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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADH : Alkol dehidrogenaz
ALDH : Aldehit dehidrogenaz
ALD : Alkolik karaciger hastaligi
BHT : Biitillenmis hidroksitoluen
BHA : Biitillenmis hidroksianizol
CAT : Katalaz
cNOS : Yapisal nitrik oksit sentaz
DAS : Diallil siilfit
DADS : Diallil disiilfit
DATS : Diallil trisiilfit
eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
FAD : Flavin adenin diniikleotit
FMN : Flavin mononiikleotit
GER : Graniilli endoplazmik retikulum
GPx : Glutatyon peroksidaz
HDL : Yiiksek dansiteli lipoprotein
4-HNE : 4-Hidroksinonenal
H,0; : Hidrojen peroksit
HOCL : Hipokloroz asit
iNOS : Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein
MDA : Malondialdehit
MEOS : Mitokondriyal enzim okside eden sistem
NAD : Nikotinamid adenin diniikleotit
NADH : Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit
nNOS : Noronal nitrik oksit sentaz
NO : Nitrik oksit
NO’; : Nitrojen dioksit
NOS : Nitrik oksit sentaz
0, : Stiperoksit radikali
OH : Hidroksil radikali
(0)3 : Singlet oksijen
03 : Ozon
ONOO : Peroksinitrit anyonu
PUFA : Coklu doymamis yag asidi
ROOH : Lipid hidroperoksit
RO : Alkoksil radikali
RO, : Peroksil radikali
SR : Serbest radikal
SOD : Siiperoksit dismutaz
TBARS : Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
VLDL : Cok diistik yogunluklu lipoprotein



1. GIRIS VE AMAC

Bir fermantasyon {iriinii olan etil alkol, meyve ve tahillardaki karbohidratlardan
kolaylikla elde edilebildigi i¢in, tarihte yer alan tiim toplumlarda tiretilmis ve gliniimiize
kadar yaygin bicimde kullanilagelmistir. Sanayilesme siireci sadece alkol iiretimini
degil alkol kullanimina bagli sorunlari da arttirmistir. Alkole bagli sorunlar sadece alkol
kullanan kisileri degil tiim toplumlari derinden etkiler hale gelmistir.

Etanol suda kolay ¢oziindiigiinden ve absorbsiyonu kolay oldugundan alindiktan
sonra hizla kan dolagimina katilir ve dokulara dagilir. % 90’1 ince barsaklarin tist
kismindan emilir. Neredeyse tamami karacigerde metabolize edilir ve bu nedenle toksik
etkilerin en ¢ok goriildiigli organ karacigerdir. Olusan ilk patolojik bozukluk, karaciger
yaglanmasidir ve alkole bagh karaciger hastaligimin ilk basamagi olarak
nitelendirilebilir. Metabolizma sonucu olusan asetaldehidin kendisi de toksik bir madde
olup, aldehid oksidaz tarafindan metabolize edildiginde, demir varliginda serbest radikal
olusumuna yol agar. Cesitli hiicresel yapilarla bilesik olusturarak, bu yapilarin antijenik
ozellik kazanmalarima ve immun cevap olusumuna neden olur. Alkoliin etkisiyle
lipopolisakkaritlerin  barsaktan gecisi arttigi icin karacigere notrofillerin  ve
makrofajlarin infiltrasyonu baslar ve olay yaglanmanin Otesine gegerek bir
inflamasyona doniisiir ve kiside alkolik hepatit bulgular1 ortaya c¢ikar. Bu donem,
alkolik karaciger hastaliginin ikinci evresidir. Son evre olan siroza gidis, yillar
alabilecegi gibi hepatit bulgular1 ortaya ¢ikmadan dogrudan sirotik evreye girebilir. Bu
tic donem genellikle birbirini takip ederse de alkole karsi direnc kisisel farkliliklar
gosterdigi igin hastalik esigi olarak belirli bir doz tanimlamak miimkiin degildir.

Hastaligin kotiiye gidisini engellemede en etkili yol, hi¢ kuskusuz alkoliin
birakilmasidir. Ancak geri doniisiin oldugu evre asilmigsa bu tedbirin de yarari
olmayacaktir ve bagka tedavi yollarina bagvurmak gerekecektir. Tedavi igin uygun
ilaglarin secilmesi veya gelistirilebilmesi i¢in de, alkoliin viicuda nasil zarar verdigi
bilinmeli ve bu zararlar1 bertaraf etmede etkili bilesikler belirlenmelidir. Bu arastirmalar
icin denenen bir ¢ok sentetik ve dogal maddeler mevcuttur ve bunlardan bazilari da tipk:
sarimsak preperatlarinda oldugu gibi bitkisel kokenlidir.

Sarimsak asirlardir bilinen ve kullanilagelen bir bitki oldugu i¢in, cok farkl
preperatlart  gelistirilmistir. Giiniimiizde de bunlarin ticari sekilleri kullanima
sunulmustur. Bunlar; dehidrate sarimsak tozu, sarimsak yagi, dogal sarimsak suyu, kuru

sarimsak ekstresi ve benzeri preperatlardir.



Sarimsak genel olarak, antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antitrombotik,
hipolipidemik, antikarsinojen ve bir ¢ok baska etkisi halen arastirilmakta olan bir
bitkidir. Ancak yiiksek dozlarmin oksidan etkisi oldugu ve kullanimmin sinirsiz
olamayacagi da arastirmalar sonucu ortaya ¢ikan bir 6zelligidir.

Alkoliin metabolizmas1 sonucu ortaya ¢ikan zararli metabolitlerin en
onemlilerinden biri de serbest radikallerdir. Bunlarin acilen zararsiz hale getirilmesi
gerekir. Bu amagcla antioksidan 6zelligi kanitlanmis preperatlarla birlikte sarimsak gibi
onemli antioksidan potansiyele sahip besin maddelerinden de yararlanilabilir.

Alkol ile birlikte alinmas1 kolay besin maddelerinin, alkole bagh zararli etkileri
ortadan kaldirmada pratik faydalarinin olacagin diisiinmekteyiz.

Alkole bagh karaciger yaglanmasi ve alkolik hepatitlerde sarimsagin iyilestirici
etkisini arastirmak ve bu etkiyi vitamin E ve melatonin gibi gii¢lii antioksidanlarin
etkileriyle karsilastirmay1 amaglamaktayiz.

Calismamizin alkole bagh karaciger hasari olusumu, hastaliktan korunma ve

tedavi siireglerini agiklamaya katkida bulunacagina inanmaktayiz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Karacigerin Yapisi ve Fonksiyonlari
2.1.1 Karacigerin Makroskopik Anatomisi

Karaciger karin boslugunun sag iist bolgesinin énemli bir kismini kaplayan en
biiyiik abdominal organdir. Erigskin erkekte 1400-1500 gram, eriskin kadinda ise 1200-
1400 gram agirhga sahiptir. Falsiform ligaman tarafindan sag ve sol loblara ayrilir.
Arka yiizde “kaudat lob”, sag alt yiizde de “kuadrat lob”denilen iki kii¢iik lob daha
mevcuttur. On yiiziin kiigiik bir kism1 hari¢, kaburga kemikleri karacigeri tamamen

kapatir. On yiizdeki bu kii¢iik kisim, karin &n duvariyla dogrudan temas halindedir (1).

Karaciger, hilumda kalilasan ince bir bag dokusu kapsiilii (Glisson Kapsiilii) ile
ortiilidiir. Hilumda, karacigere portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik

kanallar ve lenfatikler ¢ikar (2).

Karaciger kalp debisinin %25’ini alir. Abdominal organlar iginde ¢ift kan
kaynagina sahip tek organdir. Karacigere hepatik arter 400 mL/dk, portal ven 1000
mL/dk kan getirir. Portal venin tasidig1 kan, karacigere gelen kanin %70’ini olusturur.
Portal ven kan basinct 10 mmHg, hepatik arter kan basinci ise 5 mmHg kadar olup,
karaciger venlerinde 200-400 mL kan birikir. Bu kan, muhtemel sok veya hipovolemide

sistemik dolagimin takviye edilmesinde kullanilir (3,4).

Karacigerde sentezlenen safra kanalikiiller yolu ile, intrahepatik safra
kanalciklarina, buradan da sag ve sol karaciger safra kanallarina dogru akar. Sag ve sol
safra kanallar1 porta hepatiste birleserek “ductus hepaticus communis™ i olustururlar.
Biraz daha distalde safra kesesinden gelen “ductus cysticus”un da katilimiyla “ductus
choledochus™ adinmi alan safra kanali duodenumun ikinci kismina acilir (4).

Karacigerin sinir pleksusu; T 7-10. sempatik gangliyonlar, sag ve sol vagal sinir
ve sag frenik sinirden gelen dallarin ¢6lyak pleksus ile birlesmesinden olusur. Bu
pleksusa ait lifler karaciger icinde hepatik arter, portal ven ve safra yollar ile beraber

seyreder (5).
2.1.2 Karacigerin Mikroskopik Anatomisi

Karaciger lobiilleri; klasik lobiil, portal lobiil ve hepatik asiniis olmak {izere ii¢

farkh sekilde incelenebilir.



Klasik Karaciger Lobiilii: Tiim k&selerini portal triadin olusturdugu altigen

sekilli yapidir. Santral ven bu yapmin ortasinda yer alr.

Portal Lobiil: Bu yapi, merkezi portal alan olan ve k&selerini santral venlerin
olusturdugu hayali bir {iggendir (6).

Hepatik Asiniis (Rappaport asiniisii): Hepatik asiniis, karacigerin fonksiyonel
anatomik birimidir. Kan damarlar, asiniisiin periferine dogru 1smsal sekilde dagilirlar

ve siniizoidleri olusturarak santral hepatik vene drene olurlar (4).

Asintiis ii¢ bolgeye ayrilir. Bu alanlarin metabolik fonksiyonlar1 birbirlerinden
farkhdir. Alanlardan birincisi portal trakta en yakin olandir ve oksijence en zengin kam
ahr. Ugiinciisii ise en uzak ve oksijenlenmesi en az olan ve bu nedenle iskemik hasara

en duyarli olan alandir (7).

Sekil 1: Karaciger lobulleri

http//www.deltagen.com/targethistologyatlasatlas

PS: portal sistem, CV: santral ven



2.1.3. Karacigerin Sitolojisi

Siniizoidlerin i¢ yiizeyini endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri kaplar.
Boylelikle bu genis damar sisteminde akan kanin sekilli elemanlar1 hepatositlerle temas
etmez. Siniizoidal endotel hiicreler arasinda 0,5 um’lik agikhklar vardir ve ¢api 0,5
um’den kiiciik olan partikiiller goreceli olarak bu agikliktan daha kolay gegerler (6).
Boylece makromolekiillerin bir kism1 hepatositler tarafindan kandan alinip katabolize

edilirken, bir kism1 da (lipoproteinler, albumin, fibrinojen gibi) kana verilirler.

Karacigerde bes tiir hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatositler, endotel hiicreleri,
Kupffer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel hiicreleridir. Tiim hiicre

tiplerinin %80°ini hepatositler olusturur.
2.1.3.1. Hepatositler

Bu hiicreler polihedral, alti1 ya da daha fazla yiizeyli ve 20-30 pm ¢apinda, ¢ok
sayida mitokondri ve bir miktarda diizgiin yiizeyli endoplazmik retikulum igerigi
nedeniyle eosinofilik boyanan hiicrelerdir. Iki hepatositin bitisik oldugu yerde,
hiicrelerin arasinda tubuler bir aralik bulunur ve safra kanalikilii olarak adlandirilir.
Hepatositler arasinda bulunan siki baglanti bolgeleri “Gap Junction”lar hiicrelerin

fizyolojik aktivitelerinin koordinasyonunda onemlidir (2) .

Hepatositler, hem graniillii endoplazmik retikulum (GER) hem de graniilsiiz
endoplazmik retikulum agisindan olduk¢a zengindirler. GER, sitoplazma icinde
dagilmis kiimeler olusturur. Bu yapilardaki poliribozomlarda, albumin ve fibrinojen gibi
proteinlerin sentezi yapilir (2). Ayrica GER’de ¢esitli maddelerin viicuttan atilmasindan
once inaktive ve detoksifiye edilmesi i¢in gerekli olan oksidasyon, metilasyon ve

konjugasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilir.

Hepatositler, organizmada yag metabolizmasinin merkezi konumundadirlar.
Sentezledikleri safra tuzlari barsak liimeninde migel olusumunu saglar. Emilen yag
asitleri ya silomikronlar icerisinde veya albumine baglh olarak kan dolagiminda
tastmirlar. Onemli bir kismi karaciger tarafindan alinarak burada metabolize edilirler.
Yag asitlerinin bir kismi1 mitokondride p-oksidasyon siirecine girer. A¢lik durumunda
ise yag dokusundan serbest hale gecen yag asitleri karacigere tasinip burada keton
cisimlerine doniistiiriildiikten sonra enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere kas

dokusuna gonderilirler (8).



2.1.3.2. Endotel Hiicreleri

Karaciger damar yoniinden olduk¢a zengin bir organdir, bu nedenle endotel
hiicreleri agisindan da zengindir. Siniizoidler arteryel kan yanisira vendz kan da ihtiva
ederler, bu yiizden barsaklardan gelen ve organizmaya zararh olabilecek c¢esitli
kimyasal maddeler (ksenobiyotikler) ve mikroorganizmalar i¢in de kompleks bir filtre

gorevi goriirler.
2.1.3.3. Kupffer Hiicreleri

Orijin olarak monositlerinden koken alan ve perisiniizoidal alanda yerlesen,
lokal makrofajlardir (8). Fagosite edilen mikroorganizmalari ve yabanci cisimleri yikan
lizozom igerirler. Immunglobulinler ve komplemanlar igin resepttrleri vardir (4).
Antijen sunan hiicre olarak gérev yaparlar ve hiicresel immuniteyi aktive ederler (8).
Interlokinler (IL), tiimor nekroz faktér (TNF), kollajenaz, prostoglandinler ve

inflamatuar cevaba katilan diger faktorleri salgilarlar (4).
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2.1.3.4. Stellat Hiicreler

Deniz yildiz1 gériiniimtindedirler. Siniizoidlerin duvarida bulunurlar ve yiiksek
miktarda retinol igerirler. Organizmadaki retinol deposunun ¢ok dnemli bir kismi bu
hiicrelerde bulunmaktadir. Stellat hiicreler aktive olduklarmmda Disse mesafesine
kollajen salgilamaya baslarlar. Bu da fibrotik siireci baslatan majér nedenlerdendir,
ancak geri doniisiimsiiz degildir. Hepatositten salinan metalloproteinaz enzimi, hasar
goren alandaki fibrotik dokuyu parcalar ve yok eder. Stellat hiicrelerin apopitoza
ugratilmasiyla teorik olarak, fibroz doku olusumunun yavaslatilabilecegi, hatta ortadan

kaldirilabilecegi diistiniilmektedir (8).
2.1.3.5. Safra Kanah Epitel Hiicreleri

Hepatosit arasindaki safra kanalcigindan baslayan safra kanallari, safrayr kanimn
ters yoniinde yani klasik lobuliin merkezinden periferine dogru tagirlar. Periferde safra,
safra kanalciklarina ya da “Herring kanallari”na girer. Daha sonra Herring Kanallar
portal triaddaki safra kanallarina agilir. Ana safra kanali, duodenumun ikinci kisminda

sonlanir (2).
2.2. Karacigerin Biyokimyasal Fonksiyonlar:

Karaciger; karbohidrat, protein, lipid, porfirin ve safra tuzlar1 metabolizmasinda
gorevli organdir. Immunglobulinler hari¢ plazma proteinlerinin ¢ogunlugu karacigerde
sentezlenir. Burasi ayni zamanda demir, glikojen, lipidler ve vitaminlerin depolandig:
yerdir. Bunun disinda karaciger, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ile bilirubin,
amonyak ve flire gibi metabolik son iriinlerin uzaklastirilmasinda Onemli rol

oynamaktadir (9).

Karacigerin temel fonksiyonlar: sunlardir;
2.2.1. Karbohidrat Metabolizmasi

Karaciger ozellikle kanda normal glukoz konsantrasyonunun devamliliginin
saglanmasinda onemli rol oynar. Karbonhidrat¢a zengin 6giinlerden sonra dolasimdaki
fazla glukozu ve monosakkaritleri alir. Glukoz disindaki monosakkaritleri de glukoza
gevirdikten sonra glikojen seklinde depolar. Kan glukozunda diisme oldugunda,

oncelikle depoda bulunan glikojen, glukoza doniistiiriiliir. Eger depoda glikojen



titkenmisse, glukoneogenez yoluyla laktat, gliserol veya amino asitlerden glukoz

sentezlenir ve kan glukoz dengesi korunur.

Karaciger karbohidrat ve proteinin fazlasint yag asidi ve trigliseride

doniistiirerek depolanmak tizere yag dokusuna gonderir.

2.2.2. Lipid Metabolizmasi

Karaciger yag asitlerini asetat iinitelerinden yeniden sentezlemesinin yanisira
plazmadan da alarak, yaglarin ve fosfolipitlerin sentezi icin kullanir. Sonrasinda bu

molekiilleri proteinlerle kompleks hale getirerek, lipoproteinler seklinde kana verir.

Hepatositler yag asitlerini keton cisimlerine doniistiirebilen hiicrelerdir ve uzun
siireli acliktan sonra sinir dokusu keton cisimlerini enerji kaynagi olarak kullanmaya
baslar. Ancak keton cisimleri miktar1 ¢ok arttiginda, plazma pH degeri belirgin sekilde
duiser ve siddetli ketoasidoza yol acarak hizli elektrolit degisimleri ve biling kaybina

neden olur.

Karaciger kolesterol sentezinin % 80’inin gerceklestigi organdir. Kolesterol,
hiicre membrani, safra asitleri ve steroid hormonlarin sentezi i¢in kullanilir. Ayrica
kolesteroliin bir kismi yag asitleri ile esterifikasyonun ardindan lipid damlaciklar
seklinde depolanir. Kolesteroliin geri kalan énemli bir kism1 serbest ya da esterlesmis
formda “¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler”in (VLDL) yapisia katilir, bunlar da diger
dokularda kullanilmak tizere kana verilirler. Ayrica karaciger, kolesterol ve kolesterol

esterleri igeren lipoprotein komplekslerini kandan alir ve yikima ugratir.
2.2.3. Safra Tuzlar1 Sentezi ve Salinimi

Safra tuzlarimin tek sentez yeri karacigerdir. Biyosentezleri kolesterole hidroksil
gruplarinin katilmasiyla baslar. Karacigerden salgilanan safranin % 65°i safra asidi, %
20’si fosfolipid, % 4’iu kolesterol, % 5’i protein, % 0.3’ii ise bilirubin ve safra
pigmentidir. Safra asitleri yag sindiriminde ve emiliminde 6nemli olduklarindan, yagda
¢Oziinen tiim vitaminlerin emilimi safra yardimiyla olur. Safra salimmindaki aksakhk K
vitamini eksikligine ve dolayisiyla pihtilasma faktorlerinin sentezinde bozulmaya yol

acar.



