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Amag  Arastirmalar, alkolun en siddetli toksik etkisinin merkezi sinir sistemi (MSS) iizerinde oldugunu géstermistir. Alkolun MSS iizerindeki toksik
etkisinin patogenezinde serbest oksijen radikal (SOR) iiretiminin artisi, endojen antioksidan dretiminin baskilanmasi sorumlu tutulmaktadir.
Amacimiz Taksifolinin sicanlarda etanolle indiklenen oksidatif beyin hasarina etkisini biyokimyasal olarak arastirmaktir.

( Sakarya Tip Dergisi, 2018, 8(3):638-643 )

Geregve  Deney hayvanlan saglikli (SG), tek basina etanol alan kontrol (EtOH) ve taksifolin +etanol verilen (TEtOH) gruplara aynildi. Etanol ve
Yontem  Taksifolinin belirlenen siirede verilmesi sonunda hayvanlar yiksek doz anestezi ile dldurilerek beyin dokular gikarildi. Cikarilan beyin
dokularinda lipid peroksidasyon Griinii olan malondialdehid (MDA) ve endojen antioksidan olan total glutatyon (tGSH) élciimleri yapildi.

Bulgular  Etanol verilen hayvan grubunda MDA miktar saglikli ve taksifolin grubuna gére anlamli yiksek (p<0.001), tGSH ise anlamli dijsitk (p<0.001)
bulundu.

Sonu¢  Sonuglarimiz, taksifolinin beyin dokusunu etanolun oksidatif hasarina karsi korudugunu isaret etmektedir.

Anahtar  Etanol; taksifolin; beyin hasari; rat.
Kelimeler

Abstract

Objective  Studies have shown that alcohol exerts the most severe toxic effect on central nervous system by increasing free oxygen radical production
and suppressing endogenous antioxidant production. We aim to biochemically investigate the effect of taxifolin on ethanol-induced oxida-
tive brain damage in rats. ( Sakarya Med J, 2018, 8(3):638-643 ).

Materials and  Experimental animals were divided into healthy (SG), ethanol-receiving control (EtOH) and taxifolin+ethanol receiving (TEtOH) groups. At
Methods  the end of the administration of ethanol and taxifolin, the animals were sacrificed by high dose anesthesia and brain tissues were removed.
Malondialdehyde (MDA), lipid peroxidation product, and total glutathione (tGSH), endogenous antioxidant, levels in brain tissues were

measured.

Results MDA levels were significantly higher in the rats in the EtOH group than in those in the TEtOH group (p<0.001). In contrast, tGSH levels were
significantly lower in the rats in the EtOH group than in those in the TEtOH group (p<0.001).

Conclusion  Our results suggest that taxifolin protects brain tissue from ethanol-induced oxidative damage.

Keywords  Ethanol;taxifolin; brain damage; rat
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Giris

Etanol (CH3CH20H), etil alkol ya da kisaca alkol olarak adlandinimaktadir."? Etil alkol, sanayide
kullanilmasina ragmen en cok icki olarak tiiketilmektedir. Ginlilk hayatin getirdigi problemler stre-
se sebep olmakta ve pek cok insan bundan kurtulmak icin alkol almayi tercih etmektedir.® Alkollu
kisiler normal kisilere gore daha sik oranda travmalara maruz kalmakta ve 6lmektedirler.* Arastir-
malar, alkolun en buyik etkisinin merkezi sinir sistemi Uzerinde oldugunu géstermistir. Merkezi
sinir sistemi (MSS), alkol ve alkolun indiikledigi oksidatif strese karsi en hassas ve savunmasiz
yapilardan biridir.> Bunun nedeni olarak, yiiksek oksijen tiiketimi ve sinirli antioksidan Uretimi gos-
terilmektedir.>” Alkolun MSS de yol actig) oksidatif stres patogenezinde serbest oksijen radikal
(SOR) wretiminin artigi, endojen antioksidan Gretiminin baskilanmasi sorumlu tutulmaktadir.® Lite-
retir bilgileri, antioksidanlarin beyin dokusunu alkolun oksidatif hasarindan koruyabilecegini di-
stindirmektedir. Bu ¢calismamizda etanol beyin toksisitesine karsi koruyucu etkisini deneyecegimiz
taksifolin (3,5,7,3,4-pentahydroxy flavanone veya dihydroquercetin), turuncgiller ve soganda bol
miktarda bulunan giicli antioksidan birflavonoiddir.’ Flavonoidler, antioksidan aktivitelerini lipid
peroksidasyonunu ve serbest radikallerin olusumundan sorumlu enzimatik reaksiyonlari inhibe
ederek olusturduklari belgelenmistir.™ Cesitli klinik ve in vitro calismalar, bu bilesiklerin antioksi-
dan ozelliklerinden dolay1 nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yararli oldugunu gostermistir.™
Bu bilgiler, taksifolinin beyin dokusunu, etanol iliskili oksidatif hasara karsi koruyabilecegijni isaret
etmektedir. Literetirlerde, taksifolinin etanolle indiklenen beyin hasarina etkisini arastiran bilimsel
calismalara rastlanmadi. Bu nedenle ¢alismamizin amaci, taksifolinin siganlarda etanolle indikle-
nen oksidatif beyin hasarina etkisini biyokimyasal olarak arastirmaktir.

