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1. GIRIS

Brassicaceae ailesinde yer alan bitki tiirleri yeryiiziinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Tiirkiye’de de bu aileye giren bitki tiirlerinden beyaz lahana (Brassica L.
var .capitata L.) ve karalahana (Brassica oleracea L. var. acephala DC.) tiirleri fazla
miktarda tiiketilmektedir. Cografik olarak ise; Tiirkiye’'nin kuzey kesimlerinde; kig
aylarinda, karalahananin 6zellikle taze yapraklar1 besin kaynagi olarak tercih edilmektedir.
(1).

Son yillarda dogal olarak diyetle alinan antioksidanlarla, hastaliklarin
onlenebilmesi, yapilan arastirmalarin odak noktasi olmaktadir. Antioksidanlar; serbest
radikalleri inhibe ederek oksidatif hasara karsi hiicreleri koruyabilmektedirler. Cogu
calisma, sebze ve meyvelerde antioksidanlarin yiiksek seviyede bulundugunu ve bu sayede
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara karst korunmada etkili olabileceklerini 6ne
siirmektedir. Coa ve arkadaslari; cesitli metodlarla, 22 ¢esit meyve ve sebzenin oksidan-
antioksidan kapasitelerini belirlemis, en yiiksek antioksidan kapasiteye karalahananin sahip
oldugunu gozlemlemislerdir (2).

Birgok yararli bitkinin; faz 2 detoksifikasyon enzimlerini indiiklemesiyle,
hiicrelerin karsinogenik ve toksik hiicreleri nétralize edilmesine yardimci olduguna
inanilmaktadir. Bu faz 2 detoksifikasyon enzimlerini indiikleyen; sebze tiirleri arasinda
karalahana da yer almaktadir (3).

Brassica tiirlerinin, kardiyovaskiiler hastaliklar1 onleyici ve birgok kanser tiiriine
kars1 koruyucu etki gosterdigi ve bunda icerigindeki; glukosinolatlar, flavonoidler ve diger
fenolik bilesimlerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Diyetle alinan monoansature yag
asitlerinin poliansature yag asitlerine orant ve diyetin antioksidan muhtevasi,
lipoproteinlerin oksitlenebilirliginde énemli role sahiptir (4).

Lipidler suda c¢oziinmezler, bu nedenle kanda tasinmalar1 proteinlere baglanarak
yani lipoprotein formu ile miimkiindiir. Cok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) ve diisiik

dansiteli lipoprotein (LDL), lipid ve lipid esterlerini karacigerden periferik dokulara
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tasinmasim saglar. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ise; fazla kolesterolii periferik
dokulardan karacigere tasimaktadir. Kanda LDL’nin yiiksek olmasi, HDL’nin diisiik
olmasi; kalp krizi, felc, ateroskleroz gibi hastaliklar icin risk tasimaktadir (5).

Oksidan-antioksidan bozuldugu durumlarda viicuttaki organik bilesikler zarar
gormektedir.  Lipoproteinlerin  (6zellikle LDL’nin) oksidasyonu aterosklerozun
patogenezinde O©nemli role sahiptir. Diyetle aliman LDL oksidasyonunu onleyici
antioksidanlar, aterosklerozu ve kansere yakalanma riskini azaltabilecegi diisiiniilmektedir
(6).

Bu calismanin amaci 6zellikle; Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yetistirilen ve ¢okca
tilketilen karalahana bitkisinin, lipoproteinlerin (LDL, VLDL) oksidasyonuna etkisi ve
dolayisiyla; hastaliklar tizerine roliinii ortaya koymaktir. Diger lahana tiirleri ile ilgili
bircok calisma mevcut iken; karalahana iizerinde fazla durulmamis olmasi, ¢aligmanin
temel nedenlerinden biri olmustur. Karalahana ekstraklarinin oksidan ve antioksidan

kapasitesi degerlendirilecek ve lipoproteinlerin oksidasyonuna etkisi arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karalahana

Karalahana, Crucifera ailesi (Brassicaceous bitkileri) bitki tiirleri arasinda yer

almaktadir.

2.1.1. Crucifera Bitkileri

Eski adiyla Cruciferae yeni adiyla Brasicaceae ailesi, 380 genus ve 3000 den fazla
bitki tiiriinii yapisinda bulundurmaktadir (7). Brassicaceous bitkileri diinya iizerinde
oldukga genis yayilima sahiptir. Belirgin olarak Akdeniz’in Giiney Batisi’nda ve Asya’nin
merkezindeki alanlarda bulunmaktadirlar. Bu ailede siis bitisi 6zelligindeki bitkiler yaninda
ekonomik olarak onemli besinsel sebzeler ve mahsuller bulunmaktadir (7).

Brassica tiirii Cruciferae ailesinin en biiyilkk sebze grubunu olusturmaktadir.
Brassica oleracea alt grubunda ise Brassica oleracea acephala (bassiz lahana)-kara
lahana, B. o. botrytis-karnibahar, B. o. capitata (basl hahana)-lahana, B. o. gemnifera-
briiksel lahanasi, B. o. gongylodes-yer lahanasi, B. o. italica (dallanmig lahana)-brokoli
gibi tiirler yer alir. Brassica’ lardaki ac tat icerigindeki siilfiirli bilesiklerden kaynaklidir
(7). Crucifera sebzelerinin icerigindeki glukosinolatlar ve glukoz igerigin artmasiyla aci
tad miktar1 da artar. Fruktoz ve siikroz miktar1 bu aci tad olusumu iizerine etkisi azdir (8).

Brassica tiirlerinden; brokoli, karnibahar gibi sebzeler, ikincil metabolit {riinii
olarak olusan glukosinolatlar1 yiiksek miktarda icermektedirler. Glukosinolatlar (GS)
kiikiirt iceren glikosidlerdendir ve Brassicaceae tiirlerinde bitkiyi herbisitler, peptisitler ve
zararl patojenlere kars1 korumaktadirlar. Glukosinolatlar (Sekil 1), icermis olduklar siilfiir
gruplarnt giiclii asitlerdir ve potasyum tuzlarn seklinde bitki vakuollerinde depo

edilmektedir. GS, hayvanlarda biyolojik olarak aktif degillerdir (9). Ancak sebzeler
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cignendiklerinde ya da dograndiklarinda glukosinolatlar, mirosionaz enzimi (EC 3.2.3.1)

ile hidrolize olarak izosiyonatlara ve diger iiriinlere doniisiirler (10).

HQO

OH
F’\ﬁ/ —7~LoH

0SO;

Sekil 1. Glukosinolat yapis1 (11).

Cogu Crucifera sebzeleri iyi bir C vitamini kaynagidirlar. Bu ailenin i¢inde yer alan
brokoli tiiriinde oldugu gibi A vitamini de icerebililer. Bu vitaminler kanserlerden
korunmada rol oynayabilirler (12). Ayrica flavonoidler (kuersetin), mineral olarak
selenyum bulundurmaktadirlar (13).

Brassica tiirlerinin, kardiyovaskiiler hastaliklar1 onlemede ve bir¢ok cesit kanser
tiiriine kars1; koruyucu etki gosterdigi ve bunda icerigindeki; glikosinolatlar, flavonoidler

ve diger fenolik bilesimlerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (4) .
2.1.2. Karalahananin Ozellikleri

Yaklagik 2000 yildir bilinmekte olan karalahana (Brassica oleracea var. acephala
DC.) (Sekil 2), Karadeniz sahilinde siklikla yetistirilmektedir. Ozellikle Dogu Karadeniz
Bolgesi’ nde besin kaynagi olarak cokga tiiketilen iri kalin yaprakli bir bitkidir (14).
Genelikle kis aylarinda karalahananin yapraklarindan ¢orba, tursu gibi yemek cesitlerinin
tilketimi yaygindir. Karalahananin {iretildigi aylar sonbahar sonundan ilkbahar baslarina,
dolayisiyla ekim ayindan baglayarak takip eden ii¢ veya dort aya karsilik gelmektedir (1).
Ancak yaz sonrasinda yapilan ekimler daha iyi mahsul vermektedir (14). Brassicaceae
oleracea var. acephala ¢igekleri sari renklidir, 2n=18 kromozomludur (15). Yapraklari en

koyu rengini, soguk havalarda alir (14).
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Karalahana yapraklarinin besinsel yararlarinin yaninda, tohumundan elde edilen

yagt; ekmek, kek benzeri besinlerin yapiminda kullanilmaktadir (1).

Sekil 2. Karalahana (Brassica oleracea var. acephala DC.)

Karalahananin igerigine bakilinca ; karalahananin yesil yapraklarinda en c¢ok
fruktoz, serbest asit ¢esidi ise ; sitrik asit oldugu belirlenmistir. Yag asidi bakimindan ise;
yapraklarinda 18 farkli yag asidi cesidi belirlenirken, tohumunda 20 farkli yag asidi
bulunmustur. Yapraklarinda cogunlukla bulunan yag asitleri; 16:0 (palmitik asit), 18:2n-6
(linoleik asit) ve 18:3n-3 (a-linolenik asit) , tohumlarinda en cok 22:1n-9 (erusik asit)
bulunur. Ayrica 18:2n-6 (linoleik asit) ve 18:1n-9 de tohumlarinda diger yag asitlerine gore
fazla miktarda bulunmaktadir. Bu coklu doymamis yag asitlerinden linoleik asit ve a-
linolenik asit insan viicudunda iiretilmediginden esansiyel olarak alinmasi gereken yag
asitleridir (1). Karalahananin taze yapraklarinda, amino asit igerigi olarak en ¢ok glutamik
asit bulunurken; ikinci sirada aspartik asit gelmektedir. Yapisinda, makro besinlerden en
cok kalsiyum (Ca), mikro besinlerden ise demir (Fe) bulunmaktadir. Ayrica da strontiyum
(Sr) da yapraklarin kuru agirhigin biiyiik bir kismimi olusturmaktadir (1). Tablo 1° de

karalahana yapraklarinin icerigi (en ¢ok bulunanlar) 6zetlenmektedir.



Tablo 1. Karalahananin icerigi (1).

Seker (mg/100g kuru agirhk)
Fruktoz 2011£34.,9
Glukoz 1056%16,2
Siikroz 8941428
Organik Asit (mg/g kuru agirhk)
Sitrik asit 22131949
Malik asit 151+14,9
Aminoasit (% Kuru agirhk)
Glutamik asit 33,241,1
Aspartik asit 27,610,8
Arginin 20,610,8
Losin 20,310,6

Yag asitleri (mg/g kuru agirhk)
Linolenik Asit (18:3n-3) 85,31+3,61
Palmitik asit  (16:0) 18,710,45
Linoleik asit (18:2n-6) 18,610,87
Mineraller (mg/g kuru agirhk)
Sr 252491

Fe 72,6%1,3

Mn 53,5%1,9

Zn 39,4+1,2

Ca 19,7+0,6

Yapisinda; ayrica (suda c¢oziinen) C vitamini ve (yagda coziinen) lutein ve

zeaksantin gibi fitokimyasallar icermektedir (16) .

2.2. Lipoproteinler

Sulu cozeltilerde ¢oziinmediklerinden dolay1 lipidler; dokularda membran lipidleri
(fosfolipidler ve kolesterol) ve depo lipidleri ve plazmada ise; lipoproteinler adi verilen
suda coziinebilen makromolekiil kompleksleri seklinde tasinir halde bulunurlar (17).
Lipoproteinler, hidrofobik lipidleri (trigriserid ve ester kolesterol) kapsayan bir ¢ekirdek ile
protein, serbest kolesterol ve fosfolipidlerden olusan tek katli bir yiizey tabakasindan

meydana gelen kiiresel yapilardir (Sekil 3).
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o,

Sekil 3. Lipoproteinlerin Genel Yapis1 ( 18 ).

Elektroforetik hareketliliklerine, yogunluklarina ve icerdikleri apoproteinlere gore
baslica alt1 farkli lipoprotein sinifi bulunmaktadir. Bunlar silomikronlar (SM), cok diisiik
dansiteli lipoproteinler (VLDL), orta dansiteli lipoproteinler (IDL), diisiikk dansiteli
lipoproteinler (LDL), yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) ve lipoprotein (a) [ Lp(a) ]’ dir
(19). Plazma lipoproteinleri barsak ve karacigerde sentez edilir. Yapilarinda, 10 degisik
apolipoprotein (apo) bulundururlar. Bu apoproteinler, fosfolipidlerle reaksiyona girerek
ester kolesterolleri ve trigliseridlerin ¢oziinmesine yardim ederler, lipoproteinlerin
enzimlerle olan reaksiyonlarin1 diizenlerler ve hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak
kolesterol ve trigliseridlerin doku ve plazma arasindaki degisiminde etkili olurlar (17-19).