2.2.4. Depolama Fonksiyonu

Karaciger sadece karbohidratlarin degil bunun disinda, demir, yagda ¢oziinen
vitaminler (A, D, E, K), vitamin B12, folik asit, demir ve bakir’t da depolar. Bu
maddelerin eksikliklerinde depolandiklari yerden salinarak kullanilirlar. Ancak bakir

gibi bazi maddelerin fazlaca depolanmasi sagligi tehdit edebilir.
2.2.5. Sentez Fonksiyonu

Karacigerde trigliserid, yag asidi, kolesterol ve safra asidi sentezinin yanisira
birgok protein sentezi de gerceklesir. Sentezlenen proteinlerden bazilari; albumin,
prealbumin, seruloplazmin, o-1 antitripsin, haptoglobin, ;-mikroglobulin, transferrin,

a-fetoprotein, transkobalamin, apoferritin ve ¢esitli koagiilasyon proteinleridir.
2.2.6. Detoksifikasyon Fonksiyonu

Karaciger viicuda disaridan giren ilag, ksenobiyotik ve ¢gesitli zararli maddelerin
detoksifikasyonundan sorumlu oldugu gibi, viicutta ¢esitli metabolitlerin zararsiz hale

getirilmesinden de sorumludur.

Protein yikimindan ortaya ¢ikan amonyak, hiicreler icin toksik bir maddedir.
Karaciger, amonyagi mitokondriyel ve sitozolik enzimlerce katalizlenen bir takim

reaksiyonlarla tireye doniistiirerek idrarla atilmasini saglar.

Viicutta farkhi dokularda sentezlenen hormonlari metabolize ederek, atilmaya
hazir hale getirir (9,10,11,12).

Hemoglobin yikimindan sonra agiga c¢ikan ve retikiiloendotelyal sistemde
sentezlenen bilirubin de karacigerde glukronik asitle konjuge edilerek suda erir hale
getirildikten sonra safra yolu ile viicut disina atilir.

Alkol ve ilag bagimliligi gibi durumlarda karacigerin stirekli toksik maddelere
maruz kalmasi, zamanla detoksifikasyon islevinin bozulmasina neden olmaktadir.
Ozellikle giiniimiizde alkol kullanimimin yaygin olmasi, buna bagli sorunlarin daha sik

karsimiza ¢ikmasma neden olmaktadir.
2.3. Alkol

Madde bagimliliklar icerisinde en yaygim olani alkol kullanimidir. Etil alkol,

meyve ve tahillardaki karbohidratlarin fermentasyonu sonucu kolayca elde edilebildigi



icin tarih boyunca hemen hemen her toplumda iiretilmis ve kullanilmistir. Ozellikle
sanayi devriminden sonra alkol {iretimi ve tiiketimi hizla artmistir. Bunun dogal sonucu
olarak, alkole bagl sorunlar da es zamanli olarak artmistir. Alkoliin kisilerde yaptidi
agir ruhsal ve bedensel bozukluklar yaninda, kisiler arasi iliskiler bozulmakta, aile ici
sorunlar artmakta ve aile hayat1 olumsuz yonde etkilenmektedir. Is ve trafik kazalarinda,
yaralama, 6ldiirme ve intihar olaylarinda , is ve isgiicti kayiplarinda alkol en onemli

sorumludur (13).

Alkol, alinan miktara bagh olarak etkisi ¢ogunlukla uzun dénemde ortaya ¢ikan
ve fizyolojik bagimlilik olusturan bir maddedir. Metabolize edildigi en 6nemli organ

karaciger oldugu i¢in en ¢ok etkiledigi organ da karacigerdir.
2.3.1. Alkol Metabolizmasi

Etanol baslica iki yolda metabolize edilir:

1-ilk olarak etanol hepatosit sitozoliinde alkol dehidrogenazla (ADH)
“asetaldehide” okside olur. Asetaldehid de, mitokondriyal aldehid dehidrogenaz
(ALDH) tarafindan asetata doniisttriilir. Her iki basamakta da NAD, NADH’e
indirgenir. Sonucta; karbohidrat ve lipit metabolizmasi etkilenir, glukoneogenez
bozulur, sitrik asit dongiisiine giden substrat azalir. Asetil CoA, ketogenez ve yag asiti
sentezine yonelir. Mitokondrial yag asidi f-oksidasyonunun azalmasiyla birlikte degisen

redoks durumu da karaciger yaglanmasina (steatozis) neden olur (14).
CH;CH,OH + NAD" = ADH = CH;CHO + NADH

2-Etanol metabolizmasinda ikinci temel yol, etanolle indiiklenen mikrozomal
etanol okside eden sistemdir. Bu sistemin temel bileseni, sitokrom p-450 enzim
ailesidir. CYP2E1, bu enzim ailesinin E alt grubundan bir enzimdir. Bu ikinci yikilim
yolunda alkol asetaldehite ve asetaldehit de asetata okside edeilirken, es zamanli olarak
NADPH da NADP’ye oksitlenir. Bu yol serbest demirle iliskili olarak, oksidatif strese
yol acan serbest radikaller iiretir. Oksidatif stres yeterli biiyiikliikteyse, membran ve
lipoproteinlerdeki lipitler peroksidasyona ugrar, sonrasinda nekroz ve/veya apoptoz
gelisir. Asiniisiin periveniiler bdlgesinde (3. zon), CYP2E1 diizeyi yiiksektir. Bu
bolgede karacigerin diger bolgelerine gore kan akimi daha kisithdir. CYP2E1’in
etanolle reaksiyonu sirasinda oksijen kullanildigindan bu bolge doku hipoksisine daha

duyarlidir ve alkolden en erken etkilenen alandir (15).
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CH;CH,OH + NADPH" + H" + O, @ MEOS = CH;CHO + NADP" + 2H,0

MEOS’un etanol i¢in K, degeri 8-10 mM dir ve alkol dehidrogenazin Ky,
degerinden (0.2-2 mM) yiiksektir. Bu nedenle uzun siireli alkol kullanicilarinda alkol
metabolizmasinda primer oneme sahiptir. CYP2E1, diger P450 izoformlarina gore
ortama daha fazla 02' ve H,O, salar ve bu nedenle indiiksiyonu kronik alkoliklerdeki

oksidatif stresin nedenlerinden birsidir (16).

3-Etanoliin kii¢iik bir kism1 da, peroksizomlarda katalaz tarafindan okside edilir.
Ancak karacigerde, hidrojen peroksit konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in bu oksidasyon

yolunun alkol metabolizmasina katkis1 6nemsizdir (17).
H;CH,OH + H,O, = Katalaz @ CH;CHO + 2H,0

Siirekli alkol alimi1 CYP2E1’in sentezini arttirir. CYP2ET1, etanolii asetaldehide
oksitledigi gibi, aseton, biitanol, pentanol, anilin, parasetamol, pentan, halotan,
izofluran, kloroform, kokain ve karbontetrakloriir gibi bir ¢ok maddeyi de oksitler.
Ksenobiyotikler sitokrom P450 tarafindan daha reaktif tirtinlere doniistiiriilebildiginden,
bu enzimin indiiklenmis olmasi nedeniyle ksenobiyotik metabolitleri hizla ortaya ¢ikar

ve normaldekinden daha diisiik diizeylerde alindiklarinda dahi toksik etki g&sterirler.

Etanol metabolizmas1 sonucunda, asetaldehit, malondialdehit ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) gibi bir ¢ok reaktif {irlin ortaya ¢ikar. Proteinlerle reaksiyona
giren bu {riinler proteinlerin yapisini degistirerek, immun yaniti tetikleyen yeni
antijenlerin ortaya ¢ikmasma neden olur. Boylelikle alkoliklerde inflamatuvar yanit

tetiklenmis olur (18,19).
2.3.2. Alkolik Karaciger Hastalig1 (ALD) ve Olusum Mekanizmasi

Alkol alimi gelismis tilkelerde goriilen karaciger hastaliklarinin en yaygin
nedenidir. Genel olarak riskli alkol dozu giinde 80 gram olmakla beraber, kadinlarin
mide mukozasinda alkol dehidrogenaz diizeyi daha diisiik oldugu igin kan alkol
konsantrasyonlar1 erkeklere kiyasla daha kolay etkilenir. Kronik tiiketim aralikli

alimdan daha risklidir (20).

Alkolik karaciger hastaligi (ALD), etyolojisi bilinen ancak patolojisi karmasik
bir hastaliktir. Hastaligin mekanizmalarinin belirlenmesi, yeni tedavi stratejileri
gelistirilmesine olanak saglar. Bireylerin ALD’ye maruziyetinin kisisel farkliliklar

gosterdigi yaygin bir kanmidir. Alman alkoltin kiimiilatif dozu hastalik riskinin
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belirlemede siiphe gétiirmeyen bir faktor olsa da, yogun sekilde alkol kullananlarin ¢ok

kiigiik bir kismt1 ALD’nin ilerlemis formlari olan hepatit, fibroz ve siroza ilerlerler (21).

Kronik alkol bagimlihigi; karacigerde yaglanma, alkolik hepatit ve siroza neden
olabilen bir hastaliktir. Bu degisiklikler birbirinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikabildikleri
gibi, birlikte de bulunabilirler. Alkolik hepatitin, siroz gelisiminin 6n sarti olup olmadigi
tartismalidir. Ancak varligi halinde, siroza gidiste alkol alimi devam etmiyor olsa dahi,
siroz riski ortadan kalkmamaktadir. Ayrica asir1 alkol alan Kisilerin biyopsilerindeki
yaglh degisikligin agirligimin gelecekteki fibroz ve siroz riskini haber verdigi prospektif

calismalarda saptanmistir (22).
2.3.3. Alkolik Karaciger Hastalig1 Patolojisi
2.3.3.1. Yagh Karaciger

Karacigerde en sik rastlanan ve en zararsiz olan belirtidir ve normale dénme
ihtimali ¢ok yiiksektir. Alkole bagli karaciger yaglanmasinda, karaciger 4-6 kilogram
agirhiga ulasan, yumusak, sari, yaglh ve kolay parcalanabilen bir organdir. Yaglanma
onceleri lobiillerin merkezindeyken, olay agirlastikca tiim lobiilleri yaygin olarak tutar.
Hepatositlerin ¢ogunda goriilen makrovezikiiler steatoz, niikleusu iten genis sitoplazmik
lipit vakuollerinin birikmesiyle karakterizedir. Kimi hiicrelerde mikrovezikiiler
yaglanma da goriilebilir. Yag birikimi arttiginda, komsu hepatositlerin plazma
membranlar1 yirtilarak lipograniilomlar ortaya cikar. Olaym baslangicinda fibrotik
dokuda artig yoktur veya ¢ok azdir, ancak alkol aliminin devam etmesiyle santral venler
cevresinde ve perisiniizoidal Disse araliklarinda hafif fibroz baslar. Bunlar erken
fibrotik degisikliklerdir ve alkol alim1 devam ederse sirozun geliseceginin gostergesidir.
Bu fibrotik degisim baslamadan &nce alkol alim1 kesilirse yagh degisiklikler geri doner
(22). Yaglanma karaciger i¢in “ilk vurus etkisi” yapar. Bu da karacigeri “ikinci vurusa”
yani inflamasyon ve nekroz gibi bir ¢ok hasarlandirici faktére daha duyarl hale getirir
(23). Yaglanma; endotoksin aracili nekroinflamasyon (24) ve lipit peroksidasyonunun

derecesini arttirir (25).

2.3.3.2. Alkolik Hepatit

Siirekli yogun alkol alimimi takiben olusan klinik ve morfolojik bulgularin
toplamidir. Histolojik olarak; hepatositlerde yer yer sisme ve nekroz, nekroz odaklari
etrafinda ve icinde nd&trofil birikimi mevcuttur. Vakalarin ¢ogunda hepatositlerde
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intrasitoplazmik hyalen materyal (Mallory Cisimcikleri) gozlenir. Lobiillerin merkezleri
en agir derecede etkilense de degisim tiim lobiilde mevcuttur. Karaciger hiicrelerinin
sismesi ve balonlagmasi yag ve suyun birikimi kadar disar1 verilen proteinlerin
birikmesinden de kaynaklanir. Mallory cisimciklerinin bulunusu, alkolik hepatitte
karakteristik ancak tanisal olmayan bir Ozelliktir. Bu yapilar prekeratinin ara
filamanlarinin kiimelesmesiyle olusur, fakat ayn1 zamanda kaynagi bilinmeyen diger
proteinleri de igerir. Karaciger hiicre nekrozunu takiben nétrofillerin hakim oldugu bir
infiltrasyon meydana gelir; daha az oranda lenfositler ve makrofajlar dainflamasyona
katilirlar. Bu tablo tipik olmakla birlikte, degisikliklerin en Onemlisi lobiillerin
merkezinde fibrozun varligidir. Veniillerin ¢evresindeki santral skleroz, santral venleri
tikayabilir ve siroz bulgular gelismeden evvel portal hipertansiyona neden olabilir.
Alkol bagimlihgr devam eden kisilerde; yaygin nekroz, inflamasyon ve fibrozun
goriildiigli alkolik hepatit gelisebilir. Baz1 vakalarda genislemis kanalikiillerde safra
tikaclar, sismis hepatositlerde ve Kupffer hiicrelerinde safra damlaciklarmin gériildigi

intrahepatik kolestaz ortaya ¢ikabilir (22).
2.3.3.3. Alkolik Siroz

ALD’nin en son evresidir. Siroz, karacigerin diffiiz olarak fibrotik degisiklige
ugradigi, nodiil olusumu ve rejenerasyonlarla karakterize geri doniissiiz bir hastaliktir.
Hepatositlerin 6liimiine yol agan uzun siirecler, fibrozis ve rejenerasyonla birlikte
olduklarinda siroz ortaya c¢ikar. Siroza neden olan durumlardan bazilarn  soyle

siralanabilir:
» Kronik viral hepatitler
= Alkolik karaciger hastaligi
= Safra yolu hastaliklar
*  Primer hemokromatosis
*  Wilson hastalhigi
» Alfa-1 antitripsin eksikligi
» [diyopatik
Sirozun olusma hizi ve seyri, etyolojiye gore degisiklik gosterir. Alkol

kullananlarda siroz, yavas olarak ve uzun vadede ortaya gikar. Onceleri karaciger yagh

ve biiyliktiir. Yiizeyi diizgiin, sar1 kahverengi ve yagh olup kesitinde mikronodiiler siroz

13



paterni (1-3 mm caph nodiiller) goriiltr. Fibroz artisiyla yag miktar1 azalir ve karaciger
daha kahverengi bir hal alir. Ilerleyen donemlerde karaciger hiicre rejenerasyonuna
bagl olarak daginik ve daha genis nodiiller gelisir. Skar dokusu genisler ve postnekrotik
paterni taklit eden makronodiiler siroz ortaya g¢ikar. Karaciger kigiiliir ve normal
karacigere gore agirligi azalir, hatta 1 kg’in altina inebilir. Skar dokusu olusumu ve
rejenerasyon normal lobiil yapisini bozarak ilerler, karaciger parankimi azalir, fibroz
daha da belirginlesir. Rezidiiel hepatositlerde hala bir miktar yag bulunur ve alkolik
hepatite baglh degisiklikler de eszamanli olarak goriilebilir (22,26).

2.4. Serbest Radikaller Ve Antioksidan Sistem

Serbest radikaller, bir ya da birden fazla eslenmemis elektrona sahip, reaktivitesi
yiiksek, bir¢ok metabolik ve patofizyolojik siire¢te rol oynayan, degisken nitelikte
kimyasal maddelerdir. Genel olarak normal aerobik mekanizmanin yan {iriinii olarak
tiim hiicrelerde devamh iiretilen ve hasar verici potansiyelleri nedeniyle istenilmeyen
bilesiklerdir. Zararlar1i faydalarindan ¢ok daha fazladir. Serbest oksijen radikali
biyokimyasinda anahtar rolii olan maddeler oksijenin kendisi, siiperoksid, hidrojen
peroksid, ge¢is metallerinin iyonlari ve hidroksil radikali olup, bunlardan ilk dordiiniin
cesitli reaksiyonlar1 sonucu hidroksil radikali meydana gelir. Gegis metalleri, radikal
olmamakla beraber katalizér etkisine sahip olmalar1 nedeniyle radikal olusumunda

onemlidirler (27,28).
2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Biyolojik 6nemi olan serbest radikaller

e 0, => siiperoksit radikali
e OH =  hidroksil radikali
e RO = alkoksil radikali
e RO, => peroksil radikali

Serbest radikal (SR) olmayan reaktif oksijen tiirevleri

e H,O, => hidrojen peroksit
e HOCL =  hipokloroz asit

e 0, => singlet oksijen

e O3 = 0zon

14



2.4.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri

e NO =>»  nitrik oksit (radikal)
e NO’» =  nitrojen dioksit (radikal)
e ONOO’ =>  peroksinitrit (non-radikal).

NO' de serbest radikaldir ve ONOO™ ve NO';, ile beraber reaktif nitrojen
tiirevleri olarak anilir (27).
“Elektron tasima sistemi”nde, elektron akisi islemi viicuttaki tiim hiicrelerin

gereksinim duydugu oksijenin % 85’ini kullanir ve bunun da yaklasik % 5’1 ROS’a

dontisiir.
2.4.3. Siiperoksit Radikali (0 ")

Temel aciga ¢ikis yeri elektron tasima sistemidir. Buna ek olarak O, ~, ksantin
oksidaz ve monoamino oksidaz gibi bir ¢cok oksidaz enziminin aktivitesi sonucunda da
olusur. O, " radikalinin reaktivitesi OH" radikalinden daha azdir. Ancak dismutasyon

reaksiyonu sonucunda H,O, olusturdugu i¢in dnemlidir.
0, + 0, + 2H" 2S0D 2H,0, + 0,

Ayrica siiperoksit radikali, demirin iki degerli forma indirgenmesini saglayarak
Fenton reaksiyonunu hizlandirir. Bu sayede OH radikali olusumuna dolayli yoldan

katki saglar (28,29).
Fe (Ill) + O,~ = Fe™ + 0,

Fe? + H,0, = OH + OH + Fe (Ill) (Fenton Reaksiyonu)

Net: H, O, + O, ~ = OH + OH + (023 (Haber-Weiss Reaksiyonu)
2.4.4. Hidrojen Peroksit (H,O;)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron alirmasiyla veya
siiperoksitin bir elektron almasiyla peroksit molekiilii olusur. Peroksit molekiilii de iki

hidrojen atomu alarak hidrojen peroksiti olusturur.
0, + 2¢” + 2H" = H)0,
0" + ¢ + 2H" = H0,
Biyolojik sistemlerde H,O,’in iiretiminin ¢ogu O, in dismutasyonuyla olur.
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0" + 2H" = H,0, + O,

Bu dismutasyon, spontan olabildigi gibi superoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan da katalizlenebilir. H,O; serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri
icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile
reaksiyonu sonucunda, en reaktif ve en zararli serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikalini olusturmak {izere kolaylkla yikihir. Bu reaksiyon “Haber-Weiss Reaksiyonu”

dur. Demir katalizorligiinde gergeklesen ikinci sekline de “Fenton Reaksiyonu”

denilmektedir (28).
2.4.5. Hidroksil Radikali (OH")

En reaktif biyolojik serbest radikaldir. Bu radikal ¢ok cesitli reaksiyonlarda
iretilebilmektedir ancak en ©nemli kaynagt  “Fenton Reaksiyonu”dur. H,O,’in
ultraviyole 1sikla indiiklenen homolitik fizyonuyla, iyonizan radyasyon etkisiyle,
hipoklordz asitin superoksitle reaksiyona girmesiyle, ultrasound ile suyun homolitik
fizyonuyla, litotripsi islemi sirasindaki sok dalgalarinin yiiksek enerjisiyle, N-hidroksi-
2-tiyopridon’un dekompozisyonuyla, kurutma, dondurma liyofilizasyon islemleri ile
OH' radikali ortaya ¢ikmaktadir. OH' radikalinin katildig1 tepkimeler temel olarak 3’e
ayrilabilir. Bu reaksiyonlar, H ¢ikarilmasi, OH eklenmesi ve elektron transferi olarak

kisaca adlandirilabilir.