Gereg Ve Yontemler

Hayvanlar

Calismamizda kullanilacak olan 240-255 gram agirligindaki 18 adet albino wistar tiiri erkek sican-
lar Atattiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Hay-
vanlar ortama adapte olabilmeleri icin deneyin yapildig) ortamda bir hafta boyunca normal oda
sicakhiginda (220C) barindirildi ve beslendi. Calismamiz randomize kontrollii deneysel bir ¢alisma
olarak tasarlanmistir. Calismanin biitiin asamalarinin etik kurallara uygunlugu, “Atatiirk Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu” tarafindan verilen 03.04.2018 tarihli ve 75296309-050.01.04-
E. 1800107389 sayili yazi ile onaylanmistir.

Kimyasal maddeler
Deneyde kullanilan thiopental sodium IE Ulagay-Tirkiye, Etanol kendi kliginimizden, Taksifolin ise
Evalar-Rusyadan temin edildi.

Deney gruplar
Deney hayvanlari saglikli (SG), tek basina etanol alan kontrol (EtOH) ve taksifolin +etanol verilen
(TEtOH) gruplara ayrild.

Deneyin yapilmasi

Hayvanlarin TEtOH grubuna (n-6) taksifolin 50 mg/kg dozda oral yoldan gavajla mideye verildi.
EtOH (n-6) ve SG (n-6) grubuna ise ayni hacimde ¢oziict olarak distile su oral uyguland. Taksifo-
lin ve distile su verildikten 30 dakika sonra TEtOH ve EtOH gruplarina %50 lik etanol 5 g/kg dozda
haftada ti¢ defa toplam 9 doz (21 giin) uyguland:. Taksifolin giinde bir defa 21 giin boyunca verildi.




Bu siire sonunda hayvanlar yiksek doz anestezi ile 6ldirilerek beyin dokulari cikarildi. Cikarilan
beyin dokularinda lipid peroksidasyon Griini olan malondialdehid (MDA) ve endojen antioksidan
olan total glutatyon (tGSH) 6lciimleri yapildi. TEtOH ve SG gruplardan elde edilen biyokimyasal
sonuglar EtOH grubundan elde edilen sonuclarla karsilastirilarak degerlendirildi.

Sakarya Tip Dergisi
Biyokimyasal analizler Ry o
Malondialdehid (MDA) élciimii

MDA 6lcimi MDA'nin sicak asidik ortamda tiyobarbitirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’'de
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optik dansitesinin dlciilmesi prensibine dayanan Ohkawa ve arkadas larinin metoduna gore ya-
pildi.12 25 pL 6rnek dzerine, 25 pL sodyum dodesil silfat (80 g/L), 1 mL mix kangim (200 g/L
asetik asit + 1.5 mL 8 g/L 2-tiyobarbitiirik asit) eklenerek 95 °C'de 60 dakika isitildi. Sog utulduk-
tan sonra 4000 devirde 10 dakika santrifii j edildi. Ust tabakanin absorbansi 532 nm’de 6l¢ildi.
Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafiginden numunedeki
MDA miktari hesaplandi.

Total glutatyon (tGSH) élciimii

tGSH analizi igin Sedlak ve ark. gore yapildi.™® Renkli bir bilesik olan 5,5’-dithiobis [2-nitrobenzoic
acid] disulfur sulfidril gruplari indirgenince sani renkli bir bilesik olusur ve bu 412 nm dalga boyun-
da olcilir. Olgiim icin dncelikle deproteinizasyon icin tiim drnekler 1:1 oaraninda meta fosforik
asitle muamele edilip santrifiij edildi. Ust fazdan alinan alinan 50 pL siipernatantin iizerine 150 pL
6lctm kansimi (5.85 mL 100 mM Na-fosfat tamponu, 2.8 mL 1 mM DTNB 3.75 mL 1 mM NADPH,
ve 80 pL 625 U/L Glutathione reductase) eklendi. Glutatyon disilfid ile hazirlanan standart grafige
gore olcimler 412 nm’de yapild.