Diyetle alindiktan sonra, barsaklardan kismen hidroliz olarak yag asitleri,
monoagilgliseroleller, fosfolipid ve kolesterol seklinde barsak mukoza hiicrelerinden
absorbe edilen lipidler, silomikronlar seklinde lenfatik sistem araciligi ile kana verilir ve
metabolize olurlar (Sekil 4). Karacigerde sentezlenen VLDL, dolasim esnasinda
hidrolizlenme sonucu sirasiyla IDL ve LDL’ye doniisiir ve baslica ekstrahepatik dokular
tarafindan katabolize edilir (20). Plazmadaki kolesteroliin yaklasik % 70’1 sadece apo
Bigo’ti bulunduran LDL tarafindan tasinir. Bu nedenle LDL aterojenik lipoprotein olarak
bilinir (21). HDL ise; barsaklarda ve karacigerde sentezlenmektedir. HDL’nin yapisindaki
proteinin % 90’1ndan fazlas1 apo A’dir. HDL, perifer dokulardan karacigere kolesteroliin

taginmasi ve metal selasyonu ya da peroksidaz aktivitesi ile LDL oksidasyonunu onlemesi
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nedeniyle antiaterojenik lipoprotein olarak bilinir (22). Lp(a), lipid igerigi bakimindan
LDL’ye benzemesi ve yapisindaki apoproteinler [apo (a) ve apo B]’den dolayr hem

aterojenik ve hemde trombojenik 6zellige sahiptir (23).

Karaciger Karaciger

kaynakh
ViLDL kolesterol

LPL OIDL \
b Gida kaynalkl|
f 3 Safra kolesteraol
asitleri

. e e— LDL l
A LCAT LCAT
Hucresel \
il > @5 @ @ _

itk :
pr——ef] disk HDL - HDL,

Silomikron

. LPL Okﬁllﬂtlﬁl ’z?%,.
(O O «— 7
- Silomikron Silomikron o

Periferik
Hiicreler

Kan plazmasi Lenf sivisi Bagirsak

Sekil 4. Lipoproteinlerin Metabolizmasi (24).

2.2.1. Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein (VLDL)

Cok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL), plazmas1 santrifiij edildiginde; d < 1.006
g/mL olarak yiizen, 300-700 A° capinda partikiillerdir. VLDL’nin yapis1 genel olarak
karacigerde sentezlenen trigliseritten olusmaktadirve bu trigliseritler, yaklasik VLDL’in %
55-56’sm1 olusturur. VLDL, endojen olarak sentezlenen trigliseritlerin periferal dokulara
tastniminda  gorev  yapmaktadir (25-29). Karaciger, kolesterol ve trigliseridlerin
sentezlendigi baslica organdir, bu organin ihtiyacini asan kolesterol ve trigliseridler VLDL
icinde kana salmirlar. Boylelikle VLDL, karacigerde sentezlenmis kolesterolii,
trigliseridleri, fosfolipidleri ve kolesterol esterlerini  perifer dokulara tasir. Suda
¢oziinemeyen bu lipidler, bu sayede VLDL’nin biinyesi i¢inde paketlenince kanda
taginabilir hale gelmis olur. Bu taneciklerde bulunan apo B ve apo E, hem yapiy1
saglamlagtinr hem de metabolik yasamlarinin sonunda hiicreler tarafindan taninip

endositoz yoluyla dolasimdan ¢ikartilmalarini saglarlar. VLDL, kanda dolasirken yiiksek
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dansiteli lipoproteinlerden apolipoprotein CII (apo CII) ve apolipoprotein E (apo E)’ yi
alir. Bu durumda VLDL olgunlagmis sayilir. VLDL, dolasim sirasinda viicuttaki kilcal
damarli bolgelerden (yag, kalp, kas) gecerken lipoprotein lipaz (LPL) ile etkilesir. Apo C-
II, LPL’nin aktivasyonu igin gereklidir. LPL, VLDL’nin tasidig trigliseridleri yag
asitlerine doniistiiriir, bunlarda hiicrelerin icine alinip ya depolanir ya da enerji iiretimi i¢in
kullanilirlar. VLDL, dolagim sirasinda tekrar HDL ile karsilastiginda apo CII, HDL’e geri
doner ama apoE kalir. Ayrica kolesterol ester transfer proteini (CETP) HDL’den aldig1
kolesterol esterleri, VLDL’deki trigliserid ile takas eder. VLDL’ deki trigliseridler
azaldikca bu lipoproteinin yogunlugu yiikselir, orta dansiteli lipoproteinler (IDL)’e
doniigiirler. IDL’nin bir kism1 karaciger hiicre reseptorleri tarafindan taninip, hiicre igine
almirken diger kismu ise; trigliseridlerin yerini kolesterol esterleri almasi ve Apo B

disindaki diger proteinlerin kaybolmasi sonucu LDL’e doniisiirler (30-31).

2.2.2. Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)

Yaklasik olarak 200 A° ¢capinda olan LDL, boyut olarak 6nciilerine (VLDL ve IDL)
nazaran daha kiictiktiir, fakat yogunlugu artmms durumdadir (d = 1,019- 1,063 g/mL). .
LDL, % 75 oraninda lipid icerir. Kolesterol baskin olan lipid grubudur ve yaklasik LDL’in
% 50’sini olusturur.Baglica gorevi; kolesterolii karacigerden periferik dokulara tasimaktir.
Plazmadaki LDL’in biiyiikk c¢ogunlugunun VLDL’in bir katabolizma iiriinii oldugu
disiiniilmektedir. ApoBjgo LDL’deki yegane apoproteindir. Plazmadan LDL’in
uzaklastirilmas: biiylik oranda hepatositlerce gerceklestirilir. Plazmadaki LDL’nin LDL
reseptori araciligiyla 6zellikle karacigerden uzaklastirllmasinda, yapisindaki ApoB 1oy ve
hiicre ylizeyindeki reseptor sayist etkilidir.

Kandaki, LDL konsantrasyonunun yiikselmesi insanlarda aterosklerozisin bir
habercisi olarak kabul edilmektedir (25-28,32). LDL’nin kolesterol esteri yapisinda; yag
asidi cesidi olarak en ¢ok, 18:0 ve ardindan 18:2n-6 yag asitleri gelmektedir. Trigliserid
iceriginde; sirasiyla 18:n-9, 18:2n-6, fosfolipid iceriginde ise; 16:0, 18:0, 18:1 yag asitleri
bulunur. LDL partikiilleri VLDL’ e gore daha az miktarda trigliserid ve daha yiiksek
miktarda kolesterol ve kolesterol esterleri tasir.

LDL’ nin baslica gorevi olan kolesterol taginiminin hiicrelere olabilmesi icin hiicre
yiizeyindeki membranda yer alan LDL reseptoriiyle etkilesmesi gerekir. Boylellikle

hiicrelerdeki kolesterol diizeyi kontrol altina alinmis olur. Bu etkilesimde LDL’ nin
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yapisindaki apoBgo , LDL reseptoriiyle etkileserek; reseptoriin LDL’ i tanimasini saglar.
Ayrica apo E ‘ de LDL reseptoriine baglanabilir. Bir bagska LDL kolesterol taginimina
oldukga spesifik olan ¢opgii resptor sinifi SR-A reseptor aktivitesi verilebilir. Boylelikle
¢Opeii gorevinde olan makrofajlar okside formdaki LDL ‘nin yapisinda birikmesine neden

olmaktadir (33).

2.2.3. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein ( HDL)

Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL), lipoproteinler icerisinde yogunluk olarak en
fazla (d = 1,063-1,21 g/mL), cap olarak ise en kii¢iik olan (70-120 A°) partikiillerdir. Apo
A-I ve Apo A-Il HDL’deki ana apoproteinler olup, bir HDL partikiiliiniin % 50’sini
olustururlar. HDL, yogunluklari dikkate alinarak HDL,; (1,050-1,063 g/mL.), HDL, (1,063-
1,12 g/mL) ve HDLs (1,12-1,21 g/mL) olmak iizere ii¢ simmifa ayrilir. HDL gruplan
icerisinde Apo E’yi yapisinda bulunduran tek fraksiyon HDL,; olup yaklasik toplam
plazma Apo E’sinin % 50’sine sahiptir (25-27).

HDL’nin baglica gorevi kolesteroliin ters tasimmin saglamaktir (perifer
hiicrelerinden karacigere). ABCA1 tasiyic1 proteinin kontroliinde hiicreden alinan
kolesterol, lektin acil transferaz (LCAT) yardimiyla esterlesmis formda HDL icginde
paketlenerek taginmaktadir.

HDL, LDL’i oksidasyona karsi korur. Bu positif iliski plazmadaki HDL’nin
yapisindaki paraoksanaz veya platelet aktivate edici faktor asetil hidrolaz (PAF-AH) gibi
enzimleriyle iligkilidir. Paraoksanaz, kalsiyum bagimli bir enzim olup; HDL, paraoksonaz
aktivitesi ile hiicresel veya bakirla oksitlenmis HDL’ nin indirgenmesine saglamaktadir.
Paraoksanaz aktivitesi i¢in paraoksanazin, lipoprotein yiizeyine baglanmasi gerekir ve eger
HDL glikolizlenmis durumda ise PL ve apolipoproteinler paraoksanaz aktivitesini
degistirerek, paraoksanaz aktivitesi kaybina ve LDL oksidasyonun da bu sekilde

onlenmesinin engellenmesine neden olabilir (34).

Tablo 2’ de VLDL, LDL, HDL’ nin genel 6zellikleri 6zetlenmektedir.
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Tablo 2. Insan Viicudunda Bulunan Lipoproteinlerden VLD, LDL, HDL’ nin Genel
Ozellikleri (35-37) .

VLDL LDL HDL
Fizyolojik olusumu
Kaynag Karaciger VLDL/IDL  Karaciger, barsak
Cap1 (nm) 30-80 18-25 5-12
Yogunlugu ( g/mL) 0,95-1,006  1,019-1,063 1,063-1,210
Icerigi (%)
Lipid 90 75 50
Protein 10 25 50
Lipid icerigi (%)
TG 50 9 8
CE 22 45 30
Serbest kolesterol 11,9 21,0 10,2
Fosfolipid 18 21 29
Yag asidi icerigi (% agirlik olarak)
16:0 (palmitik asit) 25,7 19,7 33,7
18:0 (sterik asit) 6,3 7,7 13,0
18:1 (oleik asit) 29,5 16,0 12,8
18:2n-6 (linoleik asit) 25,4 36,9 26,1
20:4n-6 (arasidonik asit) 3,1 8,5 6,1
Apolipoprotein icerigi
Apo Bioo, C1, C2, Bioo Al, A2, A4,
C3,E C1,C2,C3,E

2.3. Oksidan Antioksidan

Biyolojik sistemlerde, aerobik metabolizmanin normal {iriinii olarak serbest
radikaller ve diger giiclii oksidanlar agiga cikar. Bu reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve
bunlarin meydana getirecegi hasar1 onlemek icin antioksidan savunma sistemleri devreye

girmektedir (38) .
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Saglikli organizmalarda, aktif oksijen tiriinleri ve gegis metalleri oksidan olarak rol alirken,
SOD, Kat, vitamin E ve vitamin C gibi yapilar da antioksidan olarak rol alir. Oksidan-
antioksidan dengede oksidan tarafa egilimin oldugu artmis oksidan stres durumlarinda, bu
molekiillerde hasarlar meydana gelir. Bu durum, bircok patolojik olayin temelini olusturur

(39).

2.3.1. Serbest Radikaller ve Oksidan Ajanlar

Uzerinde bir ya da daha fazla ortaklasmamis elektron bulunan ve serbest hareket
edebilen atom ya da molekiiller, serbest radikaller olarak ifade edilmektedir. Normal
sartlarda hiicreler tarafindan tiiketilen molekiiler oksijenin %95-98" i dort elektron ilavesi
ile suya, geri kalan % 2-5’ i ise; giinliik homeostatik oksidan stres esnasinda reaktif serbest
radikallere doniisiir (39) . Biyolojik sistemlerde en fazla ortaya g¢ikan serbest oksijen
radikalleri; siiperoksit (Oy), hidroksil (OH), nitrikoksit (NO"), peroksil (OO), alkolsil
(RO), hidrojen peroksit (H,O,), lipid peroksit, hipoklorikasit (HOCI), ozon (O3), aldehit
(HCOR )’dir (40) .