Hidrojen c¢ikarilmasma 6rnek olarak OH' radikalinin alkollerle reaksiyonu
verilebilir.

CHsOH + OH" 2 C,H;OH + H,0

etanol hidroksietil
radikali
Olusan karbon radikalinin ileri reaksiyonlari ile peroksil radikali olusabilir:

CHZOH + 02 -> OzCHzOH
peroksil radikali

Oksijen seviyeleri diisiik oldugunda ise iki hidroksietil radikali bir araya
gelip,bir kovalan bag yardimiyla radikal olmayan bir bilesik olustururlar.

OH' radikalinin hidrojen ¢ikartmasi reaksiyonuna ornek olarak, lipit peroksi-
dasyonunu baglatmasi verilebilir. Lipit peroksidasyonu baslatmak i¢in metilen (-CH,-)
grubundan bir tane H atomunu kopartmak gerekir. Bir tane ¢ift bagi olan veya ¢ift bag

icermeyen yag asitleri bu tlir reaksiyonlara, poliansatiire yag asitlerine (PUFA) gore
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daha direnclidirler. Bir ¢ift bag, komsu karbondaki hidrojen atomunun bag enerjisini
azaltir (allilik hidrojen).

-CH,- + OH" = -C'H- + H,O

OH' radikalinin aromatik bilesiklerle reaksiyonu genellikle eklenme seklindedir.
Ornegin, OH" DNA’da guanine eklenerek 8-hidroksiguanin radikali olusturur. Yine
OH' radikali timin bazinda bulunan bir cift baga eklenir. Olusan timin radikali ileri
reaksiyonlara girer, oksijenle reaksiyonu sonucunda da timin peroksil radikali olusur.
Sonu¢ olarak OH' radikali eger DNA yakinminda olusursa bazlara ve deosiriboz

sekerlerine zarar vererek, band kiriklarina neden olur.

OH' radikalleri elektron transfer reaksiyonlarinda rol alirlar: 6rnegin, halid
iyonlari ile

ClI" + OH" = CI' + OH”

CI + CI = CL'~

ve nitrit iyonu ile

NO’;” + OH" = NO'; + OH”

OH' radikalinin karbonat (COs>) ile reaksiyonundan giiclii oksidan etkisi olan

karbonat radikalleri (CO 3°) olusur.
2.4.6. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerde lipid, karbohidrat, protein, DNA ve enzimler basta
olmak iizere tiim Onemli bilesiklere etki ederler. Aerobik solunum ve Kkapiller

gegirgenlik bozulur, hiicrenin potasyum kaybi ve trombosit agregasyonunu artar.

Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz,
triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler. Alfa-1-

antitripsin gibi savunmaya ait bazi enzimleri inaktive ederler.
2.4.6.1. Membran Lipidlerine Etkisi (Lipid Peroksidasyonu)

Lipitler en hassas grup olduklari i¢in, serbest radikaller savunma mekanizma-
larinin  kapasitesini asacak seviyeye ulastiklarinda oncelikle hiicre membranim
etkilerler. Tiim biyomolekiiller bu olaydan etkilenmekle beraber, lipidler hasara en
duyarli gruptur. Hiicre membranlarinda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis

baglar, serbest radikallerle reaksiyona girer ve peroksidasyon {riinleri olusur.
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PUFA’nin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukga zararh bir
tepkimedir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonudur. Lipid

peroksidasyonu sonucu olusan hasar geri doniistimsiizdiir.

Lipid peroksidasyonu, serbest radikalin etkisiyle membranda bulunan
poliansatiire yag asidi zincirinden bir H atomu koparilmasiyla baslar. Bu yag asidi
zinciri lipid radikali 6zelligi kazanir. Olusan lipid radikali dayanikli olmayan bir
bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil igi ¢ift baglarin pozisyonlarmin
degismesiyle dien konjugatlari ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle
etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Bu radikaller, membran
yapisindaki diger PUFA’lar1 etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugsumuna yol
acarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksidlere

doniistirler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.

Peroksidasyonla olusan lipid peroksidlerinin yikimi, geg¢is metalleri iyonlarinin
katalizini gerektirir. Lipid peroksidler yikildiginda olusan aldehidler hiicrede metabolize
olurlar ya da hiicrenin diger bsliimlerine hasar yayarlar. Ug¢ ya da daha fazla cift bag
iceren yag asitlerinin peroksidasyonundan, tiyobarbitiirik asitle reaksiyona giren ve
Olciilebilen, malondialdehid (MDA) meydana gelir. MDA, lipid peroksidasyon

derecesiyle iyi korelasyon gosteren bir molekiildiir.

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararh bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan membran
yapisina ve dolayli olarak da reaktif aldehidler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar
verir. Lipid radikalleri hidrofobik olduklarindan reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagl
molekiillerde meydana gelir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran bilesenlerinde
gapraz baglanmalara ve polimerizasyona neden olur. Sonugta hiicre yapisinda, iyon
transportunda ve enzim aktivitesinde bozulmalar ve hiicre yiizey bilesenlerinin

agregasyonu gibi intrensek membran 6zelliklerinin degismeler meydana gelir (28,30).
2.4.6.2. Proteinlere Etkisi

Proteinler serbest radikal etkilerine PUFA’dan daha direnglidirler ve zincir
reaksiyonlar1 daha yavas ilerler. Proteinlerin serbest radikal saldirisindan etkilenme
derecelerini amino asit bilesimleri belirler. Doymamis bag ve silfiir iceren
molekiillerin, serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metionin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikal

hasarindan kolaylikla etkilenirler. Sulfur radikalleri ve karbon merkezli radikaller
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meydana gelir ve bu reaksiyonlar sonucu immunglobulin G ve albumin gibi ¢ok sayida
disiilfid bagina sahip proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi bozulur. Proteinler {izerine olan
serbest radikal hasarinin birikmesi ya da proteinlerin spesifik bolgeleri iizerine

yogunlagmasi hiicre aktiviteleri ve canlihigi bakimindan tehlikelidir (28,30).
2.4.6.3. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkisi

Serbest radikallerin DNA’ya etkisi sonucu hiicrede olusan mutasyonlar, 6liimciil
olabilirler. Niikleik asit baz modifikasyonlari, kromozom degisiklikleri veya DNA’daki
diger bozukluklar, hiicrenin canliligini tehdit eder. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlara kolayca zarar verir. Aktive olan nétrofillerden salinan hidrojen perosit,
membranlardan gecer ve hiicre c¢ekirdegine ulasarak, DNA hasarina, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine neden olur. Bu sebepten DNA, serbest radikal

hasarindan kolaylikla etkilenen 6nemli bir hedef molekiildiir (28,30).
2.4.6.4. Karbohidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbohidratlar iizerinde de monosakkaritlerin otooksidasyo-

nu ve polisakkaritlerin depolimerizasyonu gibi 6nemli etkileri vardir.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehidler meydana gelirler. Okzoaldehidler, karbohidratla- rin DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturabilmelerine neden olurlar.
Diyabetin katarakt ve mikroanjiyopatik komplikasyonlar1 bu endenle oratay cikar.
Okside glukoz, lenste ve tiim bag doku proteinlerinde ¢apraz baglanmalara yol acarak,

gdrme kalitesinin bozullmasina neden olur (31,32).

Bag dokunun 6nemli bir bileseni olan hiyaluronik asit, eklem araligindaki
sinovyal sivida bol miktarda bulunur. Hiyaluronik asit, eklemin inflamasyonuyla
oksidatif hasara ugrar. Inflamasyonda eklem araligina gegen polimorfoniikleer
16kositlerin aktivasyonuyla ortaya c¢ikan hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit
radikalleri (O, ") hyaliironik asiti parcalar. Eklem araligindaki inflamasyonda, serbest

radikallerin rolii in vitro olarak da gosterilmistir (31-33).
2.4.7. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumlarini ve bunlarin meydana getirdigi hasari

onlemek icin viicutta bir ¢cok savunma mekanizmas1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan
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savunma sistemleri veya antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar hiicrenin hem

stvi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler.

Antioksidan maddeler baslica altt mekanizma ile ¢aligirlar. Bunlar olusan serbest
radikalleri toplayici ve giderici etkileri ile baglayarak veya kararli hale getirerek; zincir
kirict etki ile serbest radikal tireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurarak; baskilayici etki
ile reaksiyon hizimi azaltarak; onarici etki ile lipid, protein ve DNA gibi yapilarda
olugsmakta olan biyolojik molekiiler hasari rejenere ederek; hiicresel kinaz kayiplarini
onleyip oksidasyon reaksiyonlarimi durdurarak ve organizmadaki SOD gibi antioksidan
enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini artirarak etkilerini gosterirler

(34-38).
2.4.7.1. Endojen Antioksidanlar

1. Enzim Ozellikli Antioksidanlar

¢ Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

¢ Siiperoksid dismutaz

¢ Katalaz

e Glutatyon Peroksidaz

¢ Glutatyon-S-transferaz

¢ Hidroperoksidaz

2. Enzim Ozelligi Olmayan Antioksidanlar

¢ Lipid Fazda Bulunanlar: a-tokoferol (E vitamini) ve -karoten

e Sivi Fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar:

Askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin,

miyoglobin, hemoglobin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin, glutatyon
2.4.7.2. Ekzojen Antioksidanlar (ilaclar)

e Ksantin Oksidaz inhibitorleri:
Tungsten, allopiirinol, oksipiirinol, folik asit, pterin aldehid
e NADPH Oksidaz Inhibitorleri:

Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid anti-

inflamatuvar ilaclar, cetiedil, diphenyline iodonium
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Rekombinant Siiperoksid Dismutaz

Trolox-C (E vitamini analogu)

¢ Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttiran Maddeler:
- Glutatyon peroksidaz aktivitesini arttiranlar:
Ebselen

Asetilsitein

- Diger non-enzimatik serbest radikal toplayicilari:
Mannitol,

Albumin,

Dimetilsiilfoksid

- Demir redoks dongiisii inhibitorleri:
Desferoksamin ve seruloplazmin

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler: TNF ve interlokin-1

Barbitiiratlar

Demir Selatorleri

¢ Gida Antioksidanlar:

- Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

- Biitillenmis hidroksianizol (BHA)

- Sodyum benzoat

- Etoksikuin

- Propilgallat

- Demir-siiperoksid dismutaz (28)

2.4.8. Nitrik Oksid (NO)

Nitrik oksid (NO) “azot monoksit” de denilen renksiz bir gazdir. Organik

coziiciilerde daha iyi olmakla beraber suda da coziinebilir, hiicre i¢inde ve hiicreler
arasinda kolayca diffiizyona ugrayabilir. Yoriingesinde eslenmemis bir elektron tasidig
icin serbest radikallere dahil edilir. NO" okside olup bir elektron kaybederse,

nitrozonyum katyonu (NO") meydana gelir. Bir elektron kaybettifinde ise nitroksil
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anyonu (NO’) olusur. Nitroksil kisa omiirlii ve reaktif bir molekiildiir. NO™ ile
reaksiyona girerek nitroz oksit (NO;) ve OH" radikali olusturur.

NO + NO = ONNO™

ONNO™ +NO" = N,O +NO,

ONNO~ +H" = N,O+OH

NO", O ile de reaksiyona girerek peroksinitrit olusturur.

NO + O, = ONOO

Havayla temasi halinde, NO molekiiler oksijenle reaksiyona girer ve
kahverenkli nitrojen dioksit gazin1 (NO,) olusturur. NO,, NO ’den daha reaktif bir
serbest radikaldir (29).

2NO + 0, = 2NO,
2.4.9. NO Sentezi

Nitrik oksid sentaz enzimi tarafindan, L-arjininden, L-sitriilin ve NO sentezlenir.
Bu sentez sirasinda oksijen ve kofaktor olarak FAD, FMN, tetrahidrobiyopterin ve hem
gerekir. Bu sentez sirasindaki oksidasyon bes elektron gerektirir ve bunu NADPH
saglar (29).

NOS izoformlar1 temel olarak iki ana gruba ayrilir:

a) Yapisal NOS (cNOS)

b) Indiiklenebilir NOS (i NOS)

cNOS aslinda “endotelyal NOS” (eNOS) ve “néronal NOS”u (nNOS) ifade eden

genel bir tanimdir. cNOS izoformlarinin aktivitesi iyonize Ca+2’ye bagimhdir ve Ca®™
konsantrasyonu yiikselene kadar inaktiftirler. Hiicre i¢i iyonize Ca* arttiginda olusan
kalsiyum kalmodulin kompleksi ¢cNOS’un aktiflenmesini saglar ve NO sentezlenir.
Hiicre igci Ca* konsantrasyonu azalinca ¢cNOS aktivitesi azalir. Bu nedenle c¢cNOS
izoformlar biyolojik sistemlerde diisitk miktarlarda NO sentezlerler. Bu izoformlardan
endotelyal NOS (eNOS) damar endotelinde, noronal NOS (nNOS) ise sinir sisteminde

bulunur.

eNOS kaynakli NO; diiz kaslan gevseterek, kan basinci ve akis hizim diizenler.
Trombositlerin adezyon ve agregasyonlarini inhibe eder. Ayrica endotel hiicresi ve

vaskiiler diiz kas hiicresi iizerinde antiproliferatif etkisi vardir.
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Merkezi sinir sisteminde, presinaptik ugtan salinan glutamatin etkisiyle post
sinaptik ucta nNOS aktive olur ve burada NO' sentezlenir. NO’, sinir sisteminde
sinapslarin sekillenmesine yardimei olur. Ayrica kokunun ve agrini algilanmasi, gérme
ve hafizanin olusumu islevlerinde de rol alir. Periferik sinir sisteminde ise
norotransmitter rolli haricinde, solunum fonksiyonlarinda, penil ereksiyonda,
gastrointestinal sistem motilitesinde, mesane sfinkterini islevinde ve bu organlarin

tiimiiniin kan basinci ve akis hizlarinin diizenlenmesinde rol oynar. (39-42).

Uciincii NO sentaz izoformu olan indiiklenebilir NOS (iNOS) basta makrofajlar
olmak iizere, hepatositler, damar diiz kasi, damar endoteli, astrosit ve kondrositler
tarafindan, bakteriyel fiiriinler ve sitokinlerle temasi takiben {iretilir. Bu izoform
kalsiyum konsantrasyonundan etkilenmez. iNOS indiiklendigi zaman, NO™ {retimi
cNOS’ta oldugu gibi kisa degildir, saatlerce hatta giinlerce siirebilir. cNOS
glukokortikoidlerden etkilenmezken, iNOS baskilanir. iNOS, &zellikle nonspesifik
immunitede onemli rol oynar. Bakteri, mantar, viriis, tiimor hiicreleri ve protozoonlara
kars1 sitotoksik veya sitostatik etki gosterir. Inflamatuvar ve otoimmun hastaliklarda da

rol oynar (40,41).
2.4.10. Siiperoksit Dismutaz (SOD, siiperoksit oksidorediiktaz: EC 1.15.1.1)

Siiperoksit dismutaz tiim aerobik canhlarda bulunan, zorunlu anaeroblarda
bulunmayan bir metalloenzimdir ve siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite
dismutasyonunu katalizler. 1k kez 1969 yilinda Fridowich ve arkadaslari tarafindan

tanimlanmistir (43).
0, + 0, + 2H" = SOD & H,0, + O,

Stiperoksit radikalleri spontan dismutasyona ugrayabilirler. Bu non-enzimatik
olayin hiz1 enzimatik dismutasyona gore yavastir. Spontan dismutasyonun hizi pH
7.4t 2x 10° M s dir. Oysa enzimatik dismutasyonun hizi ayni pH’da 2 x 10°M!s?!
dir. Enzim katalizorliigiinde reaksiyon 10* kat daha hizli ger¢eklesmektedir. SOD
miktar1 ve aktivitesi dokularin pO;’1 arttik¢ca artmakta, pO, azaldik¢a azalmaktadir.
Enzimin ¢ok yiiksek aktivitesi diisiiniildiigiinde enzimatik dismutasyon hizinin sadece
siiperoksitin diffiizyon hiziyla kisitlanabilecegi goriiliir. Enzim, oksijeni metabolize
eden hiicreleri stiperoksitin zararli etkilerine karsi korur. Boylelikle hiicrelerdeki lipit

peroksidasyonu da inhibe olur (44).
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Kofaktor olarak icerdikleri metal iyonlarina gore baslica 3 tip SOD vardir: a)
Cu-Zn SOD b) Mn SOD c¢) Fe SOD. Insanda Cu-Zn SOD ve Mn SOD izomerleri

bulunur. Fe SOD izomeri 6karyotik hiicrelerde bulunmaz (45).

a)Cu-Zn SOD: Okaryotik hiicrelerin, sitozol, niikleer membran ve mitokondri-
lerinin membranlar aras1 bolgelerinde bulunur. Prokaryotlarda nadiren mevcuttur.
15600-16500 dalton agirhiginda iki monomerden olusan bu dimerik enzimin toplam
molekiil agirligr 31000-33000 dalton arasindadir (44,46). Her bir alt birimde, bir Cu
atomu, bir Zn atomu, bir siilthidril grubu, bir asetillenmis terminal amino grubu ve
zincirleri bir arada tutan bir zincir i¢i distilfit bag1 bulunmaktadir. Merkaptoetanol, bu S-
S koprisiinii rediiksiyona ugratir, S-H haline getirir ve iki monomer birbirinden ayrilir
(28,45,47).

