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OZET

ETIL ALKOL ile OKSIDATIF STRES OLUSTURULMUS SICAN
KARACIGERINDE EUGENOL’UN ANTIiOKSIiDAN ETKIiLERININ
INCELENMESI

Yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olan Ojenol maddesinin tek bagma ve
oksidatif stres etkeni (etil alkol) ile beraber tiiketilmesi sonucu karaciger hasarlanmasi ve
oksidatif stres diizeyindeki etkileri degerlendirildi. Bu ¢alismada, yaklasik 310-390g
agirliginda 40 adet Wistar albino disi sigan kullanildi. Siganlar rastgele 10’arli 4 gruba
ayrildi ve standart pellet tipi yem ile ad libitum olarak beslendi. 1. Grup (Kontrol grubu),
diger gruplar ile ayn1 stresi olusturmak amaci ile 3ml/Sf/giin/gavaj, 2. Grup (Etil alkol
grubu), %40°lik Etil alkol 3ml/giin/gavaj, 3. Grup (Ojenol Grubu), 50mg/kg/giin/gavaj,
4. Grup (Etil alkol+Ojenol grubu), %40’ lik Etil alkol + 50mg/kg djenol 3ml/giin/gavaj
olacak sekilde 30 giin boyunca verildi. Calisma sonunda si¢anlardan alinan kan, karaciger
ve bobrek dokularindan biyokimyasal ve histopatolojik analizler yapildi. Ojenol etil alkol
ile beraber tiiketildiginde karaciger ilizerinde etanoliin olusturdugu hepatotoksisiteyi
anlamli olarak azalttig1 tespit edildi. Ojenol grubu siganlarda alkol grubu siganlara kiyasla
AST, ALT, ALP, LDH ve TRIG seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulundu
(<0.05). BILD, BILT ve CHOL sevilerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi
(<0.05). Kaspaz 3 immuno histokimyasal boyamada karaciger ve bobrek dokularinin
yaklasik olarak tamaminda sitoplazmik olarak boyama meydana gelmistir. Karaciger
kontrol grubunun bazi preparatlarinda sitoplazmik boyama goriilmemistir. Ojenol, etanol
uygulamasi sonucunda, oksidan-antioksidan dengesinin, oksidanlarin lehine degismesini
onledigini soylemek miimkiindiir.

2021, 77 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzimler, Etanol, Karaciger, Kaspaz-3, Ojenol.



ABSTRACT

INVESTIGATION of ANTIOXIDANT EFFECTS of EUGENOL on RAT LIVER
FORMED with OXIDATIVE STRESS with ETHYL ALCOHOL

Liver damage and oxidative stress levels were evaluated as a result of consuming
high antioxidant capacity of eugenol alone and with oxidative stress agent (ethyl alcohol).
In this study, 40 Wistar albino female rats weighing approximately 310-390g were used.
The rats were randomly divided into 4 groups of 10 and were fed ad libitum with standard
pellet. Group 1 (Control group), 3ml / Sf / day / gavage to create the same stress as the
other groups, Group 2 (Ethyl alcohol group), 40% Ethyl alcohol 3ml / day / gavage, Group
3 (Eugenol) group), 50mg / kg / day / gavage, Group 4 (Ethyl alcohol + Eugenol group),
40% Ethyl alcohol + 50mg / kg eugenol 3ml / day / gavage was given for 30 days. At the
end of the study, biochemical, histopathological and immunohistological analyzes were
performed on blood, liver and kidney tissue from rats. When eugenol was consumed
together with ethyl alcohol, it was determined that significantly reduced the
hepatotoxicity on liver that induced by ethanol. There was a statistically significant
difference in AST, ALT, ALP, LDH and TRIG levels between the control and
experimental groups (<0.05). No significant difference was found between the groups in
BILD, BILT and CHOL levels (<0.05). In caspase 3 immunohistochemical staining,
cytoplasmic staining occurred in almost all of the liver and kidney tissues. Cytoplasmic
staining was not observed in some preparations of the liver control group. Eugenol
prevented oxidant-antioxidant balance from changing with ethanol and oxidants in favor.

2021, 77 Pages
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1. GIRIS

Eski zamanlardan bu yana alkoliin rahatlatici etkisi insanlar tarafindan kesfedilmis
ve caglar boyunca tiiketilmistir. Diinya genelinde yaklasik 2,3 milyar insan alkol
kullanmakta olmasina karsin, alkoliin beden sagligimiz agisindan oldukga zararl etkileri
oldugu bilinmektedir. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) verilerine gore 2016 yilinda,
diinya ¢apinda yaklasik 3 milyon 6liime alkol kullaniminin neden oldugu rapor edilmistir.
Bu da tiim 6liimlerin % 5,3"line tekabiil etmektedir (WHO, 2018). Alkol kullanimi, alinan
doza, siireye, bireysel dayanikliliga, diyete ve diger faktorlere bagli olarak ozellikle

karacigerde anlamli, yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir.

Alkol metabolizmasi baslica karacigerde gerceklesir dolayisi ile alkolle indiiklenen
oksidatif stres karacigerde cok daha fazla etkindir (Galicia-Moreno ve ark., 2014).
Karacigerin alkol ile indiiklenen toksisitesi, portal yolda bulunan yiiksek alkol
konsantrasyonuna ve etanol metabolizmasinin metabolik sonuglarina baghdir. Alkol
etkisini, yikim {iriinii asetaldehite bagli olarak, ¢esitli mekanizmalarla ve en 6nemlisi lipit
peroksidasyonu ve serbest radikal artis1 yaparak gostermektedir (Pandanaboina ve ark.,
2012). Agizdan alinan alkol, viicudun biitiin sivilarina kolaylikla gegerken, emilimi, mide
ve ince bagirsaktan yapilir. Karaciger yaninda beyin, bobrek, pankreas ve kalp olmak

tizere birgok organda patolojik rahatsizliga neden olmaktadir.

Bir dokudaki alkoliin konsantrasyonu, o dokunun su igerigine baglidir. Etanol kan
yoluyla, su igerigine baglantili olarak tiim dokulara ve viicut sivilarina dagilir. Alkoliin
plazma proteinine baglanma 6zelligi bulunmamaktadir. Viicut agirliginin birim bagina
ayni alkol dozu, viicutlarindaki yag ve su oranlarindaki biiyiik farkliliklar nedeniyle,
farkl1 bireylerde ¢ok farkli kan-alkol konsantrasyonlarina neden olmaktadir. Alkole bagli
karaciger hastaliginin gelismesi kullanilan alkol miktariyla dogrudan iligkilidir ve gram
(gr) ile ifade edilir. Yogun ve diizenli alkol tiiketimi alkole bagli yagh karaciger
hastaligina neden olabilir. Kadinlar genellikle alkol i¢in viicut yag yiizdesi daha ytiksek
oldugundan erkeklerden daha kii¢iik bir dagilim hacmine sahiptir (Frezza ve ark., 1990).
Kandaki alkol konsantrasyonu, tiiketilen alkoliin miktari, midede yemegin varligi veya
yoklugu, mide bosalmasimi etkileyen faktorler ve alkol oksidasyon oranma gore

belirlenmektedir (Cederbaum, 2012).



Alkol viicutta esas olarak karaciger tarafindan metabolize edilir ancak beyin,
pankreas ve mide de alkolii metabolize etmektedir (Vonlaufen ve ark., 2007). Bu dokulara
ek olarak, alkol kii¢iik miktarlarda gastrointestinal sistemde de metabolize edilir ve bu
dokular asetaldehidin zararh etkilerine maruz kalirlar (Seitz ve ark., 2007). Bilindigi gibi
Asetaldehit, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan insanlara karsi
Grup 1 kanserojen olarak siiflandirilmistir. Sekil 1’de 6zetlendigi gibi, etil alkol, alkol
dehidrojenaz yoluyla sitotoksik asetaldehit haline doniistiiriiliir ve daha sonra asetaldehit,
fazla miktarda reaktif oksijen tiirtine (ROS) neden olan ksantin oksidaz veya aldehit
oksidaz ile asetat haline oksitlenmektedir (Na ve ark., 2017). Tiim alkol dehidrojenazlar
(ADH) ve aldehit dehidrojenaz (ALDH) izoenzimlerinin siniflar1 (ADH1B, ADH1C ve
ALDH2) esas olarak etanol metabolizmasinda rol oynarlar. Bunun yaninda az da olsa

katalaz ve sitokrom P450 2E1 (CYP2El)’ye bagh etanol oksitleyici sistem

bulunmaktadir.
H,0, H,0
Katalaz
ADH - ALDH2
Alkol  =Z===b Asetaldehit wAsetat i
rotein
NAD+  NADH NAD+ NADH Eklentileri
CYP2E1 ¢

NADPH + H* + 0, NADP*+ 2 H,0 | Lipid l
peroksidasyonu
| > —— L
Vs.

Sekil 1.1. Alkol metabolizmasinin oksidatif yollart.

Besin olarak alkoliin kalori degeri bulunmaktadir (gram basina 7 kalori igerir) ancak
karbonhidrat ve yag benzeri diger molekiiller gibi depolanamamakta ve elimine edilene
kadar viicut sivisinda kalmaktadir (Cederbaum, 2012). Daha 6nce de belirtilen ve alkol
metabolizmast sonucu olusan asetat, krebs dongiisii, elektron tasima sisteminin
araciliiyla yag asitlerinin sentezinde kullanilmaktadir. Bu yiizden ikincil enerji kaynagi

olarak kullanilan yaglarin kullanimin1 engellenmektedir. Etanoliin oksidasyonu,



nikotinamid adenin dintikleotit (NAD)’ini indirgenmis sekli olan NADH’ya doniistiiriir.
Yaglarin oksidasyonu i¢in gerekli olan NAD’1n azalmasi yag asitlerinin oksidasyonunu
engeller ve hepatositlerde yag birikimine sebep olur (Stewart, 2004). Etanol oksidasyonu
sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS)'nin neden oldugu oksidatif stresin, alkol
kaynakli toksisitenin ¢ogunun patogenezinde rol oynayan en 6nemli etken oldugu
bilinmektedir. Bu serbest radikaller alkole bagli karaciger hasari olusumunda merkezi bir
rol oynamaktadir. ROS, yag molekiilleri (lipitler), proteinler ve DNA dahil olmak {izere
hiicrelerdeki temel kompleks molekiillere zarar verir veya tamamen bozulmasina (yani

peroksidasyona) neden olabilir.

1.1. Oksidatif Stress

Oksidatif stres, serbest radikaller ve oksidanlar olarak adlandirilan reaktif
metabolitlerin iiretimi ve bunlarin antioksidan sistemler tarafindan elimine edilmesi
arasindaki bir dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stresteki artis sonucunda
olusan reaktif oksijen tiirleri, ¢ift bag yoniinden zengin gruplardan hiicre igi lipit, protein
ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina baglanir. Bu bagin olusumu ile bir hidrojen atomu
koparilarak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baglatirlar. Oksidatif strese sebep olan
pek cok faktor vardir ancak; literatiirde oksidatif stres genel olarak serbest radikallerle
iliskilendirilmistir. Bu radikaller genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (RNS) kaynaklaridir.

Yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olan reaktif oksijen tiirleri, basta mitokondri
olmak tizere hiicre organellerinde gergeklesen normal metabolizmanin sonucu olarak
veya iskemi-reperfiizyon, yogun egzersiz, yogun stres, yaslanma, gebelik gibi fizyolojik
haller, inflamasyon, radyasyon, kimyasal ajanlara uzun siire maruz kalma, yiiksek oksijen
basinci, intoksikasyon, alkol tiiketimi, sigara, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
diamin oksidaz, prostaglandin sentaz, guanil siklaz ve glikoz oksidaz gibi c¢esitli
enzimlerin aktivitesi ve antioksidan savunma sistemi yetmezlikleri gibi sebeplere bagh
olarak iiretilirler (Kwon ve ark., 2010; Ozcan ve ark., 2015; Wickens, 2001). Fizyolojik
konsantrasyonlarda ROS’larin viicutta pekcok gorevleri vardir. Ornegin, sinyal

molekiilleri olarak islev goriirler, immiinolojik yanitta 6nemli rol oynarlar ve ¢esitli hiicre



aktivitelerinin (6rnegin mitoz) diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar (Siwek ve ark.,
2013). Aymi zamanda DNA metilasyonu yoluyla hafiza olusumunda, hiicrede
mitokondrial respirasyonda, kanser hiicrelerinin oldiiriilmesinde, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda, intraseliiler depolardan kalsiyum saliniminda, tirozin amino asidini
fosfatlama aktivasyonu ve biiylime faktorii sinyallerinin aktivasyonunda da rol
oynamaktadirlar (Collin, 2019; Karabulut ve ark., 2016a). Bununla birlikte, yiiksek
konsantrasyonlarda ROS’lar proteinler (enzimler, reseptorler), lipitler ve DNA dahil
olmak tizere birgok hiicre bilesenlerinin zarar gérmesine neden olur (Cizelge 1.1.). Yakin
zamanlarda yapilan c¢alismalar oksidatif stresin proinflamatuar mekanizma ile
kombinasyon halinde, yaslanmaya bagli bazi hastaliklarin (Kanser, kardiyovaskiiler
hastalik ve norodejeneratif hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi) gelisiminde

onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Devi ve ark., 2010).

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir ya da birden fazla eslesmemis elaktrona sahip, reaktivitesi
yiikksek ve birgok metabolik ve patofizyolojik siirecte gorev alan kimyasal maddeler
olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller sahip olduklari ortaklanmamis elektronlardan
dolay1 cevrelerindeki atom ve molekiillere giicli bir baglanma istegi gosterirler.
Elektronlarini ¢iftler halinde (eslesmis) bulunduran atomlar veya molekiiller ise daha
kararli bir yapiya sahip oldugundan diger molekiiller ile reaksiyona girme egilimleri
serbest radikaller kadar yiliksek degildir. Eslesmemis elektronu bulunmayan ve diger
molekiiller ile serbest radikallerden daha zayif bir sekilde reaksiyona giren molekiiller
nonradikaller olarak tanimlanir (Phaniendra ve ark., 2015; Sifuentes-Franco ve ark.,
2017).



Cizelge 1.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Etkiledigi Molekiiller

Etkilenen Bilesikler Etkiler

Doymamis aminoasitler ve kiikiirt iceren Protein denatiirasyonu
aminoasitler Capraz baglanma
Enzim inhibitasyonu

Organ ve  hiicre  gegirgenliginde

degisimler
Niikleik asit bazlart Hiicre gelisiminde degismeler
Mutasyon
Karbonhidratlar Hiicre ylizey reseptorlerinde degisim
Doymamus lipitler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
Kofaktérler le.Ot.lfl.amlt ve flavin i¢eren kofaktorlerin
aktifliginde azalma
Askorbat ve porfirin oksidasyonu
Antioksidanlar a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin
aktifliginin azalmasi
Proteinler Denatiirasyon
Peptit zincirlerinde kirilmalar
DNA Baz modifikasyonlar
Zincirde kirilmalar
Hyaluronik asit Sinovial sivinin vizkozitesinde degisim

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller, endojen veya eksojen kaynaklardan
tretilirler. Endojen kaynakli serbest radikaller, iskemi, immiin hiicre aktivasyonu,
enfeksiyon, asir1 egzersiz, kanser ve yaslanma gibi durumlarda iretilirken, eksojen
kaynakli serbestradikaller ise hava ve su kirliligi, sigara kullanimi, alkol kullanimi, agir
veya gecis metalleri; siklosporin, takrolimus, gentamisin ve bleomisin gibi bazi ilaglar,
asbest gibi endiistriyel ¢oziiciiler, pisirme (flime et, kullanilmig yaglar) ve elektro
manyetik radyasyon gibi etkilerle tiretilmektedirler (Dianzani, 1992; Ozsurekci ve ark.,
2016).

Metabolizmada enerji iretimi igin kullanilan oksijen, hem reaktif oksijen

tirlerinin hem de reaktif nitrojen tiirelerinin olusumuna neden olmaktadir. Boylece



viicudun normal oksijen kullanimi sirasinda serbest radikallerin iiretimi de mitokondri
tarafindan siirekli olarak yapilmaktadir. Biyolojik sistemlerde oksijen bazli ve azot bazl
radikaller olmak tizere iki tip serbest radikaller bulunmaktadir. Cizelge 1.2.”de belirtildigi
gibi reaktif oksijen tiirleri, stiperoksit, hidroksil ve peroksil radikallerine ek olarak radikal
olmayan hidrojen peroksit, hipoklordz asit ve ozon olarak bilinmekte ve bunlar oksijenin
metabolizmasi siirecinde olusmaktadirlar. Reaktif nitrojen tiirleri ise Cizelge 1.3.’de
belirtildigi gibi azot bazli radikalleri ve radikal olmayanlar1 igeren, azot dioksit, nitrik
oksit radikalleri ve peroksinitriti igermektedir (Blanco ve ark., 2017; Karabulut ve ark.,
2016a). Bunlarda uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz tizerinden nitrik oksit ve siiperoksitten elde edilir
(S. Li ve ark., 2015).

Cizelge 1.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS).

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit 0O7” Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksil OH Hipoklor6z asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HOy Ozon 0Os
Lipid peroksil LOO Lipid hidroperoksit LOOH

1.2.1 Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tirleri fiziksel-kimyasal 6zellikleri hem termodinamik hem de
kinetik agidan iyi bilinen radikal tiirleridir. Endojen ROS iiretiminin birincil kaynaklari
mitokondri, plazma zari, endoplazmik retikulum ve peroksizomlardir. Siiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine birincil ii¢ radikal denir. Cilinki reaktif
ozelliklere sahip, oksijen iceren bilesiklerdir ve molekiiler oksijenden arka arkaya bir

elektron indirgeme asamasi sirasinda tretilirler (Sekil 2).



Siiperoksit ve hidroksil radikalleri organik substratlarla reaksiyona girebilir ve
baska ROS iiretebilen ara iiriinlere yol agabilir. Ornegin hidroksil serbest radikalinin C-
H bag1 tizerinden bir H atomunu ¢ikarmasi karbon merkezli bir radikalin olusmasina
neden olmakta bu radikal de O ile hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek peroksil radikalini
(RO olusturmaktadir. ikinci olusan radikaller de yeni bir karbon merkezli radikal veya
demir veya bakir gibi redoks tepkimelerinde gorev alabilen metal katyonlar: tarafindan
katalize edilen bir reaksiyon ile alkoksil radikaline ayrisabilen bir hidroperoksit ROOH
vermek i¢in bagka bir substrat ile reaksiyona girebilir (Collin, 2019).

Cizelge 1.3. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS).

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO:

Nitrojen dioksit NO2 Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO

Dinitrojen tetroksid ~ N2O4
Dinitrojen trioksit N203
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOCH
Nitronyum katyonu NO*
Nitril klorid NOCI

AlKil peroksinitrit ROONO
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Sekil 1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) iiretiminin kimyasal temeli.

Ikincil olarak olusan bu radikal tiirlerin tiimii ROS olarak kabul edilip, yap: ve
reaktivite bakimindan {i¢ ana radikale (Siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil

radikallerine) benzerlik gostermektedir.

a) Siiperoksit (02" Radikali

Tiim aerobik hiicrelerde siiperoksit radikali (O2"), molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi ile meydana gelir. Indirgenmis gegis metallerinin
otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir. Siiperoksitin tiretimi gogunlukla
hiicrenin mitokondrisi i¢inde gergeklesir (Murphy, 2009). Elektron Tasima Sisteminde
(ETS) enerji doniisiimii sirasinda az miktarda elektron kacagi olmakta ve bu durum
oksijenin Oz serbest radikaline doniisiimiine neden olmaktadir. Siiperoksit radikali
olusum yerinden fazla uzaga difiizlenmez ve kendisi direkt olarak zarar vermez. Ancak
molekiiler diizeydeki etkinligi, sekonder olarak meydana getirdigi radikallerdir.

Siiperoksit radikali diisiik pH da daha reaktiftir.

Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve

hidrojen peroksit meydana gelir. Siiperoksit genel olarak anyon seklinde tarif edildigi



halde, ortamin pH’sina bagl olarak protonlanarak katyon haline doniisebilir. Siiperoksit

radikali hem oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir.

Stiperoksitlerin faydali etkileri de vardir, 6rnegin; nétrofillerin bakterisidal
aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi. Azalmis
stiperoksit diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmig bir yatkinliga yol agabilir. Artmig
stiperoksit diizeyleri ise daha once belirtildigi gibi siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
hidrojen peroksit (H202) ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Boylece ¢esitli hastaliklarin

patofizyolojisinde rol almaktadir.

b) Hidroksil (OH‘) Radikali

Hidroksil iyonunun dogal formu olan Hidroksil radikali (HO*) kiigiik, oldukc¢a
hareketli ve reaktif, suda ¢oziiniir, yarilanma 6mrii ¢ok kisa ve zararli olan bir radikaldir.
Hidroksil serbest radikali atmosferdeki kimyasallarin ana oksitleyicisidir (Forster ve ark.,
2007). O2'nin spontan ve enzimatik dismutasyonu hidrojen peroksit (H202) olusumuna
neden olurken, H,02'in Fe?*, Cu* ve Zn* gibi gecis metal iyonlari ile bir sonraki elektron
indirgemesi hidroksil radikalinin olusumuna neden olmaktadir (Rac ve ark., 2015;
Turrens, 2003). Bununla beraber canli hiicre yapilarindaki glikolipidler, fosfolipidler,
kolesterol, karbohidratlar, proteinler, DNA gibi elektronca zengin bir¢ok molekiile zarar
veren, ¢ok toksik ve tehlikeli bir radikal tiirtidiir. Hidroksil radikali hiicre zarlarindaki
doymamis yag asitlerine saldirarak lipid peroksidasyonuna, hiicre dliimiine ve DNA
tizerinde kirilmalara ve mutajenik etkilere neden olmaktadir (Ayala ve ark., 2014; Droge,

2002).

c) Peroksil (ROO') Radikali

Peroksil radikalleri, karbon merkezli radikallere molekiiler oksijen ilavesiyle
tiretilen ikincil radikal tiirleridir. Oksijen yoklugunda da hidroperoksitlerin doniisiimii ile
tiretilebilmektedirler. Peroksil radikalleri, hidroksil iyonuna gore daha az reaktitiviteye
sahiptir ancak ¢ok sayida biyolojik molekiiller ile siiperoksit anyonundan daha hizli
reaksiyona girer. Kisaca, karbon merkezli bir radikalin oksijenle reaksiyonu yoluyla
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olusur ve hiicresel bilesenlere zarar verme olasiligr olan bir reaktiftir (Kwon ve ark.,
2010). Ayn1 zamanda peroksi radikalleri, CO, CHs ve diger organik bilesikler gibi
atmosferdeki antropojenik ve biyojenik tiirlerin oksidasyonu ile de olusmaktadir (Parker

ve ark., 2009).