Fizyolojik metabolizma ve patolojik degisiklikler, serbest radikal olusumuna
katkida bulunmaktadir. Iyonize radyasyon gibi dis faktorler hari¢ tutulursa hiicrelerde
serbest radikallerin iiretimi genelde elektron transfer reaksiyonlar1 sonucu olmaktadir. Bu
reaksiyonlar enzim katalizli oalbilecegi gibi gecis metal iyonlarinin redoks reaksiyonu

sonucu, nonenzimatik olarak da gerceklesebilir (41).

2.3.2. Serbest Radikalerin Biyolojik Etkileri

Serbest oksijen radikalleri, mitokondriyal solunum, trombosit aktivasyonu, lokosit
fagositozu ve prostagladin sentezi gibi yasamsal islevlerde rol almasina ragmen hiicrede
lipidler basta olmak iizere, proteinler, DNA karbonhidratlar iizerine toksik etkiye sahiptir.
Serbest radikallerin protein iizerine etkileri, aminoasit bilesimlerine baghdir. Yapilarinda
sistein, sistin, metiyonin, histidin, triptofan, tirozin gibi aminoasitleri fazlaca bulunduran
proteinler radikallerin oksitleyici etkisine daha fazla duyarhidir. Doymamis cift bag ihtiva
eden ve kiikiirt iceren molekiillerin de serbest radikallere duyarliligi cok fazladir. Oksijen
radikalleri, peptit baglarinin hidrolizi, disiilfid bag: tesekkiilii ve ¢apraz baglanmalara yol

acabilir. Bazi aminoasit kalintilari, karbonil tiirevlerine doniisiir. Bu oksidatif
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degisikliklerden sonra proteinler, proteolitik parcalanmaya karsi daha hassas olurlar.
Protein yapisinda olan enzimler, aktivite kaybina ugrayabilir veya daha az aktif olurlar.
Na-ATPaz enziminin tiyol gruplarinin oksidasyonu sonucu aktivite kaybi, hiicre i¢i ve dist
iyon dagilimini bozulabilir (42, 43).

Hidroksil radikali 6zellikle DNA’da deoksiriboz ve bazlarla reaksiyona girerek
bazlarin modifikasyonuna ve zincir kisalmasina yol acar. DNA polimerazi inhibe eder, bu
yiizden hiicre 6liimiine kadar giden siirecleri baslatir, hiicre yaslanmasini hizlandirir ve
karsinogenezise yol acabilir (44, 45).

Serbest radikaller hiicrede enerji metabolizmasini da etkiler. Gliseraldehit -3-fosfat
dehidrogenaz enzimini inhibe ederek, NADH+H" azalmasina ve glikolizle ATP sentezinde
azalmaya sebep olurlar. Mitokondrilerde ise; radikallerin etkisi ile hem i¢ membran
biitiinliigliniin bozulmas1 hem de ATP sentetaz aktivitesinde azalma sonucu ATP
seviyesinde bir diisiis olur. Siiperoksit radikali hiyaluronik asit parcalanmasina yol acarak

inflamatuar eklem hastaliklarinin patolojik siirecinde de gorev alabilir (44, 46) .

2.3.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli sistemlerde reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerini diizenleyecek ve bunlarin
olusturdugu hasar1 6nleyecek bir¢cok savunma mekanizmalari mevcuttur. Antioksidan
savunma sistemi veya kisaca antioksidanlar olarak da bilinen bu mekanizmalar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engeller ve/veya reaktif oksijen tiirlerini nontoksik
bilesiklere dondiiriirler. Baglica, hiicrenin sitoplazmasinda ve membraninda bulunurlar
(38).

Hiicrede olusan radikallerin, detoksifikasyon islemi genellikle enzimlerle
garceklestirilir. Bunlar; SOD, Kat ve GSH-Px gibi; O, ve Hzoz,i temizleyen enzimlerdir.
GSH-Px diisilk H,O, konsantrasyonlarinda aktif iken, katalaz daha cok yiiksek H,O,
konsantrasyonlarinda aktiftir (47).

Antioksidan savunma sisteminin nonenzimatik boliimii, bazi bilesikler ve
vitaminlerden olusur. Bunlar lipid fazda bulunanlar ve sivi fazda bulunanlar olarak iki
gruba ayrilir ve oksidasyon basamaklarnin ¢esitli safhalarinda etkili olurlar.
Antioksidanlar; bastirici, onarici toplayici ve zincir kirict olmak iizere dort ayr sekilde etki
gosterirler. Bastirici etki; serbest oksijen radikallerinin hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltan veya yok eden, toplayici etki; serbest oksijen radikallerini tutma veya onlar1 daha
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zayif yeni molekiillere cevirme ve zincir kirici; serbest oksijen radikalleri ile etkileserek

zincir reaksiyonlarini sonlandirma islemidir (44).

2.4. Bitki Antioksidanlari

Bitkilerin antioksidan 0©zelligi, yapilarinda bulunan; vitamin, mineral, vitamin
kofaktorleri, hormonlar, fiber yapilari (kolon kanserinin 6nlenmesinde Onemi bilinen),
yaninda bitkisel kimyasallardan (fitokimyasal antioksidanlardan) kaynaklanmaktadir.

Bitkilerde bulunan vitaminlerden; 6zellikle A, C, E vitaminleri bilinen antioksidan
vitamin cesitlerindendir. A vitamini (beta karatonden viicudumuzda sentezlenerek) icin
kaynak olan sebze ve meyveler bitkilerde oldugu gibi insanlar1 da giinesin yaptig1 zararl
etkilerden korumaktadir. Beta karoten iceren baslica sebzeler; havug, kabak, brokoli,
domates, karalahana, seftali olarak gosterilebilir. C vitamini (askorbik asit); yasamsal
olarak ©Onemli gorevlere sahip antioksidanlardandir. Hem hayvan hem de bitkilerde
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda, reaktif oksijen tiirlerini temizleyen bir
antioksidan olarak gorev yapar (48). Yiiksek miktarda C vitamini kaynagi turunggiller
yaninda; yesil biber, brokoli, yesil yaprakli sebzeler, ¢ig lahana, domates gibi baglica
sebzeler yer almaktadir. E vitamini (tokoferol, tokotrienoller), yaglarda ¢6ziiniir ve lipidleri
koruyucu 6zellige sahiptir. E vitamini kaynag1 olarak, ham bugday, sebze yaglan, yesil
yaprakli sebzeler gosterilebilir (49).

Yiiksek oranda sebze ve meyve tiiketimi oksidatif stresi engelleyerek buna bagh
dogabilecek kronik hastaliklar1 6nler (50). Kisaca, bitkisel kaynakli diyetle tiiketilen sebze
ve meyvelerdeki antioksidanlar; hastaliklara karst savunmada, viicud direncini
arttirmaktadirlar (51).

Fitokimyasal antioksidanlar grubu ise; bitkiler tarafindan {retilen bitki
kimyasallaridir. Bitkiler ilk olarak bu kimyasallar1 fazla miktarda oksijenin (reaktif
oksijenin) bitkiye yapabilecegi zararh etkilere kars1 korunmak icin olusturmustur (52). Bu
kimyasallar bitkilerin ikincil metabolizmasi iiriinleridir. Baslica metabolizma iiriinleri gibi
bitki icin esansiyel iiriinler degillerdir. Ancak bitkiye 6zgii renk, tad, koku olusturmalari
yaninda; bitkileri, mantarlardan, bakteri, viriis, hiicre, DNA hasaridan koruyabilirler (53).
Fitokimyasallarin ikincil metabolizmasi tarafindan genellikle sikimat ve piriivat yollar
tizerinden sentezlenirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasal antioksidanlar, 3 biiyiik sinif

altinda toplanilabilir:
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e Fenolik metabolitler,

e Terpenoidler,

e Alkaloidler ve diger azot iceren gruplar (50).

Fenolik metabolitlerin (polifenollerin); bulundugu grup bitki aleminde en genis
fitokimyasal antioksidan grubu olarak bilinmektedir. Fenolik metabolitler, en az 10 farkli
alt simifa ayrilmaktadir ve 8000 den fazla polifenol tiirii icermektedir (54). Polifenoller;
cesitli sebze ve meyve, tohum, kuruyemis, cicek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak
sentezlenen maddelerdir (55). Bu siniflarda fenolik asit gibi basit yapili bilesikler yaninda,
tanenler gibi kompleks yapili bilesikler yer alabilir (Sekill 5). Fenolik bilesikler, enzimatik
mekanizmayla veya direk radikal temizleme mekanizmalariyla antioksidan fonksiyon
gosterdiklerinde tek degerlikli kendi fenoksil radikallerine yiikseltgenirler ve icerdikleri
hidroksil gruplarinin sayis1 ve konfigiirasyonu antioksidan aktiviteyi 6nemli miktarda
etkilemektedir (56).

Polifenol siifinin en biiyiik grubu flavonoidlerdir. Flavonoidlerin etkili antioksidan
olmalar1 arastirma konusudur ve gorev olarak askorbata benzer etki gosterdigi
gozlemlenmistir (48). Flavonoidler (Sekil 5) genellikle cicek, yaprak, gévde, kok, tohum
ve meyve gibi bitki dokularinin epidermal hiicrelerinde glikozidik veya glikozidik olmayan
formda birikirler (57). Flavonoid cesitlerinin tasimis olduklar1 farkli hidroksil gruplar ve
onlara bagh substituenler flavonoidlerin farkli indirgenme potansiyeli kazanmasina ve
bundan dolay1 degisik antioksidan aktivite gostermelerine sebep olurlar (58). Flavonoidler
(Sekils), yapisal olarak; A, B benzen halkalar1 ve O bagh C halkasindan olugmaktadir (59).
B halkasindaki hidroksil konfigiirasyonu SOR ve SNR (serbest nitrojen radikalleri)
temizleme aktivitesinde belirleyicidir. B halkasindaki hidroksi gruplar1 hidroksil, peroksil
ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek onlar1 daha kararli hale getirirler
ve bu radikallere oranla daha kararh flavonoid radikallerinin olugmasina neden olurlar. Bu
diizenlenme ayrica hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikali temizleyicilerinin en carpict
ozelligidir. Bu yapidaki flavonoid radikalleri daha kararlidir. B halkasindaki 3’-4’- katekol
yapisi lipid peroksidasyonunu inhibisyonunu arttirmaktadir. A halkasindaki substitusyon
antioksidan aktiviteyle zayif korelasyon gosterir fakat 5-OH’ 1n antioksidan aktiviteye
katkis1 bulunmaktadir. Ayrica A halkasinda metoksi grubu bulunmasi B halkasinin

antioksidan aktivitesini etkilemektedir (60).
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Flavonoidler, antioksidan ozellikte 13 alt sinifa ayrilir; kalkonlar, dihidrokalkonlar,
auronlar, flavonlar, flavonollar, dihidroflavonollar, flanonlar, flavanollar, flavadiollar,

antosiyaninler, izoflavonoidler, proantosiyadinler, biflavonoidlerdir (61) .

3 OH
COOH 0
& OH
0 OH
D 0 OH
(o) @ Ho 7‘/@
0 0
0..0 0 OH
C | HO o 0
OH 6 3 oH
OH
5 4 Ho OH
OH OH HO OH
Fenolik asit Flavonoidler Tanen

Sekil 5. Polifenoller (62).

Terpenoidler, yag asidi benzeri asetat birimlerinden sentezlenirler. Fakat yag
asitlerinden, dallanmadan dolay1 farklilik gosterirler. Bakterilere, viriislere, mantarlara,
protozoalara kars1 etkilidirler.

Alkaloidler, heterosiklik azotlu bilesikler de denir. Tibbi olarak ilk kullanilan
alkaloid morfin olup 1805 yilinda bulunmustur.

Diyetle flavonoid igceren besinlerin tiiketimi, hem in in vivo hemde in vitro olarak
bircok biyolojik etkiye sahiptir. Epidemiyolojik calismalarda, flavonoid iceriklerin
tiketiminin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 azalttigr goriilmiistiir. Bu yiizden
flavonoidler; antioksidan, antimutajenik, ¢opcii aktiviteye sahip olabilir (12,59) .