Enzimin aktivite gosterebilmesi icin Cu** bulundurmasi zorunluyken, enzimin
stabilitesini saglamaya yarayan Zn**nin yerine, Hg**, Cd**, Co™den herhangi biri
gecebilir (44,48).

Cu-Zn SOD, hiicrede en ¢ok bulunan ve SOD izomerleri icerisinde en yiiksek
katalitik etkiyi gosteren alttiptir. Bu izomerin aktivitesi pH 5.5-10 arasinda stabildir
(28,49).

Bu enzim eritrositlerde de bulunur ve eritrositi hemolizden, membran lipitlerini

peroksidasyondan ve hemoglobini ise methemoglobine oksidasyondan korur (45,49).

b)Mn SOD: Etki mekanizmasi Cu-Zn SOD ile aymdir. Okaryotlardaki
tetramerik formun molekiil agirligi 75000-90000 dalton arasindadir. (104) Dimer basina
0,5-1 atom karsilik gelecek sekilde +3 degerlikli mangan atomu igerir. (101) Cu-Zn
SOD’dan farkli olarak siyanide direnclidir. Monomerik peptid zinciri daha biyiiktiir ve
pH degeri 7.8’in iizerine ¢iktikga aktivitesi azalir (50,51).

2.4.11. Katalaz ( CAT, H,0, oksidorediiktaz: EC 1. 11. 1. 6)

Katalaz enzimi yapisinda dort adet hem grubu igeren alt {initeden olusmus
kompleks bir hemoproteindir. Yapisinda protestetik grup olarak Fe™ iceren bir
protoporfirin [X bulunur.Her alt birime bagh bir molekiil NADPH vardir. Her bir alt
birim yaklasik olarak 6000 dalton civarinda bir molekiil agirhigina sahiptir. Katalaz,
sitokrom sistemi iceren tiim aerobik hiicrelerde bulunur (28,52). Enzim en c¢ok

peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde bulunur. Enzimin
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aktivitesinin en yliksek oldugu organlar, karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve

eritrositlerdir (52-53).

Katalazin en 6nemli gorevi HyOy’in enzimatik yikilimidir (katalitik aktivite).
Ancak H,O, konsantrasyonu diisilk oldugunda katalaz, kiiglik molekiillii elektron
vericilerini indirgeyebilmekte (peroksidatik aktivite), lipit hidroperoksitler gibi biiyiik
molekiillere etkili olamamaktadir (52,54).

2.4.12. Glutatyon Peroksidaz (GPx, Glutatyon H,O; oksidorediiktaz: EC
1.11.1.9)

GPx, hidroperoksitlerin indirgenmesinde rol oynayan, 84000 dalton molekiil
agirliga sahip, sitozolik bir enzimdir. Tetramerik yapili olup ve her monomerde birer

adet olmak iizere 4 adet selenyum atomu icermektedir (45,47).
H,0; + 2GSH = GPx =2 GSSG + 2 H,O
ROOH + 2GSH =»GPx =2 GSSG + H,O + ROH

GPx’in aktif formu “selenolat” halidir ve peroksiti alkole indirgerken kendisi
oksitlenerek “selenik asite” doniisiir. Rediikte glutatyon, selenik aside baglanir ve onu
selenosiilfit haline doniistiirtir. Tkinci bir glutatyon selenosiilfide baglanmasiyla enzim
tekrar aktif formu olan “selenolat’a doniisiir. Enzim boylelikle yeni bir dongiiye
girmeye ve kullanilmaya hazirdir. Bu enzimatik reaksiyon sirasinda, iki molekiil
rediikte glutatyon oksitlenmis olur. Oksitlenmis glutatyonun tekrar dongiiye girip
kullanilabilmesi igin NADPH ile indirgenmesi gerekir. Bu indirgenme olayini riboflavin

iceren bir flavoprotein olan “glutatyon rediiktaz” katalizler.

Rediikte Glutatyon
(2GSH)
N Hidrojen
NADP Perolksit
H; Oy
Glutaty on Rediiktaz Ghitatyon Peroksidaz
Riboflavin Selenyun

(FAD)

NADPH-+H* —-/ \ ‘/\* Su
2 H,0
(GSSG)

Okside Glutatyon

Sekil 3. Hidrojen peroksitin yikilimi ve glutatyonun yeniden rediiklenisi
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2.4.13. Malondialdehid (MDA)

Lipid peroksidasyonu, A. L. Tappel tarafindan “poliansatiire lipitlerin oksidatif
bozulmas1™ olarak tanimlanmistir. Hiicre ve organelleri ¢evreleyen membranlar, bityiik
oranlarda poliansatiire yan zincirlere sahiplerdir. Bu membranlarda, katildiklar
fonksiyonlarla orantili olarak bulunan proteinlerin miktar1 da artar. Bu durumda,

lipidlerin yanisira membrandaki proteinler de peroksidasyondan zarar gormektedir (55).

PUFA’lar, serbest radikallerin etkisine en duyarli lipit yapilardir. Yag asitlerinin
peroksidasyonuyla, membranlarin akigkanlidi, gecirgenligi, hareket yetenegi ve
transmembranik iyonik gradientleri bozulur. Olusan tiim bu membran hasarlar1 geri
dontigsiizdiir (56).

Lipit peroksidasyonu, otooksidasyon olaylar1 zinciridir. Organizmada olusan
reaktif serbest radikaller ile membran yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin
(RH), karbon zincirindeki metilen gruplarinin birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla
baslar. PUFA’nin karbon zinciri doymamis bir lipit radikali (R") haline gelir. Bu reaktif
radikaller icerisinde oksidasyonu en kolay sekilde baslatan OH" radikalidir.

RH+OH = H,O0+R’

Olusan lipit radikali ¢ok kararsizdir ve kararli hale gelmeye ¢alisir. Bunun igin
¢cift baglarin yerleri degisir ve “dien konjugati” olusur. Bu konjugatin oksijene maruz
kalmasiyla lipit peroksil radikali (ROO") meydana gelir. ROO" radikalleri kendi
yapilarindaki  degisimler sonrasinda, endoperoksitleri olustururlar. Ardindan da,
membran yapisindaki diger PUFA’larin oksitleyerek yeni zincir tepkimeleri baslatirlar.
Bunun i¢in, PUFA’dan bir H atomu koparip lipit hidroperoksitlere (ROOH) doniisiirler.
Bu olaylar tekrarlayarak yayilir ve sonugta olusan ROOH; yiiksek sicakliga maruz
kalana kadar veya siiperoksit anyonu, peroksil radikali ya da transisyon grubu metal
iyonlari ile temas edene kadar kaarali halde kalir. Lipit hidroperoksiller bu maddelerle
karsilastiginda, parcalanirlar ve daha reaktif radikallere (lipit alkoksil: RO’, lipit
peroksil: ROO", aldehit, lipit aldehit ve alkil radikalleri) doniisiirler. Bunlardan 6zellikle
lipit aldehitler (en bilinenleri 4-hidroksinonenal ve malondialdehittir), hiicrenin diger

kistmlarma ulasip hasarin yayilmasina neden olurlar. (55,57,58).

MDA, lipitlerin cogunun oksidasyonu sirasinda sadece kiicitkk miktarlarda

iiretilir. Ancak demir tuzlar1 varliginda karaciger mikrozomlarinda tiretimi artar. MDA
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linolenik, arasidonik ve dokozahekzaenoik asitlerin peroksidasyonunun disinda,

enzimatik olarak da olusur (55).

Ortam pH’1 MDA’nin reaktivitesini etkileyen bir faktordiir. Fizyolojik pH’ta
MDA “enolat” anyonu seklindedir ve reaktivitesi diisiiktlir. pH diistiikge, reaktivitesi
artar. Fizyolojik sartlarda, serbest amino asitlere gore proteinler daha fazla MDA
saldinisina maruz kalirlar. Meydana gelen modifikasyonlar sonucunda, intra-molekiiler
ve inter-molekiiler protein ¢apraz baglari olusur. MDA, DNA bazlariyla da reaksiyona

girip, mutasyonlara neden olabilir (55).

MDA diginda lipit peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan baska aldehit bilesikleri
de mevcuttur. Bunlar sicak ortamda tiyobarbitiirik asitle pembe renkli kromojenler
olusturduklar1 igin, lipit peroksitlerin &lgiimiinde bu 0&zellikten yararlanilir. Bu
bilesiklerin tiimiine birden kullanilan aside atfen “tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler”

denilir ve kisaca “TBARS” seklinde ifade edilir.
2.5. E Vitamini

Vitamin E, 1936°da Evans ve Sure adli arastirmacilar tarafindan izole edilmistir.
Deneysel olarak ratlarin bu bilesigi aldiginda saglikli bir nesil sahibi olduklarimi
gdzlemlediginden Evans bu bilesige (tokos= dogurmak, phero= tasimak ve bilesigin bir
alkol olmas1 nedeniyle “ol”) “tokoferol” adim vermistir. Evans ve Sure yapilan
bakimindan birbirlerine benzeyen iki bilesik elde etmisler ve bunlara alfa ve beta

tokoferol adini vermislerdir (59).

Daha sonra yapilan arastirmalarda bu grupla iliskili iki bilesik daha bulunmus,

bunlara da gama ve delta tokoferol adi verilmistir (60).

Tokoferoller acik sari renkte ve yapiskan kivamda maddelerdir. Bunlar lipitlerde
ve bircok organik eriticide erirken, suda erimezler; bununla beraber alfa tokoferoliin
sodyum fosfat esteri suda erir. Vitamin E 1siya, alkalilere, asitlere ve 1s18a karsi
dayanmklidir, fakat ultraviyole isinlar karsisinda kolayca bozulur (60). Oksitlenince
biyolojik etkisini kaybeder, oksijensiz ortamda 200 ° C’a kadar sicakliga dayaniklidir
(61).

Vitamin E aktivitesi gOsteren bilesikler tokol veya tokotrienol g¢ekirdegine
sahiptir. Her iki ¢ekirdekte de 6-hidroksi kroman aromatik halkas1 vardir. Tokol ve
tokotrienolii birbirinden ayiran 13 karbonlu yan zincirdeki c¢ift baglarm varligidir

(59,62).
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Sentetik dL-a - tokoferil asetat’mm 1 mg’imin aktivitesi 1 Uluslararas1 Birim

vitamin E olarak kabul edilmistir.
2.5.1 Vitamin E’nin Metabolizmasi

Oral yolla alinan tokoferol yaglar ve safra tuzlarmin yardimiyla barsaktan
kolayca emilir. Vitamin E plazmada B-lipoproteinlere bagh olarak tasmir ve safra ile

nisbeten kiiciik miktarlarda atilir.

Vitamin E karaciger ve yag dokularinda depo edilir. Yag ile depolama kapasitesi
artar, ayrica disi hayvanlarin bircok organmnin erkeklere gore daha yiiksek miktarda
vitamin i¢erdigi bulunmustur. Biitiin hayvanlarda vitamin E miktar1 hipofizde, adrenal
bezlerde ve uterusta daha yilksek bulunmustur. Hiicre igerisinde ise tokoferol

mitokondri, mikrozom ve lizozomlarda konsantre olur.
2.5.2 Vitamin E’nin Biyokimyasal Etkisi

Biyolojik membranlardaki oksidatif bozulmada esas olan maddeler fosfolipit
bilesikleridir. Fosfolipitlerdeki yapisal degisiklikler membranin yapisal harabiyetine ve
hiicre biitiinliigiiniin bozulmasma yol agar. Membranlarin lipit peroksidasyonundan
fazla etkilenmeleri, fosfolipit bilesiklerinin ¢oklu doymamis yag asiti tasimalar

nedeniyledir.

Peroksidasyon orani, fosfolipitlerde bulunan yag asitlerindeki ¢ift baglarin
sayisiyla dogrudan ilgili oldugundan, fosfolipitlerinde ¢coklu doymamis bag iceren yag
asitlerini bulunduran membranlar, lipit peroksidasyonuna dayaniksizdirlar. Selenyum ve
vitamin E’nin her ikisinin de diyette yeterince bulunmasinin doku homojenatlarinda,

mitokondri ve mikrozomlarda lipit peroksidasyonunu engelledigi bildirilmistir (63).
2.5.3. Vitamin E’nin Antioksidan Etki Mekanizmasi

Ozellikle o-tokoferol cok kolay oksitlenebilme yetenegine sahiptir. Vitamin
E’nin biyolojik ortamlarda gerceklestirdigi islev biiyilk oranda bu o6zelligine
dayanmaktadir. Antioksidan karakteri nedeniyle vitamin E aktif radikallerle reaksiyona
girerek oksidasyona duyarh molekiiler yapilarin istenmeyen oksidasyonlarinin

onlenmesinde ya da azaltilmasinda etkili olur (64).

Vitamin E, serbest radikal tiirlerini toplayarak peroksidasyonun erken

doneminde zar fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerini korumada oksidatif
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strese kargt ilk savunma hattin1 olusturur (35,38). Bir diger yol ile de singlet oksijen,
siiperoksit ve daha cok hidroksil radikallerini indirger (36). Bu islevini peroksidasyon
reaksiyon zincirini sonlandirarak gergeklestirir. Vitamin E; radikal giderme, baskilama,
onarma ve endojen savunmayi artirma mekanizmalarinin tiimiinii kullanabildiginden

¢ok hizl1 ve genis bir antioksidan etki kapasitesine sahiptir (38).

Hiicre genetik yapisi agisindan giiclii bir mutajen oksidan metabolit olan
peroksinitritin olusum reaksiyonlarinin onlenmesinde ve hem peroksil hem de nitrik
oksitin toplanmasinda gama tokoferol bir antioksidan olarak rol almaktadir (65).
Vitamin E katkili yemle beslenen ratlarda intraseliiler antioksidan enzimler olan SOD
(66) ve katalaz (37) diizeylerinin arttig1 gosterilmis, bu yolla vitamin E’nin endojen
antioksidan savunma performansini yiikselttigi ileri suriilmiistiir. Tokoferoliin
antioksidan aktivitesi, bir¢ok antioksidan savunma elemaninin yetersiz kaldii,
oksijenin yiiksek konsantrasyonlarinda bile etkilidir. Eritrositler ve alveoler membranlar

bu durumu agiklayan 6nemli 6rnekler olarak gosterilebilir (34,36,37).

Hayvan ve insanlarda yapilan c¢alismalar tokoferollerin, mide, mesane, kolon,
karaciger, deri, meme, prostat ve akciger kanseri gibi deneysel olarak olusturulan veya
spontan meydana gelen tiimorlerin gelismesini geciktirici hatta iyilestirici bir etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Kanserli organizmalarda azalan antioksidan kapasite ve
kansere bagli olarak bozulan metabolizmanin, periferik beslenme diizensizligi ve

inflamasyon ile iligkili oldugu samlmaktadir (67-70).

Erigkin bireylerin % 30’unun sorunu olan hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklar antioksidanlardan yetersiz beslenmenin bir sonucu olup, 6zellikle vitamin E
eksikliginin rolii tizerinde durulmaktadir. Vitamin E yetmezligi olan kisilerde membran
lipitlerinin ve &zellikle omega 3 yag asitlerinin radikal metabolitlerce yikim
onlenememektedir. Ayrica bu bireylerde membran gecirgenligi ve hareketliligin
azaldigi, hemoliz ve eritrosit frajilitesinin arttigi gozlenmistir. Vitamin E’nin LDL
oksidasyonunu 6nledigi ve bunu yaparken Cu*? iyonlarini indirgeyen bir mekanizma ile
calistigr ileri siiriilmiistiir. Trombosit membrani vitamin E miktarindaki artisin bu
hiicrelerde agregasyon yetenegini dusiirdiigii ve bu sayede vitamin E’nin trombosit
agregasyonunu onleyebildigi ileri siiriilmiistiir (71-75) .

Aragtirmalara gore, UV, radyasyon ve ozona maruz birakilan hayvanlarda a-
tokoferol ve p-karoten uygulamalari SOD ve katalaz gibi hiicresel endojen

antioksidanlarin aktivitelerini artirarak deri hiicrelerindeki yikimi azaltmaktadir (65,76).
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Deri yaniklar1 ve operasyon yaralari dahil cesitli tipteki yaralanmalari takip eden

dermizasyon ve epidermizasyonun vitamin E ile iliskili oldugu gézlenmektedir (77).

Vitamin E’nin hiicre i¢i kinaz kayiplarini 6nleyerek ya da en aza indirerek
oksidasyonu ve diger yikimlar1 onleyebilecegi seklinde bir mekanizmadan da soz
edilmektedir. Ayn1 yolla kaslarda egzersize bagh oksidatif stresin giderildigi, kaslarin
fiziksel performansinin arttirildigi ve dejeneratif nérolojik hastahiklarin  6nlendigi

sanilmaktadir (61,78,79).

Tanimlandigr ilk donemlerde yalmizca fertilitede rol alan bir vitamin oldugu
sanilan vitamin E’nin yillar sonra antioksidan etkilerinin varlig1 kesfedilmistir. Vitamin
E sadece oksidasyon reaksiyon zincirini kopararak antioksidan aktivite g&sterdigi
zannedildiginden “zincir kirict antioksidan madde™ olarak tanimlanmistir. Giliniimiizde
ise vitamin E’nin radikal giderme, zincir kirma, baskilama, onarma, hiicresel kinaz
kayiplarin1 6nleme ve endojen savunmay1 artirma mekanizmalarinin tiimiinii kullanarak
antioksidan etki gosterdigi ve bu nedenle genis bir antioksidan etkiye sahip oldugu

anlastlmistir.
2.6. Sarimsak

Sarimsak (Allium Sativum) Orta Asya’dan koken alan ve giinimiizde 600’den
fazla tiirti  bilinen bir bitkidir. Tim dinyada fizik ve mental saghgi arttirmak icin
fonksiyonel bir besin, baharat ve ev ilaci olarak kullanilmaktadir. Antioksidan,
antibakteriyel, antikarsinojen, antitrombotik, hipolipidemik ve diger bir ¢ok etkiye
sahiptir. Son yillarda sarmisagin antioksidan etkisi ve yaslanma ile iliskili cesitli
hastaliklarin &nlenmesindeki etkisine yonelik ¢alismalarin yamsira, antikanser etkisi

tizerinde de durulmaktadir (80-83).
2.6.1. Sarmisagin Icerigi ve Sarimsak Preperatlar

Sarmisagm ortalama % 65’1 sudur. Kalani ise fruktoz gibi karbohidratlar, siilftir
bilesikleri, proteinler, lifler, serbest amino asitler yanisira yiiksek oranda saponinler,
fosfor, potasyum, ¢inko ve orta diizeylerde selenyum, vitamin A ve C ile diisiik
diizeylerde vitamin B ve diger bazi minerallerden olusur. Ayrica yiiksek oranda fenolik
bilesikler igerir (81,84).

