iiretimine adaptasyonu gosteren SOD artis1 ile GPx
arasindaki dengesizlik, hiicrelerdeki oksidatif strese isaret eder. Bir baska ifadeyle
SOD/GPx oranindaki yiikselme oksidatif hasar1 ve patolojik olaylar1 baslatabilir (Gaeta
ve ark., 2002). Bu literatiir 15181nda, yapilan ¢alismada Sekil 4.5 ile Sekil 4.7 birlikte
degerlendirilecek olursa grup ve dokular eslestirildiginde SOD/GPx oraninin azaldigi
goriilmektedir. Siiperoksit iiretimine karst SOD enziminde azalma, olusan hidrojen
peroksite karst GPx’te artma oldugu ve anitoksidan savunma sisteminin isledigi
goriilmektedir. Ornek verilecek olursa karaciger Alkol grubundaki SOD’da anlaml
azalmaya karsin GPx’de anlamli artis oldugu goriilebilir. Ayrica alkol gruplarmndaki
SOD baskilanmasina kars1 ke¢iboynuzu + alkol grubundaki SOD aktivitesinin artmasi
keciboynuzu ¢ekirdeginin antioksidan savunma sistemine katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir.

Sonug¢ olarak; elde edilen biyokimyasal verilerin dogrultusunda etil alkoliin
sican karacigerlerinde meydana getirmis oldugu tahribata bagli olarak karaciger
harabiyet gostergesi olan serum enzimlerinin seviyelerinde artisa neden olmustur.
Keciboynuzu c¢ekirdeginin karaciger harabiyet gostergesi olan bu serum enzimlerini
kontrollere yakin degere cektigi gorilmiistiir. Ayrica bu etkinin ¢ekirdek igerikli
yemlerle beslenen siganlarda karaciger harabiyet gostergesi olan bu serum enzim

seviyelerini azalttig1 goriilmektedir. Etil alkoliin sebep oldugu oksidatif stres sonucu
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olusan serbest radikal liretiminin gostergesi olarak lipid peroksidasyonun son iirlinii
malondialdehit tiim dokularda artarken, bir¢ok dokuda antioksidan savunma sistemi
biyobelirteglerinde dalgalanmalara sebep olmustur. Kegiboynuzu ¢ekirdegi etil alkoliin
neden oldugu bu oksidatif stres sonucu olarak tiim dokularda artan malondialdehiti
kontrol degerlerine ¢ektigi ve yine gesitli dokularda dalgalanan antioksidan savunma
sistemi biyobelirteclerinde de etil alkol grubuna gore iyilestirme sagladigi tespit
edilmistir. Keciboynuzu c¢ekirdeginin bu etkileri kesin sdylenememekle birlikte
keciboynuzu cekirdeginin icerdigi polifenollerin etken maddelerinin karaciger koruyucu
ve antioksidan rolii sayesinde bu tarz etkiler gostermis olabilecegi kanaatine varildi.
Diger yandan, alkol ve keg¢iboynuzu ¢ekirdegini iceren yemlerle beslenen si¢anlarin
dokularinda antioksidan savunma sistemleri ve lipid peroksidasyon seviyelerinde
goriilen farkli diizeyde etkiler olmasmin nedeni ise; dokularm hiicresel fizyolojik
adaptasyonun dokulara gore farkli nitelikte olmasindan kaynaklanabilir. Ancak ilgili
calismada, daha Once literatlir taramalarinda bu uygulama tarzinda bir bilgiye
rastlanmadigindan karsilastirma yapilamamistir. Bu ¢alismada, farkli dokular iizerinde
farkl1 etkiler gosteren kegiboynuzu c¢ekirdeginin, deney hayvanlari lizerinde yapilacak in

vivo denemelere 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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