Flavonoidlerin lipid peroksidasyonunu engellemesi;

1) OH ve O gibi radikallere ¢copcii aktivite gostererek

2) Metal iyonlarina baglanarak,

3) Lipid peroksil radikallerine ¢6pcii aktivite gostererek,

4) Serbest radikallerden dolayr olusmus enzimatik reaksiyonlar1 inhibe ederek
saglanmaktadir (60) .

Flavonoidler, LDL ile direk etkilesebilirler ve bu sekilde LDL oksidasyonunu
engelleyebilirler. Ayrica flavonoidler, monosit/makrofaj gibi ater hiicreleri ile etkileserek,

makrofaj yollu LDL oksidasyonunu inhibe edebilirler. Ustelik, flavonoidler, paraoksonaz
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enzim aktivitesine karsi koruyucu etki gostererek lipoproteinlerin oksidasyonunu
engellerler. Biitiin bunlar, makrofaj-kopiik hiicre olusumunun azalmasina yol acar. Boylece

aterosklerotik lezyon gelisimi engellenir (63) (Sekil 6).

FLAVONOID

KAN

FLAVONOID KOLESTEROL

OKSIDASYON

PEROKSITLERININ
YIKIMI

Sekil 6. Flavonoidlerin LDL Oksidasyonuna ve Kopiik Hiicre Olusumuna Etkisi (63 ).

2.5. Lipid Peroksidasyonu

Lipoproteinlerin ve biyolojik membranlarin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitleri ve kolesterol, cogunlukla biyolojik sistemlerin iiriinii olarak meydana gelen
oksitleyici ajanlarin tesirine maruz kalarak dogal (biyolojik olarak fonksiyonel) yapilarini
kaybederler ve lipid peroksitlerine doniisiirler. Lipid peroksidasyonu enzim gerektirmeyen
ve ileri sathalarinda yeni serbest radikal olusumunu ve/veya ara lipid hidroperoksit
tiriinlerinin meydana gelmesi ile karakterizedir.

Lipid peroksidasyonunun baslangis asamast bir PUFA’nin metilen karbon

hidrojeninin bir serbest radikalin saldirisi ile baglar (Sekil 7) .
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Sekil 7. Lipid Peroksidasyonu Mekanizmasi (64) .

RH + ‘OH — L'+ H,O ( L’ Lipid radikali) Baslama reaksiyonu

Bu asamadan sonra lipid radikalinde oksijen molekiiliiniin de etkisi ile yap1
farklilagmasi olur ve bir molekiiler diizenleme gerceklesir (konjuge dien olusumu). Bu

reaksiyonun ilerleme fazina karsilik gelir.

L'+ O, = LOO (LOO Lipid peroksil radikali) ilerleme reaksiyonu

LOO+LH —» L'+ LOOH

Bu haliyle oksidan 6zellik kazanan lipid molekiilii, diger yag asitlerine etki ederek
lipid peroksitlerin olusumunu saglar (65,66) .

Monohidroperoksitlerden sekillenen zincirlerin kesimi sonucunda baslica iki grup
molekiil meydana gelir: Hidrokarbonlar ve kisa zincirli aldehitler.

Daha az karakterize olmakla beraber epoksi iiriinler, alkoller ve keton gruplar

olusur. Yine ara {iriin olarak hidroksialdehitler, dikarboksilik asitler meydana gelir.

LOOH — LOO’ — malondialdehit
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Lipid peroksidasyonun sonunda yan iiriin olarak malondialdehit (MDA), 4-
hidroksinonenal (4 HNE) gibi son derece toksik molekiiller meydana gelir. MDA,
sitotoksisite, mutajenite, membran yikimi ve enzim modifikasyonuna yol acar. Son derece
reaktif bir aldehit olup proteinlerin serbest amino gruplari, Ozellikle fosfolipidler ve
niikleikasitler ile reaksiyona girerek bu etkilerini gosterir. Doku hasarinin iyi bir belirteci
olmasindan dolay1 lipid peroksidasyonunun ol¢iimiinde yaygin olarak kullanilir (66,67).
Yogun lipid peroksidasyonunun etkileri su sekilde siralanabilir:

e Membran akigkanliginda azalma,

e Membran potansiyelinde azalma,

e Membran hasarlarindan dolay: hiicre bilesenlerinin salinim1 gerceklesir,

e Toksik peroksit son iiriinleri meydana gelir,

e Doku hasarindan dolay1 antioksidanlar hiicre disina sizar (68) .

Dogal LDL ile karsilastirilinca a-tokoferol (TOH) ile zenginlestirilmis LDL, F-10
ortamiyla baglatilmis oksidasyonu daha duyarhdir (Sekil 8). «-tokoferol’iin Cu*
indirgemesiyle meydana gelen Cu®, Cu *2* den daha giiclii oksidandir. Bu indirgenme
esnasinda meydana gelen a-TO" (tokofeoksi radikali) hidrofobik oldugundan LDL ° den
uzaklagamaz. Diger antioksidanlarin bulunmadigi durumlarda LDL oksidasyonu etkinlesir.
Giiclii bir radikal toplayici olan koenzimQ (CoQ;oH;), o-TO ~ a etki ederek onu

uzaklastirmaktadir.

a-TOH + Cu ** = o-TO "+ Cu *
a- TO + CoQoH; — CoQqp - "+ o-TOH
COQm Tt 0, — COQ10 + 02'-

a- TO:, lipid peroksidasyonunu ilerletirken, herbir CoQ;oH; molekiilii 1-2 serbest
radikal zincirini sonlandirdigr ileri siiriilmiistiir. LDL’ nin CoQjoH» igerigi lipproteinin
bakirla oksidasyonunu ilk basamagina hasasiyeti ile ters orantili oldugu yani CoQ;oH, niin,
sadece vitamin E’ nin prooksidan aktivitesini Onlemekle kalmadigi ayni zamanda

lipoproteinin oksidasyona direncini de arttirdig1 bildirilmistir (69,70).
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Sekil 8. Bakir ile Oksidasyon (71) .

2.6. Lipoproteinlerin Oksidasyonu
2.6.1. LDL Oksidasyonu

LDL’nin subendotelyal alanda endotel hiicreleri, monositler, makrofajlar,
lenfositler ve diiz kas hiicrelerinden salgilanan radikallerin etkisiyle yapisinin oksitlenmesi
sonucu okside LDL (oLDL) meydan gelir. Plazmanin yiiksek antioksidan kapasitesinden
dolay1 LDL oksidasyonu genellikle subendotelyal alanda olur. Kan dolasimindaki oLDL
miktar1 ¢ok diisiiktiir. Dolayisiyla oLDL’ ler retikiiloendotelyal sistem hiicrelerince hizli
bir sekilde ortamdan wuzaklastiriir (72,73). LDL’nin oksidasyon mekanizmasi;
antioksidanlarin kaybolmasiyla baglar. Daha sonra LDL lipidlerindeki PUFA ‘larin
peroksidasyonu sonucu dien konjugatlar, ardinda da lipid peroksitlerin parcalanmasi
sonucu aldehitler, alkenler ve hidroperoksitler meydana gelir. LDL yapisinda bulunan
ApoBjg ya direk oksidasyona ya da bu aldehitlerin bir boliimiiniin, serbest €-amino lizin
grubu ile daha cok kovalent baglarla etkilesmesi sonucu daha kiigiik peptidlere parcalanir

ve agrege olurlar (74-76). oLDL’ de bulunan oksidasyon iiriinleri Tablo 2 6zetlenmistir:



26
Tablo 3.0LDL’ nin Okside Uriinleri (77).

Hedef Oksidasyon iiriinleri Ornekler
Kolesterol Oksisterol 7-hidroperoksi kolesterol
(Serbest ve EK) 7-ketokolesterol
7-hidroksikolesterol
Yag asitleri Hidroksiperoksitler Linoleil hidroksiperoksit
Hidroksitler Linoleil hidroksit
Keton okzo-detadekadienonat
F;-izoprostan 8-Epi-prostagladin F 5
Aldehitler 9-okzononanoat
Apo B Parcalanma 3-klorotirozin
Capraz baglanma Ditirozin
Amino asit oksidasyonu Hidroksilosin
Amino asit
tiirevlendirilmesi

Oksidasyon sonucunda meydana gelen okside oLDL, farkli molekiiler yapiya ve
fizyolojik ozelliklere sahiptir.

Normal LDL den farkli olarak oLDL kimyasal ve fizikokimyasal olarak, yogunlugu
artar, konjugedien icerigi artar, aldehit icerigi artar, elektroforetik mobilitesi artar, LDL
reseptoriinii tanimast azalir, apoB’ deki protein fragmentleri artar, 360nm’ de eksitisyon,
430 nm’ de giiclii floresans verir, igerigindeki antioksidanlar azalir, fosfotidil kolin ve
kolesteril esteri icerigi azalmis, lizofosfotidilkolin ve oksisterol igerigi artar, PUFA’ larin
bir kismi veya cogu kaybolmus, hidroksi ve hidroperoksi-PUFA icerigi artmistir.
Agregasyon meyili ve heterojenitesi artar (78-81) .

oLDL biyolojik olarak ise; ¢Opgii reseptorler ve diger reseeptorler yoluyla
makrofajlarca alimi ve parcalanmasi artmistir, bir¢cok hiicreye kars: sitotoksiktir, monosit
ve diiz kas hiicreleri i¢cin kemotaksisi artmistir, guanilat siklazin NO aktivasyonunu inhibe
eder, asetilkolin, NO ve nitrogliserinle indiiklenmis izole diiz kaslarin gevsemesini
engeller, tromborezistans aktivitesini arttiran protein kinaz C’i baskilar, endotel hiicre
kiiltiiriinde hiicrelerin doku faktorii aktivitesini arttirir, monosit-makrofajlarca PDGF
salinimi ve PDGF-mRNA iiretimini baskilar, makrofaj glutatyon icerigi yaklasik iki kat
artar, antijenik yap1 kazanir (80-82).
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oLDL sekilleri; oksidasyon derecesine bagl olarak tiplendirme yapilmistir.

Dogal LDL, yapisinda lipid peroksit ve aldehit icermez. LDL reseptorleri
araciligiyla temizlenir.

Hafif modifiye LDL, (MM, LDL) biyolojik olarak fonksiyoneldir; ancak PUFA ve
antioksidan icerigi azalmistir. Lipid peroksit olusumunun baslangi¢ evresindedir.

Orta derecede okside LDL, PUFA ve antioksidan miktarlar iyice azalmis, apoBjg
parcalanmis ve lizolesitinler olusmaya baglamistir.

Ileri derecede okside LDL, antioksidanlar tiikenmis aldehit ve ketonlar olusmustur.
LDL reseptorii yerine makrofajlar tarafindan ¢opgii reseptorlerce tanmir ve dahil edilir.
(83).

Farkli LDL tiplerinin (LDL alt gruplarinin) oksidasyona yatkinliklar1 farklidir. Bu
farklilikta, LDL’nin lipid icerigi ve antioksidan kapasitesi baslica etkenlerdir (58,84).
Bunlar icinde kiiciik yogun olan LDL alt sinif1 oksidatif modifikasyona en yatkin olandir
(85).