Sarmisaga karakteristik kokusunu veren ve biyolojik aktivitesini saglayan

icerdigi organosiilfiir bilesiklerdir (85). Bu bilesiklerin % 85’ini alliin ve iki y-glutamil
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sistein olusturur. Alliin, sarmisagin terapotik olarak aktif siilfir komponentidir (81).
Sarimsak ezildiginde, kesildiginde veya cignendiginde, alliin allinaz adli enzimle

reaksiyona girer ve allisin olusur.

Allisin ¢ok kararli bir bilesik degildir. Saf allisinin oda sicakhgindaki &mrii 2-16
saattir (86). Allisin hizla organosiilfiir bilesiklerine doniisiir. Bu bilesikler, diallil stilfid
(DAS), diallil disiilfid (DADS), diallil tristilfiddir (DATS). Bu bilesiklerin

antikanserojen antiproliferatif, antioksidan ozellikleri vardir (87).
H,C=CH-CH,-S-CH,-CH=CH, Diallil siilfit (DAS)
H,C=CH-CH,-S-S-CH,-CH=CH, Diallil Disiilfit (DADS)
H,C=CH-CH,-S-S-S-CH,-CH=CH, Diallil Tristilfit (DATS)
Sarmisagm icerdigi organosillfiir bilesiklerinin biyolojik aktivitelerini,

bilesimlerinde bulunan siilfiir ve allil gruplarinin sayist belirler. Yapilan ¢alismalarda

DAS ve DADS’in sadece Faz I ve Faz Il metabolizma enzimlerini diizenlemekle

kalmay1p, antioksidan sistem kapasitesini de iyilestirdigi belirlenmistir (88-91).

Sarmisaga gosterilen yogun ilgi nedeniyle uzun yillardan beri, sarmisagin bir
cok ticari preperat1 tiretilmistir (81). Bu sarimsak preperatlarinin hazirlanmasinda, buhar
distilasyonu, su ¢ikarma, kurutup toz haline getirme, alkole batirma gibi bir ¢cok farkh
metod kullanmistir. Bunlarin her birinin fizyolojik aktiviteleri farklidir. Ticari olarak
satilan baz1 preperat tiirleri; dehidrate sarimsak tozu, sarimsak yagi, dogal sarimsak
suyu ve kuru sarimsak ekstresi ve benzeridir. Bu preperatlar aktif bilesenlerinin
farklihg nedeniyle farkh etkinliktedirler. Ornegin; dogal sarimsak suyunda ajoene, kuru
sarimsak ekstresinde S-allil-L-sistein ve buharda distile sarimsak yaginda metil allil

tristilfit denilen organosiilfiir bilesikler bulunmaktadir (87).

0
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Sekil 4. Alliin ve alisin molekiilleri

http://www .chm.bris.ac .uk/webprojects2001/gray /morechemistry.htm
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2.6.2. Sarmisagin Genel Etkileri

Bitkisel besinler agisindan zengin diyetle beslenmek kronik hastaliklarin ortaya
¢ikmasini Snler. Bu besinlerden biri de sarimsaktir. Sarimsak tiim diinyada ateroskleroz,
kanser, immun bozukluklar, yaslanma, artrit, katarakt olusumu, infeksiyon ve tromboz

olusumu gibi ¢ok cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (81,83,92).

Sarimsak; LDL kolesterolii ve oksidasyonunu azaltir, HDL kolesterolii arttirir

(81,92,93), ancak lipit ve lipoproteinler tizerine kanitlanmis bir etkisi yoktur (18-19-20).

Sarimsak hiicre ic¢i kalsiyum mobilizasyonunu ve tromboksan-A2 sentezini
inhibe ederek trombosit agregasyonunu baskilar, trombiis olusumunu azaltir ve
fibrinolitik aktiviteyi arttirir (80,81,92). Sarimsak ekstresinin orta diizeyde bir

anjiotensin doniistiirlicii enzim inhibitorii etkisi de vardir (94,95).

Epidemiyolojik calismalar, sarmisagin kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Kronik sarimsak tozu alimiyla aort
sertliginde yasa bagli artislarda ve aort elastikiyetindeki azalmada gerileme goriilm{istiir
(96). Ayrica antiaritmik etkide oldugu ve miyokardi da nekrozdan korudugu
bildirilmistir (97).

Sarimsak “endotelyal nitrik oksid sentaz” (eNOS) aktivasyonuna, diiz kas hiicre

membrani hiperpolarizasyonuna, akciger damar tonusunda azalma ve “indiiklenebilir
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NOS” (iNOS) aktivitesinde azalmaya neden olur. Sarimsak NOS’dan bagimh ve
bagimsiz bazi mekanizmalarla akciger damar tonusunu azaltir ve hipoksik pulmoner

hipertansiyonda yararli olur (98,99).

Sarimsak kolon, akciger ve deri kanseri hiicrelerinin ¢cogalmasini inhibe eder,
lipit peroksidasyonu azaltir ve antioksidan savunma mekanizmalarim diizenler. Ajoene,
allisin, DAS, DADS ve DATS gibi organosiilfiir bilesiklerinin antikanserojen etkileri
giicludiir (92,100,101). Bu etkiyi organosiilfiirlii bilesikler muhtemelen NADPH: kinon
oksiorediiktazi indiikleyerek yaparlar (102).

Taze hazirlanmis sarimsak homojenatinin aktif bileseni allisindir ve
antimikrobiyal etkidedir. Allisinin bu etkisine antibakteriyel, antifungal, antiparaziter ve

antiviral etkileri dahildir.

Ancak tiim bu faydal etkilerine ek olarak sarmisagin yiiksek dozlarda kullanimi
toksik etkilere yol agabilir. Deneysel ¢alismalarda sigcanlara 24 saatlik agliktan sonra
100mg/kg viicut agirhgr dozunda sarimsak yagi verilmesinin OSlimciil oldugu
bildirilmistir (103). Ayrica duyarh kisilerde sarimsak kontakt dermatit ve astmaya

neden olabilmektedir (104).
2.6.3. Sarmisagin Antioksidan Etkisi

Sarmisagm en 6nemli biyokimyasal 6zelliklerinden biri antioksidan etkisidir.
Sarmisagin en Snemli bilesenlerinden olan allisin diisiik konsantrasyonlarda antioksidan
ozellik gosterirken, yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan gibi davranabilir. Bazi
deneysel calismalarda da DAS ve DADS’1in antioksidan etkinlikleri yiiksek diizeyde
bulunurken, DATS n etkinliginin sinirli oldugu belirlenmistir (82,105).

Sarimsak yagmin sican karaciger ve eritrositlerindeki antioksidan sistemlere
etkisini inceleyen bir ¢alismada, eritrositlerde en fazla DATS olmak iizere, sarimsak
yagi ve DADS’in GSH miktarin1 6nemli oranda arttirdig1, ancak karaciger GSH 11 bu
bilesenlerin hic birinin etkilemedigi saptanmistir. Sigan karacigerinde DADS ve DATS,
GSH rediiktaz ve GSH S-transferaz aktivitesini anlaml 6l¢iide arttirmis ancak GSH

peroksidaz aktivitesini azaltmistir (82).

Sarmisagm etanolde ¢Oziinen bileseni, sican karacigerinde tiyobarbitiirik asit
reaktif maddelerinin (TBARS) olusumunu 6nler ve membranlar lipit peroksidasyonuna

kars1 korur (106).
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Kuru sarimsak ekstresi de eritrositlerde TBARS olusumunu &nleyerek lipit
peroksidasyonunun neden oldugu eritrosit deformabilitesindeki azalmayi engeller,
mikrosirkiilasyonu duizenler. Boylelikle eritrositlerin yapi ve islevi korunmus olur (107).
Sarimsak ve aktif bilesenleri genel olarak kalp, karaciger, akciger, beyin ve bobrek gibi
cesitli dokularda SOD, CAT, GSH-peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini
arttirmakta ve lipit peroksidasyonunu azaltmaktadir. Sonu¢ olarak lipit
peroksidasyonuna ve oksidatif hasara bagli olarak gelisen kronik hastaliklarin

onlenmesinde etkili olmaktadirlar (81, 92, 108).

2.7. Melatonin

Melatonin; pineal bezden (epifiz bezi) karanlikta salgilanan, uyku, iireme,
sirkadiyen ritim ve immiinite gibi pek cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol
oynayan, 1958 yilinda dermatolog Lerner tarafindan tanimlanmis Snemli bir hormondur
(109,110).

Pineal bez memelilerde, 151k bilgisini noroendokrin sinyallere doniistiiriir,
retinadan alinan gorsel uyarilara cevap olarak melatonin ve baska hormonlar
salgilayabilir (109,110).

Melatonin sentezi gece-giindiiz dongiisiine bagh olarak sirkadien ritim gosterir.
Aydinlikta hiperpolarize olan retinal hiicreler, karanhkta depolarize olduklarinda,
melatonin  sentezine baslarlar. Karanlikta fotoreseptor hiicrelerden salgilanan
norepinefrinin etkisiyle, hem triptofanin dolasimdan beze girisi artar, hem de bl
reseptorleri araciligiyla membrandaki adenil siklaz aktive olur. Boylece intraseliiler
cAMP seviyeleri yiikselir. Melatonin sentezi, dolasimdaki triptofanin aktif transportla
pinealosit i¢ine alinmasiyla baslar. Hidroksilasyon reaksiyonuyla 5-OH triptofan olusur.
Sonra o da dekarboksile olarak serotonine doniisiir. Serotoninden de N-asetilasyon
reaksiyonu ile melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin) olusmaktadir. Eriskinlerde gece,
giindiize gore melatonin konsantrasyonu 3-10 kat daha yiiksektir, ancak yaslanma ile

birlikte sentez azalir (111-115).

Melatonin sentezlendikten sonra pineal bezden dogrudan dolasima verilir.
Lipofiliktir ancak, membran reseptorleri araciligiyla hedef hiicrelerine ulasir. Beyinde
cesitli bolgelerde, ovaryumlar, barsak, kan damarlar1 (109) ve karacigerde (116),
melatonin reseptorleri mevcuttur. Melatonin i¢in ayrica, sitozolik ve niikleer baglanma

reseptorleri de tanimlanmistir (109).
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Melatoninin baglica yikilm yeri karacigerdir. Indol halkasi 6. konumdan
hidroksile olur, daha sonra siilfat veya glukuronik asitle konjugasyona ugrayarak idrarla
atilir. Melatonin’in idrardaki baslica metaboliti olan 6-siilfatoksi-melatonindir ve bunun

Olctimilyle de, sentez ve yikima ait bilgi edinilebilir (117).
2.7.1. Melatoninin Antioksidan Etkisi

Melatoninin antioksidan 6zelligi ii¢ ana baslik altinda toplanabilir :

1-Direkt antioksidan etki: Melatoninin OH", H,0O,, O",, HOCI, NO*, ONOO
gibi oksidatif strese yol agabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi gOsterilmistir.
Melatoninin antioksidan 6zelligi, yapisindaki pirol halkasindan kaynaklanmakta olup,
bu pirol halkasinin enzimatik ya da nonenzimatik olarak yikilmasiyla, N1-asetil-N2-
formil-5-metoksikiniiramin (AFMK) olusur. Melatonin H,O, varliginda da AFMK

olusturur. Bu metabolitin radikal tutucu aktivitesi vardir(117-119).

Melatonin yiiksek affinite ile OH" radikalini baglar ve indolil katyon radikalini
olusturur. Bu radikal de, O",’i yakalayarak AFMK’e doniigiir. AFMK, daha sonra
arilamin formamidazin katalizledigi reaksiyonla N 1-asetil-5-metoksikiniiramin
(AMK)’e ¢evrilmektedir. Indolil radikalinin OH® varliginda olusturdugu “3-
hidroksimelatonin” metabolitinin idrar diizeyleri, radikal iiretiminin bir gostergesi

olarak kullanilabilmektedir (117).

Yapilan calismalar, melatoninin en giiclii antioksidanlardan biri oldugunu
kanitlamigtir. Melatonin yayilmakta olan lipid peroksidasyonunu peroksil radikaline
baglanarak sonlandirir. Melatonin GSH’a gore 5 kat ve mannitole gére 14 kat daha
giiclii sekilde OH™ radikalini yakalar. Melatonin, NO" olusumunu azaltan en gii¢lii
indoldiir ve in vitro sartlarda, ONOQO™in yol a¢tig1 oksidasyonu Onler ve ayrica kendisi
nitrasyona ugrayarak ONOO™i detoksifiye eder; in vivo enflamasyon modelinde de
nitrotirozin olusumunu baskilar (117-119).

2- Antioksidan Enzim Aracili Etki: Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik
diizeylerde melatonin, SOD, GSH-Px, GSSG, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve
g-glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarmi veya
aktivitelerini arttirarak oksidatif stresi baskilar (118,119).

3-Prooksidan Enzim Aracihi Etki: Melatoninin bazi prooksidan enzimleri
inhibe ederek, serbest radikal olusumunu azaltir (118,119). iNOS aktivitesi, fizyolojik

melatonin diizeylerinde inhibe olur (121).
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Melatonin hem suda ve hem de lipid fazda ¢6ziinebildiginden, antioksidan etkisi
organizmanin her bdlgesine ulasabilir. Kan-beyin bariyerini ve plasentayr geger ve
hiicrenin tiim boliimlerine rahatlikla ulasarak, organizmay1 serbest radikal hasarindan
korur. Hiicre membranindaki fosfolipid tabakanin dis ylizeyine tutunan melatonin,
radikallerle membrandan once temasa gecerek onlar etkisiz hale getirir ve membrani
korur. Melatonin varhiginda, elektron tasima sisteminden kaynaklanan O°,, H,O, ve
OH" gibi radikallerin tiretimi de azalmaktadir. Melatonin niikleusa kadar ulasir ve
DNA’y1 oksidatif hasardan korur (111). Melatonin ayrica, adezyon molekiillerinin ve

inflamasyonda rol alan sitokinlerin sentezini azaltmaktadir (122).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Sicanlarin temini ve deney gruplari

Bu calismada kullanilan Wistar albino tipi erkek sicanlar, Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUTDAM)’dan alindi. Deney boyunca,
havalandirmasi olan ve giines 15181 alan odalarda, deney kafeslerinde tutulan sicanlara

yeterli miktarda standart pellet yem verildi.

Grup-1: Kontrol Grubu (n=8): Deney siiresince si¢anlara normal besinlerine

ilaveten igme sularina katilmak suretiyle % 1 oraninda alkol verildi.

Grup-2: Alkol Grubu (n=8): Normal besinlerine ilaveten si¢anlari alkole
alistirmak icin baslangigta icme sularina 3 giin siiresince % 2.4 oraninda, sonraki 3 giin
siiresince de % 5 oraninda alkol eklendi. Daha sonra sularindaki alkol oran1 % 10°a

c¢ikarilarak 6 hafta boyunca bu oran korundu.

Grup 3: Sarimsak Grubu (n=8): Alkol grubuna benzer sekilde beslendi. % 10
oranindaki alkole ilaveten 6 hafta boyunca her giin gavajla 250 mg/kg/giin dozunda ¢ig

sarimsak homojenati verildi.

Grup 4: E vitamini Grubu: (n=8): Alkol grubuna benzer sekilde beslendi. %
10 oranindaki alkole ilaveten 6 hafta boyunca haftada iki kez, oral yoldan 200 mg/kg

dozda E-vitamini verildi.

Grup 5: Melatonin Grubu (n=8): Alkol grubuna benzer sekilde beslendi. % 10
oranindaki alkole ilaveten 6 hafta boyunca her giin 10 mg/kg/giin dozunda melatonin

cilt altina enjeksiyon yoluyla uygulandi.
3.2. Kan ve dokularin elde edilmesi ve analizlere hazirlanmasi

Deney protokoliiniin 6. haftasi tamamlandiktan sonra sicanlar genel anestezi
altinda sakrifiye edildi. Bunun igin siganlara 75 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylasine
periton igine uygulanarak genel anestezi saglandi. Karin derisi ve deri alti dokular
acilarak, barsaklar disar1 alindi. Heparinle yikanmis enjektorlerle, vena cava inferiordan
kan ornekleri alind1 ve 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Ratlar
abdominal aortalar1 kesilip, kanatilarak oldiiriildiiler. Karaciger, karmn ici bosluga
baglayan damar ve ligamanlar kesilerek disar1 alindi. Kapsiilii siyrildiktan sonra, vena

hepatika’dan verilen SF ile perflize edildi. Perfiize karaciger dokusu sag ve sol loblara
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ayrildiktan sonra, sag lob % 10’luk formaldehit c¢ozeltisine konularak patoloji
laboratuvarina gonderildi. Sol lob dort esit pargaya boliindiikten sonra biyokimyasal
analizlerde kullanilmak {izere aliiminyum folyaya sarilarak, etiketlendi ve biyokimyasal
analizlerin yapilacagi zamana kadar -20°C derin dondurucuda yaklasik iki ay siireyle

saklandi.
3.3. Doku Homojenizasyon Tamponlari

a) 100 mmol/L Fosfat tamponu: 100 mL 0,2M KH,PO, ve 50 mL 0.2 N NaOH
hazirlanir. Yaklasik 8 hacim KH,PO4, 3 hacim NaOH ile karistirilarak pH=7.0 fosfat
tamponu elde edilir. lyonik konsantrasyonu 100 mM’a ayarlamak igin, 100 ml karisima

100 ml distile su eklenir.

b) % 1,5’lik KCI ¢ozeltisi: 100 ml distile suya 1,5 gr KCI eklenerek ¢coziinmesi

saglanir. TBARS c¢alisilirken bu tampon homojenizasyon i¢in kullanilir.

¢) GPx tamponu: GPx analizi i¢in son konsantrasyon 1 mmol/L olacak sekilde

100 mmol/L’lik fosfat tamponunun bir litresine 70 uL merkaptoetanol eklenir.
3.4. Biyokimyasal Analizler

Deneyden 6nceki aksam siganlara ait karaciger doku orneklerinden bir tanesi
derin dondurucudan g¢ikartilarak buzdolab1 ortamina alindi ve ¢6ziinmesi saglandi.
Ertesi sabah buzdolabindan cikarilan dokular serum fizyolojikle yikanip kurulandiktan
sonra, makasla kiiciik parcalara ayrildi. Doku agirh@i tespit edildikten sonra, i¢i buz
dolu kaplara yerlestirildi. Uzerlerine 10 voliim tampon 1/10 (w/v) ilave edildikten sonra
homojenize edildi. Yontemlerin benzerligi ve bir arada cahisilabilirligi g&z Oniine
alinarak testler ii¢ giinde ¢alisildi. Birinci giin; GSH, SOD ve CAT, ikinci giin MDA ve
NO, iigiincii giin ise GPx ¢alisildi. Tiim ¢alismalar i¢in yas doku agirliklar1 yanisira,

protein tayinleri de yapildi.
3.4.1. Nitrik Oksit (NO) Tayini

Nitrik oksit, sentezlendigi andan itibaren hizla nitrit (NO;") ve nitrata (NOj3)
dontismektedir. Bu nedenle, NO miktarim1 tayin edebilmek igin NO, ve NOj
diizeylerinin  Olgiilmesi  gereklidir. Nitrat dogrudan Ol¢iilemedigi igin, nitrite

dontistiiriilerek dolayli yoldan diizeyi tespit edilir (123).
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Kullamlan Reaktifler:

1. Kadmiyum graniilleri: 0,3-1,6 mm partikiil btiyiikliigiinde graniiller
kullanildr.

2. 55 mmol/LL. NaOH: 1,1 gr NaOH alinir bir miktar d. suda ¢oziiliir ve son
hacim 500 mL’ye tamamlanir.

