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OZET

Bu calismada, karbon tetrakloriire (CCly) bagl karaciger kolestazi olusturuldu.
Antioksidan ozelligi bilinen iiziim (Vitis vinifera) ve nar (Punica granatum)

meyvelerinin, olusan lipid peroksidasyonuna etkisi arastirilmaya calisildi.

Calismada 12 adet kontrol, 36 adet uygulama olmak iizere toplam 48 adet Swiss
albino tipi fare kullanildi. Uygulama grubundaki hayvanlara 12 hafta boyunca her
giin oral yolla karbon tetrakloriir (CCly) 2 ml/kg verildi. Uygulama sonunda 8 adet
farenin karaciger dokular1 histopatolojik olarak incelendi. Kolestaz teshisi konulan
farelerin 10 tanesinin karaciger dokular1 alindi. Diger 20 adet fare iki ayr1 gruba
ayrilarak I. Gruba 500 mg/kg cekirdekli iiziim, II. Gruba 500 mg/ kg nar meyveleri

8 hafta boyunca verildi.

Saglikli, kolestazli ve kolestaz tespiti sonrast iiziim ve nar verilen fare gruplarindan

alian karaciger dokularinda GSH ve MDA analizleri yapildi.

Sonugta kolestazin lipit peroksidasyonuna neden oldugu ve bunun sonucunda MDA
diizeylerinde bir artis meydana geldigi, GSH diizeylerinde ise azalma oldugu
goriildii. Uziim ve nar uygulamasi yapilan kolestazli gruplarin, kolestazli gruba gore
MDA diizeylerinde bir azalisin meydana geldigi, GSH diizeylerinin ise yiikseldigi
goriilmiistiir (p< 0,05).

2008, 65 sayfa

Anahtar kelimeler: Kolestaz, Malondialdehit (MDA), Rediikte Glutatyon (GSH),

Lipit peroksidasyonu, Vitis vinifera, Punica granatum

v



ABSTRACT

In this study releated to cholestasis produced on liver by carbon tetrachloride, the
effects of grape (Vitis vinifera) and pomegranate (Punica granatum) which has

antioxidant characteristics on lipid peroxidation to be searched.

In this study 12 control and 36 experimental groups, in total 48 Swiss albino type
mice were used. 2 ml/kg body wt. carbon tetrachloride (CCly) have been
administrated via oral way during 12 weeks to experimental groups. 8 mice liver
tissues have been investigated for histopatological analyses. Mice in expeimental
group were diagnoised cholestasis. After that in suitable laboratory condition, liver
tissues were taken from 10 mice, and 20 mice were divided into two groups, and first
group was fed by 500 mg/kg body wt. grape seed, on the second group was fed by
500 mg/kg body wt. pomegranate.

Later, GSH and MDA levels of mice measured. The difference between GSH and

MDA levels in control group were found important as statistically.

Consequently, cholestasis caused to lipid peroxidation and there happened increase
in MDA levels. Also, considering the GSH levels decrease in cholestasis animals,
after feding by grape and pomegranate, decrease in MDA levels and increase in GSH

levels were observed compared to cholestasis group (p< 0,05).

2008, page 65

Key words: Cholestasis, Malondialdehyde (MDA), Reduced Glutathione (GSH),

Lipid Peroxidation, Vitis vinifera, Punica granatum
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1. GIRIS

Insan metabolizmasinda viicudun oksijen kullanimindaki normal islemler sirasinda
baz1 etmenlerin sebebi ile aktif oksijen formlari olusmaktadir. Olusan aktif oksijen
formlar1 protein, karbonhidrat ve lipitlerde yapisal bozulmalara yol agmaktadir.
Dolayisiyla hiicre membraninin hem yapisin1 hem de fonksiyonlarini bozarak, bircok
dejeneratif hastaliklara neden olmaktadir[1].

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum
ozetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir[1,2].

Organizma i¢in oksidatif stres kaynagi olan gebelik, dogum ve laktasyon gibi
durumlar plazmada serbest radikal olusumuna neden olmaktadir[2]. Ayrica bulasici
hastaliklar, stres ve kolestaz gibi hastaliklarda da serbest radikal artis1 kaginilmazdir.
Serbest radikal artisina paralel olarak lipit peroksidasyonunun son {iiriinii olan
Malondialdehit (MDA) diizeyi de yiikselir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran
bilesenlerinin capraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi i¢ membran 6zelliklerini degistirmektedir.

Organizmada bulunan endojen ve eksojen antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Bu antioksidanlardan biri de
indirgenmis glutatyon (GSH)’dur. Glutatyon, glutamik asit, sistin ve glisinden ibaret
bir tripeptittir. GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek, hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korumaktadir[3].

Kolestaz, safranin barsaga akiminin engellenmesi sonucu karaciger hiicreleri ve safra
yollar i¢cinde safra birikimidir. Barsaga safra gecisinin azalmasi veya olmamasi safra
ile atilan maddelerin kanda birikmesine neden olur. Bunlarin basinda bilirubin
pigmenti gelmektedir. Kanda bilirubin diizeyinin artmasi sonucu deri, skleralar,

mukozolar ve viicut sivilarinin sar1 bir renk almasi sarilik olarak adlandirilir. Safra

1



yollarinda tikaniklik sonucu enterohepatik dongii bozulmakta organizmada bazi
patolojik  degisiklikler ~meydana  gelmektedir. Retikiiloendotelyal sistem
fonksiyonlarinda bozulma, immun sistemin baskilanmasi, intestinal mukozanin yapi
ve fonksiyonlarinda degisiklikler, barsak duvarinda oksidatif hasar, safra tuzlarinin
enterohepatik dolagiminin bozulmasi1 dolayisiyla antibakteriyel ve deterjan etkisinin
engellenmesi, bakteriyemi ve endotoksemi bunlardan baslicalaridir. Bunun yaninda
karacigerde kolestaz sonucu; hepatositlerde dejenerasyon, karaciger fonksiyon
testlerinde bozulma, kanama pihtilagma siirelerinde uzama, kanama diyatezi riskinin
artmasi, bilirubin  yiiksekligine bagli mental degisiklikler, ayrica lipid

peroksidasyonu meydana gelir[4].

Bu tez calismasinda; farelerde karbon tetrakloriir (CCly) ile deneysel olarak
olusturulan kolestazin tiziim (Vitis vinifera) ve nar (Punica granatum) meyveleri ile
karaciger dokusunda MDA ve GSH degisimleri {izerine etkilerinin arastiritlmasi

amagclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller Hakkinda Genel Bilgi

Atomlar, notron ve protondan olusan bir cekirdekle, bu ¢ekirdegin ¢evresinde donen
elektronlardan olusurlar. Atom ¢ekirdeginin ¢evresindeki, elektronlarin bulundugu
bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1) olan iki elektron

bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmis elektronlar denir[5] .

Serbest radikaller bu ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga reaktif olup,
cevrelerindeki atom ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok kisa Omiirlii olmalarina
karsin, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlar da radikal yapmalar1 ve
bir dizi zincir reaksiyonu baslatip, bir¢cok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukca
tehlikelidirler[6].

Serbest radikaller, ortaklanmamis elektronunun belirtilmesi amaciyla iist kisimlarina

yazilan bir nokta (X‘) ile gosterilirler.

Radikaller aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya
patolojik durumlarda birer yan iiriin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde geri
doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz degisikliklere neden olabilirler. Bu degisiklikler
oksidasyon, fragmantasyon, kopriillesme (disiilfit baglantisi, protein-protein
baglantisi, protein-lipid baglantisi), protein sarmalinda kesilme, floresans seklinde
olur. Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya organ hasart meydana gelebilir[7].
Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini  astifi  zaman
membrandaki yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon
tiriinleri olustururlar. Lipit peroksidasyonu, organizmada bir serbest radikal etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen
uzaklastirnlmasiyla baglar ve malondialdehit (MDA) diizeyinin artmasina neden

olur[8,9].



Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler[10].

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik boliinmesi (Homolitik ayrilma ile radikal olusumu):

XY 5 X Y oottt (D
2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi (Heterolitik ayrilma ile iyon olugumu):

- —+
XY = X Y (ID
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya transferi (Elektron

transferi ile radikal olusumu ):

2.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olusmusg
radikallerdir[2,10]. Oksijen atomunun dig yoriingesini olusturan p orbitalinde iki
elektron eksik olmasindan dolay “diradikal” olarak degerlendirilir. Bu 6zelligi onun
diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan
maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen metabolizmada en son suya
indirgenirken, kismi olarak indirgenmesi ile de cok sayida reaktif oksijen tiirleri

olusmaktadir[2,10,11].



Oksijen bu kararsiz yapisini giderebilmek icin baska bir oksijen atomunun dig
yoriingesindeki iki elektronu ortaklasa kullanarak “Oksijen Radikalleri’ni olusturur.
Serbest oksijen radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu
cok kisa omiirlii ve giiclii oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir. Reaktif oksijen

tirleri, maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre fonksiyonlarini

bozarlar[12]. Oksijen serbest radikali teriminin 02»‘ ve OH gibi radikallerin yaninda,

1
HzO2 ve O2 gibi reaktif, fakat radikal olmayan tiirleri ifade etmek icin de

kullanilmasimin dogru olmadigi belirtilmektedir. Bunun yerine daha genel olan

reaktif oksijen tiirleri teriminin kullanilmasi uygun olur. Oksidan terimi ise Hzoz’

OH ve HOCI gibi molekiiller igin gecerlidir. Oysa O2 hem oksidan, hem

rediiktandir.[13-16]. Cizelge 1’de cesitli reaktif oksijen tiirleri gosterilmistir.

Cizelgel. Reaktif oksijen tiirleri[5].

RADIKALLER NON-RADIKALLER
Siiperoksit radikali (O;") Hidrojen peroksit (H20;)
Hidroksil radikali (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO") Hipokloroz asit (HOCI)
Alkoksil radikali (RO") N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ) Singlet oksijen (0,
Hemoproteine bagl Ozon (O3)
serbest radikaller Azotdioksit (NOy)




2.1.1.1. Radikaller

2.1.1.1.A. Siiperoksit Anyon Radikali (O, )

Molekiiler oksijen (O,), birer elektronu eksik iki oksijen atomundan olugsmustur.
Ancak bu molekiiliin reaktif bir 6zelligi yoktur. Ciinkii her iki atom da denge
halindedir. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikali

(O7") meydana gelir[2,17].

Siiperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir. Boylece
olusan peroksi anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O,)
olusturabilir. Siiperoksit radikali aldig1 elektronu bagka bir elektron aliciya vererek
tekrar oksijene oksitlenebilir. Boylece bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir.
Siiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak zarar vermez.
Asil Onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit hem rediiktan hem de oksidandir[2].

O,+1e — 0,
Dogal Siiperoksit
Oksijen
Iki siiperoksit radikali birbiri ile etkileserek, biri oksitlenirken digeri indirgenir ve

boylece H,O, ve O, meydana gelir. Siiperoksit radikalinin ortamdan temizlendigi bu

tepkimeye dismiitasyon tepkime denir.

02_ + 02_ - H202 + 02



2.1.1.1.B. Hidroksil Radikali (OH")

Hidrojen peroksitin, siiperoksit ile indirgenmesi sonucu olusur. Bu reaksiyona Haber-

Weiss reaksiyonu ad1 verilir [18].