LDL’nin antioksidan miktarinin yiikksek olmasi oksidasyona direncini arttirir.
Diisiik konsantrasyonda vitamin E, diiz kas hiicreleri ve endotel hiicrelerinde LDL
oksidasyonunu onleyebilmektedir. Vit E ‘nin koruyucu etkisi, sadece endotel ve diiz kas
hiicrelerine degil, monosit-makrofaj hiicrelerinde de olmaktadir (86) .Vit E ve B-karoteni
diisiik olan LDL ‘ de otooksidasyon meydana gelir; PUFA’ lar azalir ve aldehitler artar
(87). Oksidasyonda ilk énce o ve y- tokoferol daha sonra da karotenoidler azalir. LDL
antioksidanlar1 tamamen kaybettikten sonra hizli peroksidasyon baglar. LDL’ nin
oksidasyona direnci esasen antioksidan icerigi ile belirlenir. Suda ¢oziiniir antioksidanlar
Vit C ve glutatyon konsantrasyona bagimli olarak LDL direncini arrtirmaktadirlar (88).
HDL, LDL oksidasyonun azaltict yonde etki gosterir. Ancak LDL ile aym
konsantrasyonda kolesterol icermesinde oksidasyona karst LDL’den daha duyarlidir (89).
Glukozaminoglikanlar da LDL oksidasyonunda etkili olmaktadir. LDL-glikasyonu
oksidasyonunu arttirir (90) Plazma ve hiicre dis1 sivilarda selenyum, bakir, demir gibi
metallerin ve bu metalleri baglayan proteinlerin varligi, hiicrelerin oksidanlar1 salinim

hizini etkileyerek LDL oksidasyonunda rol oynamaktadirlar (91).
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2.6.2. VLDL Oksidasyonu

VLDL oksidasyonununda; LDL oksidasyonuna benzer mekanizma ile gerceklestigi
rapor edilmistir (92). Ancak LDL ile karsilastirldiginda, VLDL oksidasyona daha fazla
direnclidir. Biiyilk VLDL’ler, oksidasyona kars1 kiiciik VLDL’lerden daha fazla direng
gosterirler. Dogal haliyle VLDL, hiicre yiizeyi lipoprotein lipaz1 ile etkileserek triagil
gliserolleri hidrolizler ve yag asitlerini aciga c¢ikarir. Geri kalan VLDL, LDL
reseptorlerince alinabilir. Okside VLDL ise; lipazlarla hidrolize ihtiyag duymadan ¢opcii
reseptorler tarafindan alinabilirler. Biiyilk ve triagilgliserolce zengin VLDL, okside
oldugunda, hiicrelerde fazla miktarda lipid birikimine neden olur (93). Okside VLDL,
dogal VLDL’ye gore iki kat daha hizli bir sekilde makrofajlar tarfindan parcalanmaktadir.
Ayrica okside VLDL, okside LDL’ye gore makrofajlarda daha fazla kolesteril esteri
birikimine neden olmaktadir (94). Bakirli VLDL oksidasyonunda, yapisinda bulunan
onemli bir apoprotein olan apo E’nin arginin ve lizin amino asitleri ¢capraz baglanma
gosterdigi ve bu sekilde yapisal degisime ugrayabilecegi belirlenmistir (92). Bu durumda
LDL reseptorleri ve heparin siilfat (proteoglikan) yapilarina okside olmus apoE’nin
baglanma aktivitesi azaldigindan hiicrelerin lipid alimi azalmasina neden olmaktadir.
Yiiksek konsantrasyonda glikoaminoglikanlar, bakirla meydana elen VLDL
modifikasyonunu baskiliyabilirler. Bunu da glikoaminoglikanlar Cu** ve onun siilfat ve
ligandin karboksil ucuyla ile kompleks olusturarak gerceklestirirler. Boylelikle heparin
siilfat gibi proteoglikanlar sadece lipid metabolizmasini kontrol etmekle kalmaz ayrica
lipoprotein oksidasyonunu da kontrol altinda tutarlar (92 ).

Bakirla VLDL oksidasyonda gecikme siiresi, LDL’e gore iki kat daha uzundur.
Buna gore kiiciik lipoproteinler, daha kolay okside olurlar. Lipoproteinlerdeki
oksitlenebilirlik, antioksidanlar1 ve yag asidi bilesimine baghdir (93). Lipid
peroksidasyonunda zincir kirici olarak fonksiyon goren tokoferol (vitamin E), LDL’de

oldugu gibi VLDL’de de lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu etki gdstermektedir (95 ).
2.6.3. Lipoproteinlerin Oksidasyonu ve Kardiyovaskiiler Hastahklarla iliskisi
Aterosklerotik islevin baglangicinda ve gelisiminde endotel fonksiyon bozuklugu

onemli rol oynamaktadir. Arter duvarina giren LDL, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve

makrofajlar tarafindan salgilanan serbest radikaller tarafindan okside edilirler. Endotelalt1
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alanda LDL ‘nin oksidasyonu endotel hiicrelerinde kemotaktik faktorlerin salinimini
arttinir. Monosit ve T lenfositler subendotelyal yiizeye gecerler. MM-LDL’nin uyarimi ile
endotel hiicrelerinden salinan koloni uyarici faktorler, monositlerin makrofajlara
doniismesini uyarir. Artan endotelaltt makrofajlarin etkisiyle LDL’nin oksidasyonu devam
eder ve kopiik hiicre olusumuna yol agar (Sekil 9) (82).

Modifiye LDL’nin glikasyonu ve agregasyonu ve LDL’nin fosfolipazlar ve
proteoglikanlarla etkilesimi, arter duvar1 hiicrelerince LDL almimimi arttirir. Kopiik
hiicrelerde bol miktarda kolesterol esterleri birikir. Okside LDL ‘nin makrofajlarca alinimi
¢cOpcil reseptorler lizerinden gerceklesir. Makrofajlarin goc¢ii yani arter duvarindan ¢ikist
okside LDL tarafindan engellenir. Sonugta arter duvarinda patolojik seviyede kolesterol
birikir. Olusan aterom plagi, kopiik hiicrelerinin parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan hidrolitik
enzimler etkisiyle yirtilir. Yirtilmig aterom plagr iizerinde, koagulasyon sisteminin devreye
girmesi ile tromboz gelisir. Bu da damar tikaniklig1 ile sonuclanabilir (96,97). Insan
ateroklerotik plaklarda, bulunan serbest metal iyonlar1 LDL oksidasyonuna neden olabilir
(33).

Yiiksek diizeyde VLDL, aterosklerozun hizlanmasina yol acabilir. Bu durumun
nedeni kopiik hiicre olusumunun VLDL peroksidasyonuyla artmasindan kaynakli olabilir
(98). Diisiik insiilin ve yiiksek glukagon seviyelerinde lipoprotein lipaz baskilandigindan
dolay1 seker hastaliginda VLDL seviyesi artar. HDL, perifer dokulardan karacigere
kolesteroliin tasinmasi ve metal selasyonu ya da peroksidaz benzeri aktivite ile LDL
oksidayonunu 6nlemesi nedeniyle antiaterojenik olarak bilinir (99). Bu peroksidaz benzeri
aktiviteyi  lipoprotein  peroksitlerini  hidrolizleyen  paraoksonaz ile  gosterir.
Ancakparaoksanaz, reaktif oksijen tiriinleri varhiginda aktivitesini kaybetmektedir (100).
MMP’ler HDL nin aterosklerotik koruyucu etkisini azaltarak aterotik plak olusumunu
artirabilecegi savunulmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarindaki HDL kolesterol azalisi,
kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskili olduguna inananilmaktadir. Tip 1’lerde ise; HDL

normal veya yiiksek seviyede olabilir (33).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Spektrofotometre (UV-1601, UV Visible Spectrophotrometer, SHIMADZU )
Rotary Evaporator (Buchi 461 Water Bath)

Plastik Kiivet, Cam malzeme (SIGMA, ILDAM)

Santrifiij (EPENDORF, AG 5810 )

Ultra santrifij (BECKMAN,Optima LESOK Ultracentrifuge)

Ultra santrifiij tiipleri (BECKMAN, Lot N0:9.30-99, Polikarbonat,10,4 mL)
Otoanalizor (ROCH,Hitachi, Modular)

Plate Okutucu (Anthos Reader, 2001)

Plate Yikayict (DIOGNASTIC PASTEUR, LP 35)

Inkiibator (SHELLAB)

Firin (Galen Kamp Plus Oven)

Hasas Terazi (MP-300,Elektronik Balance, CHYO, OHAUS-Explorer Pro)
Maynetik Karstiricr ve Isitic1  (IKA Labortechnik)

Saf Su Arnitma Cihazi (ELGA , Pure Lab UHQ)

Buzdolabi (AYGAZ)

Derin Dondurucu (-20°C) (ARCELIK)

Derin Dondurucu (—SOOC) (Bio Freezer, Forma Scientific)

PHmetre (Hana Instrument pH 211)

Vorteks (NUVE, NM 110)

Su banyosu (BIBY RE 100B)

Rotary evaporator (BIBBY RE 100)



3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Albumin
AlCI;
CuS04.5H,0
FeCl,
Folin Ciolcalteaue
Na,EDTA
NaOH
HCI
Metanol
Etanol
Na,HPO4
NaH,PO4
NaCl
NaOH
Na,COs
NaHCOs;
SDS

TCA
TBA
Trolox

+ Katesin
Gallik asit

(SERVA)
(RIEDEL-DE HAEN)
(MERK)

(MERK)

(SIGMA)

(CARLO ERBA REAGENT)
(LABKIM)
(MERCK)

(MERCK)

(MERCK)

(MERCK)

(MERCK)

(CARLO ERBA REAGENT)
(LABKIM)

(SIGMA)

(MERCK)
(AMBRESCO)
(MERCK)

(SIGMA)

(SG510, FLUKA)

( SIGMA)

(SIGMA)

1, 1, 3, 3 tetrametoksipropan (ALDRICH)

32
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3.2. Metodlar

3.2.1. Karalahana Orneklerinin Toplanmas: ve Ekstraklarin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Karalahana Orneklerinin Toplanmasi

Yoremizdeki cesitli il ve ilcelerden (Trabzon merkez, Rize, Giresun,
Hopa,Vakfikebir) karalahananin taze ve yesil yapraklar1 toplanarak, serin ve karanlik
ortamda kurutuldu. Kurutulan karalahana o6rnekleri, ogiitiiclide kiiciik parcalara ayrildi ve

harmanlanarak, ekstrak hazirlanana kadar 4°C’ de saklandi (1).

3.2.1.2. Karalahana Ekstraklarimin Hazirlanmasi

Karalahanadan Metanollii Ekstrakin Hazirlanmasi

Metanollii karalahana ekstraki icin; soklet aparatina 8 gram kurutulmus ve
ogiitiilmiis karalahana igeren ekstrak kartusu koyularak, ekstrake edildi. Soklet aparatinda
(Sekil 10) ¢ozelti renksiz oluncaya kadar yaklasik 24 saat ekstraksiyon islemi siirdiiriildii.
Once filitre kagidi ardindan, Whatman 0,2 pm filtrelerden siiziildii. Karalahananin
metanollii eksrtaklarinin (ME) konsantrasyonu; belli hacimde ekstrak evaporatorii ile

ucurulup, kuru agirhigima gore hesaplandi.

Sekil 10. Soklet Aparat1 ve Rotar Evapotor
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Karalahanadan Sulu Ekstrakin Hazirlanmasi
Karalahanaya ait sulu ekstrak (SE), destilasyon balonlarina karalahanalarin
yapraklarindan hazirlanmig kurutup, 6giitiilmiis 6rneklerden; 56 gram tartilarak suyla geri

sogutucu alanda yaklasik 6 saat kaynatilarak ardindan siiziilerek elde edildi.

Tablo 4. Sulu ve Metanollii Ekstraklarin Kuru Agirlik Cinsinde Konsantrasyonlari

Konsantrasyon (mg/mL)
LSE 35,550
LME 4,306

3.2.2. Karalahana Ekstraklarinda Antioksidan Tayinler

3.2.2.1. Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Toplam fenolik igerigin belirlenmesi Folin reaktifi kullanilarak (Silinkard ve Rossi,
1965) yapildi. Metot, suda ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Olusan mor renkli kompleks 650 nm’ de maksimum absorbans olusturur (102).

Cozeltilerin Hazirlanmast

1. %20 ‘ lik NayCOs, 20 gram Na,COs tartilarak hacmi 100 mL’ e tamamlandi.

2. Bitki standartlarimin hazirlanisi: Onceden ekstraktaki kuru agirligina gore
hesaplanmis sulu ve metanollii ekstraklarin ana stoklarindan (sulu 35.550 pg/mL,
metanollii 4306 pg/mL) seyreltilerek hacmi 1000 pg/mL olacak sekilde su veya metanolle
seyreltildi. Calisma ii¢ kez tekrarlandi.

3. Fenolik standartlarin hazirlanisi, 0,001 gram gallik asit ve katesin tartilarak
hacmi 1 mL ¢ e tamamlandi. Boylelikle 1000 pg/mL standart cozeltiler elde edildi. 500,
250, 125, 62,5 pg/mL ° lik standarlar1 elde etmek icin seri seyreltmeler yapildi.

Deneyin yapilist

Sonuglarin kargilagtirnlmasi amaciyla fenolik bilesik olarak katesin ve gallik asit
kullanildi.

Deney basamaklar1 ve yapilan pipetlemeler asagidaki grafikte 6zetlenmektedir.
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Tablo 5. Toplam Fenolik Icerik Metod Basamaklari

Kor Bitki Ekstraki Standart
(Distile Su veya SE veya ME  Gallik Asit ve Katesin
Metanol) (1000 pg/mL ) (1000 pg/mL )

Niimune 100 uL 100 uL 100 uL
Distile su 3 mL 3 mL 3 mL
Folin-Ciocalteau reaktifi 0.5 mL 0.5 mL 0.5mL

3 dakika inkiibasyonda bekletildi.