Peroksil radikalleri daha once bahsedildigi gibi lipit peroksidasyonuna yol
acabilmektedir. Lipid peroksidasyonu, oksil radikalleri, peroksil radikalleri ve hidroksil
radikalleri gibi serbest radikal tiirlerinin, lipitlerden elektronlar ¢ikardigi ve daha sonra
baska reaksiyonlara girebilen reaktif ara tiriinler trettigi bir islemdir (Su ve ark., 2019).
Diger iiriinlerle birlikte, bu ara iirtinler retro Diels-Alder mekanizmasi ile malondialdehit
(MDA) iiretirler. Peroksil radikalleri ROOe diger peroksil radikalleri ile dimerizasyona
ugrayabilir ve tetroksit tiirlerini de olusturabilir. A vitamini, serbest karbon merkezli
radikal eklentileri olusturan peroksil radikalleri ile dogrudan etkilesime girebilir ve
peroksidasyonu lipitlere yaymadan 6nce elektron transferi ile temizlerler (Rozanowska

ve ark., 2005).

d) Alkoksil (RO:), Hidroperoksil (HO2) ve Lipid peroksil (LOO:) Radikali

Alkoksil (RO ) radikalleri Fenton reaksiyon islemi sirasinda R-OOH’in
indirgeyici bolinmeye ugramasiyla olusmaktadir (Bang ve ark., 2014). Perhidroksil
radikali olarak da bilinen hidroperoksil radikali (HO2), protonlanmis siiperoksit
formudur. Nitrik oksidi azot dioksite okside eder. Lipid peroksil (LOO) radikali,
doymamis yag asitlerinin hidroksil radikali ile raksiyona girerek lipid radikallerini
meydana getirmesi ile baslar ve bu lipid radikalleri molekiiler oksijen ile reaksiyona
girerek lipid peroksil radikallerini meydana getirmektedir (Shichiri ve ark., 2014).
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Sekil 1.3. Hidrojen peroksit, peroksil ve alkoksil radikallerinin kimyasal reaksiyonlari.

e) Nonradikal Reaktif oksijen tiirleri

e Hidrojen peroksit (H202)

Kendisi bir radikal olmamasina ragmen reaktif oksijen tiirleri arasinda kabul
edilen 6nemli bir prooksidandir. Pro-oksidanlar, reaktif oksijen tiirleri iireterek veya
antioksidan sistemleri inhibe ederek oksidatif strese neden olan kimyasallardir. Hidrojen
peroksit molekiilii meydana geldikten sonra katalaz enzimi tarafindan oksijene ve suya
hizla ayristirilir. Hidrojen peroksit hiicre igin toksik olarak kabul edilir. Ornegin,
hiicrelerin H2O3 ile inkiibasyonu deoksiriboniikleik asitlerde hasara neden olur, membran
bozulmasina ve Ca;* bagimli proteazlar ve niikleazlerin aktive olmasina ve hiicrelerde

Caz" iyonlarinin serbest birakilmasina neden olur (Halliwell, 1991).

o Hipokloroz asit (HOCI)

Canli sistemlerde, aktif notrofillerin hiicre iginde, inflamasyon siirecinde klortir
iyonlarmin miyeloperoksidaz enzim aracili peroksidasyonu ile son iiriin olarak
hipoklor6z asit iiretilir ve ekstraseliiler bélgeye salinarak bakterilerin yok edilmesinde
katkida bulunur (Sam ve ark., 2009). HOCI, periodontitis siirecinde Gram negatif

patojenlere saldirma yetenegine sahiptir. Yiiksek HOCI konsantrasyonlari, sitokinleri ve
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bliyiime faktorlerini diizenleyerek, klorlama veya oksidasyon yoluyla patojenleri
oldiirerek ve monositlerin niikleer faktor KB (NF-KkB) ve aktivator protein-1’i tizerindeki
etkileri yoluyla iltihab1 hafiflestirerek iyilesmeyi desteklemektedir (Mainnemare ve ark.,
2004). Her ne kadar HOCI ve HOBrr iiretimi, dogustan gelen bagisiklik savunmasi olsada,
biyomolekiillerdeki hipofaloz asit aracili degisiklik ve inflamasyon bazli hastaliklarin
gelisimi arasinda bir korelasyonun oldugunu gosteren deneysel klinik caligmalar

mevcuttur (Ximenes ve ark., 2015).

e Hipobromoz asit (HOBT)

Birincil oksidanlar bazen, sirasiyla eozinofil-peroksidaz veya mileoperoksidaz
gibi eozinofile ve notrofile bagl peroksidazlar yoluyla ikincil oksidanlarin tiretimine yol
acabilir. Bu peroksidazlar, halid iyon varliginda, hidrojen peroksidi hipokloroz aist
(HOCI) ve hipoboromoz asit (HOBr) gibi reaktif halojen tiirlerine dontistiiriir. HOB,
patojen hiicrelerinin bir¢ogunu o6ldiirebildigi i¢in oksitleyici ve dezenfektan olarak
kullanilmaktadir. Biyolojik sistemlerde gereginden fazla tiretildigi durumlarda toksik etki

gostererek apoptozise yol agmaktadir (Wagner ve ark., 2004).

. Singlet oksijen (*02)

Singlet oksijen, oksijenin fotokimyasal, termal, kimyasal veya enzimatik
aktivasyonu ile elektronlardan birinin donlis yoniinii degistirerek, tekli oksijen
olusturmak igin digeriyle eslesmesi sonucu olugsmakadir. Singlet oksijen, esasinda bir
serbest radikal olmayip, bazi serbest radikal reaksiyonlari sirasinda olusabilir ve serbest
radikallerin olusumunu tetikleyebilir (Aldred ve ark., 2009; Ghosh ve ark., 2018). Omrii
¢ok uzun degildir ve oldukga hizli bir sekilde geri doniismekte veya bu zaman zarfinda
cevresindeki molekiillerle etkileserek ortami etkilemektedir. Singlet oksijenin asiri
miktarlarda olusumu, oksidatif stresi indiikler ve lipitlerin, proteinlerin ve niikleik
asitlerin oksidasyonuna bagli kanserojen ve toksik etkiler gosterir (Agnez-Lima ve ark.,
2012).

° Ozon O3
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Ozon gazi (O3), 3 oksijen atomundan meydana gelen ve atmosferin st
katmanlarinda yer alan renksiz bir gazdir. Yapilan galismalarda ozonun biyolojik
sistemdeki antikorlar tarafindan da iiretilebilecegi yoniindedir. Ozon bir serbest radikal
degildir ancak gii¢lii bir oksidasyon kapasitesi vardir. Ozon dioksijene pargalaninca bir
oksijen serbest radikali meydana getirmektedir. Biyolojik sistemlerde yaglar, proteinler
ve niikleik asitler ile reaksiyona girebilme kabiliyetinden dolayi hiicreye ve dokuya zarar

verebilmektedir (Sciorsci ve ark., 2020; Wen ve ark., 2020).

1.2.2 Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

RNS neredeyse tamamen oksijen igeren tiirler oldugundan dolayi, tanimi geregi
ROS olarak da smiflandirilabilirler. Ornegin, peroksinitrit bir ROS veya RNS olarak
siiflandirilabilmektedir (Gongalves ve ark., 2020). Reaktif azot tiirlerinin asir1 tiretimi
“nitrosatif stres” olarak tanimlanir. Bunlar proteinlerin yapisin1 degistirip onlarin normal

fonksiyonlarini inhibe eden nitrozilasyon reaksiyonlarina yol acar.

a) Nitrik oksit (NO) Radikali

Lipid ve suda ¢oziinen serbest radikal bir gaz olan NO, yiiksliz bir molekiil
oldugundan hiicre membranini kolayca gegerek demir ve/veya siilfiir igeren proteinlere
ve protein olmayan molekiillere baglanir. Noron ve diiz kas hiicre membranindaki
guanilat siklaz1 aktive eden NO, damar dilatasyonu, sinirlerden uyar1 gegisi gibi

fonksiyonlar1 gergeklestirir (Aladag ve ark., 2000; Ignarro, 2014; Wilson ve ark., 2009).

b) Nitrojen dioksit (NO,) Radikali

Nitrojen dioksit diger radikallerle gesitli reaksiyonlara giren reaktif bir azot tiiriidiir.
Diisiikk seviyelerde endojen olarak {iretilen nitrojen dioksitin biyolojik sonuglart son

zamanlarda dikkate alinmaya baslanmistir. Bu radikal, hiicre zarlar1 ve hidrofobik protein
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alanlar1 gibi daha az polar ortamlarda daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
Bu ortamlarda lipit peroksidasyonunu baslatabilir, nitratlanmuis lipitler iiretebilir ve amino
asitleri, 6zellikle sistein, triptofan ve tirosini oksitleyebilir. Yarali dokularda ve gesitli
hastalikli hiicrelerde, protein-tirosil radikallerinin azot dioksit ile rekombinasyonu,
nitratlanmis proteinleri olusturmaktadir (Ignarro, 2014; Kamm ve ark., 2019). Azot
dioksit, akcigerlerin hassas bolgelerine derinlemesine niifuz edebilir ve kronik obstriiktif
akciger hastaligina (KOAH), gesitli solunum hastaliklarina, amfizem ve bronsite neden

olabilir veya durumun agirlagsmasina sebep olabilir (Saki ve ark., 2020).

1.2.3 Reaktif Klorin Tiirleri (RCS)

Reaktif klor tiirleri (RCS) terimi, klor iceren reaktif tiirleri ifade eder, ROS ve
RNS ile karsilagtirildiginda, RCS terimi biyoloji ve tipta daha az arastirma konusu
olmustur (R. Li ve ark., 2016). CIO, Cl,, ve CIO2 gibi reaktif tiirler atiklarin
bozunmasinda uygulama olanaklar1 gostermislerdir. Yapilan ¢aligmalarda bu radikaller,
tuzlu su aritimi igin timit verici oksidanlar olarak kabul edilmektedir (Wang ve ark., 2020;
Wu ve ark., 2016).

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, okside olabilen bir maddenin oksidasyonunu geciktirebilme veya
onleyebilme yetenegine sahip olan maddelerdir. Canli sistemlerde oksidanlarin ve
antioksidanlarin glicii denge halindedir ve oksidanlarin yeterinden fazla olusmasi ya da
antioksidanlarin yetersiz kalmasi durumunda, ileri hiicre hasar1 dahil pek¢ok patolojik
degisiklik ortaya c¢ikmaktadir. Antioksidanlar, serbest radiklerin zararl -etkilerini
gidererek hiicreleri koruyan savunma mekanizmalaridir. Yapilarina, kaynaklarina,

¢Oziiniirliiklerine ve yerlesimlerine gore farkli olarak siniflandirilmaktadirlar.

Dogada, dogal ve sentetik olan bir¢ok antioksidan ¢esidi mevcuttur. Endojen
antioksidanlar enzimatik etkili ve enzimatik olmayan olmak {izere farkl: tipte bilesenleri

icermektedir (Barbosa ve ark., 2020). Endojen enzimatik antioksidanlar, glutatyon
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peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, mitokondrial sitokrom oksidaz ve
hidroperoksidaz iken enzimatik olmayan antioksidanlar ise iirikasit, lipoik asit, biliiribin,
glutatyon, ferritin. Koenzim Q, glutatyon ve melatonindir (Reiter ve ark., 2016; Rizzo ve
ark., 2010; Valko ve ark., 2006). Endojen oksidanlarin yetersiz kalmasi durumunda
disardan alinan antioksidanlar da devreye girmektedir. Ekzojen antioksidanlar,
karotenoidler, vitamin E, A ve C, dogal flovanoidler veya diger farkli bilesiklerdir.
Sentetik antioksidanlar, biitillenmis hidroksitoluen (BHT), oktil gallat (OG), biitillenmis
hidroksianisol (BHA), propil gallat (PG) ve tert-butilhidrokinon (TBHQ) igeren petrol
merkezli antioksidanlardir (Neha ve ark., 2019). Sentetik antioksidanlarin ¢ogu gida
endistrisinde lipit oksidasyonunu geciktirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Lii ve
ark., 2010).

Antioksidanlar etkilerini farkli yollarla gergelestirebilmektedir;

e Toplayia ve giderici etkilerini, olusan serbest radikalleri kararli hale

getirmek ve baglamak i¢in kullanirlar,

e  Zincir kiria1 etkilerini, kendilerini serbest oksijen radikallerine baglayip
onlarin zincirlerini kirip fonksiyonlarini engellemek suretiyle gerceklestirirler,

e Baskilayic etkilerini, reaksiyon hizin1 azaltarak gerceklestirirler,

e  Onariar etkilerini, lipit, protein ve DNA gibi makro molekiillerde
meydana gelen biyolojik molekiiler hasar1 onararak gergeklestirirler,

e Enzimatik etkilerini, canlilardaki antioksidan enzimler ile enzimatik

olmayan antioksidanlarin sentezini arttirarak, kullanirlar.

1.2.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar genel olarak enzimatik etkili olan ve enzimatik etkili

olmayan antioksidanlar olarak iki sekilde incelenirler.
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1.2.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Oksidasyona karsi savunmada Onemli rol oynayan ve enzimatik etkili
antioksidanlar sinifinda baslica siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz
(GST), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve
mitokondriyal sitokrom oksidaz (Mit-STO) yer almaktadir.

. Siiperoksit dismutaz (SOD): Reaktif oksijen tiirlerine karsi oncelikli
savunma olugturan antioksidan proteinlerden biridir. Siperoksit dismutaz, zarali
stiperoksit radikalini (O27), molekiiler oksijen’e (O2 ) ve hidrojen peroksit’e (H2 O2 )
katalizleyen enzimatik etkili antioksidandir. Ortamda olusan zehirli hidrojen peroksit
katalaz veya GPx yardimi ile ortamdan uzaklastirlir (Sekil 4). SOD, siiperoksit
anyonunun oksijene ve hidrojen peroksite doniistiirerek siiperoksit anyonu temizleyen,
bdylece peroksinitrit iiretimini ve daha fazla hasar1 onleyen tek antioksidan enzimdir.
Genel olarak biitiin aerobik hiicrelerde SOD enzimi bulunur. Hiicre igerisinde hem
sitozolde ve diger organellerde (Cu/Zn SOD) hem de mitokondride (Mn SOD) bulunur.
Hiicre disinda ekstraseliiler siiperoksit dismiitaz (EC SOD) olarak bulunur. Dokulara
oksijen saglanmasi ile SOD aktivitesinde artis meydana gelir. SOD enzimi normal
fizyolojik kosullarda fagosite edilmis bakterilerin yok edilmesinde gorev alir ve

inflamtuvar yanitta 6nemli rol oynar (Karabulut ve ark., 2016b; Young ve ark., 2001).
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Sekil 1.4. Antioksidan enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, Siiperoksit
Dismutaz (SOD; A), Katalaz (CAT; B) ve Glutatyon Peroksidaz (GPX; C).

J Katalaz (CAT): Yiiksek konsantrasyonlardaki H202’yi ortadan kaldirir.
Yapisinda hem igeren bir enzim olup hem peroksizomlarda hem de sitozolde bulnur.
Hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve suya indirgenmesinden sorumludur (Akkus,
1995; Seven ve ark., 1996).

o Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): H2O: diizeyi diisiik miktarda ise GSH-
Px tarafindan katalizlenir. Ayrica organik hidroperoksitleri ortamdan uzaklastirir.
Glutatyon peroksidaz tetramerik yapida bir enzim olup hiicre i¢inde sitoplazmada bulnur.
Yapisinda dort adet selenyum (Se) atomu yer alir. Ozellikle fagositik hiicrelerde solunum
patlamasinda gorev alir. GSH-Px, lipit peroksidasyonunu o6nler ve de lipit
hidroperoksitlerin metabolizmasimni saglar (Seven ve ark., 1996). GSH-Px enzim

aktivitesinde azalma hiicre hasar1 ile sonu¢lanir.

. Mit-STO: Oksijen tasima zinciri i¢inde suya indirgenirken elektron

kagaklarmi énleyerek O, H202, "OH saliimini engeller.
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. Glutatyon rediiktaz (GR): Indirgenmis glutatyonun yiiksek seviyelerde
tutulmasi i¢in Onemlidir. Priidin niikleotid igeren flavo enzimdir. Flavoprotein
yapisindaki glutatyon rediiktaz, NADPH ile birlikte hiicre i¢inde bulunan ve antioksidan
savunmada rol alan, okside glutatyonun (GSSG), indirgenmis glutatyona doniisiimiinde
rol alir. Glutatyonun indirgenmis formda bulunmasi hiicre igerisinde mevcut olan
antioksidan enzimin aktivitesinin siirdiiriilebilmesi i¢in dnemlidir. Ozellikle GSH-Px ve
katalaz aktivitelerin es zamanli meydana gelebilmesi i¢in hiicre igerisinde siirekli
bulunmasi gerekmektedir. Bunun disinda, selenyum seviyesindeki azalis da GSH-Px ve
glutatyon rediiktaz aktivitelerinde bozulmaya yol agar. Glutatyon rediiktaz enziminin
eksikligi ozellikle oksidatif strese karsi yiiksek duyarliligi olan eritrositlerin H2O2’yi
detoksifiye etmesinde yetersizlige ve sonugta ve eritrosit frajilitesinde artiga yol agar
(Seven ve ark., 1996).

o Gultatyon S transferaz (GST): Toksik metabolitler ile GSH’n konjuge
olmasini katalizleyerek metabolitlerin detoksifikasyonu gerceklestirir. Eksojen olarak
alinan veya endojen reaksiyonlar sonucunda olusan toksik bilesikler glutatyon ile konjuge
edilerek ya da GST ile katalizlenen reaksiyon yoluyla daha hidrofilik (suda ¢6ziinen)
bilesiklere doniistiiriiliir ve safra veya idrar yoluyla atilirlar. GST’nin ayrica lipit
hidroperoksitlere kars1 selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek antioksidan

savunma mekanizmasinda rol aldigi ileri stirilmiistiir (Seven ve ark., 1996).

1.3.1.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Baslica enzimatik olmayan antioksidanlar ve bunlarin sahip oldugu ozellikler su
sekildedir: Glutatyon, GPx’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H202’yi detoksifiye
eder ya da singlet oksijen (1 Oz ) ve hidroksil radikalini temizler. Albiimin, yapisinda
bulunan sistein sayesinde hidroksil radikalini siipiirebilir ve HOCl'u ortamdan temizler.
Melatonin, singlet oksijen, nitrik oksit, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, gibi reaktif
tiirleri ve serbest radikallerin farkli formlarini temizler. Urik asit, benzer sekilde birgok
serbst radikali etkisizlestirir. Lipit peroksidasyonu engelleyerek koruyucu olarak gorev
yapabilir. Biliriibin, Peroksil peroksil radikallerini etkileyerek zincir kirict etki gosterir.

Transferrin, ferrik haldeki demir iyonlarm (Fe®s)baglar. Seruloplazmin, bakir
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iyonlarini baglar (%95) ve ¢oklu doymamis yag asitlerini aktif oksijen tiirlerinin zararli
etkilerinden korur. Koenzim Q10, indirgenmis formu olan Ubikinol, elektron vererek,
oksidanlar1 nétralize ederek etkili bir antioksidan aktivitesi gosterir. Bdylece toksik
ozellikteki gogu ROS’lara kars1 etkin bir savunma saglar. Bunlarin yaninda miyoglobin,
selenyum, N-asetil sistein, metiyonin, kaptopril vb. gibi antioksidanlarda mevcuttur
(Karabulut ve ark., 2016b; Ozel ve ark., 2014).

1.2.2. Ekzojen Antioksidanlar

Eksojen antioksidanlari, vitamin eksojen antioksidanlar ve ilag olarak kullanilan
eksojen antioksidanlar olarak (Cizelgel.4.) iki grupta siniflandirabiliriz (Karabulut ve
ark., 2016b).

Cizelge 1.4. Ekzojen Antioksidanlar.

Ekzojen Antioksidanlar

Vitamin Eksojen

Antioksidanlar Ila¢ Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

Ksantin  oksidaz  inhibitorleri  (allopiirinol,
a-Tokoferol (Vitamin E) oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal

anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid

B-karoten (Vitamin A) antiinflamatuvar ilaglar)
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx
Folik asit (Vitamin B9) aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik  serbest  radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisti inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Kortikosteroidler, antiviral ve immiinsiipresan ajanlar gibi karaciger
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglar ciddi hepatik hasara kadar olumsuz

etkilere yol acabilmektedir (EI-Newary ve ark., 2017).
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Baz1 dogal iiriinlere ek olarak (sarimsak, yesil ¢ay, iiziim, ceviz vb.), L-theanine,
E vitamini, N-asetil sistein, raksofelast ve betain gibi bilesiklerin de oksidatif stresin
ortadan kaldirilmasindaki rolleri igin birgok arastirma yapilmistir (S. Li ve ark., 2015).
Baz1 dogal iirlinlerin oksidatif stresle iligkili hepatik alkolik hasar iizerindeki etkileri
Cizelge 1.5.'te 6zetlenmistir. Bu calismalar anti-oksidatif tedavinin alkolik karaciger
hasarini azaltmak i¢in umut verici bir yontem oldugunu gosterir. Bu nedenle karaciger
hastaliginin tedavisi i¢in daha etkin ve giivenli ajanlarin bulunmasi fenolik bilesiklerin
yan sira, gelecekte daha spesifik biyoaktif bilesikler daha fazla tanimlanmali ve izole

edilmelidir.

Apoptoz, hiicrelerde bazi1 morfolojik 6zellikler ile kendini gosteren, enerjiye bagh
gerceklesen ve hiicrenin kendi dinamikleri ile faaliyete gecirilen programlanmis bir hiicre

Oliim seklidir.