3. 75 mmol/LL ZnSOy4: 10,8 gr ZnSO4 alinir bir miktar d. suda ¢oziiliir ve son
hacim 500 mL’ye tamamlanir.

4. 0.2 mol/L Glisin-NaOH tamponu (pH=9.7):

a. 7.5 gr glisin tartilir ve yaklagik 400 mL d. suda ¢oziiliir.

b. 0,1 N NaOH ¢ozeltisi

Hazirlanan glisin ¢6zeltisinin tamamina, pH=9.7 olana kadar (yaklasik 50 mL)

0,1 N NaOH ¢ozeltisi ilave edilir. pH 9.7°ye ayarlaninca son hacim 500 mL’e
tamamlanur.

5. 0.77 mol/L N-naftiletilendiamin (NNDA): 50 mg NNDA bir miktar d. suda
¢oziiliir ve son hacim 250 mL’ye tamamlanir.

6. 58 mmol/L Siilfanilamid: 250 mL’lik balon joje icine 2.5 gr siilfanilamid
eklenir ve iizerine yaklasik 50 mL 3N HCl ilave edilerek ¢oziinmesi saglandiktan sonra
son hacim 250 mL olacak sekilde yine 3N HCI ile tamamlanir.

7. 5 mmol/L Bakir siilfat (CuSQy4): 250 mg CuSO,4.5H,0’1 bir miktar d. suda
¢Oziiliir ve son hacim d.su ile 200 mI’ye tamamlanir.

8. 0.2 N H»SOy4: 2,8 mL derisik H,SO4 alinir ve igerisinde igerisinde 250 mL d.
su bulunan balon jojeye siirekli karistirilarak aktarihr ve son hacim 500 ml’e
tamamlanir.

9. NO;Standardr:

a. 10 mmol/L. Na;B407 cozeltisi: 760 mg Na,B4O7 alinip bir miktar d. suda
¢oziiliir. Son hacim 200 ml’ye tamamlanir.

b. 0,1 mol/LL. NaNO;,: 69 mg NaNO, bir miktar Na,B4O; cozeltisi icerisinde
coziilir. Son hacim Na,B40; ile 100 mL ye tamamlanir. Cozeltinin nitrit

konsantrasyonu 10 mmol/L’dir. Bundan ¢alisma i¢in diltisyonlar yapilir.
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10. NOs; Standardi: 102 mg KNO; , bir miktar Na,B4O; c¢ozeltisinde
coziildiikten sonra son hacim Na,B407; c¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlanir. Cozeltinin

nitrat konsantrasyonu 10 mmol/L’dir.
Not: Her iki standart ¢6zelti de buzdolabinda muhafaza edilir.

Deneyin Prensibi: Deproteinize numunedeki nitrit, Griess reaksiyonuyla
saptanir ve olusan kromofor maddenin absorbanst 540 nm dalgaboyunda
spektrofotometrik olarak o6lctiliir. Ancak nitrat dogrudan ol¢iillemedigi icin, kadmiyum
ile nitrite indirgendikten sonra Sl¢iim yapilir. Bu ikinci dl¢tim “total nitrit” miktarim

verir. Nitrat miktar1 total nitrit ve direkt nitrit arasindaki farktan hesaplanir.

Deproteinizasyon: Numunelerden 0,5 ml alinip, {iizerine 2,5 ml NaOH
pipetlenir. Tiipler vortekslenir ve tizerine 2 ml ZnSO, eklenir. Tiipler tekrar vortekslenir
ve 3000xg’de santrifiij edilerek proteinler uzaklastirihir. Calisma icin ustteki berrak

kisim kullanilir.

Graniillerin Hazirlanmasi: Kadmiyum graniilleri 3 defa d. su ile yikanir.
Kurulandiktan sonra CuSQ4 c¢ozeltisi eklenerek 1-2 dakika vortekslenir. Bakirla
kaplanan graniillerin renkleri siyahlagir. Uzerlerindeki soliisyon dokiiliir ve hazirlanmis
olan glisin tamponla 3 kez yikanir ve kurulanir. Hazirlanan graniiller 10 dakika
icerisinde kullanilmalidir.

Bakir, kadmiyum graniillerinin yiizeyinde indirgenir ve gozenekli bir metalik
tabaka olusturur. Bu tabaka, kadmiyumdan nitrata elektron transferini hizlandirir.

NO; + H,0 +Cd < NO, + Cd*™ + 20H

Deneyin Yapilisi

Nitrit ve nitrat analizleri calisma semalarinda ayrintih olarak gosterilmistir.

Nitrit Calisma Semasi

Numune | Standart 1 | Standart 2 | Standart 3

Kor sumovr, | 1OPMOVL | <o imop, | Standart 4
100 pmol/L
Distile Su 0,5mL --- --- --- --- ——
Plazma --- 0,5mL --- --- --- ---
Standart --- --- 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL
NaOH 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL
ZnSO, 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL
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Tiipler iyice karistirthr. 3000xg’de 10 dakika santriflij edilir. Slipernatantlar

Griess Reaksiyonunda kullanilir.

Stipernatant 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
NNDA ImL ImL ImL ImL ImL ImL
Siilfanilamid ImL ImL ImL ImL ImL ImL

Blank, numune ve standartlara ait siipernatanlar kendi tiiplerine pipetlendikten

sonra reaktifler {izerlerine eklenir ve vortekslenerek karigmalari saglanir. 10 dakika oda

sicakliginda inkiibasyona birakilir. Olusan pembe renkli kromofor maddenin absorbansi

spektrofotometrede 540 nm dalgaboyunda kore karsi 6lgiiliir.

Nitrat Calisma Semasi

Numune | Standart 1 | Standart 2 | Standart3
Kor spumovr, | VORMOVL | g oy, | Standartd
100 pmol/L
Distile Su 0,5mL --- --- --- --- ---
Plazma --- 0,5mL --- --- --- ---
Standart --- --- 0,5mL 0,5mL 0,5mL 0,5mL
NaOH 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL 2,5mL
ZnSO, 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL 2 mL

Tiipler iyice karistirilir. 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilir. Deproteinize

siipernatantlar deneyde kullanilir.

Siipernatant ImL ImL ImL ImL ImL ImL

Tampon ImL ImL ImL ImL ImL ImL

Kadmiyum 2,53 | 2,53¢gr | 2,53¢gr 2,5-3 gr 2,5-3 gr 2,5-3 gr
ar

Kadmiyumla 60 dakika boyunca devamli ¢alkalamak suretiyle rediiksiyon iglemi

gergeklestirirlir. Rediikte slipernatantlar, Griess reaksiyonunda kullanilir.
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Siipernatant | 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
NNDA 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL ImL
Siilfanilamid | ImL 1mL ImL 1mL 1mL ImL

Tiim tiipler, iyice karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilir. Olusan pembe rengin absorbansi spektrofotometrede kore karst 540 nm

dalgaboyunda olg¢iiliir.

Standart konsantrasyonlar1 optik dansitelerine boliinerek faktor (F) tayini yapilir.

Optik dansiteler bu faktorle ¢arpilarak numunede mevcut nitrit miktarlar1 hesaplanir.

Hesaplama:

Numunenin konsantrasyonu = F x Numunenin optik dansitesi
En az ii¢ farkli standart konsantrasyonu ig¢in F hesaplanir ve bu degerlerin

aritmetik ortalamasi, numune nitrit konsantrasyonlarin belirlenmesinde kullanilir.
3.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler:

1. 0.3 mmol/L ksantin: 9,13 mg ksantin bir miktar d. suda ¢oziildiikten sonra
son hacim 200 ml’ye tamamlanir.

2. 0.6 mmol/L etilendiamin tetraasetik asit-2 Na tuzu (EDTA): 25 mg
EDTA bir miktar d. suda c¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ye ile
tamamlanir.

3. 150 pmol/L nitrobluetetrazolyum (NBT): 12,3 mg NBT bir miktar d. suda
coziildiikten sonra son hacim 100 mI’ye tamamlanir.

4. 400mmol/L Na,CO3: 2,54 gr Na,COs; bir miktar d. suda ¢oziildiikten sonra
son hacim 60 ml’ye tamamlanir.

5. 1 g/LL Bovin Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA iizerine yaklasik 15 mL
serum fizyolojik (SF) ilave edilir. Kopiirtmeden alt tist edilerek karistirilir.
Bir gece oda sicakhiginda bekleyerek ¢éziinmesi saglanir. Son hacim SF ile

30 mL’ye tamamlanir. Koyu renkli sisede +4° C’ta saklanr.
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Ik bes cozeltinin yukarda belirlenen miktarlar1 karistirilarak assay reaktifi
hazirlanir. Bu reaktif toplam 490 ml’dir. Koyu renkli sisede, +4 “C’ta saklanir. Ag¢ik

saman sarisi rengin, maviye doniismesi reaktifin bozulduguna isaret eder.

6. 2 mol/LL (NH4)2SOy4: 2,64 gr (NH4),SOy4 alinip 10 ml d. suda ¢oziiliir.

7. 167 U/L Ksantin Oksidaz (XO): 10 ul. XO alinip {izerine, 2 mol/L’lik
(NH4)2SO4 c¢ozeltisinden 1 mL eklenir. Tiip birkag kez altiist edilerek
karistirihr. Enzim ¢ozeltisi calisma esnasinda hazirlanmahdir.

8. 0.8 mmol/L CuCl,: 10,8 mg CuCl, bir miktar d. suda ¢6ziildiikten sonra son
hacim 100 ml’ye d.su ile tamamlanir. Bu ¢ozelti oda sicakliginda uzun siire
dayanikhdir.

Deneyin Prensibi: SOD aktivitesi, Sun ve ark. tarafindan tanimlanan (124),
Durak ve ark. tarafindan modifiye edilen (125), NBT indirgenmesi yontemiyle ¢aligildi.
Reaktif igerisinde bulunan ksantin, ksantin oksidaz tarafindan hipoksantine
oksitlenirken ortaya ¢ikan siiperoksit radikali numunede mevcut SOD igin substrat
gorevi goriiriir. Ortamda bulunan siiperoksit radikali NBT’yi oksitledigi i¢in mavi renkli
formazan olusur. Koriin igerisinde SOD bulunmadig igin, tim NBT oksitlenir. Bu
nedenle koriin absorbansi, numunelerin absorbanslarindan yiiksektir. Numunede ne
kadar ¢ok SOD mevcutsa NBT oksidasyonu o kadar fazla engellenecegi icin, enzimatik
reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan renk de o kadar agik olur.

Numune Hazirlama

Homojenat santrifiij edilir. Supernatant 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5,
v/v) karisimi icerisinde, vortexlenip 45 dk 3500xg de santrifiij edilir. Ustteki etanol

fazindan alinan numuneler deneyde kullanilir.
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SOD Calisma Semasi

Kor Numune
Substrat solusyonu 2,85ml 2,85 ml
Koloroform-etanol ekstrakti --- 100ul
Bidistile su 100uL. ---
XO (167 U/L) 50uL 50 u/L
Tiipler oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilir.
Cu(Cl, 1 ml 1 ml

Distile suya karsi korden baslanilarak 560 nm dalgaboyunda okunur.
SOD aktivitesinin hesaplanmasi

Bir SOD Unitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir.
% inhibisyon = [(Akér - Anumune) / Akér ] x 100

Agsrs Koriin absorbansi
A numune: Numunenin absorbansi
Aktivite (U/ml) = [ (% inhibisyon/50) x (1/0.1) ] mL

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = [U/mL/mg/mL protein].
3.4.3. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Kullanmilan Reaktifler:

a) 0.05 mol/L Fosfat tamponu (pH=7.0)

b) %30’luk H,O, ¢ozeltisi

Substrat Cozeltisi: 100 mL fosfat tamponu igerisine yaklasik 100 pL %30°luk

H,0,; ¢ozeltisi eklenir. Bu ¢ozeltinin 240nm dalga boyunda distile suya karsi absorbansi

0.500- 0.600 nm dir.
Deney Prensibi: Katalaz enzim aktivite tayini Aebi yoOntemine gore (126)

yapildi. Numunede mevcut katalaz enzimi substrattaki H>O,’yi su ve oksijene

parcalamaktadir. Bu durum spektrofotometrede 240 nm uv dalgaboyunda absorbans
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azalmasina neden olmaktadir. Absorbans azalmasi dokuda mevcut enzim miktar ile

dogru orantihdir.

Deneyin Yapilisi: Kor olarak fosfat tamponu kullanildi ve spektrofotometrede

240 nm dalgaboyunda sifir ayar yapildi. Hazirlanan substrata, numune eklenerck

karistirildiktan sonra 3 dakika boyunca 30 sn araliklarla absorbans azalmasi kaydedildi.

Katalaz Calisma Semasi

Kor Numune
Fosfat tamponu 3mL |
Substrat Cozeltisi | --—--—-- 2.99 mL
Numune | - 0,01 mL
Hesaplama

Bir katalaz iinitesi: Birim zamanda bir mikromol H,O,’1 su ve oksijene ceviren
]

enzim miktaridir.

k={[2.3 xlog (OD,/OD,) ]/ At (sn)
k/gr protein = k / [ (g/mL protein) x 1000 ]

k; reaksiyonun hiz sabitidir.
3.4.4. TBARS Tayini

Kullanilan Reaktifler:

1. % 0.37 TBA cozeltisi: 0,25 mol/L HCl igerisinde, 3.7 g/L tiyobarbitiirik asit

(TBA) c¢oziliir. 4,16 ml HCI alinir ve 200’ye d.su ile tamamlanir. Bunun 50

ml’sine 18.5 mg TBA eklenir.

2. % 15 TCA cozeltisi: 0,25 mol/L HCI igerisinde %15°lik triklorasetikasit
(TCA) hazirlanir. HCI ¢ozeltisinin 150 mI’sine 22.5 gr. TCA eklenir.

3. 20 mmol/L stok standart: 1,1,3,3 tetrametoksipropan standart hazirlamada

kullanilir. 329 ul 1,1,3,3 tetrametoksipropan alinir ve etanolle 100 ml’ye

tamamlanir. Bu ¢ozelti 20 mmol/L konsantrasyona sahiptir. Buzdolabinda, 1

ay saklanabilir. Calisma giinii bundan 10 pmol/L, 8umol/L, 6 pmol/L,

4umol/L, 2umol/L, 1 umol/L ve 0.5 umol/L’lik standart ¢ozeltiler hazirlanir.

Deney Prensibi: Numune i¢inde mevcut MDA ve diger tiyobarbitiirik asitle

reaksiyona giren bilesikler (TBARS), asit ortamda TBA ile 1sitilmasi sonucu pembe
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renkli kromojen olusturur. Pembe rengin siddeti, numune konsantrasyonu ile dogru
orantilidir (127).

Deneyin Yapilisi: Vida kapakli tiiplere numune blank ve standartlar eklenir,
iizerlerine TCA ve TBA ilave edilir iyice karistirildiktan sonra tiiplerin kapaklar sikica
kapatilir. Kaynar su banyosunda 30 dakika inkiibe edilir. Su banyosundan ¢ikartilip
soguk musluk suyu altinda sogutulur. Her tiipe 3 mL n-biitanol pipetlenir, iyice
vortekslenir. 2000xg’de 10 dakika santrifiij edilir. 535 nm dalgaboyunda n-biitanole
karst siipernatantlarin  absorbanslar1 okunur. Standartlarin konsantrasyonlarimin
absorbanslarina boliinmesiyle elde edilen faktér kullanilarak numunelerin TBARS

miktarlar1 hesaplanir.

Numune | Blank | Standart | Standart | Standart | Standart
10 pmol/L | 6 pmol/L | 2 pmol/LL | 1 pmol/L

Numune 250 uL -- - - - -

Distile Su - 250 uLL - - - -

Standart --- --- 250 uL 250 uL 250 uL 250 uL
TBA 05mL | 0,5mL | 0,5mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
TCA I,SmL | 1,5mL | 1,5mL 1,5 mL 1,5mL 1,5mL

3.4.5. Rediikte Glutatyon Tayini

Kullanilan Reaktifler
1. % 10’luk triklorasetik asit (TCA): 10 gr TCA, 100 ml distile suda ¢oziiliir.
2. %71’lik trisodyum sitrat: 100 mg’1 10 mL d. suda ¢oziiliir.

3. 5,5’-Dittiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) cozeltisi: 4 mg DTNB 10 mL

%1°lik trisodyum sitrat i¢erisinde ¢oziiliir.
4. 0.3 mol/L Na;HPOjy: 4,25 gr Na,HPO,4 100 ml d.suda ¢oziiliir.

Deneyin Prensibi: Glutatyon analizinde Ellman metodu kullamldi (128). Bu
yontem ortamda mevcut GSH’in DTNB ile reaksiyonundan olusan sari-yesilimsi rengin

410 nm dalga boyunda ki absorbsiyonunun 6l¢iimii esasina dayanir.

Deneyin yapihsi: Esit hacimde TCA ve homojenat tiiplere pipetlenip iyice
vortekslenir. 10 dk 3000xg’de santrifiij edilerek, protein ¢okeltisi uzaklastirilir. Ustteki
berrak kisim Na,HPO, ve DTNB c¢ozeltileriyle karistirihr. 5 dakika Inkiibasyon
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ardindan agiga c¢ikan sari-yesil rengin absorbansi spektrofotometrede 410 nm
dalgaboyunda kore karst okunur. Standartlarin konsantrasyonlarinin absorbanslarina

boliinmesiyle elde edilen faktdr kullanilarak numunelerin GSH miktarlart hesaplanir.

Kor Numune Standartlar
Siipernatan - 250 uL -
Standartlar - - 250 uL
Na,HPO4 2000 pL 2000 uL 2000 uL
DTNB 250 puL 250 ul 250 ul
d.su 250 pL. --- -

3.4.6. GPx Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler
1. Fosfat Tampon (5 mmol/L EDTA’h):

a- 50 mmol/L Na,HPOy: 7.1 gr Na,HPO, alinir, bir miktar distile suda

coziildiikten sonra bir litreye tamamlanir.

b- 50 mmol/L. KH2PO4: 6.8 gr KH2PO4 alinir, bir miktar distile suda

¢oziildiikten sonra bir litreye tamamlanir.