% 20’1ik NaCOs 2mL 2 mL 2 mL

1 saat inkiibasyonda bekletildi.

650 nm’de absorbanslarn spektrofotometrik olarak okundu.

Katesine gallik asite ait konsantrasyon grafikleri cizilerek her bir ekstrakin
konsantrasyon miktar1 belirlendi. Standart grafikleri sekil 11 ve sekil 12 olarak

gosterilmektedir.

y=0,002x + 0,16
1,6 1 1r=1,000

0 ) ) L
0 500 1000 1500

Katesin ( ug/mL)

Sekil 11. Toplam Fenolik icerik icin Standart Katesin Konsantrasyon Grafigi
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y= 0,002x- 0,006
L6 1 1=1,000

Absorbans (650 nm

0 I I I I I 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Gallik asit (ug/ mL)

Sekil 12. Toplam Fenolik Icerik i¢in Standart Gallik Asit Konsantrasyon Grafigi

3.2.2.2. Flavonoid icerigin Belirlenmesi

Flavonoidlerin belirlenmesi deneyi, Zhishen-1999, (103) Dawento-2002 (104) ve
ark. kullandig1 metodu biraz farklhilagtirarak yapildi (105). Flavonoidlerin alimiinyum ile
yapmis olduklar1 kompleksler reaksiyon sonunda, pembe renk olusturmaktadir. Bu pembe
renk olusumu, standart ve kore karst spektrofotometrede okutularak flavonoid igerik
belirlendi (51).

Cozeltilerin hazirlanmast:

1. % 5 ‘lik NaNO,, 5 gram NaNO, tartilarak ultra saf su ile hacmi 100 mL’ye
tamamlanda.

2. % 10’ luk AICI;.6H,O, 10 gram AICI; tartilarak ultra saf su ile ( hizh
yaptlmamali ) hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.

3. 1 M NaOH, 2 gram NaOH tartilarak ultra saf su ile hacmi 50 mL’ye tamamlanda.

4. Bitki standartlar; total fenolik icerigin belirlenmesinde oldugu gibi hazirlandi.

Deneyin yapiligi:

Sonuglarin karsilastirilmast amaciyla bir flavonoid olan katesin standartlari
kullanildi. Deney basamaklar1 ve yapilan pipetlemeler asagidaki grafikte 6zetlenmektedir.

Deney ii¢ kez calisildi.
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Tablo 6. Flavonoidlerin Belirlenmesi Deney Basamaklar

Bitki Ekstraku Standart Katesin

Ij;’;fﬁgtl;ni‘f SE,ME (500, 250, 125, 62,5
(1 pg/mL ) pg/mL)
Niimune ImL ImL 1 mL
Distile su 5 mL 5 mL 5 mL
%5 NaNO, 0.3 mL 0.3 mL 0.3 mL
Vortekslendi.
5 dakika inkiibasyonda bekletildi.
%10 AlCI; 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL
1 M NaOH 2 mL 2 mL 2 mL

5 dakika inkiibasyonda bekletildi.

Hacim 10 mL’e tamamlanda.

Hemen 510 nm’ de spektrofotometrede absorbanslari okundu.

Katesine ait konsantrasyon grafikleri cizilerek her bir ekstrakin konsantrasyon

miktar belirlendi. Standart grafigi sekil 13 olarak gosterilmektedir.

1,8

y=0,003x+0,005
r=1,0

1,6

Absorbans (510 nm)

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Katesin (ug/mL)

Sekil 13. Flavonoid Belirlenmesi Standart Katesin Konsantrasyon Grafigi



38

3.2.2.3. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Tayini

Karalahana ekstraklarindaki; antioksidan giiciin belirlenmesinde, Erel (106) metodu
(antioksidan kiti) kullanildi. Fe *2_o-dianisidin cozeltisi ve HyO, c¢ozeltisi, Fenton tipi
reaksiyon vererek OH' radikalini olusturmaktadir. Olusan bu radikal diisik pH’ larda
renksiz o-dianisidin molekiillerini, sar1 kahverengi rengindeki dianisidil radikallerini
oksitlemektedir. Dianisidil radikalleri iizerinden baglayan bu oksidasyon sonucu dianisidil
radikalleri de kendi aralarinda reaksiyona girerek biiyilk kompleksler olusturmakta, diger
oksidasyonlara neden olmakta ve zincirleme oksidasyon reaksiyonlar1 gerceklesmekte ve
olusan renk giderek koyulagmaktadir. Fakat ortama katilan ve antioksidan 6zellik gosteren
bir madde bu oksidasyon reaksiyonlarini durdurmakta ve dolayisiyla rengin koyulasmasini

da engelemektedir.

R;(Fe *-o-dianisidin+o-dianisidin)+R, (H,O,) = Fe *-o-dianisidin+ OH" + o-dianisidin
— OH' + o-dianisidin — Dianisidin radikali ( dianisidin * )[sar1 kahverengi renk
olusumu] + dianisidin © — Dianisidin - molekiiliiniin oksidasyonu ve mega kompleks
molekiillerin olugsmasi (renk koyulagsmasi)

Deneyde Kullanilan ozeltiler:

1. Standart olarak Troloks ¢ozeltisi, etanolle 1 mmol/L olacak sekilde hazirlandi.
Seri seyreltmelerle 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 standart Trolox ¢ozeltileri elde
edildi.

2. Reaktif 1:Clark ve Lubs c¢ozeltisi (75 mM ve pH:1,8 ) i¢inde; 10 mM o-
dianisidin ve 45uM demir iyonlarindan olugmaktadir.

3. Reakrif 2: Clark ve Lubs ¢ozeltisi icinde ;7,5 mM H,0,’ den olusmaktadir.

4. Bitki standartlari, ; total fenolik i¢erigin belirlenmesinde oldugu gibi hazirlandi.

Deneyin yapilisi:

Deney basamaklari ve yapilan pipetlemeler asagidaki grafikte ozetlenmektedir.

Deney ii¢ kez tekrarlandi.
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Tablo 7. TAK Deneyi Basamaklari

Hacim (pL)
Reaktif 1 200
Bitki ekstraklari 5
Reaktif 2 10

450 nm’ de absorbanslar1 okundu.

Troloks standart grafigi cizilerek karalahana ekstraklarindaki antioksidan kapasitesi

belirlendi.(Deneyde maksimum absorbans 6. dakikada elde edildi.)

y=-0,5x- 0,70
1,8 1 r=0,993

Absorbans (450 nm)

0 L] L] L] L] L) L) L}
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Trolox ( mmol/L)

Sekil 14. TAK Deneyi Troloks Konsantasyon Grafigi.

Troloks standarti konsantrasyon grafigine gore karalahana ekstraklarin

konsantrasyonu hesapland (Sekil 14).

3.2.3. Lipoproteinlerin izolasyonu ve Lipoproteinlerde Yapilan Tayinler

Saglikl1 15 kisiden alinan kan 6rnekleri kan hiicre sayimi, lipoprotein izolasyonu ve

serum biyokimyasal parametreleri i¢cin antikoagulansiz vakumlu tiiplere alindi. 20 dakika



40

oda sicakliginda inkiibasyonu ardindan 3000 rpm ‘ de 15 dakika santrifiij edilerek serum

ve plazmalar elde edildi.

3.2.3.1. Lipoprotein izolasyonu

Lipoproteinlerin izolasyonu kesikli dansite gradient ultra santrifiigasyonu ile
Sclavons ve ark. (107) metodu ile 10,4 mL’lik polikarbonat ultrasantrifiij tiipleri kullanarak
yapildi. NaBr ile dansite gradienti olusturularak VLDL, LDL ve HDL izole edildi.

Cozeltilerin Hazirlanmasi : (108)

(A) :(d=1,006 g/mL) 11,46 g NaCI + 0,372 g EDTA + 0,13 g NaN;

deiyonize suile 1 L ‘e tamamlandi.

B) :(d=1,24 g/mL) 34,11 g NaBr, cozelti (A) ile 100 mL’ e tamamlanda.

(C) :(d=1,063 g/mL) 7,60 g NaBr, ¢ozelti (A) ile 100 mL’ e tamamlandi.

(D) :(d=1,019 g/ mL) 1,66 g NaBr, ¢ozelti (A) ile 100 mL’ e tamamlandi.

Deneyin Yapilisi

20 dk, 4 °C’ de ve 4000 rpm’ de santrifiij edilerek elde edilen plazmanin
yogunlugu, kat1 NaBr ile 1,30 g/mL’ e ayarlandi. Bu islem icin hassas terazi kullanildi. 3,5
mL plazma tartildi, NaBr ilave edilerek agirligi 4,55 g’a ( 3,5 mL x 1,3 g/ mL) getirildi ve
izerine tabaka olacak sekilde insulin ignesi ile sirasiyla degisik yogunlukta asagidaki

cozeltiler ilave edildi (107).

Tablo 8. Lipoprotein izolasyonu I¢in Kullanilan Cozelti Konsantrasyonlar

mL
Plazma (1,3 g/mL) 3,5
B (1,24 g/mL) 1.4
C (1,063 g/ mL) 1,4
D (1,019 g/mL) 1,4
A (1,006 g/ mL) 1,9

Deiyonize su 0,3
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Hazirlanan santrifiij tiipleri, tabakalarin bozulmamasina 6zen gostererek Beckman
90 Ti sabit agili ultrasantrifiij rotarina yerlestirildi. 50 000 rpm ( 155 000 g) ve 4 ° C “ de 3
saat santrifiij edilerek VLDL, LDL ve HDL tabakalar elde edildi.

Bu tabakalar, pastor pipetle dikkatle alindi ve tim ayrilan lipoproteinler
aligotlanarak — 80° C ‘de saklandi. Her lipoprotein i¢in, TBARS deneyi yapilmadan &nce
diyaliz edildi. Diyaliz sonras1 ise; protein tayinleri ve toplam kolesterol (TK) ve toplam

trigliserid TG seviyelerinin 6l¢iimii enzimatik yontemlerle yapildi.

3.2.3.2. Lipoporoteinlerin Diyalizi

EDTA ve diger safsizliklarn uzaklastirmak amaciyla lipoproteinlerde ayri ayri
diyaliz yapildi. Diyaliz isleminde, seliiloz membrandan yapilmis diyaliz torbas1 kullanild.
Bu torba yan gecirgen bir zar oldugundan EDTA ve kiiciik molekiiller disar ¢ikarken
tampon iceri girmektedir. Bu yiizden diyaliz esnasinda membran yiizey alan1 artmaktadir.
Denge konsantrasyonuna erisildiginde, ¢oziinenlerin dagilimi her iki yonde de aym
olmaktadir (109).

Cozeltilerin Hazirlanmasu:

1. 10mM EDTA-10 mM PBS, pH 7,4 ;

Bir miktar % 0,9 ‘luk NaCl igerisine 4,36 g Na,HPO,4.2H,0 ve 1,86 g NaH,PO,
ilave edilerek ¢oziildii. Bu cozeltiye 0,148 g Na,EDTA ilave edildi. pH’ s1
kontrol edildi. Son hacim % 0,9’luk NaCl ile 4 L’ ye tamamlandi.

2. PBS (pH 7,4), 10 mM;

EDTA hari¢ ¢ozelti (1)’ deki gibi hazirlandi.

3. 100 mM NaHCOs3-10 mM NaEDTA, pH 7,4;

8,4 g NaHCOs; ve 3,722 g Na,EDTA bir miktar deiyonize suda ¢oziildi. pH’ s1

HClI ile 7,0’ye ayarland1. Deiyonize su ile hacim 1 L’ ye tamamlandi.

DiyalizTorbasimin Hazirlanmasi:

1. Diyaliz torbalar, istenilen ebatlarda kesildi ( LDL miktarlarina gore, yaklasik
10-15 cm) ve 1 L’lik beherlere koyuldu.

2. 100 mM NaHCO3-10mM Na,EDTA (7,0) tamponu ile 2 saat 60° C ¢ de siirekli
olarak ve yavasca karistirildi.