H202 + 02_ — OH + OH + 02

Hidroksil radikalinin yapimina neden olan 6nemli tepkimeler sunlardir [18].
a) Iyonlastiric1 radyasyonun suya etkisi:
Hzo — H20+ +e

H20+ + HzO — 'OH + H30+

b) Fenton tepkimesi:

Fe™ +H,0, — 'OH + HO

¢) Hidrojen peroksidin fotolizi:

H,0, — 20H

d) Ozona elektron transferi ile OH olusabilir. Bu nedenle ozon toksisitesinde

OH’1n 6nemli rolii vardir.

e) Invivoda OH iiretimi bakimindan en 6nemli tepkime Haber-Weiss tepkimesidir.
Invivoda 0_2 radikalinin H,O, ile OH iiretmesi selat yapmis demir tarafindan

katalizlenir.
Fe (selat)’* + O, — Fe (selat)** + O,

Fe (selat)*" + H,0, — Fe (selat)’* + OH + OH

f ) Radikal tepkimeleri sonucu olusabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye

girerek OH iiretebilir.



COOH + H,0, — CO, + H,0 + OH
Hidroksil radikalinin mekanizmasi ise iki reaksiyon sonucunda gerceklesir.

Fe*™ (veya Cu™) + indirgeyici ajan ( O 5, C vit., NAD(P)H ) — Fe** (veya Cu*) (I)

Fe* (veya Cu*) + H,0, — Fe* (veya Cu*?) + OH + OH (I1)

Goriildiigin gibi O™, radikalinin elektron verici oldugu tepkime Haber-Weiss
tepkimesi diginda da biyolojik molekiiller metal iyonlarin1 indirgeyerek H,O»

varliginda OH yapimini saglarlar [19].

Hidroksil radikali en reaktif ve en zarar verici oksidan radikaldir. Su dahil ortamda
rastladigi her molekiil ile tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin sebep oldugu en
onemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir
reaksiyonudur. Hiicre zar su icermediginden OH 1n baslica hedefi yag asididir. Zar
lipitlerinin peroksidasyonu zarin yapisint bozar ve gecirgenligini arttirtp hiicre

Olumiine sebep olabilir[20,21].

2.1.1.2. Non-Radikaller

2.1.1.2.1. Hipokloréz asit ( HOCI )

Hidrojen peroksit molekiiliiniin bir klor atomu (Cl) ile reaksiyona girmesi sonucu

hipokloroz asit olugur

H,0,+ CI' - HOCI + OH

HOCI, fagositik hiicreler tarafindan bakterilerin 6ldiiriilmesinde 6nemli rol oynar.
Aktive olan notrofiller, monosit, makrofajlar ve eozinofiller 02_ radikalini uretirler.
Radikal iiretimi fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde biiyiikk 6nem arz eder.

Ozellikle notrofiller icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligiyla O, ’nin



dismiitasyonuyla H,O;’i kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyal ajan

olan HOCI’e doniistiiriir[22,23].

2.1.1.2.2. Hidrojen Peroksit ( H>O, )

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii

de iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O, ) olusturur.

0,+2e +—> 0% (peroksit)
veya

O,+1le >0

Peroksit molekiilii, iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti meydana

getirir.

0% +2H" — H,0, ( Hidrojen peroksit )

H,0,, hiicre membranlardan kolay gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir. Yiiksiiz ve
boyutlarinin kiigiik olmasi biyolojik membranlardan gecisini kolaylastirir. Kendisi
bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Gecis metal iyonlan varlifinda daha da hizla
gerceklesen bir reaksiyonla siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif ve en

zarar verici serbest radikal olan hidroksil radikaline kolayca yikilabilir[2,5,10].

H,0,+0, " — > OH +OH> + O,

Bu reaksiyona Haber- Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber- Weiss reaksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon oldukca yavas
ilerlerken, demir gibi gecis metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise oldukca

hizlidir[2].



Peroksizomlar ¢ok onemli hiicre i¢ci H,O, kaynagidirlar. Bu organeldeki D- amino
asid oksidaz, tirat oksidaz, L- hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil- CoA oksidaz
gibi oksidazlar siiperoksit iiretmeden bol miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar.
Fakat peroksizomlarda katalaz aktivitesi ¢ok yiiksektir. Bu sebeple bu organelden
sitozole ne kadar H,O, gectigi bilinmemektedir[2].

Bu reaktif maddeler baz1 biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Etrafindaki
molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler. Reaktif
oksijen tiirleri maruz kalinan miktar ve siireye bagl olarak hiicre fonksiyonlarinin

bozulmasina neden olurlar[5,16].

2.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda meydana gelebildigi gibi organizmada bazi yabanci maddelerin
(ksenobiyotikler) metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis
etkenlere maruz kalmasiyla da meydana gelebilir. Bu nedenle serbest radikal

olusturulan mekanizmalar endojen ve eksojen olarak ikiye ayrilmaktadir.

10



Cizelge 2. Serbest radikallerin endojen ve eksojen kaynaklari[24].

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
*Mitokondriyal elektron transport zinciri *]la¢ oksidasyonlar1 (Orn:Parasetamol, CCly)
*Kloroplast elektron transport zinciri *{yonize radyasyon
*Qksidan enzimler: -Ksantin oksidaz *Glines 15181

-Indolamin dioksijenaz
-Triptofan dioksijenaz *X- 1swnlart
-Galaktoz oksidaz

-Siklooksijenaz *UV-1sinlari
-Lipooksijenaz

. . *Is1 soku
-Mono aminooksidaz 3

" .
*Fagositik hiicreler: -Notrofiller Glutatyon okside eden maddeler

-Monosit ve makrofajlar *Ortam havast  -Sigara dumani
-Eozinofiller
-Ozon

-Endotelyal hiicreler Kiikiirtdioksit

*QOto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe*, epinefrin) -Bgzoz gazlan

Temel olarak serbest radikallerin kaynaklar asagidaki gibi simiflandirilmaktadir[17,
25].

2.1.2.1. Normal Biyolojik islemler

a. Oksijenli solunum

b. Katabolik ve anabolik iglemler
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2.1.2.2. Oksidatif Stres Yapan Etmenler

a. Iskemi-hemoroji-travma, radyoaktivite- entoksikasyon

b. Ksenobiyotik maddelerin etkisi
- Aliskanlik yapan maddeler
- Inhale edilenler

- Tlaglar
c. Stres ile artan katekoleminlerin oksidasyonu
d. Fagositik enflamasyon hiicrelerinde salgilanma

e. Uzun siireli metabolik hastaliklar

f. Diger nedenler ( sicak, soguk, giines 1s1inlar1 )

2.12.3. Yaslanma Siireci

Serbest radikallerin diizeyi yaslanma siireci ile paralel bir artis gosterir. Yaslanma ile
protein karboksilasyonunun artis1 ve katalize edici tiim enzimlerin azalmasinin bu
dengesizlikte 6nemli rolleri vardir. Serbest radikallerin yaslanma sebebi mi, yoksa
sonucu mu oldugunu soylemek olduk¢a zordur. Ancak serbest radikallerin en
azindan baslamis olan yaslanma olayim1 hizlandirdiklar1 ve yaslanma ile beraber
ortaya c¢ikan bircok hastaligin fizyopatolojisinde Onemli rol oynadiklar

sOylenebilir[26,27].

Diger bir simiflandirmada ise dogada serbest radikallerin endojen ve eksojen olmak

tizere iki temel kaynagi oldugu belirtilmektedir[5, 24].
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2.2. Serbest Radikallerin Hiicresel Yapilara Etkisi

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda olustuklari
zaman organizmada cesitli bozukluklara yol acarlar. Serbest radikaller hiicrelerin;
DNA, lipit, protein, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli biyomolekiillerin tim siniflar
ve tiim hiicre bilesenleri ile etkilesme Ozelligi gostererek hiicrede yapisal ve

metabolik degisikliklere neden olurlar[10,28].

2.2.1. Proteinlere Etkisi

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit dizilimine
baghdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, methionin,
sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Ornegin, aminoasit iceren paparin ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz enzimleri
serbest radikallerle karsi karsiya kaldiklarinda inhibe olurlar. Ozellikle bu
molekiiller serbest radikallerle reaksiyona girerek siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda immiinoglobulin G (Ig
G) ve albumin gibi fazla sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu

yapilar1 bozulur. Béylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler[2,28].

Oksidan maddeler proteinlerde dekarboksilasyona, peptid baglarinin hidrolizine,
disiilfit baglar1 ve ¢apraz baglar olusturarak hiicre i¢i esansiyel olan Ca-ATPaz, Na/K
ATPaz gibi enzimlerde fonksiyon kaybi sonucu hiicre ici ve hiicre dis1 iyon
dagiliminin  bozulmasina neden olur. Ayrica enzimler de protein yapida
olduklarindan dolay1 serbest radikaller enzim aktivitelerinde degisikliklere neden

olurlar[2,9].
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2.2.2. Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerinde de ©nemli etkileri vardir. Oksidan
maddelerin karbonhidrat metabolizmas1 {izerine etkisi, glikolitik ATP sentezinin
azalmast ve ATP kullaniminin artmasi yoOniindedir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehidler meydana
gelir. Bunlar diyabet ve sigara icimi ile iligkili kronik hastaliklarda 6nemli rol
oynarlar. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitoitik etki gostererek kanser ve

yaslanma olaylarinda rol oynarlar[2,9].

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin
patogenezinde ©nemli bir rol oynar. Ozellikle iyi kontrol edilemeyen diyabette
oksidatif aktivitenin artmasi sonucu serbest radikal olusumun arttig1 ve antioksidan

savunma mekanizmalarinin yetersiz kaldig: bildirilmistir[29].

Yapilan bir arastirmaya gore diyabetiklerde plazma ve eritrosit lipit peroksit

diizeylerinin saglikl kisilere gbre anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir[30].

2.2.3. Niikleik Asitler ve DNA’ ya EtKkisi

Iyonize edici radyasyonlarla olusan serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Olime yol acar. Sitotoksite biiyiik 0Ol¢iide niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine ve DNA’daki diger
bozukluklara baglidir. Basta hidroksil radikali olmak {iizere oksidan maddeler,
niikleik asit bazlarmin modifikasyonuna ve DNA seridinin kirilmalarina neden
olmaktadirlar. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek
DNA zincirinde kirilmalarin yan1 sira DNA polimerazin inhibisyonuna neden olur.
Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca
gecer ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hiicre
Olimiine yol agar. Bu yiizden DNA, serbest radikal hasarindan kolayca zarar

gorebilen onemli bir hedeftir. Oksidatif hasardan en fazla etkilenen mitokondrial
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DNA’ dir. Yash insanlarda mitokondrial DNA’ nin fazla miktarda hasara ugradigi
gosterilmistir[28,31].

2.2.4. Lipitlere Etkisi

Biitiin biyomolekiiller serbest radikallerden etkilenirler. Fakat lipitler serbest
radikallere karsi en hassas olanlaridir. Organizmada en ¢ok goriilen serbest radikal
hasari lipit peroksidasyonu seklinde olup, membranda doymanus yag asitlerinden bir
hidrojen c¢ikmasiyla lipit (L.) radikali olusur ve zincir seklindeki reaksiyonlarin
sonunda sitotoksik iirlinler olan aldehitler ayrica pentan gibi hidrokarbon gazlari
meydana gelir. Bu toksik iiriinlerden aldehitlerin en son basamaginda yer alan
malondialdehit (MDA) ise lipit peroksidasyonunun saptanmasinda yaygin olarak

kullamilmaktadir[32,33].

Serbest radikallerin olusumu hiicredeki antioksidan savunma sistemlerini asarsa,
membrandaki yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon
iirtinlerini olustururlar. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da
baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup, hiicrenin diger bdoliimlerine hasar
yayarlar. Boylece bircok hastaliga ve doku hasarina sebep olurlar. Orotik asit, etanol
ve fosfor tarafindan meydana getirilen karaciger hasarim lipit peroksidasyonu ile

iliskili oldugu bildirilmistir[34].