Calisma tamponunu (pH:7,0) hazirlamak i¢in, 600 mL a ve 400 mL b ¢ozeltileri
icerisine. 2, 08 gr EDTA ilave edilir ve karistirilir.

1. 150 mmol/LL GSH: 100 mg GSH alinir, son hacim 2 mL olacak sekilde
EDTA’lh fosfat tamponunda ¢oziilir. Calismanin hemen Oncesinde
hazirlanir.

2. 3 mmol/LL NADPH: 10 mg NADPH alinir, 2 mL EDTA’l1 fosfat tamponu
icerisinde kulanimdan hemen 6nce ¢oziiliir.

3. 1 mol/L NaNj3: 65 mg NaNj alinir. Son hacim 1 mL olacak sekilde EDTA’l1
fosfat tamponu icinde ¢oziiliir. Calismanin hemen dncesinde hazirlanir.

4. GSH rediiktaz: 30 mg enzim alinir, 3.2 mol/L amonyum siilfat icinde
¢oziiliir. Calismanin hemen &ncesinde hazirlanir.

5. 50 mmol/L. HO;: 15 pl. H,O; alinarak, 5 mL EDTA’h fosfat tamponuna

pipetlenir.
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Deneyin Prensibi: Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin suya doniistimiinii
katalizlerken, rediikte glutatyon da yiikseltgenir. Yiikseltgenen glutatyon, tekrar
kullanilmak {izere glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda indirgenir. GPx aktivitesi
NADPH’in NADP’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin kaydedilme-
siyle belirlenir (129).

GPx Calisma Semasi

Kor Numune
Fosfat Tampon 2,65 mL 2,65 mL
GSH 0,10 mL 0,10 mL
NADPH 0,10 mL 0,10 mL
GSH rediiktaz 0,0lmL 0,01mL
NaN3 0,01 mL 0,01 mL
Numune 0,02 mL
D. Su 0,02 mL .

Tiipler oda sicaklhiginda, 30 dakika inkiibe edilir.

H,0; 0,10 mL 0,10 mL

Uc dakika boyunca 30 saniyelik araliklarla 340 nm’de absorbans degisimi
kaydedilir. Absorbans azalmasimin lineer oldugu bir dakikalik zaman dilimindeki

azalma miktar1 esas alinarak hesaplama yapilir.

Hesaplama
1 Unite: Bir dakikada okside edilen NADPH’in mikromol cinsinden miktaridir.

) A A/tx Vtx 10°
U/L ( mikromol/dk/L) =

ExVsXL
E = NADPH’n ekstinksiyon sabiti (6,22x 10° L. mol” . cm™)
Vt = total reaksiyon voliimii (mL)
Vs = total reaksiyon i¢indeki numune voliimii (mL)
L = Kiivet ¢ap1 (1 cm)
A A/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10° = molii mikromole cevrim sabiti
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3.4.7. Protein Tayini

Kullanilan Reaktifler

Coomassie Blue G: Protein tayininde Bradford yonteminden yararlanildi (130).
100 mg Coomassie Blue G alinir, 50 mL metanolde ¢oziiliir. Bu soliisyona 100 mL (%
85’lik) fosforik asit H,PQ, ilave edilir ve hacim 200 mL’e distile su ile tamamlanir.
Soliisyon koyu kirmizi renklidir. Koyu renkli sisede + 4 °C’ta uzun siire dayaniklidir.

Kullanilacagi zaman 1 hacim soliisyon, yaklasik 2 hacim distile su ile seyreltilir.

Standart ¢ozeltisi olarak kullanilmak iizere, laboratuarimizda mevcut total
protein kalibratorii 1/100 ve 1/50 oraninda seyreltildi ve faktor tayini yapilarak protein
miktar1 hesaplanmasinda kullanildi. Arastirmamizda Bradford yontemi laboratuarimizda

mevecut Olympus AU 600 otoanalizdriine adapte edilerek calisildi.
3.4.8. ALP, AST ve ALT Tayinleri

ALP; tampon olarak dietanol amin tamponun ve substrat olarak
paranitrofenilfosfatin kullanildigi, kinetik kolorimetrik GSSC (German Society for

Clinical Chemistry) yontemine gore ¢alisiimistir.

AST ve ALT; tampon olarak tris tamponun ve koenzim olarak piridoksal
fostatin kullamldigi, IFCC (International Federation for Clinical Chemistry) tarafindan

onerilen kinetik enzimatik uv metodlarla calisilmistir.
3.5. istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 11.5 programi ile yapildi. Tiim sonuglar
ortalama + standart sapma (SD) seklinde ifade edildi. p<0.05 degerleri istatistiksel

anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.

Sonuglar one-way ANOVA ile analiz edildi. ANOVA’da istatistiksel olarak
anlamli bulunan sonuglar Post-hoc karsilastirmadan 6nce Levene testi ile homojenite
analizi yapildi. Homojen bulunan gruplara Tukey testi homojen olmayan veri gruplarina

Tamhane testi uygulandi.
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4. BULGULAR
4.1 Serum ALP, ALT ve AST diizeyleri

AST bakimindan Sarimsak grubunda, Alkol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artis mevcuttur. ALP ve ALT acisindan gruplar arasinda anlamlh fark

saptanamamigstir.

-
S m ALP
9 mALT
> @ AST
<
<

Kontrol Alkol Sarmisak Vitamin-E Melatonin

Gruplar

Sekil 1: Kontrol ve deney gruplarinin serum ALP, ALT ve AST diizeyleri
* : Alkol grubuna gére anlamli artis mevcuttur. (p = 0,003)

4.2. Serum TBARS diizeyleri

Sican serumlarinda TBARS diizeyleri arasinda anlamh fark saptanmamistir.

14,0 -

12,0 4
-
g 10,0 1
2 80 -
£
o 601
%
o 4.0 -
[

2.0 4

0,0 T T T T

Kontrol Alkol Sarmisak Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 2: Sican serumlart TBARS diizeyleri.
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4.3. Serum NO diizeyleri

Sican serum NO diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir.

10,0 T
9,0 T
8,0 1
SI 7,0 T
O 6,0
E 5o
O 4,07
Z 3,01
2,0 1
1,0 1
O’O T T T T 1
Kontrol Alkol Sarmisak Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 3: Sican serumlart NO duizeyleri
4.4. Karaciger TBARS diizeyleri

Sicanlarin  karaciger dokulart TBARS diizeyleri, alkol ve sarimsak alan

gruplarda Vitamin E ve Melatonin alan gruplara gore anlamli artis g&stermistir.

140 T

2 120

3

\O.') 100 T

o _

< 80

£ 60 -

&

< 40 T

m

=20

0 T T T T 1
Kontrol Alkol Sarmisak  Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 4: Karaciger dokularinda TBARS duzeyleri
* : Vitamin E grubuna gére anlamli artis mevcuttur. Alkol ve sarimsak gruplari i¢in p degerleri

sirastyla (p= 0,003 ve p= 0,006)
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# : Melatonin grubuna gore anlamli artis mevcuttur. Alkol ve sarimsak gruplari i¢in p degerleri
strastyla (p= 0,012 ve p= 0,027)
4.5. Karaciger NO diizeyleri

Sican karaciger NO diizeyleri Sarimsak ve E vitamini alan gruplarda Kontrol

grubuna gore anlamli artig g&stermistir.

250 -
£ 200
o
o)
1
2 150 -
1S
o
O 100 -
£
£
O 50 4
4
0 T T T T
Kontrol Alkol Sarmisak Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 5: Karaciger dokusu NO diizeyleri
* : Kontrol grubuna gére anlamh artis gosteren gruplar (p=0,034 ve p=0,034)

4.6. Karaciger SOD Aktivite Diizeyleri

Sican karacigerinde SOD diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlaml fark

yoktur.
5,00 -
—~ 4,80
£
2
£ 4,60
o
£
S 440
[a]
[e]
9 420
4,00 T T T T
Kontrol Alkol Sarmisak Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 6: Karaciger dokusu SOD diizeyleri
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4.7. Karaciger CAT Aktivite Diizeyleri

Sican karaciger CAT diizeyleri yoniinden gruplar arasinda anlamh fark

bulunamamustir.
1,80 -
o i
E 1,60
£ 1,40 A
£
8 1,20 -
Q£ 1.00-
T
S © 0,80 -
£ o
E 0,60 A
l:t 0,40 ~
(@) 0,20 A
0,00 T T T T
Kontrol Alkol Sarmisak  Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 7: Karaciger dokusu CAT diizeyleri

4.8. Karaciger GPx Aktivite Diizeyleri

Melatonin ve vitamin E alan gruplarda, karaciger GPx diizeyleri alkol ve

Sarimsak alan gruplara gore anlaml artis gostermistir.

_s: 18,0 7
2 16,0
o
o 14,0 T
(®) i
E 12,0
£ 10,0 7
g 8.0
o)
€ 6,0
£ i
n>-< 4,0
O 207
0,0 T T T T 1
Kontrol Alkol Sarmisak Vitamin-E Melatonin
Gruplar

Sekil 8: Karaciger dokusu GPx diizeyleri
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* 1 Alkol ve Sarimsak gruplarina gére anlamli artig mevcuttur. (p= 0,005 ve p=0,001)
# : Alkol ve Sarimsak gruplarina gore anlamli artis mevcuttur. (p= 0,008 ve p=0,001)

4.9. Karaciger GSH diizeyleri

Melatonin ve vitamin E alan gruplarin GSH diizeyleri Sarimsak grubuna gore
anlamli azalma gostermistir. Ayrica vitamin E grubu GSH diizeyi kontrol grubuna gore

de anlaml azalma g&stermistir.

9,00 -
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 A
1,00 -
0,00 T T T T 1
Kontrol Alkol Sarmisak  Vitamin-E Melatonin

GSH (mikromol/g. doku)

Gruplar

Sekil 9: Karaciger dokusu GSH diizeyleri

a: Kontrol ve Sarimsak gruplarina gére anlamli azalma mevcuttur. (p= 0,015 ve p=0,002)

*: Sarimsak grubuna gére anlamli azalma mevcuttur. (p= 0,002)

54



Tablo 1. Sican serum parametreleri grup ortalamalan

PARAMETRELER | KONTROL ALKOL SARIMSAK | E VITAMINI | MELATONIN ANOVA
F P

ALP 4734+ 1234 | 453,6+954 | 477,1+104,0 | 403,5+107,5 406,0+81,7 0,837 0,512
(n=7) (n=8) (n=8) (n=6) (n=7)

ALT 42,7+8,5 33,4+3,0 38,2+ 8,1 30,2+4,2 41,1+9,9 4,096 0,008
(n=7) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

AST 80,6+13,8 70,5+8,2 92,9+15,9° 82,0+7,7 78,6+6,8 4,140 0,008
(n=6) (n=8) (n=7) (n=8) (n=8)

NO 7,5+1,4 7,0+1,2 6,3+1,0 7,442,0 7,4+1,2 0,940 0,453
(n=7) (n=8) (n=8) (n=7) (n=8)

TBARS 9,2+0,9 9,0+0,8 9,2+0,8 10,0+0,9 10+1,5 1,852 0,142
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=7)

a : Alkol grubuna goére anlamli artis mevcuttur. P= 0,003
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Tablo 2. Sican karaciger doku homojenatlari analiz parametreleri grup ortalamalan

ANOVA
PARAMETRELER | KONTROL ALKOL SARIMSAK | E VITAMINI | MELATONIN F degerleri
F P
GSH 6,0+1,3 4,7+1,2 6,6+1,8 3,1+1,3" 4,0+1,9¢ 6,040 0,001
(n=6) m=7) m=7) m=7) (0=8)
NO 189,6+ 19,5 185,0+14,3 207,8+23,8° 208,7+21,9° 195,9+9,5 3,860 0,011
(n=8) (0=8) 0=8) m=7) (0=8)
TBARS 91,0+10,2 104,1+13,8 " | 102,3+8,9% " 81,0+ 4,26 84,3+5,9 6,655 0,000
(n=8) (0=8) (0=8) m=7) m=7)
SOD 4,6+0,2 4,740,1 4,6+0,2 4,4+0,3 4,6+0,2 1,645 0,186
(n=8) m=7) (0=8) (0=8) m=7)
CAT 1,4+0,1 1,2+0,1 1,3+0,2 1,1+0,3 1,3+0,2 1,957 0,124
(n=8) (n=8) (n=8) m=7) m=7)
GPx 13,9+0,6 13,1+1,4 12,6+1,8 15,5+41,28" 15,4+0,8%" 8,702 0,000
(n=7) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
b : Kontrol ve sarimsak gruplarina gore anlamli azalma mevcuttur. Sirastyla p= 0,015 ve p= 0,002
¢ : Sarimsak grubuna gore anlamli azalma mevcuttur. p= 0,002
d : Kontrol grubuna gére anlamli artis mevcuttur. Sarimsak ve vitamin E gruplarinin her ikisi i¢in de p= 0,034
e : Vitamin E grubuna gore anlamli artis mevcuttur. Alkol ve sarimsak gruplari igin sirastyla p= 0,003 ve p= 0,006
f : Melatonin grubuna gore anlamli artis mevcuttur. Alkol ve sarimsak gruplari igin sirasiyla p= 0,012 ve p= 0,027
g : Alkol grubuna gore anlamli artis mevcuttur. E vitamini ve melatonin gruplari igin sirastyla p= 0,005 ve p= 0,008
h : Sarimsak grubuna gore anlamli artis mevcuttur. E vitamini ve melatonin gruplari i¢in sirasiyla p= 0,001 ve p= 0,001
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Tablo 3. Calisilan test parametrelerinin p degerleri

GRUPLAR ALP ALT AST | s.NO |s.TBARS | dGSH | dNO |dTBARS|d.SOD | d.CAT | d. GPx

Kontrol-Alkol 0,996 | 0,235 0,419 | 0,982 0,994 0,563 | 0,970 0,202 0,936 | 0,500 | 0,777

Kontrol-Sarimsak 1,000 | 0,978 | 0,272 | 0,503 1,000 0,956 | 0,034 0,341 1,000 | 0,958 | 0,311

Kontrol-Vitamin E 0,740 | 0,067 | 0,999 | 1,000 0,492 0,015 | 0,034 0,830 0,519 | 0,114 | 0,118

Kontrol-Melatonin 0,737 1,000 | 0,997 | 1,000 0,539 0,133 | 0,412 0,665 0,985 0,989 | 0,153

Alkol-Sarimsak 0,991 0,792 | 0,003 | 0,805 0,996 0,173 | 0,133 0,998 0,948 | 0,884 | 0921
Alkol-Vitamin E 0,894 | 0,696 | 0,229 | 0,986 0,273 0,307 | 0,128 0,020 0,169 | 0,876 | 0,005
Alkol-Melatonin 0,897 | 0,489 | 0,563 | 0,994 0,315 0,888 | 0,785 0,933 0,999 | 0,813 0,008

Sarimsak-Vitamin E | 0,679 | 0,275 0,312 | 0,528 0,461 0,002 | 1,000 0,043 0,490 | 0,367 | 0,001

Sarimsak-Melatonin | 0,672 1,000 | 0,103 | 0,564 0,508 0,020 | 0,701 0,989 0,990 1,000 | 0,001

Vitamin E- 1,000 | 0,163 0,969 | 1,000 1,000 0,799 | 0,666 0,151 0,269 | 0,303 1,000

Melatonin

S: serum

d: doku homojenati
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5. TARTISMA

Karaciger hastaliklari; konjenital, genetik, viral, iatrojenik ve toksik bir ¢ok

nedene bagl olabilir. Toksik etkenlerden bir tanesi ve en yaygin olani alkoldiir.

Alkoliin etabolize oldugu en dnemli organ karaciger oldugu ic¢in zararh etkilere
en fazla maruz kalan organ da karacigerdir. Alkoliin hasar olusturma mekanizmalarinda
bir ¢cok faktoriin bilesik etki yaptigi kabul edilmektedir. Alkol kullanimina bagli olarak
gelisen zararh etkiler basit bir yaglanmadan, hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinoma
kadar degisen biiyiik farkliliklar arzedebilir. Kullanilan alkol miktari, kullanim siiresi,
genetik yatkinliklar, beslenme ve yasam tarzi ile ilgili faktorler farkli sonuglarin ortaya

cikmasinda etkili olabilirler.

Alkol, zararh etkilerini en ¢ok oksidan ve antioksidan dengeyi bozarak olusturur.
Alkoliin, alkol dehidrogenazla yikilmasiyla asetaldehit olusur ve asetaldehit, asetata
daha sonra da karbondioksit ve suya kadar yikilabilir. Bu reaksiyonlar sirasinda NAD,
NADH’e indirgenir ve hiicre biiyiikk bir indirgeyici potansiyele ulasir. Bu durum
glikoneogenezde bozulmaya ve metabolizmanin ketogenez ve yag asidi sentezine
kaymasina neden olur (21). NADH kendisi dogrudan oksijeni indirgeyemez, ancak
elektronlarint mitokondiyal solunum sistemine vererek oksijenin siiperoksit olusturmak
tizere indirgenmesini saglar. Normal metabolik kosullarda NAD’nin NADH’e
indirgenmesi sitrik asit dongiisiiyle baglantili ve hiicrenin enerji ihtiyacini karsilamaya

yonelik kritik 6neme sahip olaydir (131).

Etanol metabolizmasinda rol oynayan ikinci faktor mikrozomal etanol okside
eden sistem (MEOS) dir. Etanol oksidasyonu sirasinda bu sistem ve 6zellikle sitokrom
p450’nin CYP2E1 izoformu aktive oldugunda, siiperoksit radikali tretimi ve

dolayisiyla oksidan stres artar.

Alkoliin oksidasyonu sirasinda iiretilen asetaldehid, gerek glutatyon gibi
antioksidanlar tiiketerek, gerekse ileri oksidasyona ugrayip serbest radikal iiretimini
arttirarak oksidan-antioksidan sistem dengesini bozar ve ayrica yapisal ya da
fonksiyonel proteinlerle kovalan baglar olusturarak immun yaniti tetikler (132,133).
Immun yanitta etkili olan bir diger molekiil de, lipit peroksidasyon son iiriinlerinden
malondialdehittir. MDA, asetaldehitin baglanma affinitesini 13 kat arttirir ve bu nedenle

immun cevap olusturabilecek molekiillerin iiretimi hizlanir (134).
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Tiim bu olaylar sirasinda karacigerin oksijen tiiketimi artar ve sentrilobuler
hipoksi olusur. Buna bagh olarak da, demir salimiminda artma ve S-adenozil metionin
(SAM) diizeylerinde azalma goriilir. SAM azalmasi GSH sentezinde ve GSH’mn
mitokondri i¢ine tasinmasinda azalmaya yol agar. SAM azalmasi ayrica,
proinflamatuvar ve sitotoksik sitokinleri indiikleyerek oksidatif stresin daha da
artmasina neden olur. Alkole bagl olarak hepatositlerde demir konsantrasyonunun
artmasi oksidatif hasari, makrofajlarda demir konsantrasyonunun artmasi da sitokin
ekspresyonunu arttirir. Tiim bu siiregler, birbirini tetikleyen bir dongiiye neden olur ve

geri doniislii evreler asilmamissa alkoliin kesilmesi ile kisi saghgina kavusabilir (135).