istatistiksel Analizler

Deney sonuglari “ortalama deger + standart hata” ( x + SEM ) olarak ifade edildi. Gruplar arasi farkin
onemlilik derecesi one-way ANOVA testi kullanilarak belirlendi. Takibinde Fisher’s post-hoc Bon-
ferroni yapildi. Tim istatistiksel islemler “IBM SPSS Statistics Version 20” istatistik programinda
yapildi ve p< 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

MDA Analiz Sonuglar

Sadece distile su verilen saglikli hayvan grubunun beyin dokusunda MDA miktari 4,58 + 0,18
pmol/gr protein olarak 6lgiildi. Ancak, etanol uygulanan hayvanlarin beyin dokusunda MDA mik-
tarinin 13,66 + 0,71 pmol/gr proteine yikseldigi saptandi. Taksifolin ise etanolle artan MDA mik-
tarini 5,10 + 0,18 pmol/gr protein diizeyine distirdi. Deney sonuglari, etanol grubundaki MDA
miktarinin saglikli ve taksifolin grubuna gére anlamli (p<0.001), saglikh ve taksifolin grubundaki
MDA miktar arasindaki farkin ise anlamsiz (p>0,05) oldugunu gostermistir (Sekil 1, Tablo 1).
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Tablo 1. MDA diizeyinin ortalama degerleri ve gruplar arasi karsilastiriimasi
p degeri (gruplar
Efgey Gruplan Ortalama Standard Sapma | Ortanca Min-Max Deger | arasi anlamlilik
B karsilagtirmalari)
0.000
(SG-EtOH)
sakarya Tp Dergisi SG 4.583 0.444 4.700 4.000-5.100 1,000
2018;8(3):638-643 (SG- TEtOH)
BILGIN v Ark 0.000
y ve Ark.
gkSifolinin Sicanlarda Etanolle indiklenen EtOH 13.666 1.751 13.500 11.000-16.000 (EtOH- SG)
! Oksidatif Beyin Hasarina Etkisi 0.000
(EtOH-TEtOH)
1.000
TEtOH 5.100 0.438 5.100 44005600 | EOHSO
(TEtOH- EtOH)
MDA (Malondialdehid), SG (saglikh grup), EtOH(tek basina etanol alan kontrol grubu) ve
TEtOH (taksifolin +etanol verilen)

[
B

tGSHanaliz sonuclari
Saglikli hayvanlarin beyin dokusunda tGSH miktan 3,52
+ 0,15 nmol/gr protein olarak bulundu. Etanol alan hay-

o o =
© o =N

vanlarin beyin dokusunda ise tGSH miktari azaldi ve 1,10
+ 0,06 nmol/gr protein olarak belirlendi. Taksifolinin ise
tGSH diizeyini 3,12 + 0,12 nmol/gr protein seviyelerinde

MDA levels (pmolig protein

tutarak etanolle olusan disisi onledigi gorildu. Anlam-
lihk derecesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde eta-
nolun tGSH miktarini saglikl ve taksifolin grubuna goére
Sekil 1: Taksifolinin beyin dokusu MDA U . o
dizeyleri izerine etkisi “p<0.001 TEtOH anlaml (p<0.001) artirdig gorilmektedir. Taksifolin ve
ve SG gruplanina gére MDA (Malondial- saglkl grubu arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlam-

dehid), SG (saglikli grup), EtOH(tek basi- .
na etanol alan kontrol grubu) ve TEtOH siz bulundu (p>0'05) (sek'l 2, Tablo 2).

(taksifolin +etanol verilen)

O a W R OO N @

5G

T
TEtOH

Tablo 2. tGSH diizeyinin ortalama degerleri ve gruplar arasi karsilastiriimasi

Efg ey Gruplan Ortalama Standard Sapma | Ortanca Min-Max Deger gr(aj;fr::a(r%lrllljlrl!ar
karsilagtirmalari)
0.000

SG 3,516 0,360 3,500 3,00-4,00 EJS.géEtOH)
(SG- TEtOH)
0.000

FLOH 1,100 0,154 1,100 0,90-1,30 (ErOH- SG)
(EtOH-TEtOH)
0.081

TEtOH 3116 0,292 3,050 2,70-3,50 (TEIOHSG)
(TEtOH- EtOH)