Apoptozis hiicrenin organizmanin hiicre sayisini sabit tutmak veya hasara ugramis
hiicrele parcalarinin yeniden kullanilmasina yonelik meydana gelen hiicresel bir Geri
Doéniisiim olay1 olarak ifade edilebilir. Ergin bireylerin dokularinda ve embriyolojik
gelisimde kendini gosterebilen apoptozis, eski veya hasarli hiicrelerden yeni ve saglikli
hiicre doniisiimiiniin ilk asamasidir. DNA hasar1 olusmasi durumunda, hasarin meydana
geldigi hiicre apoptoz ile ortadan kaldirilir. Bu sayede hiicre hasarinin veya mutasyon
sebebiyle DNA hasar1 sonucu kanserlesmenin oniine gecilmesi hedeflenir. Kaspazlarin
birden ¢ok tiirli mevcut oldugu bilinmektedir. Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik
asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Normal dongiiye sahip bir hiicrede inaktift halde
bulunurlar, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Kaspazlar 3 ana gruba

ayrmak miimkiindiir:
a- Bagslatici; (Kaspaz 2,8,9,10),
b- Efektor (Kaspaz 3,6,7),
c- Iflamatuar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).

DNA onarimi Ve replikasyonunda gorevli enzimleri bloke ederler. Hiicre
iskeletini olusturan proteinlerin zincirlerini keserek, apoptozun aktive edilmesini ve
sonrasinda DNA’nin tek ipliginde ¢ok karakteristik ve geri doniisimii olmayan bir

parcalanma seklinde etkilerini gosterirler (Coskun ve ark., 2011).
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Calismamizda alkol tiiketiminin hiicrelerde bir hasara yol agip agmadigi, alkoliin
hiicreleri apoptozise yonlendirip yonlendirmedigi hiicrelerdeki kapaz-3 seviyesinin

miktar1 ile anlasilmaya caligilmistir.
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Cizelge 1.5.

oklar () ise azaltma ve asagi diizenleme anlamina gelmektedir.

Antioksidanlarin / bitkilerin alkolik karaciger hasar1 lizerindeki etkileri. Yukar1 ok (1), artirma ve yukar1 diizenleme, asagi

Model Materyal Etkisi Doz Biyoaktif bilesik Kaynak
Siganlara  etanol diet Yesil cay 1 Enzimatik ve Lieber-DeCarli diyeti Epicatechin, epicatechin  (Chrostek  ve
uygulanmigtir enzimatik olmayan 7 g/L etanol ile gallate ark., 2005)

antioksidanlar; | lipitve uygulanmistir

protein oksidasyonu
Sicalara etanol Ziziphus mauritiana (hiinnap) yapragi | ALT, AST, ALP,total 200 ve 400 mg/kg Tannin, saponin ve (Dahiru ve ark.,
uygulanmistir bilirubin; 1 GSH-PX, b.w. fenolik bilesikler 2007)

Glutatyon rediiktaz,

katalaz ve SOD.
Sicanlar etanole Amaranthus hypochondriacus (horoz | MDA,AST NADPH; 140 g/kg Total fenoller (Lucero Lopez
subkronik olarak maruz ibigi) tohumlari 1 Cu, Zn-SOD ve ark., 2011)
kalmigtir
Farelerde akut alkol ile Hovenia dulcis (Japon kuru tzim | ALT, AST, MDA; 1+ 100, 350 ve 600 Nisasta icermeyen (Du ve ark.,
olusturulan karaciger agaci ) sap1 SOD, GSH-Px mg/kg b.w. polisakkaritler 2010)
yaralanmasi
Sigalara etanol Hammada scoparia yapraklarmm | Aminotransferase, 200 mg/kg b.w. Fenolik bilesikler (Bourogaa ve
uygulanmigtir metanolik ekstraksiyonu glycogen synthase ark., 2013)

kinase-3 B,  lipid

peroxidation; 1 GSH-

Px
Farelerde kronik alkol ile  Jujube honey l Lipoprotein 27 and 54 g /kg b.w.  Fenolik asit (Cheng ve ark.,
olusturulan karaciger oxidation, AST, ALT, 2014)
yaralanmasi MAD,  8-hydroxy-2-

deoxyguanosine; T

GSH-Px
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Cizelge 1.5. (Devam) Antioksidanlarin / bitkilerin alkolik karaciger hasari tizerindeki etkileri. Yukar1 ok (1), artirma ve yukar1 diizenleme,
asag1 oklar (|) ise azaltma ve asag1 diizenleme anlamina gelmektedir.

Model Materyal Etkisi Doz Biyoaktif bilesik Kaynak
Farelerde  alkol ile Dondurularak kurutulmus, 1 Antioxidan diizeyi, 200 ve 1000 mg/kg (Ali ve ark., 2013)
olusturulan filizlenmis ve fermente edilmig mas NO b.w.
hepatoksisite fasulyesi
Siganlarda kronik alkol Sizma zeytin yag ! Transaminases Diyet ile beraber %5 Tokoferoller,Klorofil (Kasdallah-Grissa  ve
uygulamasi diizeyi, hepatic lipid (wt/wt) ve total polifenoller  ark., 2008)

peroksidasyonu; 1

GSH-Px, SOD ve CAT
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1.4. Ojenol

Ojenol (Eugenol) ismi Eugenia caryophyllata (Syzygium aromaticum, karanfil)
bitkisinden ileri gelmektedir. Karanfil tiim diinyada en ¢ok sevilen ve kullanilan
baharatlardan bir tanesidir. Kendine has koku, tat ve aromaya sahip olmasi, ayn1 zamanda
viicut i¢in gerekli olan vitaminler, mineraller ve diger besin elementlerini igeriginde
bulundurmasi sebebi ile ylizyillardan beri mutfak ve tip alanlarinda kullanilan bir baharat
cesidi olmustur. Ojenol, karanfil 6ziitiiniin biiyiik bir kismin1 olusturmakta ve bu bitkinin
antioksidatif 6gelerinden de bir tanesidir. Renksiz, soluk sari, yagh bir goriiniime sahip
ve karanfile karakteristik kokusunu verir. Ojenol, allylbenzene sinifinin bir iiyesi ve
molekiil agirligi 164.20 g/moldiir. Kapali formiilii C10H1202 seklindedir, agik formiilii ise
Sekil 5.’te gosterilmistir (Kamatou ve ark., 2012). Ojenol, alkolde veya yagda kolayca
¢oziinebilmektedir ancak suda kismen ¢oziinmektedir (NCBI, 2018). Ojenol yaklasik 44
ten fazla isimle anilmakta olup bazi isimleri, “4-allyl-2-methoxyphenol, 4-allyl-2-
methoxy-phenol,  2-methoxy-4-(2-propenyl)-phenol,  2-methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)-
phenol ve 1-Hydroxy-2-Methoxy-4-5-propenylbenzol” seklindedir (TOXNET, 2018).

CH;0 -

HO

Sekil 1.5. Ojenolun agik (2D) formiilii.

Ojenol karanfilin tomurcuklarindan, kok ve yapraklarindan izole edilebilmektedir.
Dogada en ¢ok (%80-90 oraninda) karanfil yaginda bulunmaktadir (Tripathi ve ark.,
2016). Bunun yaninda, Defne (Pimenta racemosa), Tarhun (Artemisia dracunculus L.),
Targin (Cinnamomum tamala), Hindistancevizi (Myristica fragrans), Feslegen (Ocimum
basilicum L.), Feslegen (Ocimum gratissimum), Japon anasonu (lllicium anisatum,
Japanese star anise) gibi bitkilerde de farkli oranlarda varligi yapilan g¢aligmalarda

gosterilmistir (Bennett ve ark., 1988; Dighe ve ark., 2005; Howes ve ark., 2009; Johnson
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ve ark., 1999; Lopes-Lutz ve ark., 2008; Pragadheesh ve ark., 2013; Ueda-Nakamura ve
ark., 2006).

Ojenol ve tiirevleri iizerinde yapilan bilimsel ¢alismalar anestezik, analjezik,
antimikrobiyal, antioksidan, antifungal, antienflamatuar ve antikonviilsan,
antikanserojenik, antimutajenik, itici (kovucu) ve antifumigant 6zelliklerinin oldugunu
gostermistir. Bu 0zelliklerinden dolay1 tip, farmakoloji, dis bakim endiistrisi, kozmetik,
gida, tarim ve aktif ambalaj malzemelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cevre ve
calisma grubunun (EWG) kozmetik ve kisisel bakim veri tabani listesinde 379 kadar
tirtiniin i¢eriginde farkli konsantrasyonlarda 6jenol oldugu bildirilmistir (EWG, 2018).

Defne (Laurus tiirleri) dahil olmak iizere ¢ok cesitli bitkilerde ve karanfil
yaginda bulunan 6jenol, karanfil yaginda agirlikli olarak 4-alil-2-metoksifenolden olusur,
ancak ayn1 zamanda az miktarda asetil 4-alil-2-metoksifenol igerir. 4-Alil-2-
metoksifenol, cogu bocek tiirii i¢in giiclii bir caydiricidir, ancak birkag durumda cezbedici
olabilir. Farkl1 ticari isimler altinda ¢ok sayida farkli tedarik¢i tarafindan satilmakta olup
biiyiik 6lcekli zirai kullanimindan ziyade ev bahgesi pazarina yonelik uygulama alanm
bulmaktadir. 4-Alil-2-metoksifenol tahris edicidir ve dikkatli kullanilmalidir. Dogal
olarak olusan bitki bazli bir fenolik oldugundan, hedef olmayan organizmalara veya

cevreye zararli olmasi beklenmez (Gonzalez-Coloma ve ark., 2010).

Disi Wistar albino siganlari kullanilarak yapilan bir ¢alismada, asetik asitle
indiiklenen iilser modeli {izerinde, gilinde iki kez, yedi veya on dort giin 6jenol (1, 10 veya
100 mg/kg) uygulanmustir. Bu ¢alismaya gore, iilserli bolgede makroskopik, mikroskobik
ve biyokimyasal analizler yapilmis olup, 7 veya 14 giin uygulanan 6jenol (1 mg/kg) mide
iyilesme siirecini sirasiyla % 33 ve% 52 hizlandirmis oldugu goriilmiistiir. Ojenoliin
lyilestirici etkisine, histolojik yapidaki diizelme ve siiperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitesinin normallesmesinin eslik ettigi goriilmiistiir. Ayrica jenol (1 mg/kg) mide
mukozal miyeloperoksidaz aktivitesini diislirdii ve miisin salgilanmasii arttirmastir.
Bunun tersine, 7 giin siireyle uygulanan 100 mg/kg'lik bir dozda 6jenol iilserli alan1 % 49
arttirdigl, ancak 10 mg/kg'lik dozda 7 veya 14 giinliik tedaviden sonra iilser alanini
degistirmedigi goriilmiistiir. Bu nedenle Gjenoliin mide iyilestirme potansiyeli acik

olmasina ragmen, yiiksek dozlarda kullanilmasiyla mide lezyonunun kotiilesmesi
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nedeniyle uygulamasinin yeterli dozda yonetilebilir olmasi gerekmekte oldugu sonucuna

ulagilmigtir (Longo ve ark., 2021).

Abdel-Wahhab ve ekibinin yapmis oldugu c¢alismada, S. aromaticum yagi ve
Nigella sativa yaginin, oksidatif strese neden olan aflatoksinlere maruz kalan erkek
sicanlart hepato ve nefrotoksisiteye karst onemli Ol¢lide korudugunu gostermislerdir
(Abdel-Wahhab, 2005). Halder ve ekibinin yapmis oldugu ¢alismada karanfil yaginin
etkisi sonucu oksidatif stresteki azalma ile beraber kisa ve uzun vadede skopolaminin
neden oldugu hafiza ve 6grenme eksikliklerini geri dondiirebilece§i sonucuna varmistir

(Halder, 2011).

Bu c¢alismalar, oksidatif stresin neden oldugu zararli etkilerin tedavisinde

karanfilin zengin bir antioksidan kaynagi olarak kullanila bilecegine isaret etmektedir.

Calismamizda; etkili antioksidan kapasitesine sahip oldugu bilinen 6jenoliin tek
basina ve oksidatif stres etkeni (etil alkol) ile birlikte tiiketilmesi sonucu olusan karaciger

hasarlanmas1 ve oksidatif stres miktarindaki degisiklikleri incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Alkol kullanimina bagli olarak ¢ok fazla serbest oksijen radikallerinin olustugu
daha onceki calismalarda gosterilmistir (Albano, 2006). Reaktif yapida olan serbest
radikaller yoriingelerindeki serbest elektronlarini ciftlemek iizere canli hiicrelerde
bulunan diger molekiiller ile reaksiyona girerek molekiillerin yapilarini degistirme
egilimindedirler. Genel olarak antioksidan sistem hem serbest radikallerin olusumunu
engellemekte hemde hiicrenin hayati bilesenlerine etki etmeden Once ortamdan
uzaklastirmasini saglamaktadirlar (Sies, 1997). Ayn1 zamanda reaktif oksijenler birgok
hiicresel fonksiyonda gérev almaktadirlar ve antioksidan sistemin amaci bunlari tamamen

ortadan kaldirmak yerine optimum seviyede tutmaktir (Rhee, 2006).

Canli yapisinda yaygin olarak iiretilen Reaktif Serbest Radikaller, Oksijen
Kaynakli Serbest Radikaller olup (ROS) serbest radikallerin toksik etkilerinin sebep
oldugu bircok hastaligin varligima dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bu hastaliklarin
basinda; iskemi reperfiizyon hasari, epilepsi, diyabetes mellitus, kanser, yaslanma ve kas
hastaliklar1 gelmektedir (Buldak ve ark., 2014; Maffei ve ark., 2011). Ayrica fazla bu
serbest radikaller, beyin dokusunda nekroz ve benzeri patojenik etilere yol agabilmektedir
(Esmekaya ve ark., 2011). Ornegin beyinde olusan oksidatif stres, beyin dokusuna zarar
vererek Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi ¢esitli sinir sistemi hastaliklarinin
olusmasina neden olabilmektedir (Christen, 2000; Nunomura ve ark., 2006; Wood-
Kaczmar ve ark., 2006).

Agizdan alman alkol, viicudun biitiin sivilarina kolaylikla gegebilir ve emilimi
mide ve ince bagirsaktan yapilir. Viicuda agiz yoluyla alinan alkol yemek borusu, mide
ve sonrasinda ince bagirsaklara ulasir. Alinan alkoliin neredeyse tamami ince
bagirsaklardan emilerek portal yolla karacigere ulasir. Karaciger, organizmaya giren
alkoliin biiytlik bir boliimiiniin metabolik olarak islev gordiigii organdir. Karaciger basta
detoksifikasyon olmak tizere, kirmizi kan hiicrelerinin ve baz1 maddelerin yikimi, protein
ve hormonlarin sentezi ve glikojenin depolanmasi gibi genis bir etki alanina sahiptir
(Guan ve ark., 2015). Serbest oksijen radikallerinin karacigerde albiimin sentezi ve
hemostaz iizerine olan etkileri ve hatta hepatoselliiler kanser gelisimi gibi patojenik

etkileri oldugu diistiniilmektedir (Dede ve ark., 2011).
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En 6nemlileri Karaciger enzimleri, aminotransferazlar (AST ve ALT) ve alkalen
fosfataz olarak kabul edilmektedir ancak bu testler karacigere ait bir fonksiyonun Sl¢iisii
olmamakla birlikte bu testler, karaciger hastaliginin tanimlanmasinda, ayirici tanisinda ve
prognozunun belirlenmesinde 6nemlidir. Higbir parametre karaciger fonksiyonlarini
ifade etmekte tek basina kullanilamaz. Bu nedenle ALT, AST, ALP ( alkalen fosfataz),
GGT ( gama-glutamil transpeptidaz),5’NT (5’nukleotidaz), total ve direkt bilirubin,
alblimin ve protrombin zamani gibi degerlerin bir arada yorumlanmasi gereklidir.

Karaciger fonksiyon testlerini baslica ikiye ayirmak gerekirse;

1- Bilier Obstriiksiyon Testleri; Serum bilirubini (BillT ve BillD), serum alkalen
fosfataz1 (ALP), 5’-niikleotidaz, gamma glutamil transpeptidaz (GGT),
2- Hepatoselliiler Hasar Testleri; (Aspartat aminotransferaz (AST) ve Alanin

aminotransferaz (ALT) olarak ikiye ayirmak miimkiindiir.

Dogan ve arkadaslari, etil alkoliin sebep oldugu oksidatif stres sonucu olarak
MDA ve serum enzimlerinin arttigini belirtmiglerdir (Dogan ve ark., 2011). Akut ve
kronik alkol tiiketiminin, pankreas ve karacigere ait paremetrelerde oksidatif strese yol
actigini belirtmislerdir (Rakonczay ve ark., 2003). Aktas, etil alkoliin akut subkronik ve
kronik uygulamalari siganlarin serum enzim seviyelerinde (ALT, AST, LDH, GGT, ALP
) 6nemli artislara sebep oldugunu bildirmistir (Aktas, 2014). Pari ve Suresh, yapmis
olduklart calismalarda alkolik karaciger hastaliginin ilerlemesinde oksidatif stresin
onemli bir rol oynadigini bildirmisler (Pari ve ark., 2008). Etanoliin sigan karacigerlerinde
meydana getirmis oldugu tahribata bagli olarak, karaciger harabiyet gostergesi olan
serum enzimlerinin seviyelerinde artisa neden oldugunu, ayrica etanoliin sebep oldugu
oksidatif stres sonucu olusan serbest radikal Ttretiminin gostergesi olarak lipid
peroksidasyonun son {iriinii malondialdehit tiim dokularda artarken, bir¢ok dokuda
antioksidan savunma sistemi biyobelirteclerinde dalgalanmalara sebep oldugunu

belirtmislerdir (Yurt ve ark., 2011).

Biitin bu etkilerin yanisira histopatolojik olarak bazi hasarlar da
gozlemlenebilmektedir. Bu durum karaciger hepatositlerinde genellikle yaglanma olarak
kendini gosterebilmektedir. Karaciger yaglanmasi yaygin olarak bilinmeyen sebeplerin

yani sira obezite ve diyabet gibi bazi durumlarla da iliskilendirilmektedir. Hepatositlerde
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yag birikimi birikimi (esas olarak trigliseritler, fosfolipitler ve kolesterol esterleri) steatoz

olarak karakterizedir.

Rezveratrol, sizandra {izimii ve kurutulmus P. orientalis (Dogu ¢inari)
yapraklariin, etanoliin neden oldugu karaciger yaglanmasi ve oksidatif strese karsi
koruyucu etkilerinin oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Dogan ve ark., 2019 ;
Park ve ark., 2014 ; Szkudelska ve ark., 2017 ). Slukvin ve arkadaslari, ¢alismalarinda
alkolik karaciger tahribatinin, karacigerde yag birikmesi (steatosis) ve hepatik iltihabin

olusumunu tetikledigini bildirmislerdir (Slukvin ve ark., 2001)

Viicutta bulunan antioksidan savunma sistemi, organizmanin dogal savunma
sistemini olusturur. Karaciger hiicrelerinde oksidatif hasara karsi antioksidan etki
gosterebilen enzim sistemleri de bulunmaktadir. Bu endojen enzimatik antioksidanlar,
glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz, mitokondrial sitokrom oksidaz ve
hidroperoksidazdir. Das ve arkadaglar yaptikalr1 calismada, etanol ile olusturulan oksidatif
streste yesilbiberin (Capsicum annum) karacigerde koruyucu etkilerini incelemislerdir.
Etanol grubunda ALT, AST, ALP, TNF-a, IL-6, LPO, Cu-Zn-SOD, GST, GPx, TG, CHLS,
LDL sevileri artarken, HDL, Mn-SOD, CAT, GSH, GR ve G6PD seviyelerinde de azalig
oldugunu belirtmislerdir. Yesilbiberin etanol ile birlikte uygulanmasi, doza bagl bir sekilde
yukaridaki parametrelerdeki degisiklikleri hafiflettigini ve ayrica hiicrelerinin apoptotik 6liim
sayisini azalttigini belirtmislerdir (Das ve ark., 2018 ). Diger bir ¢calismada atestopu bitkisinin
(Hammada scoparia) karacigeri koruyucu etkisini incelemisler ve sigan karacigerinde
etanoliin neden oldugu oksidatif stresi onledigini, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin yeniden kazanilmasi konusunda etkili

oldugunu bildirmislerdir (Bourogaa ve ark., 2014).

Allam ve arkadaglari, yapmis oldukalar1 ¢alismalarinda Astragalus kahiricus
(Fabaceae) koklerinin (etanol Oztiitiiniin) etanol kaynakli karaciger apoptozisine karst
karacigeri koruyucu aktivitesinin oldugunu belirlemislerdir. Karaciger histopatolojik
incelemesi ile dogrulanan kaspaz-3 aktivasyonuna ve DNA parcalanmasina karsi anti-

apoptotik etkiler gosterdigini belirlemislerdir (Allam ve ark., 2013).

Shukri ve arkadaslari, streptozotosin kaynakli diyabetik siganlarda yaptigi karanfil
uygulamasinda antioksidan enzim seviyelerini geri yiikleyerek kan sekerini ve lipid
oksidasyonunu diisiirdiiglinii belirtmislerdir. Yapilan calismada karanfil yaginin géz

merceginde hiperglisemiye bagli oksidatif doku hasarimi ve katarakt olusumunu inhibe
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ettigi ve seker hastalarinda karanfilin in vivo antioksidatif organ koruyucu etkilerinin

oldugunu gostermislerdir (Shukri ve ark., 2010).