15



Cizelge 3. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl etkileri[16].

e Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Doymamus yaglar e Lipitlerde ¢apraz baglanmalar

e Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbonhidratlar e Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Proteinler o Peptid zincirlerinde kopma

e  Denatiirasyon

Kiikiirtlii aminoasitler e Protein denatiirasyonu ve ¢apraz baglanma

e Enzimlerde inhibisyon

e Tek ve cift iplik kirilmalar:
Niikleik asitler e Proteinlerde capraz baglar

e Bazigermeyen bolgeler

e Hidroksilasyonlar
Niikleik asit bazlar1 e Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

e  Sekerlerde benzer reaksiyonlar

2.3. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup, daha ileri peroksidasyonu baslatan
serbest radikaller icin devamli bir kaynak saglar. Lipit peroksidasyonu; fosfolipit,
glikolipit, gliserid ve steroidlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksidan maddeler araciligiyla alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi
iriinlere yikilmasim1 kapsayan, potansiyel olarak yikici etkileri olan zincir

reaksiyonudur. Bu sekilde meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir[2, 9].

Serbest oksijen gruplarimin dokulara yonelik olarak meydana getirdikleri hasar ve
bunlarin dnemli sonuclarindan biri olan lipit peroksidasyonunun siddetini belirleyen
en onemli kriterlerinden biri malondialdehit (MDA) diizeylerinin tespit edilmesidir.
MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir.
Fakat lipit peroksidasyonunun derecesiyle iyi iliski gOsterir. Lipit peroksidasyonu
sonucu olusan MDA kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilmekte olup, oksidatif
stres ol¢timlerinde kullanilir. Ayrica MDA plazmada ¢6ziiniir oldugundan idrarda da

saptanabilir[2].
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Uc yada daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit
(MDA) iiretimiyle sonu¢lanmaktadir. Membran bilegenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmalarina neden olan MDA; deformabilite, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre ylizeyindeki belirleyicilerin kiimelesmesi gibi i¢ membranin bazi
ozelliklerini degistirmektedir. Ayrica diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen
bazlan ile reaksiyona girebilmektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik,

genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir[2,35].

2.3.1. Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle uyarilan lipit peroksidasyonu Baslama,

Yayilma ve Sonlanma reaksiyonlar1 olmak iizere ii¢ agsamada gerceklesir[36].

2.3.1.1. Baslama

Peroksidasyon, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin yan zincirindeki
metilenik karbonlardan hidrojen atomu ¢ikartmak i¢in yaptiklar1 atakla baglar. Demir
ve bakir gibi eslenmemis elektronlara sahip olan gecis iyonlarmin varlig
peroksidasyonun baslamasi icin gereklidir. Hidrojen atomunun zincirden ¢ikarilmasi
karbon atomu iizerinde eslenmemis bir elektron birakir ve karbon merkezli radikal
(L.) olusumuna yol acar. Aerobik hiicrelerde sik goriilen bu olay radikallerin
molekiiler diizenlenme ile konjuge dien sekline cevrildikten sonra molekiiler

oksijenle reaksiyona girerek peroksi radikalini (LOO.) tiretmesidir[35].
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2.3.1.2. Yayilma

Bu peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile birlesir ya da membran proteinleri ile
etkilesebilir. Fakat en ©nemlisi peroksi radikallerinin membrandaki komsu yan
zincirlerden hidrojen atomu c¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonu
yaymalaridir. BoOylece yan zincirlerden hidrojen atomunun c¢ikarilmasi ile her
defasinda lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali olusmaktadir.
Peroksidasyon, bir kere basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve

yiizlerce yag asidi zincirleri lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir[35,36].

Yayilma zincirinin uzunlugu bir¢ok fakttre baglidir;

1. Membrandaki lipit/protein oran1: Membran proteini ile etkilesen radikalin sansi
membranin protein igerigi arttikca yiikselir.

2. Yag asidi bilesimi radikalin membranda doymamis yag asidi igeriginin artmasi
peroksidasyona olan duyarliligi arttirmaktadir. Halbuki kolesteroliin  varligi
peroksidasyonu  baskilamaktadir. = Normal  insan  eritrositlerinde  lipit
peroksidasyonunun derecesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda belirgin
bir negatif korelasyon bulunmustur. Plazma membraninda kolesteroliin varligi bazi
radikallerin yollarinin kesilmesine neden oldugu gibi yag asidi zinciri ile

kolesteroliin hidrofobik halkasinin etkilesmesi membranin i¢ yapisini degistirir[35].

3. Oksijen konsantrasyonu.

4. E vitamini gibi zincir reaksiyonlarin1 kiran antioksidanlarin varlii: Biyolojik
membranlarda serbest radikal toplayicisi olarak gorev yapan E vitamini kendi
hidrojen atomunu peroksi radikallerine vererek hidroperoksitlerin olusumuna yol
acar. Bu hidroperoksitler daha sonra glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile kendilerine

karsilik gelen nontoksik hidroksi bilesiklerine ayrilmaktadir[35].
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2.3.1.3. Sonlanma

Demir ve bakir iyonlar1 veya bu iyonlarin fosfat esterleri ile olusturdugu basit
selatlar1 (Fe*> ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobin i¢eren bazi demir proteinleri
lipit hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks
bozunma reaksiyonlarinin iiriinlerini; etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH,

RCOOH, ROH ve RCHO gruplarini i¢eren kisa zincirli yag asitleridir[36].

2.3.2. Biyolojik Sistemlerde Lipit Peroksidasyonunun Sonuglari

Lipit peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan iirlinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Membranlardaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri iceren yapisal proteinlerin
oksidasyonu, membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akiskanligin
azalmasina neden olmaktadir. Lipit hidroperoksitleri ve lipit peroksi radikalleri
serbest oksijen radikalleri gibi aym hiicrenin bir¢ok komponentiyle reaksiyona
girerek selliller ve metabolik fonksiyonlar iizerinde toksik etkilerini su sekilde

gosterirler[36,37].

e Membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agarlar[37].

e Membranin salgilama fonksiyonunun kaybina neden olurlar.

e Trans membran iyon gradiyentini bozarlar. Ca*> gibi iyonlara karsi non
spesifik permeabiliteyi arttirirlar.

e Mitokondride oksidatif fosforilasyonu olumsuz yonde etkilerler.

e Mikrozomal enzim aktivitelerinde degisikliklere yol acarlar.

e Subselliiler organellerin (lizozom gibi) biitiinliigiiniin kaybolmasina neden
olurlar.
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2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu koruyucu mekanizmalarin bir kism1 serbest radikal olusumunu 6nlerken,
bir kismi ise olugsmus serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemektedir. Bu islevleri
yapan maddelere genel olarak Antioksidanlar denir. Diger bir ifadeyle, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin organizmada olusturdugu hasar1 dnlemek
icin viicutta sekillenen savunma mekanizmalarina Antioksidanlar veya Antioksidan

Savunma Sistemleri denir[5,9].

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen
tiirlerini toplayarak lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar etkilerini,
serbest radikallerin meydana gelisini Onlemek ve mevcut olanlar etkisiz hale
getirmek suretiyle gostermektedirler[9]. Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar
tespit edilebilen alt1 degisik mekanizma ile gosterirler. Bu mekanizmalar birbirinden

bagimsiz veya bir arada isleyebilmektedir[5,7,38].

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2. Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek

yapidaki iiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini 6nleyebilirler.

3. Membran lipitlerini direkt etkileyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni ('0y)

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

4. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere gevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

5. Metal iyonlarim baglayarak, reaktif gruplarin (OH, Fe*/Fe™/0, kompleksleri gibi)

veya lipit peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumunu 6nleyebilirler.

6. Zinciri kirabilirler. Yani, zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle

reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini
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onleyebilirler. Bir oksidatif zincirde antioksidanlar farkli basamaklarda etki
gosterirler. Lipit peroksidasyonunu (LPO) yukaridaki mekanizmalardan ilk dort
tanesi ile Onleyenler "Koruyucu Antioksidanlar"olarak adlandirilir. Besinci
mekanizma ile etki eden antioksidanlar koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda
tilketilebilir ya da tiiketilemezler. Altinct mekanizma ile etki eden zincir kirici
antioksidanlar ise radikallerle kompleks yaptiklarinda kirma reaksiyonu siirecinde

tiiketilirler[5].

Antioksidanlar endojen antioksidanlar ve eksojen antioksidanlar olmak iizere iki
gruba ayrlabildigi gibi enzim olanlar ve enzim olmayanlar seklinde de

siniflandirilirlar[2,16].

2.4.1. Endojen Antioksidanlar

2.4.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicrede, hiicresel karigikliklar1 azaltip, oksidatif strese neden olan etmenlerin
etkilerini yok ederek hiicrenin en uygun kosullarinda kalmasi i¢in ugrasan
antioksidan enzim sistemler mevcuttur. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-
S-Transferaz (GST), Siiperoksit Dismiitaz (SOD), Sitokrom Oksidaz ve Katalaz
(CAT), lipit peroksidasyonunu ve toksik oksijen radikallerini etkisiz hale getirebilen

en 6nemli antioksidan savunma sistemleri arasindadir[2,5,39].

2.4.1.1.1. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Ksenobiyotiklerin (yabanci maddeler) biyotransformasyonunda 6nemli rol alan bir
enzimdir. GST’lar antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢cok 6nemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. GST’lar temel olarak ksenobiyotik bilesiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin, pestisit ve herbisit gibi cevre Kkirleticilerin yer aldigi gruplarin

detoksifikasyonunda rol oynarlar[2, 23].
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GST
ROOH + 2 GSH——— > GSSG + ROH + H,O

2.4.1.1.2 Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px )

GSH-Px, hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayan ve yag asidi peroksitlerinin
alkollere doniisiimiinii katalize eden enzimdir. GSH-Px’in bu etkisiyle hiicresel ve
subselliller membranlarin oksidatif etkiden korunmasini sagladigi belirtilmistir.

GSH-Px asagidaki reaksiyonlari katalizlemektedir[2,23].
GSH-Px
H,O0, + 2GSH——— GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH+2GSH —— » GSSG + ROH + H,O

2.4.1.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), GSSG-R’mn katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte glutatyona (GSH)
doniigiir. Reaksiyonun gerceklesmesi icin NADPH’a ihtiyag¢ vardir[2].

GSSG-R
GSSG + NADPH + H’ > 2GSH + NADP*

2.4.1.1.4. Siiperoksit Dismiitaz (SOD)

Bu enzim, siiperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize

eder.

SOD

20,4+ 2H — H,0, + O,
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Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararh etkilerine karst korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu

inhibe eder[2].

2.4.1.1.5. Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin bir enzimi olup, asagidaki reaksiyonla siiperoksiti detoksifiye

eder.

0, +4e +4H" — > 2H,0

Fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden bu reaksiyonda siiperoksit iiretimi ¢ogu
zaman bu enzimin kapasitesini agar. Bu durumda diger antioksidan enzimler devreye

girerek peroksitin zararl etkilerine engel olurlar[2].

2.4.1.1.6. Katalaz (CAT)

Dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Gorevi, hiicreler i¢in zararli olan

hidrojen peroksiti suya ve oksijene pargalamaktir.

CAT
2H,0, — * 2H,0+ 0,

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi

kiigiitk molekiillere kars1t olup, biiyilk molekiillii lipit hidroperoksitlerine ise etki

etmez[2].
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2.4.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

B- karoten, a- tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin C), iirat, seruloplazmin,
sistein, miyoglobin, transferin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, albumin, methionin,

melatonin, karnozin ve glutatyon 6nemli nonenzimatik antioksidanlardir[9].