MDA (Malondialdehid), SG (saglikli grup), EtOH(tek basina etanol alan kontrol grubu) ve TEtOH (taksifolin

+etanol verilen)
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Tartisma

Bu calismada, taksifolinin sicanlarda etanolle indiiklenen
oksidatif beyin hasarina etkisi biyokimyasal olarak arasti-
rildi. Beyin gibi bir¢ok organ ve dokularda oksidatif hasari
degerlendirmede MDA, tGSH ve diger oksidan antioksi-
dan biyokimyasal parametreler kullanilmaktadir.’* Beyin,
kalp, akciger, karaciger ve barsaklar gibi pek ¢ok organ

tGSH levels (nmol/g protein)

oksidatif hasarinda serbest oksijen radikallerin (SOR) ma-
jor komponentlerinden biri oldugu gosterilmistir.’> Cok

§G  EtOH  TEtOH oncelere dayanan arastirmalarda da alkolun beyinde oksi-
Sekil 2: Taksifolinin beyin dokusu tgsH  datif stres olusturdugu bildirilmistir." Son zamanlarda ya-
dizeyleri Uzerine etkisi “p<0.001 TEOH 5130 bilimsel calismalarda etanolun, potansiyel ndrotoksi-
ve SG gruplarina gére tGSH (Total glutat- ] ) o
yon), SG (saglikli grup), EtOH (tek basina  Siteye sahip oldugu ve MSS de oksidatif hasara yol actig|
etanol alan kontrol grubu) ve TEOH (tak-  pe|oelenmistir.” Alkolun oksidatif nérodejeneratif hasa-
sifolin +etanol verilen) ’
rindan SOR larin sorumlu oldugu bir baska calismada da
dogrulanmistir.’® SOR lar arasinda en ¢ok bilinenler stperoksit, hidroksil radikali, organik hipoklorit
ve nitrik oksit radikalleridir.® Calismamizda etanol uygulanan grubun beyin dokusunda MDA mik-
tarinin saglikh ve taksifolin grubuna gore ¢ok daha anlamli arttig) gériimistir. Bilindigi gibi, MDA
bir lipid peroksidasyon iriinidir. Lipid peroksidasyonu hiicresel zedelenmenin en dnemli neden-
lerinden birini olusturur.2® Lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda doymamis yag asitlerinin
SOR’lar tarafindan MDA ve cesitli UrGinlere yikilmasi reaksiyonudur.2 MDA'nin, hiicre zarindaki
komponentlerin polimerizasyonu ve capraz baglanmasina neden olarak iyon transportu, enzimatik
aktivite ve intrensik membran dzelliklerini degistirerek hasarin ilerlemesini sagladigi Cross CE ve
arkadaslan tarafindan rapor edilmistir.?? Taksifolinin etanolla artan MDA dizeyini azaltmasi, onun
lipid peroksidasyonunu ve serbest radikallerin olusumundan sorumlu reaksiyonlar inhibe ettigjni

gosteren ¢alismalarla uyum icerisinde oldugunu gostermektedir.™

Yine bu calismamizda, etanol grubu disik tGSH dizeyi ile saglikli ve taksifolin uygulanan grup-
lardan farkli olmustur. GSH, bir¢ok hiicrede cok yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve biyolojik
membranlar lipid peroksidasyonuna karsi korur. Bu koruma, enzi—matik olarak gerceklesmekte-
dir.23 GSH ayrica, ayni zamanda hiicre iginde tekli oksijen (02), siiperoksit anyonu (-02-), hidroksi
(-OH) radikalleri gibi bircok zararl oksidanla enzim katalizi olmaksizin da reak—siyona girmekte-
dir.2* Deney sonuglarimizla uyum icerisinde olan bir baska ¢alismada, etanol verilen hayvanlarin
beyin dokusunda GSH dizeyinin distiigl ifade edilmistir.2> Taksifolinin, tGSH miktarinin etanolle
dismesini dnlemesi onun SOR olusumu Uzerindeki inhibitér etkiden kaynaklanmis olabilir.™® Ayri-
ca taksifolinin, GSH ile sinerjik etki olusturdugu belgelenmistir.2¢ Sonug olarak; etanol hayvanlarin
beyin dokusunda oksidan antioksidan dengeyi oksidanlarin lehine degjstirmistir. Taksifolin oksidan
antioksidan dengenin etanolla oksidanlarin lehine degismesini 6nlemistir. Bu deney sonuglari taki-
folinin etanolle indiklenen oksidatif beyin hasarini 6nlemede yararl olabilecegini gdstermektedir.
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