Bu proje ile ilk olarak, diinya genelinde kullanilan ve Onemli derecede
toksikasyonlara neden olan etil alkoliin ve yliksek antioksidan 6zellige sahip olan
Eugenoliin sican karaciger antioksidan sistemi iizerine etkileri arastirilacaktir. ikinci
olarak ise, bu maddenin etil alkol ile birlikte kullanimi ile rat karaciger antioksidan
sistemi tizerinde ne gibi degisikliklere neden oldugu biyokimyasal ve histolojik olarak

incelenecektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlari

Arastirmada kullanilan siganlar Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (HMKU-DAM) tarafindan saglanmis olup
28.12.2017 tarih ve 2017/12-2 sayili etik kurul belgesi ile gerekli onay alinmistir.
Calismada, 12-16 haftalik, yaklasik 310-390gr agirliginda, her grupta 10 adet rat olacak
sekilde (4 Grup) 40 adet Wistar albino cinsi disi si¢an kullanilmistir. Siganlar, uygun
kafeslerde; 12 saatlik aydinlik-karanlik periyotlu ortamda, ortam sicakligi 20-24 °C ve
nem oran1 %40-50 olacak sekilde barindirilmistir. Calisma protokolii ve deneysel yontem
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmis olup
caligma siiresince etik kurallara uyulmustur. Caligsma siiresince siganlar standart pellet tipi
yem ile ad libitum olarak beslendiler. Sicanlarin beslenmesi ve bakimi yine ayni
laboratuvarda, giinliik olarak her sabah yapildi. Ayrica, siganlarin gelisimlerinin kontrolii

ve sagliksiz sicanlar1 ayrimi i¢in kontroller her uygulama dncesi tiim siganlara uygulandi.

3.2. Deneysel Muamele ve Calisma Yontemi

Siganlar esit sayida (n=10) ve rastgele 10’arli dort gruba yarilmistir. Gruplar;
Kontrol grubu, Etil alkol grubu, Ojenol grubu ve Etil alkol ve Ojenol grubu olacak sekilde

diizenlenmistir.

a) Kontrol grubu: Hayvanlar standart rat yemi ile 4 hafta kisitlama olmadan
(ad libitum) beslendi. Diger gruplar ille ayni steresi olusturmak amaci ile gavaj ile 3ml

fizyolojik su verildi.

b) Etil alkol (Eth) grubu: Hayvanlar 30 giin boyunca standart rat yemi ile
kisitlama olmadan (ad libitum) beslendi ve Etil alkol (%40°’lik, 3ml/giin olacak sekilde)
gavaj yolu ile verildi.
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c) Ojenol (Oj) grubu: Hayvanlar 30 giin boyunca standart rat yemi ile
kisitlama olmadan (ad libitum) beslendi ve Ojenol 50mg/kg bw olacak sekilde gavaj yolu

ile verildi.

d) Etil alkol ve Ojenol (EthOj) grubu: Hayvanlar 30 giin boyunca standart
rat yemi ile kisitlama olmadan (ad libitum) beslendi ve etil alkol+Ojenol (%40’ ik 3ml
Etil alkol ve 50mg/kg bw Ojenol olacak sekilde) her giin gavaj yolu ile verildi.

Ojenol materyali, %99 saflikta djenol ticari firmalardan temin edildi (Sigma-
Aldrich Co., USA). Calisma siiresi boyunca gerekli olan karisim her giin taze olarak
hazirlandi. Gavaj i¢in hesaplanan 6jenol miktari, steril 1lik suda vortex cihazi yardimiyla
homojen karigtirilip hayvan uygulamasi yapilmistir. Bu islem her gavaj Oncesinde
tekrarlanip 6jenoliin homojen dagilimi saglanmaya calisilmistir. Etil alkol materyali,
sicanlarda oksidatif stres olusturmak amaciyla kullanilan saf etanol ticari firmalardan
temin edildi (Sigma-Aldrich Co., USA) ve %40 olacak sekilde distile su ile karistirilarak

her giin taze olarak hazirlandi.

3.3. Kan ve Doku Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Calismada, otuzuncu giin sonunda fiziksel muayene ve tartimdan sonra
ketamin/ksilazin anestezisi altinda enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi1 ve

karaciger dokular1 toplandi.

Tam kan sayimi i¢in EDTA’l1 mor kapakl: tiipler kullanild1 ve analizleri hemen
yapildi. Biyokimyasal analizler i¢in kanlar sar1 kapakli vakumlu plastik jelli tilipler
kullanildi ve pihtilagsmanin ardindan 4000 rpm, 15 dakika, +4°C’de santrifiij edildikten
sonra serum kismi ayrilarak analizlerin yapilacagi giine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
Karaciger dokular1 ise ¢ikarildiktan sonra serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) su ile yikanarak
ikiye boliindi ve yarisi histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehite konularak
fiksasyon islemine tabi tutuldular, diger yarisi oksidatif stres parametrelerine bakilmak
tizere sivi azot igine alinarak -80°C’de saklandi. Bobrek dokulari ise ¢ikarildiktan sonra
serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) su ile yikanarak ikiye boliindii ve yaris1 histopatolojik

inceleme igin %10’luk formaldehite konularak fiksasyon islemine tabi tutuldular.
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3.4.  Biyokimyasal analizler

Kandan tam kan sayimi yapilmistir ve kan serumundan, AST, ALT, ALP, BIlID,
BillT, LDH, Trig, Total Chol, TAS ve TOS parametreleri incelenmistir. Karacigerden ise,
MDA, SOD, GSH-PX, CAT enzimleri seviyesi belirlenmistir.

*Tam kan sayim1: Tam kan sayim otoanalizatorii (Mindray, BC-6800) kulanilarak

yapilmustir.

«Kandan AST, ALT, ALP, BIllID, BillT, LDH, Trig, Total Chol, TAS ve TOS
tayini yapilmistir. Bunun i¢in, biyokimya ve hormon otoanalizorleri (Advia-1800 ve

Centaur XP) kullanilmis ve fotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.

3.4.1. Homojenizasyon

Derin dondurucuda (-80°C) bekletilen si¢anlarin karaciger ve bobrek dokular1 oda
sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak buz iizerinde c¢oziinmeleri saglandi.

Dokularin homojenizasyonu i¢in gerekli tampon ¢6zelti ve hazirlanisi;
A Soliisyonu Hazirlamisi: NaH2POq ten 6,805 gr alind1 1000 ml distile su ile tamamlandi.

B Soliisyonunun Hazirlamisi: Na;HPO4* 12H,0 17,907 gr alinip 1000 ml ye distile su
ile tamamlandi. A ve B soliisyonu asagida belirtilen miktarlarda karistirildi ve pH:7.00

olacak sekilde ayarlandi.
Final tampon ¢ozeltisi: 413 ml A Soliisyonu + 587 ml B Soliisyonu (pH:7.00).

Karaciger dokulart tartildi, agirliklari kaydedildi. Tampon miktar1 doku
agirhigmin 9 kati olacak sekilde hesaplandi (Doku agirligi x 9). Tartilan doku
homojenizasyon yapilacak tiiplere alindi, ilk 6nce hesaplanan tamponun yaris1 koyularak
soguk zincirde homojenizasyon islemine baslandi. iki dakika homojenize ettikten sonra
tamponun diger yaris1 eklendi, doku tamamen homojenize olana kadar homojenizasyon
islemine devam edildi. Elde edilen homojenatlarin 700 pL si MDA ve homojenat protein
tayinleri yapilmak iizere ependorflara porsiyonlanarak -80 ° C’de saklandi. Elde edilen
homojenatlarin kalan kism1 3220 rpm’de 40 dk +4 °® C’de santrifiij edildi. Santrifiij edilen

orneklerin siipernatanlar1 porsiyonlanarak -80 ° C’de saklandi. Ayrilan siipernatanlarin
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bir kism1 ile CAT, GSH-Px ve kalan kisitm SOD enzim aktivite tayini i¢in etanol-

kloroform fazi1 olusturmak iizere -80 °® C’de sakland.

SOD aktivite Olglimii icin porsiyonlanmis siipernatan 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile vortexlenip cam tiipte 3220 rpm / 40 dakika +4°C’de
santrifiij edildi. Ustte olusan etanol fazindan SOD enzim aktivite tayini yapild.

3.4.2. Malondialdehid (MDA) Miktarimin UV Spektrofotometre ile Tayini

MDA tayini: Doku supernatantlarinda MDA analizleri, lipid peroksidasyonun
aldehit tirtinlerinden biri olan MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonu sonucu
olusan renkli bilesik absorbansinin 535 nm’de Ol¢limiine dayali spektrofotometrik
yontemle (Wasowicz ve ark., 1993) belirlenmistir. Cift kaynatma esasina dayali yontemde,
ilk kaynatmada proteinlere bagli olan MDA ’nin serbestlestmesi i¢in proteinler ¢oktiiriiliir;
ikinci kaynatmada total MDA, TBA ile sicak ve asidik ortamda reaksiyona girer ve renkli
kompleks olusturur. TBA-MDA’nin olusturdugu renkli kompleks, 532 nm dalga boyunda

MDA konsantrasyonuyla dogru orantili olarak absorbans verir.
Kullanilan reaktifler

TCA’ nin hazirlanmasi: 10g %10’luk trikloroasetikasit (TCA) alindi 100 ml

distile suya tamamlandi.

TBA’nin hazirlanmasi: 0,675g %0,675’lik tiobarbitiirik asit (TBA) alind1 100ml

distile suya tamamlandi.
Deneyin yapihisi

MDA tayini yapmadan O6nce vidali cam tliplere grup isimleri ve numaralar
yazildi; tiipler 90 °C benmaride 15 dakika inkiibasyona maruz kalacag i¢in yazilar su

buhar1 nedeniyle silinmeyecek sekilde yazildi.

1. MDA tayini i¢in kor tiiptine 500 pl distile su, numune tiiptine ise 500 pl numune

(homojenat) eklendi.
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2. Daha sonra herbir numunenin lizerine Onceden hazirlanmis olan TCA
cozeltisinden 2500 pl eklendi ve vortekslendi. Vorteksin ardindan hemen agz1 vidalandi

ve daha once hazirlanmis 90°C benmariye yerlestirilerek, 15 dakika inkiibasyon yapildi.

3. Inkiibasyonun ardindan tiipler soguk suyla sogutuldu. Tiipler soguduktan sonra
kapaklar cikartilarak; tliplerin agz1 parafilmlenerek 3000 g’de 10 dakika +4°C’de
santrifiij edildi.

4. Santrifiij agsamasi bittikten hemen sonra tiipler sarsilmayacak sekilde ¢ikartilip

parafilmler agildi.

5. Daha sonra herbir numune i¢in dnceden hazirlanmig diger vidali tiiplere extrakt

edilmis tiiplerden ¢okelege dokunmadan siipernatan kismindan 2 ml pipetlenip aktarildi.

6. Daha sonra kor ve numune tiiplerine 1’er ml 6nceden hazirlanmis olan

TBA’dan eklendi.

7. Eklemeden sonra tiim tiipler hizlica vortekslenip tekrar 90 °C benmaride 15
dakika inkiibe edildi, inkiibasyon esnasinda numunelerin hafif turuncu; inkiibasyon
sonunda ise yavruagzi rengine dondiigli izlendi. Ardindan tiipler benmariden ¢ikartilip
sogutuldu. Son olarak spektrofotometre ile 532 nm dalga boyunda fotometrik Sl¢iim
yapildi. Kérden baslamak suretiyle yapilan 6lgiimde koriin absorbansi sifirlanip kor tiipii
spektrofotometreden ¢ikarildi ve diger tiiplere sirasiyla fotometrik 6l¢tim yapildi. Cikan

absorbans degerleri kaydedildi.

Cizelge 3.1. MDA 6l¢limi i¢in pipetleme miktarlari.

Kor tiipii Numune Tiipii
%10’luk TCA (mL) 2500 pl 2500 pl
Numune (mL) - 500 ul
Distile su (mL) 500 ul -

Standart Egri Cizimi
MDA stok standartindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alinip 100 m1’ye saf

su ile tamamlanarak giinliik standart ¢ozelti hazirlandi. Egri ¢izimi i¢in hazirlanan giinliik
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standart ¢ozeltiden distile su ile 1/80, 1/40, 1/20,1/10, 1/8 oranlarinda seyreltme yapilarak
7.5, 15,30,60,75 nmol/ml derisiminde ¢alisma standartlar1 hazirlandi. Her standarda
deney prosediirii iginde bir 6rnek gibi muamele edildi, 6l¢ililen absorbanslardan ve bilinen

konsantrasyonlardan yararlanilarak standart grafigi olusturuldu.

Cizelge 3.2. MDA stok standart ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda c¢ozelti
hazirlama.

Diliisyon 1/80 1/40 1/20 1/10 1/8
Konsantrasyon 7.5nmol/ml  15nmol/ml  30nmol/ml  60nmol/ml  75nmol/ml
Stok c¢ozelti 100 pl 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl
dH20 7900 pl 3900 pl 1900 ul 900 pl 700 ul

Toplam hacim 8000 pl 4000 ul 2000 pl 1000 pl 800 pl

Hesaplama

Standart grafiginden elde edilen formiilden yararlanilarak MDA miktarlart

belirlendi. Sonuglar protein miktarina oranlandi.
3.4.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini

CAT (CAT, EC 1.11.1.6) tayini: Doku supernatantlarinda CAT analizleri ise, Aebi
tarafindan belirtilen metot ile doku homejenatlarindan 30 saniye siire boyunca substrat
H202"nin dekompozisyon oraninin 240nm’de spektrofotometrik olarak izlendigi yonteme

gore yapilmistir (Aebi, 1984).

Hidrojen peroksit (H202) 240 nm’de maksimum absorbans verir. Ortama
sonradan ilave edilen H20g, katalaz tarafindan su ve oksijene doniistiiriiliir ve ultraviyole
spektrumda absorbans azalmasina yol agmaktadir. Absorbanstaki bu azalma CAT
enziminin spesifik aktivitesi ile dogru orantili olarak seyretmektedir. CAT enzimi

tarafindan katalizlenen reaksiyon su sekildedir:

CAT 1
H,0, = H,0 + 1/, 0, (3.1)
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Kullanilan reaktifler

Fosfat tamponunu daha 6nceden homojenizasyon igin hazirlanan pH: 7,00 olan

fosfat tamponudur.
H202 Cozeltisinin hazirlamisi

H20:> ¢ozeltisi; 240 nm’deki absorbansi 0,500’e ayarlanmis olan H2O2’li fosfat

tamponudur.
1) Spektrofotometre 240 nm fotometrik 6l¢ltime ayarlandi.

2) 300 mL pH: 7,00’lik, 50 mM fosfat tamponu 151k gegirmeyen reaktif sisesin
aktarild.

3) Reaktif sisesindeki fosfat tamponuna 10-20 uL. hacimlerle H20- ilave edildi.

4) Spektrofotometrede 2. kiivete H20; ilave edilmemis fosfat tamponu koyuldu,
kor absorbansi alindi ve sifirlandi. Ardindan H20; ¢6zeltisinin absorbans 6l¢iimii yapildi.

Optik Dansite (OD) 0.500 oluncaya kadar H20- ilavesine devam edildi.

Enzim aktivitesinin kinetik olciimii

Pipetleme, 2990 ul H202 Cozeltisi tizerine 10 pl 6l¢iimii yapilacak numune (6rnek
siipernatant1) pipetlendi; ¢ozelti hizlica karistirildi, kuvartz kiivete aktarilarak kinetik

okuma baglatildi.

Cizelge 3.3. CAT 6lgiimii i¢in kor ve numunelerin pipetlenme miktarlar

Fosfat tamponu H20: ¢ozeltisi Numune (ul)
Kor tiipu 3000 - -
Numune tiipii - 2990 10

1) Spektrofotometre 240 nm’de kinetik 6l¢lim yapacak ve 60 saniye boyunca 5

saniye araliklarla 151n génderecek sekilde ayarlandi.

2) Spektrofotometrede 2. kisma igerisinde yalnizca fosfat tamponu (kor) bulunan

kiivet konularak, absorbans sifirlandi; kiivet kinetik dl¢iim boyunca bu kisimda sabit
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tutuldu. 1. kisimda ise sirasiyla numunelerin kinetik 6l¢iimii yapildi. Absorbans azaligi

bir dakika boyunca izlendi ve absorbanstaki degisimler kaydedildi.

Hesaplama

Hesaplamada asagidaki formiil kullanild;

k ={[2,3 x log (OD1/ OD2)]/ At (sn)}

OD1: Baslangigta 6lgiilen optik dansite

OD2: Bir dakika siire sonunda 6lgiilen optik dansite

At: Olgiim siiresi (1 dakika)

k: Katalaz i¢in hesaplanan 1. derece katsayisi

Daha sonra ¢ikan deger ayni siipernatandaki protein konsantrasyonuna oranlandi.

k/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 1000]

3.4.4. Siiperoksit Dismutaz (Total) Enzim Aktivite Tayini

SOD (EC 1.15.1.1) tayini: Doku supernatantlarinda SOD analizleri, ksantin-
ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle tiretilen siiperoksit radikalinin nitroblue tetrazolium
(NBT)’u indirgemesinin, SOD enzimi tarafindan engellenmesi prensibine dayanan

yontemle Ol¢lilmistiir (Durak ve ark., 1993).
Extraktin Hazirlanmasi

SOD aktivite tayini i¢in siipernatanda ayr1 bir extrakt fazi olusturuldu. Olusturulan
extrakt fazindan yine siipernatan kismi alindi ve SOD aktivitesi siipernatanin

stipernataninda olciildii.

Eksrakt fazi olusturmak i¢in, Kloroform (3V) / etanol (5V) karisimi1 hazirlandu.
(Kloroform + etanol) / numune V/V oranlarinda karistirildi. Ependorflara grup ismi ve
numarasi yazildi. Her tiipe etanol/kloroform karisimindan 400 pl koyuldu, iizerlerine 400

pl numune pipetlenerek vortekslendi. Vorteksin ardindan hazirlanan extrakt 3220 rpm de
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+4 °C’de 40 dakika santrifiij edildi. Santrifiij bittiginde ependorflar ¢coken kismin hareket

edip siipernatana karigmamasi i¢in yavasga sarsilmadan ¢ikartildi.
Assay Reaktifinin Hazirlanmasi

Ik olarak 151k gegirmeyen bir reaktifsisesi hazirland1 ¢iinkii assay reaktifinin
hazirlanmasinda kullanilan ksantin 1518a duyarlidir. Asagidaki Cizelgeda belirtildigi gibi

hazirlanmistir.

Cizelge 3.4. Assay reaktifinin hazirlanigi

Kullanilacak

Kimyasal adi miktar Distile su (ml)
0,3 mmol/L Ksantin 4,565 100
0,6 mmmol/L EDTA (2 Na tuzu) 12,5 50
150 umol/L NBT 6,13 50
400 mmol/L NaxCO3 1270 30
1 g/L Bovin serum albumin (BSA) 15 15

Hazirlanan her bir kimyasal c¢ozeltisi koyu renk cam siseye kopiirtiilmeden

aktarilmis, 5’1 birlestirilerek assay reaktifi hazirlanmistir.

Ksantin Oksidaz (XO) hazirlanmasi: Ksantin oksidaz enzim ¢o6zeltisi igin
aliiminyum folyolu bir tiip hazirlandi. Insulin ignesi yardimiyla sise ters ¢evrilerek alan
XO daha 6nce hazirlanmis ve folyolu tiipe aktarilmis olan soguk 2M c¢ozeltisininigerisine
aktarildi. Her numune i¢in 50ul ¢ozelti gerekli. Calismada 2,5ml XO ¢6zeltisi hazirlandi.
Oncelikle 0,66 gr 2M (NHa)2S0s, 2,5 ml distile suda ¢dziindii aliiminyum folyolu tiipe
aktarilarak dolapta sogutulduktan sonra iizerine 25 pl XO pipetlendi ve 2-8 °C’de
bekletildi.

Cizelge 3.5. Amonyum siilfat ¢ozeltisi, ksantin oksidaz c¢ozeltisi ve bakir kloriir
¢Ozeltilerinin hazirlanmasi.

2M (NH4)2S04 Distile su (ml)
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Amonyu siilfat 0,66 gr 2,5
0,66 gr amonyum siilfat 2,5 ml soguk distile su igerisinde ¢oziiliir ve buz dolabinda
bekletilir.

Ksantin oksidaz enzimi Amonyum siilfat ¢cozeltisi

XO enzim cozeltisi 25 ul 2,5 ml

2,5 ml soguk amonyum siilfat ¢ozeltisi igerisine 25 ul XO enzimi pipetlenir ve
buzdolabinda bekletilir.

0,8 mmol/L Distile su

Bakar kloriir ¢ozeltisi 5,4 mg 50 ml

5,4 mg bakir kloriir 50 ml distile suda ¢oziiliir ve 0,8 mol/L ¢6zelti hazirlanmis olur.

Deneyin Yapilhisi

Numune ve kor tiipleri hazirlandi; 3 ayr1 kor tiipii hazirlandi. Her bir numune
tiiptine ve kor tiiplerine 2,85ml assay reaktifi konuldu. Numune tiiplerinin tizerine 100 ul
extraktin supernatanindan eklendi, korlere ise 100 pl distile su eklendi; hemen ardindan
vortekslendi. Ardindan herbir kér ve numune igin 50 pl soguk XO ¢ozeltisi eklenir,
hizlica vortekslenir. Bu islemlerden sonra 25 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sona erdiginde kor tiipleri mor-menekse rengi alirken numune tiiplerinde

daha agik mor renk gozlemlendi.

Renk degisiminin devam etmemesi ve absorbansin saglikli ¢itkmasi i¢in hazirlanan
CuCl2 c¢ozeltisi ile reaksiyon durduruldu. Bunun i¢in CuCl2 ¢6zeltisinden 1ml kor ve
numune tiipleri lizerlerine hizlica eklenerek ardindan vorteks yapildi. CuCI2 eklemesi

bitince spektrofotometrik dl¢iime gegildi.

Cizelge 3.6. SOD aktivite tayini i¢in pipetleme miktarlari.

Kor (ml) Numune (ml)
Assay reaktifi 2,85 2,85
Ornek siipernatant - 0,10
Bidistile su 0,10 -
XO ¢ozeltisi 0,05 0,05
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Kor tiipiine enzim ilavesinin ardindan vortekslenir ve inkiibasyon siiresi baslatilir.

25 °C'de 20 dakika inkiibasyonun ardindan hizlica CuCl ilavesi ile reaksiyon durdurulur.

Spektrofotometrik Ol¢iim

Spektrofotometre fotometrik Slgiim igin 560 nm dalga boyuna ayarlanarak,
havaya kars1 sifirlandi. Distile suya kars1 kdrden baglanarak sirayla korler ve numuneler

icin 560 nm’de fotometrik 6l¢lim yapildi, absorbanslar kaydedildi.