3. Yavasca 4 °C’ de sogutuldu ve kullanilana kadar saklandh.
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Diyaliz islemi:

Izole edilen lipoproteinler’den EDTA’y1 uzaklastirmak icin ilk 6nce 10 mM EDTA-
10 mM PBS ile 12 saat ve ardindan 10 mM PBS ile yine 12 saat her 3-4 saatte bir
tamponlar tazelenerek 4 °C’ de ve karanlikta maynetik karistiricida diyaliz islemi yapild.
[k asamada EDTA’I1 tampon kullanmada amag diyaliz islemi esnasinda gecen uzun siirede

meydana gelebilecek oksidasyona engel olmakti.

3.2.3.3. Lipoproteinlerde Total Kolesterol ve Trigliserid Tayini

Izole edilen lipoproteinlerde toplam kolesterol ve trigliserid tayini, Hithachi 917

atoanalizoriinde Roche kitleri kullanilarak enzimatik kolorometrik yontemlerle yapildi.

3.2.3.4. Lipoproteinlerde Protein Tayini

Izole edilen HDL, LDL ve VLDL protein tayini Lowry metodu (110) ile yapildi.
Bu metotta, protein 6nce alkali bakir ¢cozeltisi ile muamele edildi. Alkali ortamdaki Cu +2,
proteinlerin peptid baglari ile kompleks olusturarak Cu ** e indirgendi. Daha sonra Folin
ve Ciocolteu ‘nun fenol reaktifi ilave edildi. Fosfotungstik asit ve fosfomolibdik asitlerin
indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri meydana geldi.

Bu metodun hassasiyeti 2-100 pg arasindadir. Bu nedenle tayine gecmeden once

HDL 40 kat, LDL 20 kat ve VLDL 10 kat % 0,9  luk NaCl ile seyreltildi.

Cozeltilerin Hazirlanmasu:

1. 2xLowry Reaktifi;

A. 20 g NayC0O3260 mL, 0,4 g CuSO4.5H,0, 20 mL ve 0,2 g Na-K tartarat 20 mL
deiyonize suda coziildiikten sonra iicii karistirild1 ve bdylece bakir reaktifi elde edildi.

B. 10 g SDS 100 mL deiyonize suda ¢6ziildii.

C. 4 g NaOH 100 mL deiyonize suda ¢oziildii

Kullanmadan hemen 6nce 3:1:1 oraninda hacimlerde A: B: C kanstirllarak Lowry
reaktifi elde edildi. Bu cozelti 2-3 hafta saklanabilir. Eger cozeltide, beyaz cokelek
olusursa 37 ° C’ de 1sitilir. Fakat siyah ¢okelek gozlenirse ¢ozelti atilir.

2. Folin reaktifi, 0,2 N;
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2 N’ lik Folin reaktifi 1:10 oraminda deiyonize su ile seyreltildi. Bu cozelti,
karanlikta ve oda sicakliginda birkag ay saklanabilir.

3. Albiimin standartlar1

10 mg albumin 100 mL deiyonize suda ¢oziilerek 100 pg/mL’ lik albiimin standard1
ve bu standarttan da 75 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL ve 12,5 pg/mL’ lik standartlar

hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:

Tablo 9’da protein tayini basamaklar1 6azetlenmektedir.

Tablo 9. Protein Tayini (Lowry) Deney Basamaklari

Kor (uL) Numune (uL) Standart (uL)
NaCI ( % 0,9) 400 - -
Numune - 400 -
Standart - - 400
2xLowry 400 400 400
Oda sicakliginda 10 dk bekletildi.
Folin reaktifi ( 0,2 N) 200 200 200

Oda sicakliginda 30 dk bekletildi

750 nm ‘ de absorbanslari okundu.

Folin reaktifi asidik pH’ da kararlidir. Oysa indirgenme asidik pH’da yapilmaktadir.
Bu nedenle Folin reaktifi alkali bakir-protein cozeltisine ilave edilir edilmez iyice
karistirildi. Boylece fosfomolibdik-fosfotungstat reaktifleri par¢alanmadan indirgenmesi
saglanmis oldu.

Standart garafik yoluyla sonuglar bulundu ($ekil15)



44

y=0,004x+0,008
r=0,99

0 T T T T T 1
0 20 40 60 50 100 120

Protein {ug/ml)

Sekil 15. Protein Deneyi, Albumin Konsantrasyon Standart Grafigi

3.2.4. izole Lipoproteinlerin Ekstraksiz ve Ekstrakh Ortamlarda Oksidasyonu

Cozeltilerin Hazirlanigt :

A. Lipoproteinlerin oksidasyonu icin; 10 mM PBS, pH 7.4 ;

1. Bir miktar % 0,9 ‘luk NaCl igerisine 4,36 g Na,HPO,.2H,0 ve 1,86 g NaH,PO4
ilave edilerek ¢oziildii. pH’ s1 kontrol edildi. Son hacim % 0,9’ luk NaClI ile 4 L’ ye
tamamlandi.

2.100 uM CuSO04.5H,0 ¢ozeltisi,

0,026 g CuS04.5H,0O tartilarak PBS tamponu ile 10 mL’ ye tamamlandi.
Boylelikle 10mM CuSQO4.5H,0 ¢ozeltisi elde edilmis oldu. Bu ¢ozeltiden 100 uL alinarak
hacmi PBS tamponu ile 10 mL’ yee tamamlandi.(Taze olarak hazirlanmali.)

3.Bitki standartlarinin hazirlanmasi,

Bitki ana stoklarindan (sulu veya metanollii ekstraklardan) 100 puL’ lik oksidasyon
ortaminda konsantrasyonlart sirasiyla, 100, 50, 25,10,5 pg/mL olacak sekilde seyreltmeler
yapilarak hazirlandi.

4.1mM’Iik Na,EDTA,

1 mM konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Bu ¢ozelti oksidasyon durdurucu

olarak kullanildi.
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Deneyin Yapilisi:

A.Oksidasyon Deneyi

Lipoproteinlerin oksidasyonlari, i¢cin oncelikle karalahanaya ait sulu ve metanollii
ekstraklar son konsantrasyonlar1 sirasiyla; 100, 50, 25, 10, 5 pg/mL olacak sekilde
seyreltildiler. Oksidasyon ortami icin lipoproteinlerin protein konsantrasyonu 50pg/mL :
okside edici ajan olarak CuSO4.5H,0 konsantrasyonu; 1,67 uM olacak sekilde hazirlandi.
Buna gore deneyde oksidasyona maruz birakilmayan lipoproteinler, sadece okside edilen
lipoproteinler, farkli konsantrasyonlardaki ekstrak ilave edilip okside edilen lipoproteinden
olusturuldu.

Deney asamalarinda oncelikle lipoproteinler pH: 7,4 olan fosfat tamponuyla
seyreltildi (111). Farkli konsantrasyonlardaki ekstraklar ilave edilecek gruplar ilave
edildikten sonra vortekslenip, santrifiijlenip 37°C’ de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi okside edilecek ve ekstrak ilave edilip okside edilecek gruplar 1,67 pM CuSO4
.SH>O kullamlarak 24 saat 37°C’de tekrar inkiibe edildiler (112). 1nkiibasyon sonrasi
oksidasyonu durdurmak icin gruplara 1 mM EDTA ileve edildi ve 532 nm’ de TBARS
degerlerine bakildi.

3.2.5. Lipoproteinlerde Oksidasyon Tayini (TBARS)

Lipoproteinlerde lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit (MDA) nin asidik
ortamda tiyobarbiitik asitle 1sitilmasi sonucu meydana gelen pembe renkli kompleksin
dansitometrisi ol¢iilerek degerlendirildi (113).

B. TBARS deneyi icin,

1.TCA, %1;

1g TCA, deiyonize su ile ¢oziilerek 100 mL’ ye tamamlandi.
2. TBA, %1 ;
1 g TBA bir miktar deiyonize suda 1sitilarak ¢oziildii.

3. MDA standartlari;

1 mmol 1,1,3,3 tetrametoksipropan 100 mL 0,01 M’lik HCI igerisinde 50 °C * de
1 saat bekletilerek bu bilesigin hidroksi sonucu MDA c¢ozeltisi elde edildi. Bu konsantre
¢ozelti kullanilarak 10, 5, 2,5 ve 1,25 nmol/mL’ lik standartlar hazirlandu.
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B. TBARS deneyi
Tablo 10’ da TBARS deney basamaklar 6zetlenmektedir.

Tablo.10 TBARS Deney Basamaklar
Kor (mL)  Standart (mL) Numune (mL)

Deiyonize su 0,1 - -

Standart - 0,1 -

Lipoproteinler* - - 1

LDL/VLDL (50pug/mL)

TCA 1 1 1
Vorteks

TBA 1 1 1

* Normal /okside veya farkli konsantrasyonlarda karalahana ekstraki ilave edilmis ve
okside edilmis lipoproteinler

95 °C ‘de 45 dk 1sitilip sogutulduktan sonra 20 dk 3000 rpm’ de santrifiij edilerek
siipernatantlar 532 nm ‘de okundu. Standart grafik ¢izilerek LDL-TBARS ve oLDL-
TBARS seviyeleri belirlendi (Sekil 16).

1 =
y=0,009x+0,001
r=1,0
0,8
g 036 ]
n
]
2
504 -
B
<
0,2 -
0
0 2 4 6 8 10 12
[ TBARS] ( nmol/mL)

Sekil 16. TBARS Standart Konsantrasyon Grafigi
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3.3. istatistiksel Analizler

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama ve stardart sapmasi olarak ifade edildi.
Okside edilmis lipoproteinler ile karalahana ekstraklar arasindaki anlamh farkliligin olup
olmadigint belirlemede, parametreler normal dagilima uygunluk gostermediginden;
Kruskall Wallis Varyans analizi yapildi ve p<0,05 olanlar anlaml olarak kabul edildi.
Kruskal Wallis Varyans analizinin sonug¢larinin dogrulugunu belirlemek ve gruplar icinde
hangi konsantrasyon araliginda anlamh farkliligin oldugunu saptamak i¢in; Mann Whitney
U testi uyguland1 ve p< 0,01 olanlar anlamli olarak kabul edildi. Sulu ve metanollii bitki
ekstrak gruplan arasindaki farkliligi belirlemede ise; Mann Whitney U testi uygulandi ve
p<0,05 olanlar anlmal1 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Karalahananin sulu ve metanollii ekstraklarinin toplam fenolik madde (TFM),
flavonoid ve toplam antioksidan kapasite (TAK) diizeyleri Tablo 11°de gosterilmistir.
Toplam fenolik madde ve flavonoid igeriginin metanolik ektraklarda, toplam aktioksidan

kapasitenin ise sulu ekstraklarda yiiksek bulundu (p<0,05).

Tablo 11. Karalahana Ekstraklarinin Antioksidan Seviyeleri

Antioksidan parametre (nsg) (11:1};:)
TFM (g katesin/g ekstrak) 289+21  53,5+4.1
(mg gallik asit/g ekstrak) 343+ 1,6 55,2147
Flavonoid (mg/g ekstrak) 6,64 £0,6 12,9+0,9
TAK (mmol/g ekstrak) 0,24+0,02 0,15£0,02

Tablo 12°de saglikli kisilerden izole edilen lipoproteinlerdeki toplam kolesterol (TG)
ve triglierid (TG) seviyeleri mg lipoprotein basina ifade edilmektedir. Buna gére VLDL’de

trigliserid, LDL’de ise toplam kolesterol degerleri yiiksek bulundu.

Tablo 12. izole Lipoproteinlerdeki Trigliserid ve Toplam Kolesterol Seviyeleri

VLDL LDL HDL
(n=15) (n=15) (n=15)
TG (mg/mg protein) 2,0+ 0,085 0,28 £ 0,07 0,005 £ 0,004

TK (mg/mg protein) 0,48+0,14 1,51 20,31 0,015 £ 0,004
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Tablo 13’de izole edilen VLDL ve LDL’nin, Cu** (50 ug/ml lipoprotein: 1,67 uM
Cu*?) ile 24 saat 37 °C’de oksidasyonu éncesi (OO) ve sonras1 (OS) TBARS seviyeleri, mg
protein ve lipoprotein kolesterol basina ifade edilmistir. Oksidasyon oncesinde LDL ve
VLDL TBARS seviyeleri, hem protein ve hem de kolesterol basina ifade edildiginde
anlamli bir farklilik gostememistir. Oksidasyon sonrasinda, protein bagma ifade
edildiginde okside LDL’de TBARS seviyelerinin daha yiiksek oksidasyon gdzlenirken;
(p<0,05), kolesterol basina ifade edildiginde okside LDL ve okside VLDL TBARS
seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi. Protein basina ifade edildiginde en fazla
oksitlenebilirligin LDL’de (8,2 kat), VLDL’de ise (2,33 kat), kolesterol basina ifade
edildiginde en yiiksek VLDL’de (11,79 kat), LDL’de ise (8,23 kat) oldugu goriildii.