Alkol aliminin zararh etkilerini yok etmek veya en azindan asgariye indirgemek
icin, bir ¢ok antioksidan 6zellikli madde {izerinde arastirma yapilmistir. Bu maddelerin
bazilar1 viicutta sentezlendigi gibi, bazilari da giinliik yasamin bir parcasi olan gidalarda
bulunmaktadirlar. Antioksidan 6zelligi arastirilan maddelerden bazilari; yesil ¢ay, aloe
vera, greyfurt, {iziim, sarimsak ve bunlardan iiretilen preperatlar, vitaminler, bazi

hormonlar (melatonin) ve daha bir ¢ok dogal ya da sentetik maddelerdir.

Wu ve arkadaglar1 sigan karaciger ve eritrositlerinde sarimsak ve preperatlarinin
etkilerini incelemiglerdir. FEritrositlerde DATS’m en fazla olmak iizere, sarimsak
yagmin, DAS ve DADS’in rediikte glutatyon diizeyini dnemli dl¢tide arttirdigi, ancak
karaciger GSH’inin bu preperatlardan etkilenmedigi anlasilmistir. Yine bu ¢alismada
siganlarin karacigerinde DADS ve DATSin GSH rediiktaz ve GSH transferaz
aktivitelerini anlamh diizeyde arttirdig1 ancak GPx aktivitesini azalttig1 belirlenmistir
(82). Bu c¢alismadan, sarmisagin etkinliginin bilesenlerine gore farkliliklar gosterdigi

anlasilmaktadir.

Kim ve arkadaslar1 lipopolisakkaritlere ve sitokinlere cevaben iNOS eksprese
eden makrofaj, primer sigan hepatositleri ve sican aortik diiz kas hiicreleri gibi
hiicrelerde NO sentezinin sarimsak ekstrakti ile anlamli &lgiide inhibe edildigini
gostermislerdir. Sarimsak ekstrakti, LPS’lerle veya y-1FN ile uyarilan makrofajlarda ve
hepatositlerde aktif hale gelen NF-KB’yi inhibe eder ve iNOS gen ekspresyonu da
dolayl olarak inhibe olur (136).

Sarimsak homojenatinin  uygulandigi bir baska c¢alismada Banerjee ve
arkadaglar1 kronik sarimsak almiyla, endojen antioksidanlarm sican kalbindeki

degisimlerini arastirmislardir. Lipid peroksidasyonunun 125, 250 ve 500 mg/kg
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dozlarda anlamh sekilde azaldigi, SOD aktivitesinin 125, 250 ve 500 mg/kg dozlarda,
CAT aktivitesinin de 250 ve 500 mg/kg dozlarda arttigi goriilmiistiir. GSH ve GPx

diizeylerinde doza bagiml bir degisiklik goriilmemistir (137).

Banerjee ve arkadaslari, siganlara ¢ig sarimsak homojenatini 125, 250 ve 500
mg/kg/giin dozlarda 30 giin boyunca oral yoldan vermisler ve ardindan kalbi izole edip
iskemi-reperfiizyon (IR) uygulamislardir. Calismanin tiim sonuglar1 incelendiginde;
biyokimyasal ve histopatolojik bulgulari olumlu y6nde olan tek grubun 250 mg/kg

dozda sarimsak homojenati alan grup oldugu saptanmistir (138 142).

Muckhrejee ve arkadaslari, baz1 onkolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan
adriyamisinin kardiyotoksik etkilerine karsi ¢ig sarimsak ekstraktinin koruyucu etkisini
arastirdilar. Adriyamisine bagli olarak; TBARS kontrole kiyasla anlamli derecede
artmis, SOD, CAT ve GPx azalmis bulundu. TNF- a ekspresyonu da artmis goriiniimde
idi. Sarimsak verilen gruplarda TBARS’daki artma ve antioksidan enzimlerdeki azalma
olumlu yonde diizelmis, myokarddaki TNF-a ekspresyonu ve myosit hasar1 azalmisti.
250 mg/kg dozda sarimsak homojenati alan grupta CAT ve GPx daha iyi, 500 mg/kg
dozda sarimsak alan grupta ise SOD ve GPx daha iyi korunmustu. 250 mg/kg dozda,
myokardda TBARS diizeyleri daha diisiiktii. Bu iki calismanin sonucunda sarmisagin
etkilerinin doza bagimhilik gosterdigi ve farkl etkilerinin farkli dozlarda olustugu

goriilmektedir (139).

Sarmisagm diisiik dozlardaki yararli etkileri yliksek dozlarda kaybolur. 1000
mg/kg dozdaki myokardiyal hasar, 2000 mg/kg dozda da yiiksek mortalite goriiliir.
Sarimsak tozunun 2000 mg/kg’lik dozu veya yiiksek dozda allisin, izole perfiize sigan
karacigerinde hiicre hasarina neden olur. Bu etki diisikk dozlarda goriilmez. Cig
sarimsak suyu 5SmlL/kg dozda siganlarda mide hasarina bagl dliimlere neden olmustur
(31). Asin sarimsak tiiketimi ayrica, anemi ve gastrointestinal sistem problemleri gibi
toksik etkilere neden olmaktadir (28). Bu bulgular, doza bagli olarak sarmisagin faydali
etkileri kadar zararlh etkilerinin de olabilecegini ispatlamaktadir (137). Calismamizda bu
literatiirler esas alinarak, siganlara sarimsak homojenatin 250 mg/kg/giin’liikk dozda

kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

Ibrahim ve arkadaglarinin calismasinda balikyag1 ile beslenen farelerden
diyetlerinde E vitamini takviyesi olmayanlarda, E vitamini takviyesi olanlara gore

anlamli derecede, hepatik TBARS, konjuge dienler ve protein karbonil gruplarinin
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diizeyi artmisti. Se-GPx, non-Se-GPx, katalaz ve glutatyon rediiktaz aktiviteleri
diyetteki yagdan, vitamin E veya demirden etkilenmemisti. Balikyag: alan gruplardaki
bu farkliligin muhtemel nedeni balikyaginda PUFA’nin yiiksek oranda olmasindandir.
Bu nedenle bu grubun E vitamini ihtiyaci artmistir. Bu ¢alisma PUFAnin fazla alimmin
karacigerdeki artmis peroksidatif hasarla iliskili oldugunu ve E vitamininin lipit

peroksidasyonunu dnlemede Oncelikli etkisi olabilecegini gostermekdir (140).

Wagner ve arkadaslarn intakt Skaryotik hiicre kiiltiiriinde vitamin E desteginin
oksidan strese karsi koruyucu etkilerini arastirdilar ve lipit radikalleri olusumunun
vitamin E konsantrasyonlariyla ters orantilh olarak degistigini saptadilar. Besiyerindeki
oksijen tiiketimi Ol¢iildiigiinde de vitamin E’nin 5-100 pM konsantrasyon araliinda
oksidasyon hizini azalttigi sonucuna ulastilar. 100 uM dozda, vitamin E diistik
konsantrasyonlarina gore oksidasyon hizim 10 kat azaltmisti. Serbest radikallerin
peroksidasyon {irtinlerinin miktari hiicre zarinda olusan hasarla paralellik gosterir ve

hiicrenin zar yapisi vitamin E konsantrasyonu arttik¢a hasardan daha iyi korunur (141).

Geng ve arkadaslar1 karacigerde etanolle indiiklenen lipit peroksidasyonuna
melatoninin etkisini arastirmislar. Etanol enjeksiyonu ile MDA diizeylerinde, etanol
oncesinde melatonin verilse de verilmese de anlaml artislar goriilmiistiir. Alkol alan
ancak melatonin tedavisi almayan grupta, GSH seviyelerinde anlamli azalma
goriilmiistiir. Etanolden evvel melatonin 6n tedavisi alan grupta GSH azalsa da
degisiklik anlamli bulunmamistir. CAT diizeyi, etanol almayip sadece melatonin alan
grupta yiikselmis, hem alkol ve hem de alkol+melatonin alan gruplarda diismiistiir. GPx
sadece melatonin grubunda yiikselmis, alkol ve melatonin+alkol alan grupta diigmiistiir.
Bu calismada etanol enjeksiyonu karaciger SOD aktivitesini % 20 arttirmistir. Etanol
alan grupta, melatonin alan kontrollere gore % 58’lik artis mevcuttur ve ¢calismadan elde
edilen verilere gore, melatonin SOD gibi antioksidan savunma enzimlerini arttirmakta

ancak MDA ve GSH diizeylerinde degisiklige neden olmamaktadir (142).

Sokkary ve arkadaslari, kronik alkol verilen siganlarda melatonin (10
mg/kg/giin) lipit peroksidasyonunu inhibe eden etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
kronik alkol uygulamasiyla sicanlarin testis, kalp, akciger ve beyinlerinde MDA ve 4-
hidroksialkenal diizeyleri anlaml derecede arttiZini ancak karacigerlerinde degisiklik
olmadigini saptadilar. Yalnizca melatoninin uygulandigi1 gruplarda kontrole gore bazal

lipit peroksidasyon diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadig1 goriildii. Melatonin
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tedavisi alan alkolik gruplarda ise incelenen tiim dokularda lipit peroksidasyonu

azalmigti (143).

Yapilan caligmalarda melatonin almayan siganlarin dahi safra salgilarinda
melatonin yiiksek diizeyde bulundu. Bu durumda karacigerin melatonini safraya
salgiliyor oldugu diisiiniilebilir. Muhtemelen de melatonin karacigerde diger dokulara
gore daha yiiksek diizeylerdedir ve karacigerin oksidasyona daha direngli olmasinin
sebeplerinden biri de melatonin igerigidir. Karacigerin dayanmkliliginin en Onemli
nedeni ise iyi gelismis antioksidan savunma sistemidir ve hepatositlerin hasar gérmeleri

icin daha uzun siireli alkol alimi1 gereklidir (143).

Akut ve kronik alkol wuygulamalarinin glutatyon diizeylerine etkileri
arastirildiginda farkli sonuglar elde edilmistir. Gueri ve Grisolia kronik alkol
uygulamasiyla hepatik okside glutatyon diizeylerinde degisiklik gormezken, GSH
iceriklerinde ¢eligkiler saptamigslardir. Baz1 arastirmacilar GSH diizeylerinde degisiklik
bulamazken, digerleri azalma veya artma gordiiler. Yapilan g¢alismalardan celiskili
sonuglarin elde edilmesine neden olan faktdrler muhtemelen; deney modellerinin ve
analiz yontemlerinin farkli olusu, kullanilan ilag ve tedavi edici 6zelligi arastirilan

maddelerin ongoriilemeyen etkileri olabilir (142).

Normalde alkolik ratlarda karaciger fonksiyonunun bozulmasi ve ALT
diizeyinin artmasi beklenirken calismamzda gruplar arasinda ALT diizeyleri
bakimindan bir farklilik olugsmamistir. Bunun olasi nedenleri arasinda alkoliin diisiik
dozlarinin kullanilmasi, uygulamada alkoliin igme suyuna katilarak gerceklestirilmesi
ve belki de en 6nemlisi deney siiresinin alkolik hepatit olusturmaya yetmemis olmasi

sayilabilir. Bilindigi gibi, insanlarda alkolik hepatit olusmasi yillar alabilen bir olaydir.

AST yoniinden, sarimsak verilen grupta alkolik gruba gore istatiksel olarak
anlamhi artigin bulunmasim  alkolle birlikte verilen sarimsak homojenatinin

gastrointestinal sistemdeki irritan etkisinin neden oldugu goriisiindeyiz.

Sarimsak alan grupta GSH seviyesinin artmasi sarimsagin zengin organosiilfiir
icerigine bagh olabilir. Vitamin E ve melatonin alan gruplarda GSH diizeylerindeki
azalma bu gruplarin GPx diizeylerindeki artisa paralellik gostermektedir. Bu paralellik
GPx enziminin antioksidan etki gosterirken daha fazla GSH kullanmasina yol agarak

GSH diizeylerinin azalmasina neden olabilir.
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Calismamizda melatonin ve vitamin E alan gruplarin GPx diizeyleri, alkol ve
sarimsak homojenati alan gruplara gore anlamli oranda yiiksek bulunmustur. Bu durum
oksidan stresin onlenmesinde daha fazla miktarda GSH tiiketimine isaret eder. Bizim

GSH sonuglarimiz da bu agidan literatiirle uyumlu bulunmustur.

Sarimsagm antioksidan stresi azaltmada yeteri kadar basarili olamamasinin
nedeni, vitamin E ve melatonine gore ¢ok daha diisiik antioksidan 6zellige sahip olmasi
ve icerdigi organosiilfiir bilesiklerinin gastrointestinal sistemde olusturdugu irritasyon

olabilir.

Das ve arkadaslarinin calismasinda sarimsagin antioksidan etkisini NO
diizeylerini arttirarak gerceklestirdigi ifade edilmektedir (144). Sooranna ve arkadagslar
da sarmmsak ekstraktinin Ca-bagimli NOS aktivitesini arttirdigini ifade etmislerdir
(145). Bizim ¢alismamizda da, sarimsagin NO’yu arttirdig1 goriilmektedir. Bu artis

muhtemelen literatiirde ifade edildigi gibi NOS aktivitesinin artigina bagl olabilir.

Calismamizda; alkolik ratlarda sarimsak homojenatinin melatonin ve vitamin
E’ye benzer sekilde antioksidan aktivite gdstermesini beklememize ragmen sarimsak bu
etkiyi tam olarak saglayamamstir. Oncelikle ratlarda deneysel alkolik hepatit olusumu
tam olarak gerceklesmemistir. Ayrica sarimsak homojenatinin antioksidan etkiden daha
¢ok oksidan etki sergiledigi goriilmiistiir. TBARS diizeylerinin artmasi bunun kaniti
olarak sunulabilir. Sarimsagin zengin organosiilfiir bilesikleri ayn1 zamanda 6nemli bir
antioksidan olan GSH’in diizeylerinde de artisa yol agmistir. Bu durum bir celigki
olarak goriilse de, sarimsagin farkli etkilerin oldugu ve bunlarin ortaya ¢ikisinin doza

bagimli oldugunu unutmamak gerekir (137,139)

Sonug olarak; sarimsagin vitamin E ve melatonin kadar kuvvetli bir antioksidan
olmayip hepatoprotektif etkisinin ancak organosiilfiir bilesiklerine ve GSH’a ihtiyag
duyulan durumlarda ortaya ¢iktigin1 soylebiliriz. Sayet bu galismada deneysel alkolik
hepatit modeli tam olarak gergeklesmis olsaydi sarimsak homojenat:t GSH diizeylerinde

ortaya ¢ikan azalmay1 kompanse ederek hepatoprotektif etki sergileyebilirdi, diyebiliriz.
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6. OZET

Alkol kullanimma bagh olarak ortaya cikan zararl etkilerin antioksidan tedavi
ile 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir. Bu maksatla antioksidatif etkiye sahip oldugu ileri
sirlilen sarimsagin, ger¢cek anlamda kuvvetli antioksidan olduklar1 kanitlanmis vitamin

E ve melatonin ile birlikte alkoliklerde uygulanmasina karar verilmistir.

Deneysel hayvan modelinde erkek Wistar albino tipi siganlar kullanildi. Siganlar
gece-giindiiz dogal aydinlatmasi olan laboratuvar ortaminda tutuldular ve hazirlanan
sarimsak homojenati1 (250 mg/kg/giin, oral yoldan), E vitamini (200mg/kg, haftada iki
kez, oral yoldan) ve melatonin (10 mg/kg/giin, cilt altina) si¢anlara 6 hafta boyunca
uygulandi. Deneysel islemler sonrasinda ratlar, abdominal aortalar1 kesilerek oldiiriildii
ve karacigerleri alindi, verilen maddelerin oksidan/antioksidan sisteme etkileri

arastirildi.

Veriler istatistiksel agidan incelendi ve sonuglar degerlendirildi. Buna gore;
vitamine E ve melatonin karacigerde lipit peroksidasyonunu alkol ve sarimsak
gruplarina gore azaltmig, GPx enzim diizeylerini arttirmis ve GSH diizeylerini de
anlaml oranda azaltmistir. Sarimsak grubunda GSH diizeylerindeki artis organosiilfiir
icerigine baglanirken, sarimsagm hepatoprotektif etkisinin ancak organosiilfiir
bilesiklerine ve GSH’a ihtiyag duyuldugu durumlarda ortaya ¢ikacagi kanisina
varilmigtir. Sarimsak homojenatinin alkol kullanicilarinda koruyucu etkisinin tam olarak
kanitlanabilmesi i¢in daha uzun siireli kronik alkol alan deney gruplarinda

calisiimasimin uygun olacagi anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Sarimsak, vitamin E, melatonin, antioksidatif etki
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7. SUMMARY

It is thought that the harmfull effects of alcohol could be prevented by
antioxidant treatment. To achieve this aim, it is decided to feed alcoholic rats with
garlic, which is suggested to have antioxidant properties and compare garlic’s effects
with vitamin E and melatonin, whichs’ antioxidant properties have been proven.

Male Wistar albino rats were used in the experiments. The animals were housed
in quiet rooms with diurnal ligt-and dark cycle and were given ethanol (%10,as sole
drinking fluid), garlic homogenate (250 mg/kg/d, per oral), melatonin (10 mg/kg/d, sub
cutaneously) and vitamin E (200 mg/kg, two times a week, per oral) for 6 weeks. After
the experimental procedure, the rats were killed by bleeding, the liver was removed and
the oxidant and antioxidant parameters were studied.

The data is evaluated according to the statistical rules and the results were
criticized. In relation with these information, when compared with the alcoholic and
garlic groups vitamine E and melatonin caused, a statistically significant decrease in the
ratio of lipid peroxidation and GSH levels, and a statistically significant increase in GPx
enzyme levels when compared with the alcoholic and garlic groups. The increase in
GSH levels in the garlic group might come from the organosulphur content of garlic and
it is concluded that, garlic’s hepatoprotective effect would be more efficient when there
is a need for the organosulphur compounds and GSH. From that point of view, in order
to prove the exact prophylactic effect of garlic in alcohol users, further studies with
longer experimental procedures are needed to be processed.

Key Words: Garlic, vitamin E, melatonin, antioxidative effect
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