Siiperoksit dismutaz aktivitesinin hesaplanmasi:

NBT indirgenmesini % 50 inhibe eden SOD enzim aktivitesi bir SOD
tinitesi olarak adlandirilir. SOD aktivite tayininde sonuglar doku i¢in; U/mg protein
seklinde gosterilir.

% Inhibisyon = [Absorbans kér (AK) - Absorbans numune (AN)] / Absorbans kor
(AK) x 100.

% 50’lik inhibisyon 1 U olarak kabul edildiginden;

%50 inhibisyon = (% Inhibisyon / 50) x 1 /0.1 = U/ mL = (AK-AN)/AK x 20 =
Spesifik aktivite (SA).

Birimi: Doku i¢in: SA / (mg protein / mL) = (U/mL) / (mg protein/mL) = U / mg
protein.

3.4.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivite Tayini

GSH-Px (EC 1.11.1.9) tayini, H20O, varliginda indirgenmis glutatyonun (GSH)
GSH-Px tarafindan okside glutatyona (GSSG) oksitlenmesi ve oksitlenen GSSG’nin
glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla tekrar GSH’a donistiiriilmesi esasina dayanan ve
340 nm dalga boyunda degisimlerin izlendigi (Paglia ve ark., 1967) yonteme gore
belirlenmistir. Enzim Unitesi: Oksidasyona ugrayan NADPH’in birim zamandaki

mikromol cinsinden miktaridir.
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Reaktiflerin Hazirlanmasi

GSH-Px Tamponu Hazirlama: Onceden hazirlanmis olan pH:7.00 olan fosfat tamponuna

EDTA ilavesi ile hazirlanan tampondur.
500 ml Fosfat Taponu +1,04 gr EDTA ilave edilmistir.
Kokteyl hazirlama ve kokteyl igin gerekli ¢ozeltiler;

1) (NH4)2SO4 (Amonyum siilfat) ¢ozeltisi: 1,056 gr (NH4)2SO4 + 2500 uL su (bu
cozelti GSH-rediiktaz ¢ozeltisi yapmak i¢in kullanilmistir).

2) GSH-Px Tamponu: 132,5 ml (6nceden hazirlanan GSH-Px tamponu)
3) GSH: 0,25 gr GSH + 5 ml GSH-Px Tamponu

4) NADPH: 0,0333 gr NADPH + 5 ml distile su

5) NaN3: 0,0325 gr NaN3 + 500 pL GSH-Px Tamponu

6) GSH-rediiktaz: 25 pL GSH-rediiktaz + 750 pL amonyum siilfat (bu miktar 75
numune i¢indir, 50 numune i¢in hazirlanan ¢6zeltinin igerisinden 500 pL

alinmistir).

Kokteyl icin hazirlanan 2, 3, 4, 5 ve 6 numaral c¢ozeltiler reaktif sisesine sirasiyla

aktarilarak karistirilmastir.

H20. Cozeltisi Hazirlama: %30’luk H202 ve daha 6nceden hazirlanan GSH-Px kokteyli
karistirllarak hazirlandi. 15 pL H202 + 5 ml GSH-Px tamponu.

Pipetleme

Pipetleme i¢in onceden hazirlanmig ve {izerinde grup isim-numarasi bulunan
tiplerin herbirine GSH-Px aktivite tayini i¢in hazirlanan kokteyl 2870 uL pipetlendi,
iizerine 20 pL numune ilavesi yapilarak 30dk 25 © C’de inkiibasyona birakild: (Cizelge
3.7.). Inkiibasyonun ardindan 100 uL H202 ¢dzeltisi pipetlenerek tiip hizlica alt iist edildi

ve onceden kinetik 6l¢iim i¢in hazirlanan spektrofotometrede 6lgiim baslatildi.
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Cizelge 3.7. GSH-Px aktivite tayini i¢in pipetleme miktarlar.

Kokteyl 2870 ul
Numune 20 ul
30 dk 25 ° C benmaride inkiibasyon uygulanir.
H20, Cozeltisi 100 ul

Kinetik Okuma

Spektrofotometre cihazi 340 nm dalga boyunda kinetik Ol¢lim i¢in ayarlandi,
havaya kars1 sifirlandiktan sonra 2 dk boyunca numunelere kinetik okuma yapildi. Ol¢iim

boyunca gézlemlenen absorbans azaligi kaydedildi.
GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasi

Kaydedilen absorbans azalisindan ve NADPH’ 1n ekstinksiyon katsayisindan

yararlanilarak GSH-Px enzim aktivitesi hesaplandi, sonuglar proteine oranlandi.
Hesap: IU/L = [(AA/t) / 6.22 x 10-6] x (1/0.02)
IU/mg protein = (IU/L)/(1000xW)
Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

AA = OD degisimi, t= zaman (dk), W= Enzim ¢dzeltisinin protein miktar
(mg/mL)

NADPH ekstinksiyon katsayisi= 6.22 x 10+3 M-1= 6.22 mM-1

3.4.6. Total Antioksidan Status (TAS) ve Total Oksidan Status (TOS) ve Oksidatif
Stres indeksi (OSI) Olgiimleri

Total antioksidan kapasite (TAS) Erel tarafindan gelistirilmis Rel Assay marka kit
(Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak 6l¢iildii. E vitaminin suda ¢oziiniir bir

analogu olan Trolox kalibrator olarak kullanildi. Sonug¢lar mmol Torolox equiv./It

seklinde ifade edilmistir (Erel, 2004).
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Total oksidan (TOS) kapasite Erel tarafindan gelistirilmis Rel Assay marka kit
(Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak 6lgiildii. Hidrojen peroksit kalibrator
olarak kullanildi. Sonuglar umol H2O2 equiv./It seklinde ifade edilmistir (Erel, 2005).

Total oksidan kapasitenin total antioksidan kapasiteye oraninin yiizde derecesi
olarak ifade edilen Okidatif Stres Indeksi (OSI) hesaplanirken, TAS sonucu
gosterimindeki mmol degeri TOS sonucu gosterimindeki pmol birimine doniistiiriildii.
Sonucar “arbitary unit” (AU) olarak ifade edildi ve asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi (Erel, 2005).

TOS,umol H,0, equiv./lt
TAS,mmol Trolox equiv./lt x 10

0Si =

(3.2)

Hesaplama yapilmadan o6nce Total antioksidan kapasitenin birimi mmol Trolox

Ekivalent/L den pmol Trolox Ekivalent/L’ye dontistiirilmiistiir.

3.5. Histolijik Analizler

Karaciger ve bobrek doku ornekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in ilk olarak %
10’ luk Tamponlu formaldehit fiksatifinde tespit edildi. Ardindan tespit edilmis drnekler
akar su altinda 2 saat siiresince yikandi. Dehidrasyon islemi igin dokular, artan
derecelerde alkol serilerine ( %60,%70, %80, %90, %96 %100) birer saatlik siirelerle tabi
tutulan dokular, seffaflandirilmalari amaciyla ksilolden gegirildi ve ardindan yumusak
parafine gomiildiiler. Mikrotom yardimiyla parafin bloklardan 3 pum kalinligindaki
kesitler alindi. Tiim gruplar igin Hematoksilen-Eozin Boyama, Immunhistokimyasal
Boyama (Kaspaz3) yontemi uygulandi. Kesitler Olimpus BX-51 arastirma
mikroskobunda degerlendirildi ve resimleri ¢ekildi. Hematoksilen-Eozin boyama yapilan

dokular histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
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3.5.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Yoéntemi

Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 60 dakika bekletildikten sonra,
3x10 dakika ksilol ile deparafinize edildiler. Deparafinizasyon isleminin ardindan
boyama islemine hazirlik amaciyla azalan alkol serilerinden gegcirilip (%100 - %70)
¢esme suyunda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de iki dakika boyandi ve 2x2
dakika akar suda yikandilar. Ardindan %1 lik amonyak-su karisimina batirilip tekrar 1
dakika akar suda yikandi. Daha sonra lamlar 2 dakika Eozinde bekletilip artan dereceli
alkol serilerinden gegirilerek ( %70, %80, %96, %100), 2x1 dakika ksilole alindi ve
entellan ile kapatildi. Dokuda tiim alan biiytlikliigliniin sayisal degerlendirilmesinin
yapilabilmesi adina, 4x’lik objektif kullanilarak preparat taramasi yapilarak istatistik

uygulamasi i¢in veriler olusturuldu.

3.5.2. Immunhistokimyasal Boyama Yéntemi (Kaspaz 3)

Her deney grubundan hayvana ait karaciger ve bobrek dokusu bloklarindan
mikrotom yardimiyla 3 pm’luk kesitler alindi. Kesitler etiivde 1 saat, ardindan 30 dakika
ksilole alinarak deparifizasyonlari saglandi. Parafini uzaklastirilan lamlar sirasiyla azalan
alkol serilerinden gegirildiler (%100 - %70). Kesitler alkolden arindirilmak amaciyla iki
kez 1’er dakika distile sudan gegirildi. Antigen maskesini kaldirmak i¢in 1/10 dilue sitrat
tampon (AP-9003-999 Thermo Scientific) mikrodalga ile uygulandi. Distile su ile yitkama
asamasindan sonra 10 dakika %3’liik hidrojen peroksit (TA-125-HP Thermo Scientific)
ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Fosfat tampon ile
yikanan kesitler 10 dakika Protein Blokesi (TA-125-PBQ Thermo Scientific) saglandi.
Nemli ortamda 60 dakika biyunca Primary Antibody ile inkiibe edildi. (Anti-Caspase-3
antibody, Abcam (ab4051), Dilue: 1/100 ).

Amplifier Quanto (TL-125-QPB Thermo Scientific ) 20 dakika bekletildi. HRP
Polymer Quanto (TL-125-QPH Thermo Scientific) 30 dakika bekletildi. Her asamada
PBS ile dikkatlice yikama yapild1. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB Chromogen
(TA-125-HD Thermo Scientific) ile boyama yapildi. Zemin boyamasi i¢in 1 dakika
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stireyle hematoksilen uygulandi. Lamlar artan derecelerde alkol serilerinden ( %60, %70,
%80, %90, %96 %100) gegirildiler. Sonrasinda dokular parlatilmalari amaciyla ksilolden

gecirildi ve ardindan ksilen bazli kapama maddesi damlatilarak lamel ile kapatildi.

Elde edilen prepartlar kamera atagmanli 151k mikroskobunda (Olympus CX41)

degerlendirilerek resimleri ¢ekildi.
Histomorfometrik incelemeler

Kaspaz-3 immiin boyama, karaciger ve bobrek hiicrelerinin sitoplazmasini
boyamaktadir. Degerlendirme, konvansiyonel mikroskop ile (Olympus CX41) x10 ve
x20 objektifler kullanilarak yapilmigtir. Sitoplazmasi immiin reaksiyon gosteren
(kahverengi boyanan) hiicreler kaspaz-3 aktivitesi yoniinden pozitif (+), boyanmayan
hiicreler ise negatif (-) sayilmiglardir. Preparatlar, pozitiflik boyanmanin yogunluguna
gore hafif +, orta ++ ve belirgin +++ olarak gruplanmistir. Degerlendirmeye alinan gruplar
(kriterlerin sayis1) husus bakimindan verilen skorlar toplandi ve diger gruplarla istatiksel

farkin olup olmadig1 aragtirilmistir.
3.6. Istatistiksel analizler

Istatistiksel hesaplamalarda ANOVA multiple comparison, Student Newman-
Keuls (SNK) testi kullanilarak tiim gruplarm, kontrol grubuna goére degisimleri
kiyaslandi. Sonuglar ortalama =+ standart sapma (X £+ SD) olarak belirlendi ve p<0.05
istatistiksel farklilig1 gosterdi. Tiim hesaplamalar Prosatat Versiyon 5.04 paket programi

kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.Bulgular

Alkole kars1 biyolojik hassasiyetlerinin daha fazla olmasi, ¢alismamizda disi rat
kullanmamiz tetiklemistir. Yapilan ¢alismalar, uzun siire alkollii diyet ile beslenen si¢an
ve farelerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda kilo kaybmin daha fazla oldugunu
gostermislerdir (Bertola, 2018; Fromenty ve ark., 2009). Calismamizda 30. giin sonunda
kontrol grubunda kilo artis1 gézlenirken diger gruplarda kilo azalmasi gézlemlenmistir

(Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Deney gruplarinin agirlik ortalamalari.

Gruplar 1. Giin 30. Giin
KONTROL 308 gr 324 gr
ETANOL 322 gr 310 gr
OJENOL 315 gr 314 gr
ETANOL ve 346 gr 328 gr
OJENOL

Alkol tiiketimi kan hiicreleri {izerinde farkli olumsuz etkilere neden olmaktadir.
Alkol tiiketen bireyler, yapisal olarak anormal RBC’ler ile karakterize edilen orta
derecede anemiden, hafifce azalmis WBC’lerin, 6zellikle de nétrofillerden ve orta
derecede azalmis trombosit sayisindan muzdarip olabilmektedir (Elanchezhian ve ark.,
2017). Tam kan sayimi1 sonucunda gruplar arasinda RBC, HGB, HCT MCV, NEU, LYM,
MON, EOS parametreleri acisindan anlamli fark bulunurken, WBC, PLT, BAS, MCH ve

MCHC parametreleri agisinda anlamli bir fark bulunamamuistir.

Karaciger hiicrelerinde her hangi bir nedenden dolay1 bir hasar s6z konusu
oldugunda seruma gegen enzim miktarlarinda bir artis olugmaktadir. Bu enzimler
karacigerin farkli kisimlarinda bulundugundan, bunlarin kandaki miktarlarinin 6l¢iilmesi,
karaciger harabiyetinin belirlenmesinde faydali olmaktadir. Biyokimyasal analiz

sonrasinda gruplara ait serum biyokimyasal analiz diizeyleri Cizelge 4.3.’de verilmistir.
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Cizelge 4.2.
parametreleri (p< 0,05).

Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol gruplarmm tam kan sayimi

Gruplar
KONTROL ETANOL OJENOL ETANOL + OJENOL

WBC (1073/uL) 6,02 + 1,08 5,82+ 0,86 6,80+ 0,81 5,60 + 0,67

RBC (1076/uL) 6,74+ 0,41 7,74 +0,25% 6,95+0,14 6,86+ 0,27**
HGB (g/dL) 12,98 + 0,67 13,90 + 0,25* 12,94 +0,11 12,96 + 0,38**
HCT (%) 42,88 +2,78 45,44 +0,98% 42,68 + 0,84 42,04 + 1,30%*
MCV (fL) 62,32 +1,20 61,08 + 2,08 62,14 £2,30 59,34 +0,81**
PLT (10"3/uL) 656,80 + 40,49 715,20 + 85,26* 667,40 £ 53,93 651,40 + 53,39
LYM (1073/uL) 70,62 £ 1,95 62,78 £5,17 68,40 + 5,39 52,64 + 7,43%%
MON (1073/uL) 8,12+ 0,46 11,76 £ 0,92* 8,98 + 1,34 10,06 + 0,60**

* Kontrol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

** Etanol grubuna goére anlamli degisim gosteren degerler

Cizelge 4.3.
baz1 biyokimyasal parametreler (p< 0,05).

Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol gruplarmin kan serumundaki

Gruplar
KONTROL ETANOL OJENOL ETANOL + OJENOL

AST (U/L) 128.87 + 15,86 165,20 + 39,82* 116,60 = 11,80 121,00 + 20,23**
ALT (U/L) 54,80 + 3,96 69,75 + 3,20% 59,00 + 9,38 56,20 +2,58**
BILD (mg/dl) 0,034 + 0,005 0,038 + 0,008 0,030 £ 0,010 0,034 + 0,009
BILT (mg/dl) 0,016 0,013 0,032 + 0,026 0,026 + 0,017 0,018 +0,013
CHOL (mgy/dl) 42,60 + 3,78 43,40 + 4,61 42,00 +3,53 38,00 + 4,63
LDH (U/L) 1147,75 £ 118,23 1169,20 + 139,75 979,80 + 103,34 647,80 £ 156,60**
TRIG (mg/dl) 50,80 + 5,63 77,20 + 14,01* 50,40 + 8,08 5420 + 11,56**
ALP (U/L) 102,80 + 12,96 75,40 + 4,98* 123,20 + 21,44 77,20 9,73

* Kontrol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

** Etanol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

Kontrol grubunda AST degerlerinin ortalama ve standart sapma (ort ve +SD)
degerleri sirasi ile 128.87 + 15,86 olarak bulunmustur (p< 0,05). Eth grubu 165.20+39.82
ile en yiiksek AST degerine sahip iken, Oj grubu 116.60+11.80 ile en diisiik AST

degerlerine sahiptir (p< 0,05).
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Kontrol grubuna gére Eth, Oj ve EthOj gruplarinda ALT diizeyinde anlaml1 bir artis
saptand1 (p<0.05). En yiiksek ALT diizeyi 69,75 + 3,20 ile Eth grubuna ait iken en diisiik
ALT diizeyi 54,80 + 3,96 ile Kontrol grubunda saptandi. ALT diizeyi Oj grubunda Eth
grubuna gore azalirken kontrol grubuna gore artis gosterdigi saptandi (Sekil 6.).
Yaptigimiz caligmada, Cizelge 4.4.te gosterildigi gibi Eth grubunda AST/ALT oraninda
(2.368) diger gruplara gore bir artis gézlenmistir (p< 0,05).

80 [
70 — R T
~ 60 ':_ . § -IT- Eg Kontrol Grubu
g S0 :_ X \\‘ Etanol Grubu
a 40 :_ X E Ojenol Grubu
[_‘ E \ ﬁ Etanol + Ojenol
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10 | §
SN\ o
GRUPLAR

Sekil 4.1. Gruplar arasinda ALT dagilimi

Cizelge 4.4. Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol gruplarmin AST/ALT degerleri.

Gruplar
KONTROL ETANOL OJENOL ETANOL + OJENOL
AST (U/L) 128.876 165.200 116.600 121.000
ALT (U/L) 54.800 69.750 59.000 56.200
AST/ALT 2.352 2.368 1.976 2.153
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BILD igin gruplar arasindaki degisim anlamli olarak saptandi. Kontrol grubuna
gdre BILD (0,034 + 0,005) diizeyi Oj grubunda (0,030 + 0,010) azalirken Eth grubunda
(0,038 = 0,008) artis ve EthOj (0,034 £ 0,009) grubunda da ¢ok fazla bir degisim
gostermedi. BILT diizeyi kontrol grubu hari¢ tiim gruplarda artis gdsterdi. En yiiksek
BILT degeri 0,032 + 0,026 ile Eth grubunda saptand: (p< 0,05).

CHOL diizeyinde gruplar arasinda anlamli oranda bir degisim s6z konusu olmadi
ancak 43,40 +£ 4,61 degeri ile Eth en yiiksek grup olarak saptandi. LDH diizeyinde gruplar
arasinda anlamh fark vardi ve 1169,20 + 139,75 degeri ile Eth grubu en yiiksek grup
olarak saptandi. TRIG gruplari arasinda da anlaml1 oranda bir degisim saptandi. TRIG
diizeyi karsilastirildiginda en yiiksek Eth grubu (77,20 + 14,01) iken en diisiik grup Oj
grubu (50,40 + 8,08) olmustur. ALP diizeyi gruplar arasinda en yiiksek Oj grubunda
(123,20 + 21,44) iken en diisiik Eth grubunda (75,40 + 4,98) saptand1 (p< 0,05).

BSA ile hazirlanan stok standart ¢ozeltisinin seyreltilmesi, standart grafiginin
olusturulmasi ve bu grafikten yararlanarak olusturulan gruplararasindaki homojenat
protein konsantrasyonlarinin dagilimi asagida belirtilen sekilde olmustur (Cizelge 4.5.,
Sekil 7.).

Cizelge 4.5. BSA ile hazirlanan stok standart ¢ozeltinin seyreltilme oranlart.

Standartlar Diliisyon orani Konsantrasyon (mg/ml)
Stl 1 1.0000
St2 1/1 0.5000
St3 1/2 0.2500
St4 1/4 0.1250
St5 1/8 0.0625
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Bradford Standart Grafigi
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Sekil 4.2. Bradford Standart Grafigi

Cizelge 4.6. Karaciger dokularinda 6lgiilen protein miktarlari (p< 0,05).

Gruplar
KONTRO ETANOL VE
L ETANOL OJENOL OJENOL

Homojenat protein konsantrasyonu (mg  15.6451 13.8585 15.9574

protein/gr doku) 117184 420663  +1.5232 14840508570

* Kontrol grubuna gére anlamli degisim gosteren degerler

** Etanol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler
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MDA Standart Grafigi
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Sekil 4.3. MDA Standart Grafigi

Cizelge 4.7. Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol Gruplarinin Doku MDA
Aktivitelerinin Karsilastirilmasi (p< 0,05).

Gruplar
KONTRO ETANOL VE
L ETANOL OJENOL OJENOL
MDA Enzim Aktivitesi (nmol /mg 1 774+ 3.430 + 1.921+
protein) 0.28 1.29% 0.24 2.69+0.74

* Kontrol grubuna gore anlaml degisim gosteren degerler.
** Etanol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

Literatiirde daha once yapilan ¢aligmalarda, karacigerde ethanol toksisitesinde
lipid peroksidasyonunun belirte¢lerinden olan MDA’ nin 6nemli sekilde artis gosterdigi
rapor edilmistir (Tsukamoto ve ark., 1995, Tuma ve ark. 1996). Bizim ¢alismamizda da
alkol uygulamasi sonrast MDA diizeylerinde, istatistiksel olarak anlamli derecede bir
artis ile Onceki ¢alismalara paralellik gostermistir (Cizelge4.7.). En yiiksek MDA miktari
Eth grubunda olmasma ragmen, Ojenoliin tek basina yada etanol ile beraber

kullanilmasinda MDA miktarinda bir diisiis olmustur.
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Cizelge 4.8. Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol Gruplarinin Doku CAT
Aktivitelerinin Karsilastirilmasi (p< 0,05).