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin A, vitamin C, vitamin E, allopurinol, oksipurinol, folik asit, pterin aldehit,
adenozin, lokal anastezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antiinflamatuar
ilaglar, trolox-C (vitamin E anologu), mannitol, DMSO (Dimetil siilfoksit),
sitokinler, demir selatorleri ve mannitol eksojen antioksidanlardir. Vitamin E,
vitamin C, tioller ve karotenoidlerin serbest radikallerin zararli etkisi sonucu olusan
doku ve makromolekiil (DNA, lipit, protein) hasaria karst viicudu korudugu ve
hiicrenin antioksidan sistemini giiclendirdigi bildirilmistir. Vitamin E’nin bilinen en
onemli fonksiyonlarindan birisi antioksidan o©zelligi nedeniyle doymamis yag

asitlerinin oksidasyonunu 6nlemesidir[39,40].

Oksidatif stres sonucu meydana gelen oksidan maddelerin zararli etkilerinden
korunmak amaciyla sitokinler, barbitiiratlar, demir selatorleri, ksantin oksidaz

inhibitorleri ve mannitol gibi ajanlarin kullanimi1 olduk¢a yaygindir[9].

Son yillarda oksidan maddelerin olumsuz etkilerinin azaltilmasi veya ortadan
kaldirilmas1 yoniinde cesitli nonenzimatik antioksidan besinlerin tespiti yogunluk
kazanmigtir. Bu besin maddelerinden biri de kefirdir. Kefir siitteki tiim besin
Ogelerini icerir ve siite gore vitamin B, B, ve folik asit yoniinden zengindir. Kefirin
antioksidatif etkisinin yaninda antifungal, antibakteriyel, hipokolesterolemik ve

immunmodiilator etkisinin oldugu da belirtilmistir[41].
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Cizelge 4. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi[ 16].

Enzimatik Antioksidanlar

Nonenzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismiitaz (SOD)
Katalaz (CAT)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon-S-Transferaz (GST)
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R)
Fosfolipit hidroperoksit

glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px)

Glutatyon (GSH)

o - Tokoferol (vit E)
Askorbik asit (vit C)
 —Karoten
Flavonoidler

Urat

Bilirubin

Albumin
Seruloplazmin
Transferrin
Ferritin
Laktoferrin
Melatonin

Sistein

2.5. Glutatyon (GSH)

[k kez 1890 yilinda “philothion”

sisteinil glisin) RH, formiilii ile gosterilmistir. Daha sonra bilesik glutatyon olarak
adlandirilmis, glutamat ve sisteinden olugmus bir dipeptid oldugu ileri siirtilmiistiir.

1929 yilinda ise Kendall ve arkadaslar tarafindan bugiinkii gamma-glutamil-sisteinil

olarak adlandirilan glutatyon (gamma-glutamil-

glisin adiyla bilinen bir tripeptid oldugu bildirilmistir[42, 43].

Glutatyon (GSH) hemen hemen tiim aerobik canlilarda en yaygin olarak bulunan,
diisik molekiil agirlikli intraselliiler tiyol bilesigi olup biitiin canli hiicrelerde
milimolar (0.5-10 mM), plazmada ise mikromolar (uM) derisimlerde bulunur.

Tripeptid yapisinda olan GSH molekiilii, gamma-glutamil kopriisii ve siilfidril grubu

seklinde iki kistmdan meydana gelmistir[42, 44].
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[
I
Glisin (Gly) < ?Hz

L

Sistein (Cys) < HC—CH,-SH

Glutamat (Glu) < l'!"Hw

Sekil 1. Glutatyon (GSH) molekiilii[45].

Hiicre icerisinde belirli miktarlarda bulunan GSH’in, protein ve DNA sentezi,
transport, enzim aktivitesi, metabolizma ve olusan oksidatif strese karsi hiicre
savunmasi gibi ¢ok onemli biyolojik fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Cok yonlii
fonksiyonlarinin olmasindan dolayr GSH, enzim mekanizmalari, makromolekiil
biyosentezi, ara metabolizma, ila¢ metabolizmasi, radyasyon, kanser toksisitesi,
transport mekanizmalari, immiinoloji, endokrinoloji ve yaslanma gibi degisik

konularda yapilan aragtirmalar i¢in dnemli bir yer tutmaktadir[42,43].

GSH bir ¢ok reaksiyonda koenzim olarak gorev yaparken ilaclar ve diger yabanci
maddeler, metabolik aktivite sirasinda olusan Ostrojen, prostoglandin ve lokositler
gibi bilesiklerle konjugatlar olusturarak metabolizma olaylarina katilmaktadir. Hiicre
disina tasinabilen GSH membranda bulunan fy-glutamil transpeptidaz (GGT)
enziminin etkisiyle aminoasitlerle birlesip bunlarin transportunda rol oynamaktadir.

Tasmman GSH hiicre membranm1 ve yakin c¢evrelerinde olusan indirgenme
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tepkimelerine katilir, plazmaya ve diger hiicrelere gecebilir. Bu bakimdan

glutatyonun, sisteinin depo ve transport formu oldugu diisiiniilmektedir[42, 44].

Glutatyonun biyosentezi, sitozolde iki asamada meydana gelmektedir.

I. Asama
v-Glutamilsistein
Glisin sentetaz
Glutamat + sistein + ATP »  y-Glutamilsistein + ADP + Pi
Mg*
II. Asama
Glutatyon sentetaz
y-Glutamilsistein + glisin + ATP—————  y-Glutamil sisteinil

glisin+ ADP+Pi

K+

GSH hiicre i¢i diizeylerinin diizenlenmesi amaciyla, Glutamil sistein sentetazi, non

allosterik feed-back inhibisyon yoluyla kontrol etmektedir[42, 44].

Glutatyon biyosentezinde inhibitor etkili bir bilesik olan biitionin siilfoksimin, y-
glutamil sisteinil sentetaz enzimini inhibe eder. Bu bilesik glutamin sentetaz
inhibitorii olan metionin siilfoksim’in analogudur. Metionin siilfoksim, y-glutamil
sistein sentetaz enzimini de inhibe eder. Metionin siilfoksim, ATP tarafindan

fosforillenerek enzimin aktif bolgesine geri doniisiimsiiz olarak baglanir[42, 43].
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2.5.1. Glutatyon Metabolizmasi

(IS0
OKSIDASYONUN i \/ A £ 4
BASKILANMAST

TEANSHIDROIENAZLAR ‘EIE:' IiEI)fTFCTILZ'iE[]’
EROKHDAZ

(RS, N,

manp®

GLUTATYON (GSH)

75 TRANSFERAZLAR “\( e
- - GLT_TTAI»]IL )‘SENTETHZ @
'\\‘ ¥-GLU-CYSH

KONJUGASYON  TRANSPEPTIDAZ PEPTIDAZ mg o

PROTEINLER
CYSH- GL‘T’ SENTETAZ O
CYS GLY
C‘!‘SH

A
PEPTIDAZ@ 7" GLJ A

ann+p
SIKLOTRANSFERAZ (4]
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(MERKAPTURAT)

Sekil 2. Glutatyon metabolizmasi[42].

AA: Aminoasitler, 1: y-glutamil sistein sentetaz, 2: GSH sentetaz, 3 ve 3a: y-
glutamil transpeptidaz, 4: y-glutamil siklotransferaz, 5: 5-Oksoprolinaz, 6 ve 6a:
Dipeptidazlar, 7: GSH-S-Transferaz, 8: N-Asetilaz, 9: GSH Peroksidaz, 10:
Transhidrojenazlar, 11: Glutatyondisiilfit rediiktaz(GSSG), 12: O, tarafindan GSH’1n

oksidasyonu.
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Glutatyon metabolizmasi genel olarak asagidaki sekilde 6zetlenebilir[42, 43].

GSH’un sentez ve yikimimi gosteren genel reaksiyonlar (Reaksiyon 1-5) arasindadir.
Gammaglutamil dongiisii olarak da adlandirilan Meister Dongiisii ile aminoasitlerin
hiicre zarmdan transportu saglanir. Bu dongiide GSH, GSSG ve konjugatlarinin
yikim1 membrana bagh bir enzim olan y-glutamil transpeptidaz (GGT) tarafindan
baglatilir. Bu reaksiyon sonunda y-glutamil aminoasitleri, y-glutamil glutatyon ve
glutatyon meydana gelir. y-glutamil aminoasitleri basta bobrek olmak iizere diger

organ ve hiicrelere serbest aminoasitlerden daha hizli taginir[42].

GSH’un oksidasyonu (Reaksiyon 12) ya enzimatik olmayan sekilde ya da glutatyon
tiyol transferaz (Reaksiyon 10) ve glutatyon peroksidaz (Reaksiyon 9) enzimlerinin
aktivitelerine bagh olarak gergeklesir. Glutatyon disiilfit rediiktaz (Reaksiyon 11)
tarafindan katalizlenen reaksiyon ile GSH transferaz enzimleri icin substrat;

peroksidaz enzimleri ve tiyol transferazlar icin ise indirgeyici giic saglamis olur[43].

Glutatyonun okside (GSSG) ve rediikte (GSH) formlari, baz1 endojen ve eksojen
bilesikler ile konjuge olurlar (Reaksiyon 7) ve olusan S-konjugatlarlarin glutamat
kalintilar1  y-glutamil transpeptidaz etkisi ile wuzaklastirllirken (Reaksiyon
3)parcalanmay1 takiben meydana gelen dipeptit (Reaksiyon 6) asetilasyon ile
merkapturat’a (Reaksiyon 8) doniisiir. Merkapturik asit sentezi olarak da bilinen bu
yan yol ile asetillenen bazi ilaglarin toksik etkileri GSH tarafindan ortadan

kaldirilir[43].

Glutatyonun dokulardaki diizeyinin diizenlenmesinde y-glutamil transpeptidazin
(GGT) rolii oldugu diisiiniilmektedir. GSH’un karacigerdeki sentezi ile bobrek
dokusundaki GGT enzimi tarafindan yikimi arasinda bir denge vardir. Bu denge

vasitasiyla GSH’un dolasimda sabit diizeylerde kalmasi saglanir[43].
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2.5.2. Glutatyonun Biyokimyasal Onemi

Glutatyon metabolizmada meydana gelen serbest oksijen tiirlerinin yikici etkilerine
kars1 hiicreleri koruyan en ©Onemli antioksidan maddelerden birisidir. Glutatyon
hiicrelerde okside (GSSG) ve rediikte (GSH) formda bulunur ve antioksidan etkisini
bu iki form arasindaki dongiisii sirasinda gerceklestirmektedir. GSH un esas reaktif
grubu SH grubu, serbest radikallerin ortaklanmamis elektronu ile baglanarak radikal

olusumunu azaltmaktadir.

Lipit peroksidasyonunun olusumu ile GSH konsantrasyonu azalirken, GSSG
konsantrasyonu yiikselir. Cevre, metabolizma ve bireye bagli bir ¢ok faktoriin
etkisiyle organizmada oksidatif stres artabilir ve buna bagli olarak da serbest radikal
olusumu artar. Dolayistyla hiicreleri bu serbest radikallerin yikici etkilerine karsi
korumakla gorevli GSH diizeyleri de degismektedir. Hiicrelerde oksidatif stres
artarken genellikle GSH diizeyleri diiser, bununla birlikte GSSG seviyeleri
yiikselir[42, 43].

Glutatyonun organizmada iistlendigi biyolojik gorevler sunlardir[43];

¢ Endojen peroksitler ve serbest radikallerin yikimi

e Zararli baz1 bilesiklerin detoksifikasyonunu saglamasi
¢ Aminoasitlerin membran transportunda yer almasi

¢ Proteinlerdeki —SH grubunu korumasi

¢ Baz enzimler icin koenzim gorevi yapmasi

¢ Disiilfit degisim reaksiyonlarina katilmasi
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2.5.3. Glutatyona Bagh Enzim Sistemleri

GSH, biyolojik materyallerde indirgenmis siilfiir kaynagi olarak bulunan bir
bilesiktir. Bu nedenle oksijen metabolizmas1 sirasinda meydana gelen toksik ve
reaktif bilesiklerin detoksifikasyonunda GSH ve GSH’a bagli enzimlerin rolii biiyiik
olup, asagida Sekil.3’da oldugu gibi 6zetlenebilir. GSH’un canli organizmada ¢ok

onemli ve kilit rolleri vardir[42, 44].