Gruplar
ETANOL VE
KONTROL ETANOL OJENOL OJENOL
CAT Enzim Aktivitesi (U/ gr 20.899 + 8.699 + 10.406 + .
Doku 7.50 2.97* 2.85 10.729£4.25

* Kontrol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler.
** Etanol grubuna goére anlaml degisim gosteren degerler

Cizelge 4.9. Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol Gruplarinin Doku SOD
Aktiviteleri ve Karsilastirilmasi (p< 0,05).

Gruplar
ETANOL VE
KONTROL ETANOL OJENOL OJENOL
SOD Enzim Aktivitesi (U/mg 0.0904 + 0.0775 £ 0.0863 +
protein) 0.0711 0.0991 0.0985 0.1350+0.0815

* Kontrol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler.
** Etanol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

Cizelge 4.10. Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol Gruplarinin Doku GSH-Px
Miktarlar1 (p< 0,05).

Gruplar
ETANOL VE
KONTROL ETANOL OJENOL OJENOL
GSH-PX Enzim Aktivitesi (U/gr  0.3064 + 0.1601 + 0.1560 +
doku) 0.1238 0.0543* 0.0604 0.1168 +0.0394

* Kontrol grubuna gore anlaml degisim gosteren degerler.
** Etanol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

Dokularda serbest radiklerin zararli etkilerini gidererek hiicreleri koruyan
savunma sistemleri vardir. Bu sistemlerin basinda antioksidan enzimler olan SOD, CAT
ve GSH-Px enzimleri gelir. Bircok calismada ¢esitli antioksidan ajanlarin bu enzim
sistemleri tizerine etkileri incelenmistir. Calismamizda etanol uygulanan grupta SOD,
CAT ve GSH-PX antioksidan enzim aktivitelerinde diisiis saptanmistir. Diger gruplarda
GSH-PX disindaki antioksidan enzim aktivitesilerinde diizelme saptanmistir. Buna gore
6jenoliin tekbasina ya da etanol ile beraber uygulamasinin antioksidan enzimler (SOD ve

CAT) lizerinde iyilestirici bir etki géstermistir
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Calismamizda sistemik oksidatif stresin gostergesi olarak serumda TAS ve TOS
dl¢iimleri yapilmis ve OSI degerleri de hesaplanmistir. TAS diizeyi icin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli oranda bir fark oldugu saptanmistir (Cizelge 4-.10.). Eth
grubunun TAS diizeyi (1,49 + 0,13) Kont grubuna gore (1,62 + 0,25) diisiik bulunmustur.
Ojenol uygulamasi yapilan grup 1,86+ 0,19 ile en yiiksek degere sahip iken EthOj grubu
en disiik (1,33 £ 0,09) degere sahiptir. TOS diizeyi igin gruplar arasinda anlamli oranda
bir fark saptanmamasina ragmen, etanol uygulanan grupta TOS seviyesi 16,58 + 4,42
degeri ile en yiiksek diizeyde bulunmustur. Buna gore Eth grubu OSI degerleri kontrol
grubuna goére anlaml1 derecede yiiksek bulunmus olup (P<0,001) diger bulgular1 destekler
niteliktedir (Cizelge 4.10.). EthOj grubunun OSI degeri kontrol gurbuna benzer olmasi

Ojenoliin sistemik oksidatif stres iizerinde iyilestirici etkisi oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.11. Kontrol, Etanol, Ojenol, Etanol ve Ojenol gruplarmin kan serumundaki
TAS ve TOS parametreleri (p< 0,05).

Gruplar
KONTROL ETANOL OJENOL ETANOL VE OJENOL
TAS (mmol/L)  1,62+0,25 1,49 + 0,13 1,86+ 0,19 1,33 + 0,09
TOS (umol/L) 12,46 + 1,35 16,58 + 4,42 11,86 + 1,58 13,14 +2,63
OSi (AU) 0,77+ 0,04 1,10 +0,18* 0,64 + 0,05 0,98 +0,13

* Kontrol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler.

** Etanol grubuna gore anlamli degisim gosteren degerler

Alkol kullanimma bagli olarak karaciger histolojisinde meydana gelen
degisiklikler, makro ve mikro vezikiiler yag birikimi, hepatosit balonlagmasi, hiicre
infiltrasyonu, Mallory-Denk cisimcigi, nétrofilik inflamasyon, periseliiler fibrozis,

hiyalin sklerozis, fibrozis ve kolestazis gibi yapilar gozlenmektedir (S. Li ve ark., 2015).

Gruplar histopatolojik olarak karsilastirildiginda Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda dejenerasyon diizeyleri agisindan anlamli farklar vardir (Sekil 9. ve Sekil 10.).
Kontrol grubu siganlarda karacigerin normal histolojik yapida oldugu gozlenmistir. Eth
grubu siganlarin karaciger hepatositlerinde yogun diffuz dejenerasyon ve kimi yerlerde

nekrotik hiicrelere rastlandi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Eth grubunda alkole
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bagli olarak hiicre i¢i makro ve mikro vezikiiler yag birikimi, ¢ogunlugu lenfositlerden
olusan yogun mononiiklear hiicre infiltrasyonu, hidropik dejenerasyon, bazi hepatosit
hiicrelerinde ¢ift ¢ekirdekli yapilar ve sinozoidal bosluklarda yer yer eritrosit varligi
gdzlenmistir. Ojenol ilave edilen grupta dejenerasyonlarin azaldigi saptanmustir. Eth
grubu sicanlarin  karaciger hepatositlerinde siddetli yaygin dejenerasyon ve

mikrovezikiiler yag degisiklikleri gozlendi (Sekil 11).

Sekil 4.4. Kaspaz-3 aktivitesini gosteren karaciger dokusu. Kontrol (A), Etanol (B),
Ojenol (C), Etanol ve Ojenol (D) gruplarinin aktivitesi.
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Sekil 4.5. Hematoksilen Eozin ile boyanan karaciger dokusu. Kontrol (A),
Ojenol (B), Etanol (C), Etanol ve Ojenol (D) gruplarinin Karaciger
histopatolojisi (H&E, X200).

Sekil 4.6. Hematoksilen Eozin ile boyanan karaciger dokusu. A; Etanol grubu
sicanlarin karacigerinde gozlenen mikrovezikiiler yag degisimi (yildiz isareti), (H&E,
X200), B; Biiytitiilmiis bolge, yildiz isareti (H&E, X400)
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Cizelge 4.12. Karaciger ve Bobrek dokusundaki yari istatistiki kaspaz-3 aktivite skoru

Gruplar Karaciger Bobrek
Kontrol - +++ 4+
Etil Alkol ++ +++ +++
Etil Alkol + Eugenol +++ +++
Eugenol ++ +++ +++

* Sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edilistir. Pozitiflik boyanmanin yogunluguna
gore hafif +, orta ++ ve belirgin +++ olarak gruplanmistir.

v r |

A

. ¢ 0 S

Sekil 4.7. Bobrek dokusunda goriilen Kaspaz-3 aktivitesi (A: Kontrol grubu 20X, B:
Etanol Grubu 20X, C: Oj+Etanol grubu 20X, D: Ojenol 20X).

Kaspazlar, hiicrede normalde aktif olmayan proenzimler olarak yer almaktadirlar.
Ancak proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale gegerler ve kaspaz aktivasyonu
baglamis olurlar. 100 farkli hedef proteini keserek apoptoza neden olurlar. Kaspaz-3
aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan immunohistokimya boyama ile elde edilen yari
istatistiksel verilere gore; karaciger ve bobrek dokusunda, hemen hemen biitiin gruplarda

ve hayvanlarda sitoplazmik olarak boyanma meydana gelmistir (Sekil 12). Yalnizca
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karaciger dokusuna kontrol grubuna ait bazi preparatlarda boyanma goriilmemistir
(kaspaz-3 negatif ( - )). Etil alkol ve Eugenol grubuna ait bazi preparatlarda orta (++) ve
belirgin (+++) derecede boyanma goriilmiistiir. Bobrek dokusuna ait tim grup ve

hayvanlarda ise kaspaz-3 pozitif boyanma belirgin (+++) diizeyde gézlenmistir.

4.2. Tartisma

Calismamizda deney gruplarinin 30. giin agirlik ortalamalarinda sadece Kontrol
grubunda kilo artis1 gdzlemlenirken, Oj grubunda kilo sabit kalmis ve Eth ve EthOj
grubunda kilo kaybi gozlenmistir. Alkol alan grupta kilo kaybi muhtemelen istah
azalmas1 ve daha sonra olusan karaciger hasarina bagl olarak gida aliminin azalmasina
bagli oldugu diistiniilmektedir. Siganlarda yiiksek seviyede etanol alimi, akyuvar ve
alyuvar sayilarinda, hemoglobin konsantrasyonlarinda, eritrosit ¢aplarinda, eritrosit
sodyum ve potasyum seviyelerinde diisiisler meydana getirebilmektedir. Bizim
calismamizda, Cizelge 4.2.°de gosterildigi gibi Eth grubunda RBC (7,74 + 0,25),
HGB(13,90 + 0,25), HCT (45,44 + 0,98) ve PLT (715,20 + 85,26) degerleri Kontrol
grubuna gore artig gosterirken, WBC (5,82 + 0,86), LYM (62,78 £5,17) ve MCV (61,08
+ 2,08) degerlerinde diisiis olmustur. Oj grubu ile Kontrol grubu kan degerleri birbirine
yakin ¢ikmistir. NEU, LYM, MON ve BAS verilerimiz diger calismalar ile paralellik

gostermistir (Kawashima ve ark., 2011; Sonila ve ark., 2015).

Karaciger fonksiyon testlerinin (AST, ALT, LDH, ALP vs.) normalden daha
yiikksek seviyelerde olmasi karaciger problemlerini gostermektedir. Calismamizda
Kontrol grubu ile deneme gruplar1 arasinda serum AST (165,20 + 39,82), ALT (69,75 +
3,20), ALP (75,40 + 4,98), LDH (1169,20 + 139,75) ve TRIG (77,20 + 14,01)
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunurken BILD (0,038 + 0,008), BILT
(0,032 + 0,026) ve CHOL (43,40 + 4,61) sevilerinde gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamamagstir (<0.05). Eth grubundaki biyokimyasal veriler degerlendirildiginde, ALP
haricindeki tiim parametrelerde bir artis olmustur. Bu da etanoliin karaciger harabiyetini
gostermektedir. Oj grubundaki ALT, BILT ve ALP seviyeleri Kontrol grubuna gére daha
yiiksek ve AST, BILD, CHOL, LDH ve TRIG seviyeleri daha diisiik ¢ikmistir. EthOj

gurubundaki tim biyokimyasal parametrelere bakildiginda Eth grubunun tam tersine
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oldukga diisiik seviyede degerler gdzlemlenmistir. EthOj grubunda AST, CHOL, LDH ve
ALP sevileri Kontrol grubununda altinda bir deger vermistir. Bunun da §jenoliin
karacigeri koruyucu etkisinden kaynaklandigini diistinmekteyiz. Alkolik olmayan
karaciger hastaliklarinda AST/ALT oraninin azaldigi goézlenirken alkolik karaciger
hasarinda AST/ALT orani artmaktadir. Yaptigimiz ¢aligmada, Eth grubunda AST/ALT
oraninda diger gruplara gore bir atis saptanmustir. Ojenoliin tek basina yada etanol ile
beraber tliketilmesi sonucunda hem Eth grubuna gore hem de Kontrol grubuna gore daha

diisiik bir AST/ALT oran1 bulunmustur.

Calismamizda alkol uygulamasi sonrast MDA diizeylerinde, istatistiksel olarak
anlamli derecede bir artis ve SOD, CAT ve GSH-PX antioksidan enzim aktivitelerinde
diisiis ile onceki calismalara paralellik gostermistir. En yiiksek MDA miktar1 Eth
grubunda olmasina ragmen, 6jenoliin tek basina ya da etanol ile beraber kullanilmasinda
MDA miktarinda bir diislis ve SOD ve CAT enzim aktivitelerinde bir artig olmustur. Bu
degisimler de 6jenoliin antioksidan 6zelliginden ve antioksidan enzimler (SOD ve CAT)

izerinde iyilestirici etkisinden kaynaklanmaktadir.

Gruplar histopatolojik olarak incelendiginde Kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda dejenerasyon diizeyleri agisindan anlamli farklar bulunmustur. Eth grubu
sicanlarin karaciger hepatositlerinde siddetli yaygin dejenerasyon ve mikrovezikiiler yag
degisiklikleri gdzlenmistir. Eth grubu ile kiyaslandiginda, Oj grubunda dejenerasyonlarin
az olmasi, Ojenoliin karacigeri koruyu etkisinden kaynaklanmaktadir. Kaspaz-3
aktivitesinde hemen hemen biitlin gruplarda ve hayvanlarda sitoplazmik olarak boyanma
meydana gelmistir. Yalnizca karaciger dokusuna Kontrol grubuna ait bazi preparatlarda
boyanma goriilmemistir. Etil alkol ve Eugenol grubuna ait baz1 preparatlarda orta ve
belirgin derecede boyanma goriilmiistiir. Bobrek dokusuna ait tiim grup ve hayvanlarda

ise kaspaz-3 pozitif boyanma belirgin diizeyde gozlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Alkoliin metabolize oldugu en 6nemli organ karaciger (%90-95) oldugu i¢in zararh
etkilere en fazla maruz kalan organ da karacigerdir. Alkol bu zararl etkilerini en ¢ok
oksidan ve antioksidan dengeyi bozarak olusturmaktadir. Alkoliin ekstrahepatik
metabolizmasi ¢ok azdir. Alkol, sitozolde alkoldehidrojenaz, mikrozomlarda ise sitokrom
P450 ve peroksizomlarda katalaz ile asetaldehite metabolize edilir (Gao ve ark., 2011).
fleri oksidasyona ugradiginda serbest radikal {iretimini arttirarak oksidan-antioksidan
sistemin dengesini bozmaktadir. Alkoliin zararli etkilerini yok etmek veya en aza
indirmek i¢in, viicutta sentezlenen ya da gilinliik alinan ve antioksidan 6zellige sahip
bircok madde lizerinde arastirma yapilmistir. Literatiir verilerine gore modern tibbin
ilerlemesine ve hepatik hiicrelerin rejenerasyonuna yardimci ve karacigeri koruyan ilaglar
bulunmasina ragmen karaciger hastaliklarin1 6nlemede geleneksel 6neme sahip ¢esitli

bitki 6ziitlerinin kullanildigi rapor edilmistir (Chattopadhyay, 2003).

Ojenol antioksidan dzelligi nedeniyle gida endiistrisinde ve kozmetik endiistrisinde
koruyucu olarak ve aroma katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Barboza ve ark., 2018).
Biz de ¢alismamizda 6jenol maddesinin yiiksek antioksidana sahip olmasindan ve suda
kismen ¢ozlinmesinden yola ¢ikarak, antioksidan 6zelligi de bulunan zeytinyagi v.b. diger
bazi ¢oziiciiler igerisinde ¢ozmeden, direkt olarak uygulandiginda karaciger {izerinde ne
gibi etkilerinin oldugunu saptamay1 amagladik. Guenette ve ark., sicanlarda, §jenolun
plazma i¢indeki yarilanma 6mriiniin (t1 / 2) yaklasik 14 saat ve kanda 18 saat oldugunu

bildirmislerdir (Guénette ve ark., 2007).

Anbu ve arkadaslar1 6jenolii zeytinyaginda ¢ozdiiriilerek kullanmiglar ve ethanol
haricinde diger tiim gruplarda kilo artisin1 gozlemlemislerdir (Anbu ve ark., 2012). Bizim
calismamizda ise sadece kontrol grubunda kilo artis, Oj grubunda kilo sabit kalmis ve
Eth ve EthOj grubunda kilo kaybr gdzlenmistir. Bu farkliligin sebebinin Ojenoliin tek

basina kullanilmasindan kaynakli oldugunu diistinmekteyiz.

Alkol kullanimina bagh olarak, yapisal yonden anormal RBC'ler ile karakterize

edilen orta derecede anemi, WBC’lerin, 6zellikle de nétrofillerin hafifce azlig1 ve orta
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derecede azalmis trombosit say1si gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Ballard, 1997; Xiao,
1998).

Yal¢in ve ekibi yapmis olduklar1 ¢aligmada sicanlarda yiiksek seviyede (%15 v/v)
etanol aliminin akyuvar ve alyuvar sayilarinda, hemoglobin konsantrasyonlarinda,
eritrosit ¢aplarinda, eritrosit sodyum ve potasyum seviyelerinde, kontrol grubuna gore
diisiisler oldugunu bildirmislerdir (Yalgin ve ark., 2005). Bizim g¢aligmamizda Eth
grubunda WBC, MCV ve LYM degerlerinde kontrol grubuna gore azalma gozlenirken
RBC, HGB, HCT, PLT, MCH, NEU, MON ve diger parametrelerde artis

gbzlemlenmistir.

Gill¢in ve arkadaglari, karanfil yagmin antioksidan aktivitesini sentetik
antioksidanlar ile karsilagtirmali olarak incelemislerdir. Karanfil yagi, BHA, BHT, a-
tokoferol ve troloksun antioksidan aktivitesini linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat
yontemiyle belirlemislerdir. Sonugta karanfil yagi,% 99.7 oraninda, ayn1 kosullar altinda,
biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), a-tokoferol ve
troloks gibi standart antioksidan bilesiklerin sirasiyla %95.5, 99.7, 84.6 ve 95.6 oraninda
inhibisyon gosterdigini bulmuslardir (Giilgin ve ark., 2012). Bir diger calismada 30 kadar
bitkinin oziitleri, DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii kapasite testi, oksijen radikal
absorbans kapasitesi (ORAC) testi, SOD analizi ve ferrik indirgeyici antioksidan
potansiyeli (FRAP) analizi kullanilarak antioksidan 6zellikleri agisindan arastirilmis
sonucta karanfilin giiclii antioksidan 6zellik ve yiiksek fenolik igerige sahip oldugunu

(200 mg GAE/g) gostermislerdir (Dudonne ve ark., 2009).

Yogalakshmi ve ekibi 15 giin boyunca si¢canlarda jenol (10.7 mg / kg.bw /giin) ile
on muamelenin, lipit peroksidasyon indekslerinde, protein oksidasyonunda ve
enflamatuar markorlerde ve glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi antioksidanlar1 koruyarak
antioksidan durumunu iyilestirdigini ortaya koymuslardir (Yogalakshmi ve ark., 2010).
Prakash ve ekibi, 6jenol (5 mg / kg bwt) ile arsenik trioksit (As203) birlikte muamele
edildiginde, AST ve ALT diizeylerinin, lipit peroksidasyonu ve nitrik oksit seviyesinin
kontrol grubuna gdre normalize edildigini, azalan arsenik birikimi ile hepatoprotektif
etkiler gosterdigini saptamiglardir (Prakash ve ark., 2018). Thuwaini ve ekibi, karanfil

Oziitlerinin, parasetamol ile olusturulan karaciger hasarina etkilerini incelemis ve kan
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serumundaki total albiimin miktarinda azalma ve bilirubin, ALT, AST ve ALP diizeyinde
artis oldugunu belirtmislerdir (Thuwaini ve ark., 2018). Muller ve ekibi, etanol ile
olusturulan karaciger hasarma kars1 Pikan cevizi kabugu 6ziitiiniin karacigeri koruyucu
aktivitesini arastirmis ve calisma sonunda etanol ile kronik olarak muamele edilmis
sicanlarda artan plazmatik transaminaz (ALT, AST) seviyelerini bulmuslardir. Sonugta
Pikan cevizi kabuklarin etanol tiiketimi ile ilgili karaciger hastaliklarini tedavi etmek
icin ekonomik bir ajan olabilecegi belirtilmistir (Miiller ve ark., 2013). Bu ¢calismalardaki
bulgular, yaptigimiz ¢alismay1 desteklemekte olup, benzer sekilde ¢alismamizda da Eth
grubu ratlarda AST ve ALT diizeylerinde anlaml1 bir sekilde artis saptadik (<0,05). Diger
gruplar arasinda ALT dagilimi Sekil 7°de gosterilmistir. AST ve ALT karaciger hasarini,
GGT ve ALP karaciger ile birlikte safra yollarindaki hasari, Albiimin, pihtilagma testleri
ve INR karacigerin fonksiyon bozuklugunu goéstermektedir (Goorden ve ark., 2013).
Alkolik olmayan karaciger hastaliklarinda AST/ALT oraninin azaldigi gozlenirken
alkolik karaciger hasarinda AST/ALT orami artmaktadir (Nyblom ve ark., 2004).
Yaptigimiz calismada, Eth grubunda AST/ALT oran1 Oj ve EthOj grubuna gore bir artis
gozlenirken Kontrol grubuna gore bir atig saptanmamistir. Bu artisin sebebinin AST

miktarindaki yiiksek artistan kaynakladigimi diistinmekteyiz.

LDH karaciger dokusu dahil bir¢cok dokuda bulunan ve bu dokularin zarar gérmesi
halinde seruma gecen bir enzimdir. Abd El Motteleb ve ark., calismalarinda diisiik 6jenol
dozunun (10 mg Gjenol/kg/giin), lipit peroksidasyon seviyelerini azaltarak karacigeri
iskemi/reperflizyon (I/R) hasarma karsi koruyabilecegini gostermislerdir. 10mg 6jenol
grubu ile tedavi edilen sicanlarda AST, ALT ve LDH diizeylerinde I/R grubuna gore
onemli azalma oldugunu saptamiglardir (Abd ElI Motteleb ve ark., 2014). Calismamizda
ise LDH diizeyinde, Eth grubuna gére (1169,20 + 139,75) Oj grubunda (979,80 + 103,34)
ve EthOj grubunda (647,80 + 156,60) anlamli derecede bir azalma saptanmistir. Bu da
ojenoliin  karacigeri koyurucu antioksidan o6zelliginden kaynaklandigr fikrini

desteklemektedir.

Eth grubunun TAS diizeyi (1,49 + 0,13) Kont grubuna goére (1,62 + 0,25) diisiik
bulunmustur. Buda bize etanoliin antioksidanlar izerindeki toksik etkisini gostermektedir
(Basarslan ve ark., 2017). En yiiksek TAS diizeyi Oj grubunda (1,86= 0,19) bulunmustur.
Total oksidan diizeyinde ise Eth gurubu (16,58 + 4,42) en yiiksek grup iken EthOj
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grubunda (13,14 + 2,63) bu deger kontrol grubuna yakin bir degerdedir. Bu durumun,

6jenoliin antioksidan 6zelliginden Gtiirli meydana geldigi sdylenebilir.

Oksidatif stresin yoniinii belirlemekte kullanilan OSI indeksi verileri géz oniine
alindiginda, karaciger harabiyetinde Gjenol verilen gruplarda oksidatif stres yOniiniin
antioksidanlar yoniine kaydigin1 gdzlemledik. OSI sonuglarmi degerlendirdigimizde

6jenoliin antioksidan 6zellige sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Histolojik incelemede, Eth grubunda alkole bagli olarak hiicre i¢i makro ve mikro
vezikiiler yag birikimi, ¢cogunlugu lenfositlerden olusan yogun mononiiklear hiicre
infiltrasyonu, hidropik dejenerasyon, bazi1 hepatosit hiicrelerinde ¢ift ¢ekirdekli yapilar ve
sinozoidal bosluklarda yer yer eritrosit varlig1 gézlenmistir. Ojenol ilave edilen grupta bu
dejenerasyonlarin azaldig1 saptanmigtir. Ojenoliin karaciger iizerindeki olumlu etkileri

hem biyokimyasal sonuglarimiz hem de histopatolojik veriler ile desteklemistir.

Sonug olarak ratlarin karacigerinde etanol ile olusturulan toksikasyonda 6jenolun
yalniz basma antioksidan madde olarak kullanilmasi biyokimyasal parametreler ve
histopatolojik bulgular tizerinde olumlu etkilerinin oldugunu ve karaciger hasarlanmasini
anlamli dl¢iide engelledigi bulunmustur. Tam kan sayimi iizerindeki farkli etkilerinin

belirlenmesi konusunda yeni aragtirmalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varilmistir.

Calismamizda kaspas-3 aktivitesinin belirlemek amaciyla immunohistokimya
boyama tekniklerinden yararlanilmistir. Elde edilen yari istatistiksel veriler, kontrol
grubuna ait karaciger dokusunda bazi hayvanlarda herhangi bir kaspaz-3 aktivitesi
goriilmemisken ayni gruptan bir kisim hayvanda ise kaspaz-3 aktivitesine rastlanilmistir.
Alkol verilen tiim hayvanlarin hem karaciger hemde bobrek dokusunda belirgin 6lciide
bir kaspaz-3 aktivitesi goriildii. Bu durum alkoliin, hiicrelerde meydana getirdigi hasarin
sonucu olarak, hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasina yonelik gerceklesmis oldugu
fikrini desteklemektedir. Ote yandan hem karaciger hem de bébrek dokularinda benzer
sekilde belirgin kaspaz-3 aktivitesine rastlanilmis olup, eugenol ilavesinin kaspaz-3

diizeyi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Elde ettigimiz tiim biyokimyasal ve histolojik verilerin bir sonucu olarak, ratlarin
karacigerinde etanol ile olusturulan toksikasyonda 6jenoliin yalniz basia antioksidan
madde olarak kullanilmas1 biyokimyasal parametreler ve histopatolojik bulgular iizerinde

olumlu etkilerinin oldugunu ve karaciger hasarlanmasii anlamli Slgiide azalttigini
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sOyleyebiliriz. Gerek biyokimyasal olarak tam kan sayimi tizerindeki farkli etkilerinin
gerekse histolojik degisimlerin belirlenmesi konusunda yeni arastirmalara ihtiya¢ oldugu

kanaatine varilmustir.

64



KAYNAKLAR

Abd EI Motteleb, D. M., Selim, S. A., ve Mohamed, A. M., 2014. Differential effects of
eugenol against hepatic inflammation and overall damage induced by
ischemia/re-perfusion injury. Journal of immunotoxicology, 11(3), 238-245.

Abdel-Wahhab, MA., Aly, SE., 2005 Antioxidant property of Nigella sativa (black
cumin) and Syzygium aromaticum (clove) in rats during aflatoxicosis. J Appl
Toxicol. May-Jun;25(3):218-23. doi: 10.1002/jat.1057. PMID: 15856529.

Aebi, H., 1984. Catalase in vitro. In Methods in Enzymology: Academic Press (Vol. 105,
pp. 121-126).

Agnez-Lima, L. F., Melo, J. T. A, Silva, A. E., Oliveira, A. H. S., Timoteo, A. R. S,
Lima-Bessa, K. M., Martinez, G. R., Medeiros, M. H. G., Di Mascio, P.,
Galhardo, R. S., ve Menck, C. F. M. 2012. DNA damage by singlet oxygen and
cellular protective mechanisms. Mutation Research/Reviews in Mutation
Research, 751(1), 15-28. doi:https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2011.12.005

Akkus, 1., 1995. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri.: Mimoza Yaynlar.

Aktas, E., 2014. Ratlarda Parasetamol Ile Olusturulan Hepatotoksisire Uzerine
Taraxacum officinale Etanol Eksraktinin Etkisi. Atatiirk Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Biyokimya Anabilim Dali (Yiiksek Lisans
Tezi).

Aladag, M. A., Tirkoz, Y., ve Ozerol, I. H., 2000. Nitric oxide and Its
Neurophysiopalatological Effects Turkiye Klinikleri J Med Sci, 20(2), 107-
111.

Albano, E., 2006. Alcohol, oxidative stress and free radical damage. Proceedings of the
Nutrition Society, 65(03), 278-290.

Aldred, E. M., Buck, C., ve Vall, K., 2009. Chapter 7 - Free radicals. In E. M. Aldred, C.
Buck, ve K. Vall (Eds.), Pharmacology Edinburgh: Churchill Livingstone (pp.
41-52).

Ali, N., Yusof, H., Long, K., Yeap, S. K., Ho, W. Y., Beh, B., Koh, S. P., Abdullah, M.,
ve Alitheen, N., 2013. Antioxidant and Hepatoprotective Effect of Aqueous
Extract of Germinated and Fermented Mung Bean on Ethanol-Mediated Liver
Damage. BioMed research international, 2013, 693613.
d0i:10.1155/2013/693613

Allam, R. M., Selim Da Fau - Ghoneim, A. I., Ghoneim Ai Fau - Radwan, M. M., Radwan
Mm Fau - Nofal, S. M., Nofal Sm Fau - Khalifa, A. E., Khalifa Ae Fau - Sharaf,
O. A., Sharaf Oa Fau - Toaima, S. M., Toaima Sm Fau - Asaad, A. M., Asaad
Am Fau - EI-Sebakhy, N. A., ve EI-Sebakhy, N. A., 2013. Hepatoprotective
effects of Astragalus kahiricus root extract against ethanol-induced liver
apoptosis in rats. Chin J Nat Med., Jul;11(4)(1875-5364 (Electronic)).

Anbu, S., ve Anuradha, C., 2012. Protective effect of eugenol against alcohol-induced
biochemical changes in rats. International Journal of Research in
Biotechnology and Biochemistry, 2(2), 13-18.

65


https://doi.org/10.1016/j.mrrev.2011.12.005

Ayala, A., Mufioz, M. F., ve Argielles, S., 2014. Lipid peroxidation: production,
metabolism, and signaling mechanisms of malondialdehyde and 4-hydroxy-2-
nonenal. Oxidative medicine and cellular longevity, 360438-360438.
d0i:10.1155/2014/360438

Ballard, H. S., 1997. The hematological complications of alcoholism. Alcohol Health
Res World, 21(1)(0090-838X (Print)), 42-52.

Bang, S., Park, S., Lee, Y. M., Hong, S., Cho, K. B., ve Nam, W., 2014. Demonstration
of the heterolytic O-O bond cleavage of putative nonheme iron(I1)-OOH(R)
complexes for Fenton and enzymatic reactions. Angew Chem Int Ed Engl,
53(30), 7843-7847. doi:10.1002/anie.201404556

Barbosa, M. L., de Meneses, A.-A. P. M., de Aguiar, R. P. S., de Castro e Sousa, J. M.,
de Carvalho Melo Cavalcante, A. A., ve Maluf, S. W., 2020. Oxidative stress,
antioxidant defense and depressive disorders: A systematic review of
biochemical and molecular markers. Neurology, Psychiatry and Brain
Research, 36, 65-72. doi:https://doi.org/10.1016/j.npbr.2020.02.006

Barboza, J., da Silva, M. B. F. C., Silva, R., Medeiros, J., ve de Sousa, D. 2018 An
Overview on the Anti-inflammatory Potential and Antioxidant Profile of
Eugenol. . Oxid Med Cell Longev. . doi:doi: 10.1155/2018/3957262

Bennett, A., Stamford, I. F., Tavares, I. A., Jacobs, S., Capasso, F., Mascolo, N., Autore,
G., Romano, V., ve Carlo, G. D., 1988. The biological activity of eugenol, a
major constituent of nutmeg (Myristica fragrans): Studies on prostaglandins, the
intestine and other tissues. Phytotherapy Research, Volume2(Issue3), 124-
130.

Bertola, A., 2018. Rodent models of fatty liver diseases. Liver Research, 2(1), 3-13.
doi:https://doi.org/10.1016/j.livres.2018.03.001

Blanco, A., ve Blanco, G., 2017. Chapter 10 - Antioxidants. In A. Blanco ve G. Blanco
(Eds.), Medical Biochemistry: Academic Press (pp. 205-214).

Bourogaa, E., Jarraya, R., Nciri, R., Damak, M., ve Elfeki, A., 2014. Protective effects of
aqueous extract of Hammada scoparia against hepatotoxicity induced by ethanol
in the rat. Toxicol Ind Health., 30(2), 113-122.

Bourogaa, E., Nciri R Fau - Mezghani-Jarraya, R., Mezghani-Jarraya R Fau - Racaud-
Sultan, C., Racaud-Sultan C Fau - Damak, M., Damak M Fau - El Feki, A., ve
El Feki, A., 2013. Antioxidant activity and hepatoprotective potential of
Hammada scoparia against ethanol-induced liver injury in rats. J Physiol
Biochem., 69(2)(1877-8755 (Electronic)), 227-237.

Buldak, R. J., Buldak, L., Kukla, M., Gabriel, A., ve Zwirska-Korczala, K., 2014.
Significance of selected antioxidant enzymes in cancer cell progression. Pol J
Pathol, 65(3), 167-175.

Cederbaum, A. 1., 2012. Alcohol metabolism. Clinics in liver disease, 16(4), 667-685.
doi:10.1016/j.cld.2012.08.002

Chattopadhyay, R. R., 2003. Possible mechanism of hepatoprotective activity of
Azadirachta indica leaf extract: part 1l. J. Ethnopharmacol, 89(2-3), 217-219.

66


https://doi.org/10.1016/j.npbr.2020.02.006
https://doi.org/10.1016/j.livres.2018.03.001

Cheng, N., Du, B., Wang, Y., Gao, H., Cao, W., Zheng, J., ve Feng, F., 2014. Antioxidant
properties of jujube honey and its protective effects against chronic alcohol-
induced liver damage in mice. Food & function, 5. doi:10.1039/c3f060623f

Christen, Y., 2000. Oxidative stress and Alzheimer disease. Am J Clin Nutr, 71(2),
621S-629S.

Chrostek, L., Tomaszewski, W., ve Szmitkowski, M. 2005., The effect of green tea on
the activity of aldehyde dehydrogenase (ALDH) in the liver of rats during
chronic ethanol consumption. Roczniki Akademii Medycznej w Bialymstoku
(1995), 50, 220-223.

Collin, F., 2019. Chemical Basis of Reactive Oxygen Species Reactivity and Involvement
in Neurodegenerative Diseases. International journal of molecular sciences,
20(10), 2407. doi:10.3390/ijms20102407

Coskun, G., ve Ozgiir, H., 2011. Apoptoz ve Nekrozun Molekiiler Mekanizmasi . Arsiv
Kaynak Tarama Dergisi, 20 (3), 145-158.

Dahiru, D., ve Obidoa, O., 2007. Evaluation of the antioxidant effects of Ziziphus
mauritiana Lam. Leaf extracts against chronic ethanol-induced hepatotoxicity in
rat liver. African journal of traditional, complementary, and alternative
medicines : AJTCAM, 5(1), 39-45. doi:10.4314/ajtcam.v5i1.31254

Das, M., Basu, S., Banerjee, B., Sen, A., Jana, K., ve Datta, G., 2018 Hepatoprotective
effects of green Capsicum annum against ethanol induced oxidative stress,
inflammation and apoptosis in rats. J Ethnopharmacol, 5;227, 69-81.

Dede, F., Kos, M., Bukan, N., Sener, D., Demir, M., Aydin, O., Arhan, M., ve Eskioglu,
E., 2011. The evaluation of oxidative stress parameters in chronic viral
hepatitis/Kronik viral hepatitli hastalarda oksidatif stres parametrelerinin
degerlendirilmesi. Istanbul Medical Journal, 12(4), 175-181.

Devi, K. P., Nisha, S. A., Sakthivel, R., ve Pandian, S. K., 2010. Eugenol (an essential oil
of clove) acts as an antibacterial agent against Salmonella typhi by disrupting
the cellular membrane. Journal of Ethnopharmacology, 130(1), 107-115.
doi:https://doi.org/10.1016/j.jep.2010.04.025

Dianzani, M. U., 1992. Free radicals in physiology and pathology. Boll Soc Ital Biol
Sper, 68(8-9), 491-511.

Dighe, V., Gursale, A., Sane, R., Menon, S., ve Raje, S., 2005. Quantification of eugenol
in Cinnamomum tamala nees and eberm. Leaf powder by high-performance
thin-layer chromatography. JPC - Journal of Planar Chromatography -
Modern TLC, 18(104), 305-307. doi:10.1556/jpc.18.2005.4.10

Dogan, A., ve Celik, 1., 2011. Hepatoprotective and antioxidant activities of grapeseeds
against ethanol-induced oxidative stress in rats. British Journal of Nutrition,
107(1), 45-51. doi:10.1017/S0007114511002650

Dogan, A., ve O. O., A., 2019 Investigation of the phytochemical composition and
antioxidant properties of chinar (Platanus orientalis L.) leaf infusion against
ethanol-induced oxidative stress in rats. Mol Biol Rep, 46(3)(1573-4978
(Electronic)), 3049-3061.

67


https://doi.org/10.1016/j.jep.2010.04.025

Droge, W., 2002. Free Radicals in the Physiological Control of Cell Function. 82(1), 47-
95. doi:10.1152/physrev.00018.2001

Du, J., He, D., Sun, L., Han, T., Zhang, H., Qin, L.-P., ve Rahman, K., 2010. Semen
Hoveniae extract protects against acute alcohol-induced liver injury in mice.
Pharmaceutical biology, 48, 953-958. doi:10.3109/13880200903300196

Dudonne, S., Vitrac, X., Coutiere, P., Woillez, M., ve Merillon, J. M., 2009. Comparative
study of antioxidant properties and total phenolic content of 30 plant extracts of
industrial interest using DPPH, ABTS, FRAP, SOD, and ORAC assays. J Agric
Food Chem, 57(5), 1768-1774. doi:10.1021/jf803011r

Durak, 1., Yurtarslanl, Z., Canbolat, O., ve Akyol, O., 1993. A methodological approach
to superoxide dismutase (SOD) activity assay based on inhibition of nitroblue
tetrazolium (NBT) reduction. Clinica Chimica Acta, 214(1), 103-104.

Elanchezhian, E., Yoganandh, T., Mayilsamy, S., Shankar, R., 2017. Comparison of
haematological parameters between alcoholics and nonalcoholics.
International Journal of Research in Medical Sciences. Nov;5(11):5041-
5047.

El-Newary, S. A., Shaffie, N. M., ve Omer, E. A., 2017. The protection of Thymus
vulgaris leaves alcoholic extract against hepatotoxicity of alcohol in rats. Asian
Pacific ~ Journal of  Tropical Medicine, 10(4), 361-371.
doi:https://doi.org/10.1016/j.apjtm.2017.03.023

Erel, O., 2004. A novel automated method to measure total antioxidant response against
potent free radical reactions. Clinical Biochemistry, 37(2), 112-119.
doi:https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2003.10.014

Erel, O., 2005. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status.
Clinical Biochemistry, 38(12), 1103-1111.
doi:https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2005.08.008

Esmekaya, M. A., SIRAV, B., Cigdem, O., ve Seyhan, N., 2011. Radyofrekans
Radyasyonun Sicanlarin Beyin Dokusundaki Oksidan ve Antioksidan
Diizeylerine Etkisi. Gazi Medical Journal, 22(4).

EWG., (2018). http://www.ewg.org/skindeep/search.php?query=eugenol&h=
Search#.Wr36zeZrOlV. Retrieved 10.02.2018, from Environmet Working
Group

Forster, P., Ramaswamy, V., Artaxo, P., Berntsen, T., Betts, R., Fahey, D. W., Haywood,
J., Lean, J., Lowe, D. C., Myhre, G., Nganga, J., Prinn, R., Raga, G., Schulz, M.,
ve Van Dorland, R., 2007. Changes in Atmospheric Constituents and in
Radiative Forcing Chapter 2. United Kingdom: Cambridge University Press.

Frezza, M., di Padova, C., Pozzato, G., Terpin, M., Baraona, E., ve Lieber, C. S., 1990.
High blood alcohol levels in women. The role of decreased gastric alcohol
dehydrogenase activity and first-pass metabolism. N. Engl. J. Med., 322(2), 95-
99. d0i:10.1056/nejm199001113220205

Fromenty, B., Vadrot N Fau - Massart, J., Massart J Fau - Turlin, B., Turlin B Fau - Barri-
Ova, N., Barri-Ova N Fau - Lettéron, P., Lettéron P Fau - Fautrel, A., Fautrel A
Fau - Robin, M.-A., ve Robin, M. A., 2009. Chronic ethanol consumption lessens

68


https://doi.org/10.1016/j.apjtm.2017.03.023
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2003.10.014
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2005.08.008

the gain of body weight, liver triglycerides, and diabetes in obese ob/ob mice.
The Journal of pharmacology and experimental therapeutics, 331(1)(1521-
0103 (Electronic)), 23-34.

Galicia-Moreno, M., ve Gutierrez-Reyes, G., 2014. The role of oxidative stress in the
development of alcoholic liver disease. Rev Gastroenterol Mex, 79(2), 135-
144. doi:10.1016/j.rgmx.2014.03.001

Gao, B., ve Bataller, R., 2011. Alcoholic liver disease: pathogenesis and new therapeutic
targets, Gastroenterology. 141(5), 1572-1585.

Ghosh, N., Das, A., Chaffee, S., Roy, S., ve Sen, C. K., 2018. Chapter 4 - Reactive
Oxygen Species, Oxidative Damage and Cell Death. In S. Chatterjee, W.
Jungraithmayr, ve D. Bagchi (Eds.), Immunity and Inflammation in Health and
Disease: Academic Press (pp. 45-55).

Gongalves, L. C. P., Massari, J., Licciardi, S., Prado, F. M., Linares, E., Klassen, A.,
Tavares, M. F. M., Augusto, O., Di Mascio, P., ve Bechara, E. J. H., 2020.
Singlet oxygen generation by the reaction of acrolein with peroxynitrite via a 2-
hydroxyvinyl radical intermediate. Free Radical Biology and Medicine, 152,
83-90. doi:https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2020.03.003

Gonzalez-Coloma, A., Reina, M., Diaz, C. E., ve Fraga, B. M., 2010. 3.09 - Natural
Product-Based Biopesticides for Insect Control. In H.-W. Liu ve L. Mander
(Eds.), Comprehensive Natural Products 11 Oxford: Elsevier (pp. 237-268).

Goorden, S. F. B., E., T., Buffart Te Fau - Bakker, A., Bakker A Fau - Buijs, M. M., ve
Buijs, M. M., 2013. Liver disorders in adults: ALT and AST.
[Leveraandoeningen bij volwassenen: ALAT en ASAT.]. Ned Tijdschr
Geneeskd., 157(1876-8784 (Electronic)).

Guan, Y.-S., ve He, Q., 2015. Plants consumption and liver health. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, 2015.

Guénette, S. A., Ross A Fau - Marier, J.-F., Marier Jf Fau - Beaudry, F., Beaudry F Fau -
Vachon, P., ve Vachon, P., 2007. Pharmacokinetics of eugenol and its effects on
thermal hypersensitivity in rats. European journal of pharmacology, 562(1-
2)(0014-2999 (Print)), 60-67.

Giilgin, I., Elmastas, M., ve Aboul-Enein, H. Y., 2012. Antioxidant activity of clove oil —
A powerful antioxidant source. Arabian Journal of Chemistry, 5(4), 489-499.
doi:https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2010.09.016

Halder, S., Mehta, AK., Kar, R., Mustafa, M., Mediratta, PK., Sharma, KK., 2011. Clove
oil reverses learning and memory deficits in scopolamine-treated mice. Planta
Med. May;77(8):830-4. doi: 10.1055/s-0030-1250605. Epub 2010 Dec 14.
PMID: 21157682.

Halliwell, B., 1991. Reactive oxygen species in living systems: Source, biochemistry, and
role in human disease. The American Journal of Medicine, 91(3, Supplement
3), S14-S22. doi:https://doi.org/10.1016/0002-9343(91)90279-7

Howes, M. J., Kite, G. C., ve Simmonds, M. S., 2009. Distinguishing chinese star anise
from Japanese star anise using thermal desorption-gas chromatography-mass
spectrometry. J Agric Food Chem, 57(13), 5783-5789. d0i:10.1021/jf9009153

69


https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2020.03.003
https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2010.09.016
https://doi.org/10.1016/0002-9343(91)90279-7

Ignarro, L. J. 2014. Nitric Oxide. In Reference Module in Biomedical Sciences: Elsevier.

Johnson, C. B., Kirby, J., Naxakis, G., ve Pearson, S., 1999. Substantial UV-B-mediated
induction of essential oils in sweet basil (Ocimum basilicum L.).
Phytochemistry,  51(4), 507-510.  doi:https://doi.org/10.1016/S0031-
9422(98)00767-5

Kamatou, G. P., Vermaak, I., ve Viljoen, A. M., 2012. Eugenol—From the Remote
Maluku Islands to the International Market Place: A Review of a Remarkable
and Versatile Molecule. Molecules, 17(6), 6953.