O
I
G-S-C-R
A
Glikozilaz
Formaldehit Tiyolesteraz GS-SR
dehidrojenaz GS—S-Protein
A
\ 4

Glu y-glutamil GSH

Gys dongiisii

Gly Glutatyon Tiyoltransferazlar
peroksidaz

Glutatyon Glutatyon M

Transferaz rediiktaz GS—SG

GS-H

Sekil 3. Glutatyon (GSH)’a bagli enzim sistemleri[42, 44].

Tiyol gruplar1 hiicre igerisinde daima indirgenmis durumda bulunur. Sistein
aminoasidi ve CoA’nin protein sentezi ve bir takim enzimatik reaksiyonlar igin

indirgenmis durumda olmalar1 gerekir.

Tiyoltransferaz

RSSR + GSH RSSG + RSH

A

Tiyoltransferaz

v

RSSG + GSH GSSG + RSH

A
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Formaldehit dehidrogenaz ve glikozilaza gelince, bu enzimler reaktif aldehitlerin
inaktivasyonunu katalizlerler. Reaksiyon esnasinda glutatyon tiyol grubu ile aldehit
arasinda bir tiyohemiasetal tiirevi meydana gelir. Glutatyon tiirevi enzimatik
reaksiyon ile bir tiyol estere doniistiiriilir. Bu doniisiimde aldehit grubunun
yiikseltgenmesi, karboksilik asit yiikseltgenme diizeyine esdegerdir. Kinetik
caligmalarina gore glutatyon formaldehit dehidrogenaz enziminin katalitik

mekanizmasinda esas aktivator olarak goriilmektedir[44].

2.5.4. Glutatyonun Tayin Yontemleri

2.5.4.1. Spektrofotometrik Yontem

Dokularda genis bir dagilim gosteren ve bazi dnemli biyolojik fonksiyonlara sahip
GSH ve tirevlerinin miktar tayini ¢alismalart GSH’un ilk kesfedildigi yillara
dayanir. GSH indirgenmis halde siilfidril ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olarak da
disiilfit gruplarina sahip iki sekilde bulunur[46]. GSSG’nin miktar tayini GSH’a gore
daha giigtiir. Bunun nedeni de GSSG’nin normalde hiicreler igerisinde ve diisiik
miktarlarda bulunuyor olmasidir. GSSG’nin tayini genel olarak GSSG’nin kimyasal
elektrolitik ve enzimatik olarak indirgenip GSH’a doniistiiriilmesi ve olusan GSH
izerinde saptanmasi esasina dayanir. Enzimatik indirgenme NADH veya NADPH
tarafindan maya glutatyon rediiktazi varliginda olusturulur. Daha sonra olusan GSH,
2-nitro-5-tiyobenzoik asit ile kromoforik bir bilesik meydana getirir ve bu bilesigin

412 nm’de spektrofotometrik olarak (ng) diizeyinde saptanmasi1 miimkiindiir[44, 46].

2.5.4.2. HPLC Yontemi

GSH, izokratik ters faz HPLC metotu ile timor hiicrelerinden saglanan biyopsi
materyalinde Olciilebilmistir. Materyal siilfosalisilat cozeltisi ile ©6n islemden
gecirilir. GSH i¢in konjugatlarin1 elde etmek amaciyla monobromobiman kullanilir
ve florosans 6zellikli GSH konjugatlari ters faz oktadesilsilan kolonundan elde edilir.
[zokratik kosullar asetonitril/amonyum fosfat tamponu tetrabutilamonyum hidroksit

ile saglanir[44, 47].
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2.5.4.3. Fluorometrik Yontem

GSH ve GSSG’nin fluorometrik tayinini oftalaldehit gibi bir florosans bilesik
kullanilarak gelistirilmistir. Bu yontemde, GSH OPT ile pH: 8 ve GSSG OPT ile
pH:12°de reaksiyona girer. GSH N-etilmaleimit ile kompleks meydana getirir. Bu
durumda GSSG ol¢timiinde GSH’un girisimi engellenmis olur. Bu yontemde GSH ve
GSSG icin verim %91-100 oranindadir[44, 47].
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2.6. Kolestaz

Koleztaz terimi, safra akisinin azaldigt veya tamamen durdugu bir olay1
tanimlamaktadir. Safra olusumu, karaciger hiicreleri tarafindan safra bilesenlerinin
plazmadan alinmasini, bunlarin hiicre icerisinde tasinmasini ve metabolik
degisikliklerini, safra sekrete edici sistemin etkinligini, zarlarn akiskanlhigini ve
gecirgenligini, safra kanalikiillerindeki son degisimleri kapsayan c¢ok basamakli
karmasik bir olaydir[48]. Safra kanalikiillerinden karaciger ici safra yollarina verilen
bu sivi safra kesesinde toplanarak bazi degisikliklere ugrar ve son seklini alarak
barsaga dokiilir. Boylece karaciger ici safra ile safra kesesi safrasi arasinda

bilesenlerin miktar1 bakimindan bazi farkliliklar bulunmaktadir[49].

Cizelge 5. Safra bilegimi[50].

BILESIMI
Karaciger Safra kesesi
Su 96,5- 97,5 83-90
Safra tuzlari 1,0- 1,8 6-11
Mukopolisakkaritler 0,4- 0,5 1,5- 3,0
Kolesterol ve Fosfolipit 0,2-0,4 0,5-5,0
Elektrolitler 0,7- 0,8 0,6-1,0

Safra, en biilyiik kismimi olusturan suyun yaninda, safra asidi tuzlari, kolesterol ve
fosfolipitler (6zellikle fosfatidilkolin) olmak iizere ii¢ tiir lipit icermektedir. Ayrica,
mukopolisakkaritler, sodyum, potasyum, kloriir, bikarbonat gibi elektrolitler ve
ozellikle alkali fosfataz gibi enzimler safranin yapisina katilmaktadirlar. Safra
asitleri, safranin  baslica organik bilesikleridirler. Bunlar, kolesteroliin
hidroksillenmis asit karakterli tiirevleri olup safradaki kolesterol ve fosfolipitleri,
deterjan Ozelligine dayanarak erimis halde tutarlar ve barsaktaki lipit sindirimine

yardimci olurlar[51,52].
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Safra asitlerinin sentezi karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumundaki enzim
reaksiyonlari ile olmaktadir. Bunlar taurin ve glisin amino asitleri ile konjuge olarak
safra tuzlan seklinde safra icine sekrete edilirler. Normal kosullarda insan safrasinda
glisin ile konjugasyon, taurine gore ii¢ kat daha fazladir. Ana safra kanali ile ince
barsaga atilan safra asitleri yeniden emilerek karaciger tarafindan alinirlar ve tekrar
safraya atilirlar (entero-hepatik dolanim). Boyle safradaki safra asitlerinin % 90
kadar1 entero-hepatik dolanimdan geleni, % 10 kadar1 ise yeniden karaciger
tarafindan sentez edilenleri kapsamaktadir[53] .

Safra asitlerinin safra akisi ile yeter miktarda atilmasinin, entero-hepatik dolanimdan
alman miktarm, atilandan 5-10 kat daha fazla olmasiyla miimkiin oldugu

gosterilmistir.

2.6.1. Safra Renkli Maddelerin Olusumu

Safra ile atilan maddelerden biri bilirubin pigmentidir. Bilirubin hemoglobin
yikimindaki son {riinlerin basinda gelir. Hiicre membranlarinda biiyiik bir erirlik

gosterir ayn1 zamanda ¢ok toksik bir maddedir[4] .

Dolagimda yaklasik 120 giin kadar kalan kirmizi kan hiicreleri 6zellikle karaciger ve
dalakta bulunan retikiiloendotelyal sistem hiicreleri tarafindan yikilirlar. Hiicre
membranmin yirtilmasi ile serbestleserek doku makrofajlar1 tarafindan fagosite
edilen hemoglobin burada globin ve heme ayrilir.
Hem halkasi agilarak :

e Serbest demir ( kanda transferrinle taginir)

e Dort pirol cekirdegi ( diiz bir zincir yaparak safra pigmentlerini olusturur)

olusur.

Olusan safra pigmentlerinden ilki yesil pigment biliverdindir. Biliverdin
rediiklenerek (indirgenerek) sari-kirmizi renkteki bilirubini olusturur. Bilirubin
plazmada hafifce ¢oziiniir ve albumine kovalent olmayan baglarla baglanarak
karacigere tasinir. Karaciger hiicre membraninca absorbe edilen bilirubin, plazma
membranindan ayrilarak, karaciger hiicrelerindeki Y ve Z proteinleri adi1 verilen iki

proteinden biri ile birlesir. Ancak, hemen sonra bilirubin bu proteinden ayrilir ve
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yaklagik %80’i glukuronik asit ile birleserek bilirubin glukuronat, %10’u siilfatla
birleserek bilirubin siilfat yapar, %10’u ise ¢esitli maddelerle birlesir. Non-konjuge
bilirubin yagda eriyebilir, toksiktir ve albumine siki bir sekilde baglanarak yiiksek
kan diizeylerinde bile idrarla atilmayan bir form olusturur. Yiiksek kan diizeylerinde
dokulara o6zellikle insanlarda beyine girebilir ve toksik hasara neden olur. Konjuge
bilirubin suda eriyebilir, toksik degildir ve sadece gevsek olarak albumine baglidir.
Plazmada normalden yiiksek oranda bulundugunda (tikanma sariliklarinda oldugu
gibi) idrarla atilabilir. Bilirubin bu bilesikler halinde aktif transportla safra
kanalciklarina ¢ikarilir[4].

Barsaklara gecen bilirubinin yaklagik yaris1 bakteriler tarafindan suda kolay eriyen
iirobilinojene cevrilir. Urobilinojenin bir kismi barsaktan geri emilerek portal
dolasima geger ve bobrege gelerek burada sar1 renkli iirobiline gevrilir. Idrara rengini
bu madde verir. Digkidaki iirobilinojenin ¢ogu barsak bakterileri tarafindan okside

edilerek sterkobiline doner ve digkinin tipik rengini verir[4].

2.6.2. Kolestaz ve Oksidatif Stres

Kolestaz, cogu kez tek ve kesin bir mekanizmanin {iiriinii olan bir sendrom degildir.
Safra olusumu i¢in daha 6nce belirtilen fizyolojik ve metabolik olaylarin herhangi bir
basamagindaki bozukluktan ileri gelmektedir. Kolestaz ister ekstrahepatik, isterse
intrahepatik kaynakli olsun en belirgin bulgulardan biri lipitlerindeki (kolesterol ve
fosfolipit) yiikselmedir. Lipoproteinlerin sentez ve metabolizmasinda karacigerlerin
temel rol oynayan bir organ oldugunun anlasilmasindan sonra lipit metabolizmasi
bozukluklar1 daha kolay agiklanabilmektedir. Safra kanali tikaniklig1 sonucu olusan
kolestaz, barsak duvarinda oksidatif hasara neden olur. Bunun sonucunda ksantin
oksidaz aktivitesinde artig olur. Ksantin oksidaz bilinen ilk siiperkoksit radikal
kaynagidir ve hasarlanmamis dokularda bir dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin
yikilm yolunda hipoksantinden ksantin ve ksantinden iirik asit olusumu
basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler oksijenden (O,) daha ¢ok NAD*
kullanir. Oksijensizlige bagli olarak ADP'nin ATP'ye fosforilasyonunun azaldigi

durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve piirin bazi, ksantin oksidazin bir
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oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir. Ksantin oksidazin oksidaz
olarak aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside
doniigiirken molekiiler oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen perokside
indirgenmektedir. Tiim bu olaylerin sonucunda fircamsi kenarlardaki membranda
lipid peroksidasyonu artar. Yapilan deneysel calismalar antioksidanlarla tedavinin
mukozal oksidatif hasar Onledigini gostermistir. Organizmada siirekli bir sekilde
olusan serbest radikallerin zararli etkilerini 6nleyen antioksidan koruyucu bilesikler

oldugu gibi alinan besinlerle de 6nlenebilmektedir[53].

Karbontetrakloriir (CCly), deneysel karaciger harabiyati olusturmak amaciyla yaygin
olarak kullanilan ve peroksidant aktivitesi bilinen maddelerden biridir. CCl,’iin
metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller organizmalar iizerinde olumsuz
etkiler olusturmaktadir[54]. Bunlardan biri de safra kanali ttkanmasi sonucu olusan
kolestazistir[55]. Kolestazise bagl lipid peroksidasyonu meydana gelmektedir[56].

Karaciger hiicrelerinin  endoplazmik  retikuluma (ER) yerlesmis olan
monooksigenazlar tarafindan CCly’den bir klor atomu ayrilarak dayaniksiz bir
radikal olusur. Bu serbest radikal, doymamis yag asitlerinde ¢ok sayida bulunan
metil gruplarindan bir hidrojen atomu koparir ve onunla birlesir. Bu reaksiyon
sonucu bir taraftan kloroform olusurken, diger taraftan da yag asidi esterlerinin bir
serbest radikali ortaya cikar. Serbest radikallerin olusumu hiicredeki antioksidan
savunma sistemlerini agarsa membrandaki yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona
girerek peroksidasyon {iriinlerini olusturlar. Lipid peroksidasyonu (LPO),
organizmada bir serbest radikal etkisi sonucunda membran yapisinda bulunan
doymus yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastinlmasiyla baslar ve

malondialdehit (MDA) diizeyinin artmasina neden olur[57,58].

Bu durumda, hiicrede hiicresel karisikliklar1 azaltip, stres faktorlerinin etkilerini yok
ederek hiicrenin en uygun kosullarinda kalmasi i¢in ugrasan sistemler mevcuttur.
Bunlar siiperoksit dismiitaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
rediiktaz (GR), glutatyon (GSH) ve katalaz (CAT) enzimleri ile Vitamin C, E ve iirik
asittir[57].
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Viicutta, antioksidanlar, hiicre metabolizmasinin dogal yan iiriinii olan “serbest
radikallerin” zararli etkilerini notralize ederek, anahtar hiicre bilesenlerini Korurlar.
Serbest radikaller, viicut tarafindan oksijen metabolize edilince veya yaninca
olusurlar. Hiicreler vasitasiyla tasimirlar, diger molekiillerin yapilarim bozup,
hiicresel zarara neden olurlar. Boyle hiicre hasarlarinin yaslanmaya ve ¢esitli saghk
problemlerine  katkida bulunduguna inamilmaktadir. Viicutta aktif olan
antioksidanlara ornek olarak A, C ve E vitaminleri ve polifenoller (cay veya

meyvelerde bulunan, bitki kimyasallarinin bir grubudur) verilebilir.

V. vinifera (iiziim) igerisinde bulunan proantosiyanidinlerin vaskiiler bozukluklarin
tedavisinde terapdtik etkinliklerinin olduklart gosterilmistir[S9]. Proantosiyanidinler
kondanse tanin olarak bilinen alt gruba aittir. Taninler hidroksile yapilardir,
karbonhidratlar ve proteinler ile ¢dziinmez kompleksler olustururlar ve bu 6zellikleri
ile bag dokusu korunmasinda 6nemli gorevler iistlenirler[59,60]. Proantosiyanidinler
meyvelerde, sebzelerde, kuruyemislerde, cekirdeklerde, c¢iceklerde ve kabukta
bulunan dogal antioksidanlardir ve serbest oksijen radikallerine ve oksidatif strese
kars1 biyolojik, farmakolojik ve terapotik etkileri vardir[61]. Resveratrol fitoaleksin
grubunda bulunan dogal, kuvvetli antioksidan etkili, fitokimyasal bir bilesik olup,
izim bitkisinin yaprak, kok ve govde kisimlarinda da bulunmasina karsin, meyve
kabuklarinda en yiiksek konsantrasyondadir. Resveratrol potansiyel kardiyoprotektif
bir maddedir. Madde, LDL oksidasyonunu inhibe etmekte, platelet agregasyonunu ve
diiz kas proliferasyonunu da inhibe etmektedir. Ayrica invivo calismlarada
resveratrol, sican karacigerinde yaglanmayi azaltmakta ve insan plataletleri ve
notrofillerinde de proatherojenik {iriinlerin olugmasini durdurmayi Onledigi de

bilinmektedir[60].

Bilimsel caligsmalarda nar suyunun yesil cay veya kirmizi sarap ile kiyaslandiginda
tic misli antioksidan giicline sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica 6nemli bir
miktarda potasyum, lif ve vitamin C ile niasin icermektedir. Nar ve nar suyu
titketiminin kanser, kalp krizi riskini azalttig1 ve 6zellikle eklem rahatsizliklarina iyi
geldigi bir gercektir. Kolestrolii, sekeri dengeliyor, ishali kesiyor, bagisiklik sistemini
giiclendiriyor. Nar igerdigi antioksidanlar sayesinde viicudun savunma sistemini

giiclendiriyor. Narin en 6nemli 6zelliklerinden biri de genel damar saglhigini 6zellikle
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de kalbi korumasidir. Bunu, viicudumuzdaki bazi enzimleri arttirip savunma

mekanizmamizi daha da giiclendirerek yaparlar[62,63].

2.6.3. Kolestaz Tipleri

Kolestazlar "ekstrahepatik - intrahepatik" olarak siniflandirilabilir. Bu iki grup
kolestazin klinik-laboratuar bulgularinin yanisira, histopatolojik bulgulari da her
zaman birbirinden kolayca ayrilamayabilir. Safra akisinin engellenmesi, ana safra
kanallarmin tikanmasimna baglh ise buna ekstrahepatik kolestaz denilmektedir.
Karaciger i¢indeki safra yollarinda safra akiminin yavaglamasi ise intrahepatik
kolestaz diye isimlendirilmektedir{64,65]. Intrahepatik kolestazin patojenezine
iliskin goriisler son yirmi yilda belirgin sekilde degismistir. Bu degisiklikler, safra ile
sekrete edilen bilesiklerin neler oldugu, bunlarin metabolizmasi ve safra akisi iizerine
nasil etki yaptig1 konularindaki bilgilerin artmasindan ileri gelmektedir. Ayrica diger
sekresyon yapici epitel i¢cin gelistirilen kavramlar, hepatositlere ve safra olusumuna
uygulandig1 i¢in, intrahepatik kolestaz konusu biraz daha aciklik kazanmaktadir[

67,68].
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Cizelge 6. Kolestaz nedenleri[66].

Intrahepatik Kolestaz

Ekstrahepatik Kolestaz

Hepatitler (Viral, otoimmun)
Pirimer bilier siroz
[la¢ ve hormonlar
Sistematik infeksiyonlar ve sepsis
Karacigerin infiltratif hastaliklar
Gebelik

Selim tekrarlayan kolestaz

Koledak tasi
Kolanjiokarsinom
Pankreas bas1 tiimorii
Papila tiimorii
Pankreatitler
Safra yollarinda striktiir

Sklerozan kolanjit
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmada, 48 adet (22-26 gr) Swiss albino tipi fare kullanildi. Hayvanlar disi
erkek ayirimi yapilmaksizin dort esit gruba aynildi. 12 saat 151k ve 12 saat karanlik,
yaklasik 22+2°C sicaklik ve nem orani %5045 olan bir ortam saglandi. Her giin 1.
Gruba (Kontrol grubu) standart fare yemi ve su verilirken, IL., IIl. ve IV. Gruplara
standart fare yemi ve canli agirlik basina 2 ml/kg CCly olacak sekilde agiz yoluyla
yemle karistirilarak 12 hafta boyunca her giin verildi.

12 hafta siiren CCly uygulamasindan sonra uygun laboratuar kosullarinda deney
grubunda yer alan 36 adet fareden 6’s1 ve kontrol grubundaki farelerden 2’sinden
alman karaciger ornekleri % 10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda tespit
edilerek rutin islemlerin ardindan Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda incelendi. CCl4 uygulamasinda olan fareler ile kontrol grubunda
yer alan fare karaciger dokulan karsilastirildiginda, CCl; uygulanan farelerin orta
siddette intrahepatik kolestazli oldugu tespit edildi. Rapor sonuglarindan sonra
kolestazli 30 hayvandan 10 tanesinin uygun laboratuar kosullarinda karaciger
dokular1 alind1 ve biyokimyasal testler i¢cin -20 °C’ de derin dondurucuda bekletildi.
Bundan sonraki asamada; kolestazli olduklari tespit edilen farelerden geriye kalan 20
adedi iki esit gruba ayrildi. Hayvanlarin viicut agirliklar1 alinarak I. Gruba canh
agirlik basina 500 mg /kg siyah germe c¢ekirdekli[69] liziim (Vitis vinifera) yem
kivamina getirilerek, II. Gruba canli agirlik basina 500 mg/kg nar (Punica granatum)

meyveleri oral yolla 8 hafta boyunca her giin verildi.

3.1.2 Dokularin Alinmasi ve Homojenizasyonu

8 hafta sonra uygun laboratuar kosullarinda karaciger dokular1 alindi ve diger
islemlere kadar -20 °C’ de derin dondurucuda bekletildi. Derin dondurucudan
cikarilan karacigerler homojenizasyon iglemi i¢in tartilarak 1 gram doku basima 9 ml
kadar (1:10) ml potasyum fosfat tamponu ile homojenizasyon tiipiine alindi. 60 sn

13500 rpm’ de ultra turrax T.25 tipi homojenizatorde homojenize edildi, sonra
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santrifiij tiipiine bosaltildi. Bundan sonra 3500 rpm’ de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi.
Santrifiijden ¢ikan numunelerin siipernatan kismi ependorf tiiplere alindi. Tortu
kismi atildi. Ependorf tiipteki stipernatanlar -20 °C* de MDA ve GSH o6l¢iimleri i¢in

derin dondurucuda saklandi.

Cizelge 7. Kullanilan fare yeminin icerigi

Karisim %
Bugday 10
Misir 23
Arpa 15
Kepek 8
Soya 26
Balik unu 8
Et-kemik unu 4
Melas 5
Tuz 0.8
Vitamin+mineral 0.2

Vitamin A, D3, E, K3, B1 ve B12, Nikotinamid, Folik asit, Biotin, Mn, Fe, I, Co, Se,
Antioksidan(buthilhidroksitoluol) ve Ca.