Kamm, A., Przychodzen, P., Kuban-Jankowska, A., Jacewicz, D., Dabrowska, A. M.,
Nussberger, S., Wozniak, M., ve Gorska-Ponikowska, M., 2019. Nitric oxide
and its derivatives in the cancer battlefield. Nitric Oxide, 93, 102-114.
doi:https://doi.org/10.1016/j.ni0x.2019.09.005

Karabulut, H., ve Gulay, M. S., 2016a. Serbest Radikaller. MAKU Sag. Bil. Enst. Derg.,
4, 50-59.

Karabulut, H., ve Giilay, M. §., 2016b. ANTIOKSIDANLAR. Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi.

Kasdallah-Grissa, A., Nakbi, A., Koubaa, N., El-Fazaa, S., Gharbi, N., Kamoun, A., ve
Hammami, M., 2008. Dietary virgin olive oil protects against lipid peroxidation
and improves antioxidant status in the liver of rats chronically exposed to
ethanol. Nutrition Research, 28(7), 472-479.
doi:https://doi.org/10.1016/j.nutres.2008.03.014

Kawashima, Y., Someya, Y., Shirato, K., Sato, S., Ideno, H., Kobayashi, K., ve Imaizumi,
K., 2011. Single administration effects of ethanol on the distribution of white
blood cells in rats. J. Toxicol Sci., 36(3), , 347-355.

Kwon, D. Y., Kim, S.J., Lee, J. W., ve Kim, Y. C., 2010. Comparison of hydroxyl radical,
peroxyl radical, and peroxynitrite scavenging capacity of extracts and active
components from selected medicinal plants. Toxicological research, 26(4),
321-327. d0i:10.5487/TR.2010.26.4.321

Li, R., Jia, Z., ve Trush, M. A., 2016. Defining ROS in Biology and Medicine. Reactive
oxygen species (Apex, N.C.), 1(1), 9-21. doi:10.20455/r0s.2016.803

Li, S., Tan, H.-Y., Wang, N., Zhang, Z.-J., Lao, L., Wong, C.-W., ve Feng, Y., 2015. The
Role of Oxidative Stress and Antioxidants in Liver Diseases. International
journal of molecular sciences, 16(11), 26087-26124.
doi:10.3390/ijms161125942

Longo, B., Sommerfeld, E. P., dos Santos, A. C., da Silva, R. d. C. M. V. d. A. F,,
Somensi, L. B., Mariano, L. N. B., Boeing, T., Faloni de Andrade, S., de Souza,
P., ve da Silva, L. M., 2021. Dual role of eugenol on chronic gastric ulcer in rats:
Low-dose healing efficacy and the worsening gastric lesion in high doses.
Chemico-Biological Interactions, 333, 109335.
doi:https://doi.org/10.1016/}.cbi.2020.109335

Lopes-Lutz, D., Alviano, D. S., Alviano, C. S., ve Kolodziejczyk, P. P., 2008. Screening
of chemical composition, antimicrobial and antioxidant activities of Artemisia

70


https://doi.org/10.1016/S0031-9422(98)00767-5
https://doi.org/10.1016/S0031-9422(98)00767-5
https://doi.org/10.1016/j.niox.2019.09.005
https://doi.org/10.1016/j.nutres.2008.03.014
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2020.109335

essential oils. Phytochemistry, 69(8), 1732-1738.
doi:https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2008.02.014

Li, J.-M., Lin, P. H,, Yao, Q., ve Chen, C., 2010. Chemical and molecular mechanisms
of antioxidants: experimental approaches and model systems. Journal of
cellular and molecular medicine, 14(4), 840-860. doi:10.1111/j.1582-
4934.2009.00897.x

Lucero Lopez, V. R., Razzeto, G. S., Giménez, M. S., ve Escudero, N. L., 2011.
Antioxidant Properties of Amaranthus hypochondriacus Seeds and their Effect
on the Liver of Alcohol-Treated Rats. Plant Foods for Human Nutrition,
66(2), 157-162. do0i:10.1007/s11130-011-0218-4

Maffei, F., Angeloni, C., Malaguti, M., Moraga, J. M., Pasqui, F., Poli, C., Colecchia, A.,
Festi, D., Hrelia, P., ve Hrelia, S., 2011. Plasma antioxidant enzymes and
clastogenic factors as possible biomarkers of colorectal cancer risk. Mutat Res,
714(1-2), 88-92. d0i:10.1016/j.mrfmmm.2011.06.016

Mainnemare, A., Mégarbane, B., Soueidan, A., Daniel, A., ve Chapple, 1. L., 2004.
Hypochlorous acid and taurine-N-monochloramine in periodontal diseases. J
Dent Res, 83(11), 823-831. d0i:10.1177/154405910408301101

Miiller, L. G., Pase Cs Fau - Reckziegel, P., Reckziegel P Fau - Barcelos, R. C. S,
Barcelos Rc Fau - Boufleur, N., Boufleur N Fau - Prado, A. C. P., Prado Ac Fau
- Fett, R., Fett R Fau - Block, J. M., Block Jm Fau - Pavanato, M. A., Pavanato
Ma Fau - Bauermann, L. F., Bauermann Lf Fau - da Rocha, J. B. T., da Rocha
Jb Fau - Burger, M. E., ve Burger, M. E. 2013. Hepatoprotective effects of pecan
nut shells on ethanol-induced liver damage. Experimental and toxicologic
pathology : official journal of the Gesellschaft fur Toxikologische
Pathologie, 65(1-2)(1618-1433 (Electronic)), 165-171.

Murphy, M. P., 2009. How mitochondria produce reactive oxygen species. The
Biochemical journal, 417(1), 1-13. doi:10.1042/BJ20081386

Na, H. K., ve Lee, J. Y., 2017. Molecular Basis of Alcohol-Related Gastric and Colon
Cancer. International Journal of Molecular Sciences, 18(6), 1116.
d0i:10.3390/ijms18061116

NCBI. (2018). https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/3314. Retrieved Mar. 29.
2018., from PubChem Compound Database

Neha, K., Haider, M. R., Pathak, A., ve Yar, M. S., 2019. Medicinal prospects of
antioxidants: A review. European Journal of Medicinal Chemistry, 178, 687-
704. doi:https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.06.010

Nunomura, A., Castellani, R. J., Zhu, X., Moreira, P. 1., Perry, G., ve Smith, M. A., 2006.
Involvement of oxidative stress in Alzheimer disease. J Neuropathol Exp
Neurol, 65(7), 631-641. doi:10.1097/01.jnen.0000228136.58062.bf

Nyblom, H., Berggren, U., Balldin, J., ve Olsson, R., 2004. High AST/ALT ratio may
indicate advanced alcoholic liver disease rather than heavy drinking. Alcohol
and alcoholism (Oxford, Oxfordshire), 39, 336-339.
doi:10.1093/alcalc/agh074

71


https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2008.02.014
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3314
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.06.010

Ozcan, O., Erdal, H., Cakirca, G., ve Yonden, Z., 2015. Oksidatif stres ve hiicre i¢i lipit,
protein ve DNA yapilari tizerine etkileri. Journal of Clinical & Experimental
Investigations, 6(3), 331-336. doi:10.5799/ahinjs.01.2015.03.0545

Ozel, G., ve Birdane, Y., 2014. Antioxidants. Kocatepe Veterinary Journal, 41-52.
doi:10.5578/kvj.8486

Ozsurekcei, Y., ve Aykac, K., 2016. Oxidative Stress Related Diseases in Newborns.
Oxidative medicine and cellular longevity, 2016, 2768365-2768365.
doi:10.1155/2016/2768365

Paglia, D. E., ve Valentine, W. N., 1967. Studies on the quantitative and qualitative
characterization of erythrocyte glutathione peroxidase. The Journal of
laboratory and clinical medicine, 70(1), 158-169.

Pandanaboina, S. C., Kondeti, S. R., Rajbanshi, S. L., Kunala, P. N., Pandanaboina, S.,
Pandanaboina, M. M., ve Wudayagiri, R., 2012. Alterations in antioxidant
enzyme activities and oxidative damage in alcoholic rat tissues: protective role
of Thespesia populnea. Food Chem, 132(2), 150-159.
doi:10.1016/j.foodchem.2011.10.046

Pari, L., ve Suresh, A., 2008. Effect of grape (Vitis vinifera L.) leaf extract on alcohol
induced oxidative stress in rats. Food and Chemical Toxicology, 46(5), 1627-
1634. doi:https://doi.org/10.1016/j.fct.2008.01.003

Park, H., Lee, S., Song, Y., Jang, S., Ko, Y., Kang, S., Chung, B., Kim, H., Kim, G., ve
Cho, J., 2014 Schisandra chinensis prevents alcohol-induced fatty liver disease
in rats. J Med Food, 17(1), 103-110.

Parker, A. E., Monks, P. S., Wyche, K. P., Balzani-L66v, J. M., Stachelin, J., Reimann,
S., Legreid, G., Vollmer, M. K., ve Steinbacher, M., 2009. Peroxy radicals in the
summer free troposphere: seasonality and potential for heterogeneous loss.
Atmos. Chem. Phys., 9(6), 1989-2006. doi:10.5194/acp-9-1989-2009

Phaniendra, A., Jestadi, D. B., ve Periyasamy, L., 2015. Free radicals: properties, sources,
targets, and their implication in various diseases. Indian journal of clinical
biochemistry : 1JCB, 30(1), 11-26. doi:10.1007/s12291-014-0446-0

Pragadheesh, V., Yadav, A., Singh, S., Gupta, N., ve Chanotiya, C., 2013. Leaf Essential
Oil of Cultivated Pimenta Racemosa (Mill.) J.W. Moore from North India:
Distribution of Phenylpropanoids and Chiral Terpenoids. Medicinal &
Aromatic Plants, 2:1.

Prakash, B., Priya, N., S, A., R C, V., ve Nair, H., 2018. Protective Effects of Eugenol
against Hepatotoxicity Induced by Arsenic Trioxide: An Antileukemic Drug.
Iranian Journal of Medical Sciences, 43, 305-312.

Rac, M., Ktupka, M., Binder, S., Sedlafova, M., Matuskova, Z., Raska, M., ve Pospisil,
P., 2015. Oxidative damage of U937 human leukemic cells caused by hydroxyl
radical results in singlet oxygen formation. PloS one, 10(3), €0116958-
€0116958. doi:10.1371/journal.pone.0116958

Rakonczay, Jr., Z., Boros | Fau - Jarmay, K., Jarmay K Fau - Hegyi, P., Hegyi P Fau -
Lonovics, J., Lonovics J Fau - Takacs, T., ve Takacs, T., 2003. Ethanol
administration generates oxidative stress in the pancreas and liver, but fails to

72


https://doi.org/10.1016/j.fct.2008.01.003

induce heat-shock proteins in rats. J Gastroenterol Hepatol., 18(7)(0815-9319
(Print)), 858-867.

Reiter, R. J., Mayo, J. C., Tan, D. X, Sainz, R. M., Alatorre-Jimenez, M., ve Qin, L.,
2016. Melatonin as an antioxidant: under promises but over delivers. (1600-
079X (Electronic)).

Rhee, S. G., 2006. Cell signaling. H202, a necessary evil for cell signaling. Scienc e,
312, 1882-1883.

Rizzo, A. M., Berselli, P., Zava, S., Montorfano, G., Negroni, M., Corsetto, P., ve Berra,
B., 2010. Endogenous antioxidants and radical scavengers. Adv Exp Med Biol,
698, 52-67. d0i:10.1007/978-1-4419-7347-4 5

Rozanowska, M., Cantrell, A., Edge, R., Land, E. J., Sarna, T., ve Truscott, T. G., 2005.
Pulse radiolysis study of the interaction of retinoids with peroxyl radicals. Free
Radic Biol Med, 39(10), 1399-1405. doi:10.1016/j.freeradbiomed.2005.07.018

Saki, H., Goudarzi, G., Jalali, S., Barzegar, G., Farhadi, M., Parseh, I., Geravandi, S.,
Salmanzadeh, S., Yousefi, F., ve Mohammadi, M. J., 2020. Study of relationship
between nitrogen dioxide and chronic obstructive pulmonary disease in Bushehr,
Iran. Clinical Epidemiology and Global Health, 8(2), 446-449.
doi:https://doi.org/10.1016/j.cegh.2019.10.006

Sam, C.-H., ve Lu, H.-K., 2009. The role of hypochlorous acid as one of the reactive
oxygen species in periodontal disease. Journal of Dental Sciences, 4(2), 45-54.
doi:https://doi.org/10.1016/S1991-7902(09)60008-8

Sciorsci, R. L., Lillo, E., Occhiogrosso, L., ve Rizzo, A., 2020. Ozone therapy in
veterinary medicine: A review. Research in Veterinary Science, 130, 240-246.
doi:https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.03.026

Seitz, H. K., ve Becker, P., 2007. Alcohol metabolism and cancer risk. Alcohol Res
Health, 30(1), 38-41, 44-37.

Seven, A., ve Candan, G., 1996. Antioksidant defense systems. Cerrahpasa J Med., 27,
41-50.

Shichiri, M., Yoshida, Y., ve Niki, E., 2014. Unregulated Lipid Peroxidation in
Neurological Dysfunction. In R. R. Watson ve F. De Meester (Eds.), Omega-3
Fatty Acids in Brain and Neurological Health Boston: Academic Press (pp. 31-
55).

Shukri, R., Mohamed, S., ve Mustapha, N. M., 2010. Cloves protect the heart, liver and
lens of diabetic rats. Food Chemistry, 122(4), 1116-1121.
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.03.094

Sies, H. 1997. Oxidative stress: oxidants and antioxidants. Experimental physiology,
82(2), 291-295.

Sifuentes-Franco, S., Pacheco-Moisés, F. P., Rodriguez-Carrizalez, A. D., ve Miranda-
Diaz, A. G., 2017. The Role of Oxidative Stress, Mitochondrial Function, and
Autophagy in Diabetic Polyneuropathy. Journal of diabetes research, 2017,
1673081-1673081. doi:10.1155/2017/1673081

73


https://doi.org/10.1016/j.cegh.2019.10.006
https://doi.org/10.1016/S1991-7902(09)60008-8
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2020.03.026
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2010.03.094

Siwek, M., Sowa-Kucma, M., Dudek, D., Styczen, K., Szewczyk, B., Kotarska, K.,
Misztakk, P., Pilc, A., Wolak, M., ve Nowak, G., 2013. Oxidative stress markers
in affective disorders. Pharmacol Rep, 65(6), 1558-1571.

Slukvin, I. 1., Boor, P. J., ve Jerrells, T. R., 2001. Initiation of alcoholic fatty liver and
hepatic inflammation with a specific recall immune response in alcohol-
consuming C57BI/6 mice. Clinical and experimental immunology, 125(1),
123-133. d0i:10.1046/j.1365-2249.2001.01529.

Sonila, B., Klodeta, M., Andrin, T., ve Irida, P., 2015. Changes of some blood count
variables in correlation with the time of alcohol abuse. Journal of Addiction
Research & Therapy, 6(2), 221.

Stewart, S. F., & Day, C. P., 2004. Alcoholic Liver Disease. Principles of Medical
Biology, 317-359.

Su, L.-J., Zhang, J.-H., Gomez, H., Murugan, R., Hong, X., Xu, D., Jiang, F., ve Peng,
Z.-Y ., 2019. Reactive Oxygen Species-Induced Lipid Peroxidation in Apoptosis,
Autophagy, and Ferroptosis. Oxidative medicine and cellular longevity, 2019,
5080843-5080843. d0i:10.1155/2019/5080843

Szkudelska, K., Deniziak, M., Ro$ P, G., K., ve Szkudelski, T., 2017 Resveratrol
alleviates ethanol-induced hormonal and metabolic disturbances in the rat. .
Physiol Res., 66(1), 135-145.

Thuwaini, M., Abdul Mounther, O., ve Mohammed Kadhem, H., 2018.
"Hepatoprotective  Effects Of The Aqueous Extract Of Clove
(Syzygiumaromaticum) Against Paracetamol-Induced Hepatotoxicity And
Oxidative Stress In Rats" 1. 4, 161-167.

TOXNET, T. D. N., (2018). Eugenol [USP]. Retrieved 15.03.2018, from National
Library of Medicine

Tripathi, A. K., ve Mishra, S., 2016. Chapter 16 - Plant Monoterpenoids (Prospective
Pesticides). In Ecofriendly Pest Management for Food Security San Diego:
Academic Press (pp. 507-524).

Tsukamoto H., Horne W., Kamimura S., Niemeld O., Parkkila S., Yld-Herttuala S,
Brittenham GM., 1995. Experimental liver cirrhosis induced by alcohol and iron.
J Clin Invest., Jul;96(1):620-30. doi: 10.1172/JC1118077.

Tuma DJ., Thiele GM., Xu D., Klassen LW., Sorrell MF., 1996. Acetaldehyde and
malondialdehyde react together to generate distinct protein adducts in the liver
during long-term ethanol administration. Hepatology. Apr;23(4):872-80. doi:
10.1002/hep.510230431.

Turrens, J. F., 2003. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. The Journal
of physiology, 552(Pt 2), 335-344. doi:10.1113/jphysiol.2003.049478

Ueda-Nakamura, T., Mendonga-Filho, R. R., Morgado-Diaz, J. A., Korehisa Maza, P.,
Prado Dias Filho, B., Aparicio Garcia Cortez, D., Alviano, D. S., Rosa, M. d. S.
S., Lopes, A. H. C. S., Alviano, C. S., ve Nakamura, C. V., 2006. Antileishmanial
activity of Eugenol-rich essential oil from Ocimum gratissimum. Parasitology
International, 55(2), 99-105. doi:https://doi.org/10.1016/j.parint.2005.10.006

74


https://doi.org/10.1016/j.parint.2005.10.006

Valko, M., Rhodes, C. J., Moncol, J., Izakovic, M., ve Mazur, M., 2006. Free radicals,
metals and antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chemico-Biological
Interactions, 160(1), 1-40. doi:https://doi.org/10.1016/j.cbi.2005.12.009

Vonlaufen, A., Wilson, J. S., Pirola, R. C., ve Apte, M. V., 2007. Role of alcohol
metabolism in chronic pancreatitis. Alcohol Res Health, 30(1), 48-54.

Wagner, B. A., Reszka, K. J., McCormick, M. L., Britigan, B. E., Evig, C. B., ve Patrick
Burns, C., 2004. Role of Thiocyanate, Bromide and Hypobromous Acid in
Hydrogen Peroxide-induced Apoptosis. Free Radical Research, 38(2), 167-
175. doi:10.1080/10715760310001643302

Wang, Y., Xue, Y., ve Zhang, C., 2020. Generation and application of reactive chlorine
species by electrochemical process combined with UV irradiation: Synergistic
mechanism for enhanced degradation performance. Science of The Total
Environment, 712, 136501. doi:https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.
136501

Wasowicz, W., Neve, J., ve Peretz, A., 1993. Optimized steps in fluorometric
determination of thiobarbituric acid-reactive substances in serum: importance of
extraction pH and influence of sample preservation and storage. Clinical
Chemistry, 39(12), 2522-2526.

Wen, Q., ve Chen, Q., 2020. An Overview of Ozone Therapy for Treating Foot Ulcers in
Patients With Diabetes. The American Journal of the Medical Sciences.
doi:https://doi.org/10.1016/j.amjms.2020.05.012

WHO, W. H. O., (2018). Global status report on alcohol and health 2018. Retrieved
24.09.2019  https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/274603/978924
1565639-eng.pdf?ua=1

Wickens, A. P., 2001. Ageing and the free radical theory. Respiration Physiology,
128(3), 379-391. doi:https://doi.org/10.1016/S0034-5687(01)00313-9

Wilson, G., ve Garthwaite, J., 2009. Nitric Oxide. In L. R. Squire (Ed.), Encyclopedia of
Neuroscience Oxford: Academic Press (pp. 1151-1156).

Wood-Kaczmar, A., Gandhi, S., ve Wood, N. W., 2006. Understanding the molecular
causes of Parkinson's disease. Trends Mol Med, 12(11), 521-528.
d0i:10.1016/j.molmed.2006.09.007

Wu, Z., Fang, J., Xiang, Y., Shang, C., Li, X., Meng, F., ve Yang, X., 2016. Roles of
reactive chlorine species in trimethoprim degradation in the UV/chlorine
process: Kinetics and transformation pathways. Water Research, 104, 272-282.
doi:https://doi.org/10.1016/j.watres.2016.08.011

Xiao, W., 1998. Study on the joint effects of acrylonitrile and alcohol in rats. Journal of
hygiene research, 27(5), 295-296.

Ximenes, V. F., Morgon, N. H., ve de Souza, A. R., 2015. Hypobromous acid, a powerful
endogenous electrophile: Experimental and theoretical studies. J Inorg
Biochem, 146, 61-68. doi:10.1016/j.jinorgbio.2015.02.014

Yalem, M., ve Yagel, A., 2005. Alterations in Some Blood Parameters After High Level
Ethanol Intake. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 24 (1-2-3-4)
47-52.

75


https://doi.org/10.1016/j.cbi.2005.12.009
https://doi.org/10.1016/j.amjms.2020.05.012
https://doi.org/10.1016/S0034-5687(01)00313-9
https://doi.org/10.1016/j.watres.2016.08.011

Yogalakshmi, B., Viswanathan, P., ve Anuradha, C. V., 2010. Investigation of
antioxidant, anti-inflammatory and DNA-protective properties of eugenol in
thioacetamide-induced liver injury in rats. Toxicology, 268(3), 204-212.
doi:https://doi.org/10.1016/j.tox.2009.12.018

Young, I. S., ve Woodside, J. V., 2001. Antioxidants in health and disease. Journal of
Clinical Pathology, 54(3), 176. doi:10.1136/jcp.54.3.176

Yurt, B., ve Celik, I., 2011. Hepatoprotective effect and antioxidant role of sun, sulphited-
dried apricot (Prunus armeniaca L.) and its kernel against ethanol-induced
oxidative stress in rats. Food and Chemical Toxicology, 49(2), 508-513.
doi:https://doi.org/10.1016/j.fct.2010.11.035

76


https://doi.org/10.1016/j.tox.2009.12.018
https://doi.org/10.1016/j.fct.2010.11.035