3.1.3. Calismada Kullanmilan Aletler

e Spektrofotometre (Tecan Spectre III, A 5082, Uniequip, Austria)
e Vorteks (Velp Scientifica, ZX3, Italy)

e Santrifiij (Helius, Germany)

e Calkalayici (Heidolph promax 2020, Germany)

e Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland)

¢ PH metre (Orion, 420 A, USA)

e Manyetik karistirict (Niive, MK 318, Tiirkiye)

¢ Derin dondurucu (Arcelik, 2560, Tiirkiye)

¢ Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)
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e Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl, Ependorf,
Varipette 4710, Germany)
e [Isis1 ayarlanabilir su banyosu (Clifton, England)

e Ultra Turrax T.25 tipi homojenizatér ( IKA )

3.1.4. Calismada Kullamilan Sarf Malzemeleri
e Etanol (Merck)
e TBA (Sigma)

e TCA (Merck)

e DTNB (Sigma)

e Perchloric acid %60 (Merck)

e Trisma (Merck)

e K,HPO, (Merck)

e KH,PO, (Merck)

e KCI (Merck)

e NaOH (Merck)

e Na,HPO,4 (Merck)

¢ 1,5 mI’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri
e Otomatik pipet ug¢lart

e 10 mI’lik cam ve poly etilen santrifiij tiipleri

e CCl; (Merck, FRG Darmstadt )

3.1.5. Calismada Kullanilan Cozeltiler

- Doku Homojenizasyonunda Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu / 0.15 M KCI ¢ozeltisi (pH: 7,4)
e 17418 g Ky;HPO,

e 0.15M KCI(11.475 g/L ¢ozeltisinde 1 L’ye tamamlanir)
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e (Cozeltinin pH’s1 NaOH ile manyetik karistiricida pH: 7.4’e ayarlanir.

e Distile suile 100 ml’ye tamamlanir.

- GSH Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler

Trisma
® 48,46 gr Trisma
e 1000 ml distile suda ¢oziiniir

e pHHClile 8,9’ a ayarlanir

TBA

0,67 gr TBA

60 ml % 10’luk perklorik asitte ¢oziiniir

100 ml distile su ile tamamlanir

4 °C’ de saklanir

% 10’ luk TCA Cozeltisi
e 10 mg TCA

¢ Distile suile 100 ml’ ye tamamlanir.

DTNB Cozeltisi
e 0,099 gr DTNB
e 25 ml absolut metanolde ¢6ziiniir ve koyu renkli sisede dolapta saklanir.

- MDA Olciimiinde Kullamlan Cozeltiler

TBA

0,67 gr TBA
e 60 ml % 10’luk perkloriik asitte ¢oziiniir
e 100 ml distile su ile tamamlanir

e 4 °C’ de saklanir
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% 10’ luk TCA Cozeltisi

¢ 10 mg TCA distile suile 100 ml’ ye tamamlanir
Renk Ayraci

e 3 kisim TCA + 1 kissm TBA

Serum fizyolojik su

3.2. METOT

Uygulanan metotlarin rutin hale getirilmesi i¢in arastirmaya baslamadan 6nce gerekli
on calismalar yapildi. Arastirmadan daha iyi sonuglarin alinmasi amaciyla en duyarh
metotlarin kullanilmasina ¢alisildi. Homojenizat hazirlanmas1 metotlarda belirtildigi

sekilde yapildi.

3.2.1. Dokuda Lipit Peroksidasyonu (MDA) Tayini

Dokuda lipit peroksidasyonu (MDA) belirlemek icin Placer ve ark.[71]nin

tanimladigi spektrofotometrik yontem kullanildi.

3.2.1.1. Prensip

pH’nin 3.4 oldugu aerobik bir ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile iist kistmdaki
organik tabakanmin 100 °C’de inkiibasyonu, lipit peroksidasyonunun sekonder bir
iriinii olan malondialdehidi (MDA) olusturmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe
renkli bir kompleks yapar. Pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak

Olctimii ile lipit peroksidasyonu saptanir.

Standart egri ¢izimi i¢in 1, 1, 3, 3 tetraecthoxypropane’den 10ul alindi. Daha sonra 10
ml absolut ethanolde ¢oziilerek +4 °C’de koyu bir sisede saklandi. Bu stok ¢ozeltiden
farkli konsantrasyonlarda c¢alisma cozeltileri hazirlanarak standart egri ¢izildi.
Belirlenen absorbans degerleri MDA standart egrisinden nmol/gr.yas doku olarak

hesaplandi.
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3.2.1.2. Metot

Her tiipe 0,2 ml siipernatan, iizerine 2 ml renk ayraci konuldu ve tiipler portiipe
yerlestirildi. Tiiplerin agizlarina tipa konularak 10 dk kaynar suda kaynatildi. Tiipler
kaynar sudan c¢ikartildiktan sonra musluk suyunda sogutularak yine musluk suyu
konulmus bir kapta 10 dk bekletildi. Kor i¢in de yine bir tiipe 0,2 ml serum fizyolojik
ve 2 ml renk ayraci (3 kisim % 10’luk TCA + 1 kisstm TBA) konuldu. Sonra tiipler
3000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiiplerin iizerindeki
siipernatanttan 1 ml alind1 alinarak quartz tiipe konularak 532 nm’ de absorbans

degerleri okundu. Spektrofotometre kore karsi sifirlandi.

3.2.2. Dokuda GSH Tayini

Dokuda GSH diizeylerini belirlemek icin Sedlak ve Lindsay [72]’in tamimladigi

spektrofotometrik yontem kullanildi.

3.2.2.1. Prensip

GSH’nin siilfidril grubunun asitte ¢oziinerek, tiyol grubunun enzimatik veya
kimyasal islemler ile Olciilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini olusturur.
Belirlenen absorbans degerleri GSH standart egrisinden pmol/gr.yas doku olarak

hesaplandi.

3.2.2.2. Metot

0,1 ml homojenizat alindi. Uzerine 0,5 ml % 10’ luk TCA konuldu ve 3000 rpm’ de
5 dk santrifiij edildi. Stipernatanttan 0,5 ml alinarak iizerine 2 ml Tampon II konuldu
ve hazirlanan DTNB’ den 0,1 ml konularak 5 dk bekletildi ve 412 nm’ de distile suya
kars1 okundu. GSH standartlar1 da aynmi protokol gerceklestirilerek calisildi ve

standart egri ¢izilerek miktar tayini yapildi.

46



3.3. istatistiksel Hesaplamalar

One-way (ANOVA) bilgisayar programi kullanilarak gruplar arasindaki farkliliklarin
istatistiksel onemliligi SPSS paket programi ile gerceklestirildi. Anlamlilik derecesi,
p<0.05 kabul edildi[73].
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4. BULGULAR

Flavanoidler, proantosiyanidinler ve polifenoller gibi yiiksek antioksidan ozellikli
bilesikleri iceren cekirdekli siyah iiziim ve nar meyvelerinin karbon tetrakloriir
(CCly) ile kolestaz olusturulmus fare karacigerlerinde, lipid peroksidasyonu (MDA)
ve indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan bu ¢alismada
GSH ve MDA degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi Cizelge 8 ve 9°da
sunulmustur. Resim 1°de ise fare karaciger hiicrelerinde safra pigmenti birikmesi
sonucu meydana gelen kolestaz gosterilmistir.

Calismada saglikli grup ile kolestazli grup karsilastirildiginda, saglikli grupta GSH
degeri 24,68 + 1,38 umol/gr.yas doku, kolestazli grupta 13,57 + 2,84 pmol/gr.yas
doku olarak saptanmistir. Yine saglikli grupta MDA degeri 45,40 + 3,00 nmol/gr.yas
doku, kolestazli grupta ise 80,91 + 5,74 nmol/gr.yas doku olarak saptanmistir. Bu
sonu¢ bize organizmada kolestaz varliginda lipid peroksidasyonunun arttigini
gostermektedir.

Kolestazli grupla, saglikli grup MDA ve GSH yo6niinden karsilastirildiginda, anlamh
artig gosteren MDA ile anlaml bir diisiis gosteren GSH parametreleri, ayrica iiziim
ve nar meyveleri kolestazli farelere verilerek bu iki parametrede meydana
gelebilecek degisimler ortaya konulmaya calisildi. Kolestazli grup ile iiziim
uygulamasina tabi tutulan kolestazli grup karsilagtirildiginda, kolestazli grupta GSH
degeri 13,57 + 2,84 umol/gr.yas doku iken, iiziim verilen kolestazli grupta 32,7 + 2
pmol/gr.yas doku; MDA degeri ise kolestazli grupta 80,91 + 5,74 nmol/gr.yas doku,
iziim verilen grupta 38,8 + 3,1 nmol/gr.yas doku olarak tespit edilmistir. Diger
taraftan kolestazli grup ile nar verilen kolestazli grup karsilastirlldiginda, kolestazli
grupta GSH degeri 13,57 £ 2,84 pmol/gr.yas doku iken nar uygulanan kolestazli
grupta 33,21 £ 1,94 pmol/gr.yas doku; MDA degeri ise kolestazli grupta 80,91 +
5,74 nmol/gr.yas doku , nar verilen grupta 36,6 + 2,63 nmol/gr.yas doku olarak tespit
edilmistir.

Uziim ve nar verilen gruplarda GSH diizeyleri kolestazli gruba gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis (p< 0,05) gostermistir. Ayni1 sekilde tiziim ve nar verilen
gruplarda MDA diizeyleri kolestazli gruba gore anlamli bir diisiis (p<0,05)

gostermistir.
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Kontrol ve deney gruplarina ait GSH ve MDA diizeylerinin ortalama, standart hata
ve gruplar arsindaki onemi ¢izelge 8 ve 9’da sunulmustur. Ayrica gruplar aras1t GSH

ve MDA diizeylerinin grafiksel olarak degisimi ise Sekil 4 ve 5’te belirtilmistir.

Resim 1. Hepatosit sitoplazmasinda safra pigmenti (ok). Fare 2. HEx40.
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Cizelge 8. Kontrol ve kolestazli gruplara ait GSH ve MDA degerlerinin istatistiksel

olarak karsilastirilmasi

Kontrol Grubu Kolestazli Grup

(n=10) (n=10)
X +SD X +SD

MDA

(nmol/gr.yas 45,40 + 3,00 80,91 + 5,74
doku)
GSH

(umol/gr.yas 24,68 + 1,38° 13,57 + 2,84°
doku)

n: Her gruptaki hayvan sayisi

a, b, c: Aymi satirda yer alan farkli harfler arasinda istatistiki olarak p< 0,05’e gore
fark vardir.

X * SD: Otalama * Standart Sapma

Cizelge 9. Kolestazli grup ile nar ve iiziim verilen kolestazli gruplarin GSH ve MDA

degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Kolestazli grup ~ Uziim verilen Nar verilen
(n=10) kolestazli grup  olestazli grup
(n=10) (n=10)
X +SD X +SD X+SD
MDA
(nmol/gr.yas 80,91 + 5,74 38,8 +3,1° 36,6 +2,63°
doku)
GSH
(umol/gr.yas 13,57 +2,84° 32,7 +2° 3321 +1,94°
doku)

n: Her gruptaki hayvan sayisi

a, b, c: Ayni satirda yer alan farkli harfler arasinda istatistiki olarak p< 0,05’e gore
fark vardir.

X * SD: Otalama * Standart Sapma
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S. TARTISMA ve SONUC

Calismada deneysel karaciger harabiyati olusturmak amaciyla yiiksek peroksidant
aktiviteye sahip CCly kullamlmistir. Yapilan histopatolojik incelemeler sonunda
farelerin kolestaz oldugu ortaya konulmustur.

Cesitli arastirmacilar tarafindan kolestaz hastaligi varlifinda, serbest radikallerin
artmast sonucu hiicrelerde lipit peroksidasyonun olusturdugu oksidatif hasara bagh
olarak, hiicre membran biitiinliigiiniin bozuldugu, DNA zincirlerinde kopma oldugu,
proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin degistigi bildirilmekte ve sonug olarak cesitli
biyolojik indikatorlerin diizeylerinde artis meydana geldigi; s6z konusu
modifikasyonlarin, yangi olusumuyla birlikte ortaya c¢ikan klasik bulgularla iligkili
oldugu ifade edilmistir[54, 56,70].

Pek cok arastirmaci tarafindan CCly hasarli karaciger ve diger dokularda meydana
gelebilecek LPO diizeyleri eksojen antioksidanlarla degerlendirilmistir. Biz de bu
caligmamizda icerdigi resveratrol, proantosiyanidin, flavanoidler, polifenol,
antosiyanin v.b. bilesikler sayesinde antioksidan ozelligi yiiksek cekirdekli siyah
lizim ve nar meyvelerinin kolestaz farelerde MDA ve GSH diizeylerini nasil
etkileyebilecegini aragtirmaya calistik.

Asma bitkisinin yapraklarinda, dallarinda, meyvesinde ve ozellikle ¢ekirdeklerinde
bol miktarda bulunan resveratrol potansiyel kardiyoprotektif bir maddedir. Madde,
LDL oksidasyonunu, platelet agregasyonunu ve diiz kas proliferasyonunu da inhibe
etmektedir. Ayrica invivo ¢alismalarda resveratrol, sigan karacigerinde yaglanmay1
azaltmakta ve insan plataletleri ile nétrofillerinde de proaterojenik iiriinlerin
olusmasii durdurmay:r da saglamaktadir. 1995 yilinda Italya'da yapilan bir
arastirmada 150 mg {iziim c¢ekirdeginin agri, yanma karincalanma hissini ve
atardamarlarin sisme derecesini azaltmada, yaygin olarak kullanmilan bir kimyasal
ilagtan daha hizli ve uzun siireli etkili oldugu bulunmustur[60]. 1985 yilinda da
Fransa'da 92 hasta iizerinde yapilan kiir kontrollii bir deneyde, 28 giin boyunca 300
mg {iziim c¢ekirdegi kullanmanin agn, karincalanma, geceleyin giren bacak
kramplarini ve siskinligi %50’den daha fazla azalttig1 gosterilmistir[60].

Yapilan bir aragtirmada Ozel, [61] rat karacigerlerinde iskemi/ reperfiizyonun (i/R)

neden oldugu hasarin MDA ve GSH iizerinden degerlendirilmesi ve iiziim cekirdegi
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proantosiyanidin ekstresi (GSPE) uygulamasinin bu parametrelerde olusabilecek
etkilerini degerlendirmeyi amaglamistir. Sonucta GSPE’ nin MDA diizeylerini
diisiirerek karaciger dokusunu reperfiizyon hasarindan korudugu, yine GSPE verilen
grupta IR grubuna gore daha az diisiis oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir. Bu calismada bizim ¢alismamizda oldugu gibi iiziim
cekirdeginin antioksidan 6zellik gosterdigi ortaya konulmustur.

Diger taraftan kolestazin organizmaya verdigi zarari ortadan kaldirmaya yoOnelik
yapilan arastirmada Ohta ve ark. [64] sicanlar lizerinde CCl4nedenli kolestaza karsi
antioksidan 6zelligi yiiksek susam ve susam yagini ¢alismig, CCls’ iin neden oldugu
hasar1 azalttigin1 saptamig; bu durumu susamin kimyasal yapisina baglamistir.
Susamin yapisinda  bulunan metilendioksibenzen, izosafrol, safrol,
metilendioksianilin gruplar metilendioksi yapisina sahip olup, susamin antioksidan
ozelligi bu yapiya baglanmistir. Bizim calismamizda ise MDA’y1 diisiiriicii etki
gosteren asil yapinin liziim ve nar meyvelerinde bulunan ¢esitli fitodstrojenlere bagl
olarak etki gosterdigi ortaya konulmustur.

Bir baska calismada Giiven ve ark. [74] deneysel olarak fare karaciger ve
bobreklerinde CCl4 nedenli oksidatif hasara karsi iyi bir antioksidan olan vitamin E
ile bir probiyotik olan kefirin koruyucu etkisini arastirmislar ve kefirin vitamin E’ ye
gore daha koruyucu etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.Sultana ve ark. [75]
12-O-Tetradecanoyl-13-phorbol acetat hasarli farelerde canli agirlik basina 5,0 mg
ve 10,0 mg kg~ dozunda verilen iiziimiin oksidatif stresi inhibe ettigi, bununla
beraber tiikenmis glutatyon ile aktiviteleri durdurulmus antioksidan enzimlerin
yeniden aktive olduklarini ortaya koymuslardir.

Bradamante ve arkadaslar1 [76] ise resveratroliin iskemi/reperfiizyon modellerinde
farmakolojik  “preconditioning” yani ilk uygulama etkisi yarattigin

vurgulamiglardir.

Erkasap ve ark. [77] resveratrolii, deney Oncesi iki hafta diizenli uygulama ve hemen
Iskemi ©ncesi uygulama olarak iki ayr1 zaman diliminde vermisler. Yapilan
calismalarda resveratroliin iskemiden koruyucu etkileri 10-6 ile 10-9 g/kg araliginda
farkli dozlarda arastirilmis ve en etkili dozun 10-6 g/kg oldugu gosterilmistir.

Calismada tiim ila¢ gruplarinda resveratrol 10-6 g/kg dozunda uygulanmis, gruplar
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icinde iskemi sonrasi en iyi hemodinamik performansi iki hafta ilag uygulanan
gruplar gostermistir. Resveratrol tiziimiin yapisinda bulunan bir fitodstrojendir [ 78].
Fitoostrojenlerin  Ostrojenik ve antidstrojenik oOzellikleri temel olarak endojen
Ostrojen olan 17-B-0stradiol’e yapisal ve islevsel benzerligi nedeniyle Ostrojen
reseptorlerine kolay baglanmasiyla aciklanmaktadir [79].

Orhan ve ark. [80] asma yapraklarindan (Vitis vinifera) EtOAc 25 mg/kg, n-BuOH
80 mg/kg ve R- H,O 375 mg/kg olacak sekilde ii¢ ayr1 siv1 ekstrakt olusturulup canh
agirlik basina 500 mg/kg oral olarak vermislerdir. Bu ekstraktlar iizerinde ayrica bir
analiz yapilip cok yiiksek oranda tanin, flavonoid konsantrasyonuna sahip EtOAc
ekstraktinda MDA seviyesinin anlamli bir diisiis, GSH’ 1n ise yiikselme gosterdigi
ortaya konulmustur.

Jayaprakasha ve ark. [81] liziim ¢ekirdegi ekstraktlar1 besin iiriinlerini saglikli olarak
saklama kosullarina elverigli olabilecegi diisiincesinden yola c¢ikarak, iiziim
cekirdeklerini aseton, etil asetat, metanol ve farkli ¢oziiciilerle ekstraksiyonlar1 B-
karoten-linoleate ve linoleik asit peroksidasyon yontemiyle antioksidan aktivitelerine
bakilmigtir. 100 ppm konsantrasyonda EtOAc ekstraktlarimin digerlerinden daha
fazla antioksidan 6zellik gosterdigi saptanmistir.

Pazos ve ark. [82] {iiziimii fenolik bilesimlerini elde etmek icin yaptiklar ¢calismada
lizim meyvelerinden cikardiklar1 flavonoidleri yagh bir balik olan uskumrunun
kaslarindan olusmus kiyma porsiyonuna uygun miktarda ekleyip -10 °C’ de 5-6 ay
boyunca monomer flavonoidlerle oligomer flavonoidler karsilastirilmig, sonugta
oligomer yapidaki polifenoliin ¢ok yiiksek antioksidan oOzellik gosterdigi
saptanmistir. Bu calisma ile de liziimiin icerdigi fitokimyasallar ile saglik iizerine

bir¢cok olumlu etkisi oldugu ortaya konulmustur.

Deliorman ve ark. [83] ratlarda CCl, ’iin neden oldugu hepatoksititeye karsi asma
yapraklar1 ile dort farkli ekstrakt hazirlamis, hayvanlara intraperitonal olarak
vermislerdir. Sonug¢ olarak bunlarin icinden EtOH ekstraktinin 125 mg/kg oraninda
verilen grupta diger gruplara gére MDA seviyelerinde 6nemli 6l¢iide azalma GSH
seviyesinde ise artig s6z konusu oldugunu ortaya koymuslardir.

Biz de ¢alismamizda farelere oral olarak 8 hafta boyunca her giin siyah cekirdekli

tiziimden elde ettigimiz sulu yem karisimimi 500 mg/kg olarak verdik. Kolestaza
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bagh olarak olusan lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA’nin kontrol
grubuna gore anlamh bir diisiis, GSH’ 1n ise artis gosterdigi saptanmistir.

Kotamballi ve ark. [84] nar meyvesinin kabuklarindan metanol ile yaptig1 ekstrakti
bir gruba vermis bunun yaninda aym sayidan olusan baska bir gruba da CCly
uygulamis ve sonugta, nar kabugu verilen grupta siiperoksit dismiitaz, katalaz ve
peroksidaz enzimlerinde bir azalma olmadigin1 bunun aksine CCl, uygulana grupta
bu enzimlerde azalma durumu tespit etmislerdir.

Hayek ve ark. [85] apolipoprotein E eksikligi bulunan farelerde aterosklerotik
lezyonlarin gelisimine nar suyunun etkisini arastirmak i¢in yaptiklart calismada,
erken aterogenezde dnemli rol oynayan oksidatif stresin nar suyu tiiketimiyle 6nemli
oranda kolestrol birikimini diislirdiigiinii ortaya koymuslardir.

Ricci ve ark. [86] narin meyvelerini, meyve suyunu ve meyve kabuklarin1 ayr ayri
etil asetat ile ekstrakte edip, antioksidan aktivitelerine bakmislar, meyve suyunun
icerisinde bol miktarda tanin bulunmasi dolayisiyla en yiiksek antioksidan kapasitede
oldugunu ortaya koymuslardir.

Sudheesh ve ark. [87] nar meyvesinin zengin flavonoid icerikli ekstraktim agiz
yoluyla ratlara her giin verip, sonrasinda yaptiklar1 analizlerde malondialdehit ve
hidroperoksit konsantrasyonlarinin diistiigtinii, buna karsilik katalaz, siiperoksit
dismiitaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz diizeylerinin ise artigimni tespit
etmislerdir.

Kaur ve ark. [88] Fe-NTA (ferrintrilotriasetat) ile fare karacigerlerinde
hepatotoksitite meydana getirdikten sonra oksidatif strese karsi nar ¢igeklerinden
elde edilen ekstraktlar intraperitonal olarak 50-150 mg/kg bir hafta boyunca verilmis.
Ekstraktlarin GSH seviyelerini korudugunu, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon-S-transferaz aktivitelerinin de arttigini tespit etmislerdir.
Padikkala ve ark. [89] gastiritin mide mukozasinda meydana getirdigi hasara karsi
nar ile yapilan ¢esitli ekstraktlar uygulamislar ve bu uygulamalar icerisinde metanol
ekstraktt 250 mg/kg ve 500 mg/kg dozlarda verildiginde siiperoksit dismiitaz,
katalaz, glutatyon ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidanlarin seviyelerinin arttig

ile mide mukozasinda narin koruyucu etkisinin oldugu sonucuna varmislardir.
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Sonu¢ olarak cesitli nedenlerle safra kanali tikamkligi ile olusan kolestazi,
caligmamizda karbon tetrakloriir (CCly ) vererek olusturmaya calistik. Hastalik
varhiginda meydana gelen oksidatif stresten organizmayir korumak igin; dogal
besinlerin igerdikleri polifenollerin endojen antioksidan enzimlerden biri olan GSH
ile lipid peroksidasyonu degisimlerini nasil etkileyebilecegini ortaya koymay1
amagcladik. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kolestaz farelere nar ve
cekirdekli siyah iiziimiin ayn1 oranda (500 mg/kg) her giin oral olarak verilmesiyle
MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamh bir diisiis, GSH’1n ise buna bagl
olarak artis goOsterdigi saptanmistir. Calismamiz ile elde ettigimiz verilerin ve
sonuclarin daha sonra yapilacak olan benzer calismalara kaynak ve yararli olacagi,
bu konu ile ilgili daha kesin sonuglara ulasabilmek icin ayrintili ve ¢ok sayida

calisma yapilmas1 gerektigi diisiincesindeyiz.
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