Tablo 13. izole lipoproteinlerde oksidasyon dncesi ve sonras1t TBARS seviyeleri

00 OS
VLDL-TBARS (nmol/mg protein) 2,92 +1,74 6,83 £3,69
(nmol/mg kolesterol) 1,27 £ 0,68 14,98 £7,95
LDL-TBARS  (nmol/mg protein) 2,60 £1,06 21,3348,39 *
(nmol/mg kolesterol) 1,72 £0,67 14,16 £5,31

* Okside lipoproteinlerin TBARSa gére istatistiksel olarak anlamli p<0,05

Tablo 14 ve Tablo 15°de son konsantrasyonlart 100 pg/mL (A,A”), 50 pg/mL
(B,B"), 25 ug/mL (C,C’), 10 pg/mL (D,D’) ve 5 pg/mL (E,E’) olacak sekilde ekstraklar
ilave edildiginde elde edilen oksidasyon sonuclari nmol TBARS seklinde protein ve
kolesterol basina ifade edilmistir. Sulu ekstraklarda, ekstrak konsantrasyonunun artisi ile
tim lipoproteinlerde TBARS seviyeleri azalmasina ragmen VLDL’de konsantrasyon
farkliliginin istatistiksel olarak anlamli bir TBARS seviyesi faklilifina neden olmadigi
goriildii. Sulu ekstraklarda 100 pg/mL’lik ekstrak konsantrasyonu, diger konsantrasyonlara
gore daha diisik LDL-TBARS sonucuna neden oldu (p<0,01). Metanollii ekstraklarda
ekstrakt konsantrasyonlarina gore TBARS seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik

bulunamadi (p>0,01).



Tablo 14. Farkli Konsantrasyonlarki Sulu Ekstraklarin Lipoproteinlerin TBARS Seviyelerine Etkisi

- - OKSIDE A B C D E
LIPOPROTEINLER LIPOPROTEINLER 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 ug/mL
VLDL

nmol/mg protein 6.83 +3.69 3,41 42,17 3,86 2,52 4,48 2,49 4,43 +2,66 4,59 2,90

% Inhibisyon 46,67+19,63 42,24+18,92 31,55+15,12 31,37+20,6 30,85+21,15
nmol/mg kolesterol 14,98 +7.95 7,37 +4,14 8,36 £ 4,78 9,80+ 4,96 9,44+ 4,93 9,92 +5,50
% inhibisyon 46,67+19,63 42,24+18,92 31,55+15,12 31,37420,60  30,85+21,15

LDL

nmol/mg protein 21.33 48.39 5,41 1,76 7,75 £2,27* 7,93 £2,82* 8,6 +2,17* 8,54 £2,23*

% Inhibisyon 71,72£12,16 60,14+13,48 59,21£13,40 54,88+16,14  55,32%15,65

% Inhibisyon 71,72412,16 60,14+13,48 59,21+13,40 54,88+16,14  55,32+15,65

*. A’ya gore istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0,01),.

9%



Tablo 15. Farkli Konsantrasyonlardaki Metanollii Ekstraklarin Lipoproteinlerin TBARS seviyelerine etkisi.

- - OKSIDE A B C D’ E’
LIPOPROTEINLER *y ib0pROTEINLER 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL
VLDL

nmol/mg protein 6.83 +3.69 3,03 1,76 3,72+2,0 3,76 £ 2,04 3,98 +2,22 4,22 +2,34

% Inhibisyon 52,71 £15,67 43,49 +13,73 42,86 +18,03 38,67 116,73 36,88 £13,91
nmol/mg kolesterol 14,98 + 7,95 6,64 £ 3,45 8,23+ 4,20 8,49+ 4,70 8,72+ 4,25 9,24 £4,91
% Inhibisyon 52,71 £15,67 43,49 13,73 42,86 £18,03 38,67+16,73 36,88 +13,91

LDL
nmol/mg protein 21,33 +8.39 4,68 +2,14 4,77 £1,75* 5,15+1,76* 561£1,79*  544+246*
% Inhibisyon 76,20£10,16 73,91%13,65 72,44+12,49 69,17+14.,95 71,16%13,37
nmol/mg kolesterol 14’16 i5’31 3,19 + 1,53 3,22 + 1,10* 3,51 + 1,16* 3,87 + 1,35* 3,79 + 1,94*
% Inhibisyon 76,20£10,16 73,91%13,65 72,44+12,49 69,17+14,95 71,16+13,37

&

; A’ya gore istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0,01)..

14
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Sekil 17°da normal VLDL’deki, bakirla okside VLDL’deki (50 pg/mL. VLDL
protein : 1,67 uM Cu*?) ve ekstrakli okside VLDL’deki (50 pg/mL VLDL protein : farkh
konsantrasyonlarda ekstrak) TBARS seviyeleri gosterilmistir. Buna gore sulu ve metanollii
ektraklarin, okside VLDL TBARS seviyelerini azalth@ yani VLDL oksidasyonunu
engelleyici yonde etki gosterdigi ve bu etkinin ise metanollii ekstraklarda daha yiiksek
oldugu goriildii. Ancak sulu ekstraklarin sadece 100 pg/mL’liginin metanollii ekstraklarin

ise; 100, 50 ve 25 pg/mL liginin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,01).

.00 -+

G.00 +

4,00 +

2,00 T

N O A AN B B C C D D E E’

Sekil 17. izole VLDL (N) , okside VLDL (O) . ve farkli konsantrasyonlardaki
ekstrak ilavesi ile elde edilen TBARS seviyeleri. " sulu ekstraklar1 ve
. metanollii ekstraklar1 ifade etmektedir. A, A”: 100 ug/mL, B, B": 50
pug/mL, C, C”: 25 ug/mL, D, D" : 10 ug/mL ve E, E": 5 pg/mL ekstarkl
ortamlarda okside edilen VLDL TBARS seviyeleridir. ~ Okside VLDL-

TBARS seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli.



53

Sekil 18’de normal LDL’deki, bakirla okside LDL’deki (50 pg/mL LDL protein : 1,67 uM
Cu*?) ve ekstrakli okside LDL’deki (50 pg/mL LDL protein : farkli konsantrasyonlarda
ekstrak) TBARS seviyeleri gosterilmektedir. Hem sulu ve hem de metanollii ektraklarin
tim konsantrasyonlarda, LDL oksidasyonunu istatistiksel olarak anlamli seviyede

engelledigi goriildii. Ekstrak ilavesi ile okside LDL.’de TBARS seviyeleri azaldi.
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Sekil 18. izole LDL (N) , okside VLDL (O) . ve farkli konsantrasyonlardaki

A A" B B C cC D D E E

ekstrak ilavesi ile elde edilen TBARS seviyeleri. sulu ekstraklar1 ve
. metanollii ekstraklar1 ifade etmektedir. A, A”: 100 ug/mL, B, B”: 50
pug/mL, C, C”: 25 pug/mL, D, D" : 10 ug/mL ve E, E": 5 pg/mL ekstrakli
ortamlarda okside edilen VLDL TBARS seviyeleridir. " Okside VLDL-

TBARS seviyelerine gore istatistiksel olarak anlaml.
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Sekil 19’de ekstrak konsantrasyonlarinin VLDL oksidasyonunu inhibisyona etkisi
gosterilmektedir. Sulu ve metanollii ekstrak miktari arttik¢a inhibisyon artti. Bu inhibisyon

etkisi metanollii ektraklarda sulu ekstraklara gore anlamli olmasa da daha fazla idi

(p>0,05).
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Sekil 19. Farkli Ekstrak Konsantrasyonlarinin VLDL Oksidasyonunu inhibisyonuna

Etkisi. ®: metanollii ekstraklar, A : sulu ekstraklar.
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Sekil 20’de ekstrak konsantrasyonlarinin LDL oksidasyonunu inhibisyona etkisi

gosterilmektedir. Burada da VLDL oksidasyonu inbibisyonunda oldugu gibi sulu ve

metanollii ekstrak miktar1 attikga inhibisyonun arttigi gozlendi. 100 pg/ml’lik ekstrak

konsantrasyonu hari¢ diger konsantrasyonlarda metanollii ekstraklarin inhibisyon etkisi,

sulu ekstraklara gore daha yiiksek bulundu (p<0,01).
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Sekil 20. Farkli Ekstrak Konsantrasyonlarinin LDL Oksidasyonunu Inhibisyonuna

Etkisi. ®: metanollii ekstraklar, A : sulu ekstraklar.



5. TARTISMA

Karalahana ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde yetistirilen ve yemek olarak
cokca tiiketilen bir genis yapakli bir bitkidir. Ailesi oldugu Brassica tiirlerinin bilesimi,
antioksidan tayinleri ve lipid peroksidasyonu iizerine etkileri incelenmis olmasina ragmen
karalahana hakkinda literatiir bir ka¢ ¢alisma ile simirlidir. Vitamin C ve fenolikler, suda
coOziinen antioksidanlar, vitamin E ve B-karoten ise yagda ¢oOziinen antioksidanlar olup,
Brassica tiirlerinde toplam aktivitelerin % 20’sinden fazlasinda yagda c¢o6ziinen
antioksidanlar sorumludur (16).

Bu calismada yoremiz i¢in Onemli olan karalahananin antioksidan diizeylerini
belirleyerek lipoproteinlerin oksidasyona karst koruyucu etkilerinin olup olmaginin
incelenmesi amaclandi. Bu amagla yoremizdeki cesitli il ve ilcelerden (Trabzon
Vakfikebir, Giresun-merkez, Rize-merkez ve Artvin-Hopa) karalahananin taze ve yesil
yapraklar toplanarak, serin ve karanlik ortamda kurutuldu. Farkli yerlerden toplamanin
amaci, toprak ve iklim o6zelliklerinden kaynaklanabilecek farkliliklar1 ortadan kaldirmakt.
Kurutulduktan sonra, tiim bolgeler igin esit agirlikta alinarak harman olusturuldu ve
ogiitiiciide kiigiikk parcalara ayrildi. Numuneler ©nce, karistirici, maynetik cubuklu
kaynama balonu ve geri sogutucudan olusan soklet sisteminden gecirildi. Ardindan, ¢oziicii
(su ve metanol) kismi, ¢oziiciilerin buharlastirilmast ve yogunlastirilmasi esasina dayanan,
doner vakumlu evaporatorle (rotar evaporatdor) ucurularak uzaklastirilarak sulu ve
metanolik ekstraklar elde edildi ve 0,2 UM Whatman ile filtre edildi.

Sulu ve metanolik ekstraklarda toplam fenolik madde miktari, fenolik bilesiklerin
folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanilarak, katesin ve
gallik standartlar1 kullanilarak belirlendi (102). Flavonoid igerigi, flavonoidlerin
alimiinyum ile yapmis olduklar1 komplekslerin Olctimii esasina dayanilarak katesin
standartlar1 kullanilarak tayin edildi (105). Toplam aktioksidan kapasite, Fe *2_o-dianisidin
cozeltisi ve H,O, c¢ozeltisi Fenton tipi reaksiyon vererek OH' radikalini olusturturmasi ve

olusan bu radikalin diisiik pH’ larda renksiz o-dianisidin molekiillerini, dianisidil
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radikallerini oksitlemesi esasina dayananilarak troloks standartlari kullamilarak yapildi
(106).

Sulu ekstraklarda toplam fenolik madde miktar1 28,9 £ 2,1 mg katesin/g ekstrak
veya 34,3 = 1,6 mg gallik asit/g ekstrak, flavonoid miktar1 6,64 + 0,6 mg/mg ekstrak; ve
toplam antioksidan kapasite 0,24 + 0,02 mmol/g ekstrak olarak, metanollii ekstraklarda ise
53,5 + 4,1 mg katesin/g ekstrak veya 55,2 * 4,7 mg gallik asit/mg ekstrak, flavonoid
miktart 12,9 + 0,9 mg/g ekstrak; ve toplam antioksidan kapasite 0,15 £ 0,02 mmol/g
ekstrak olarak bulundu (Tablo 11). Yani, toplam fenolik madde ve flavonoid iceriginin
metanolik ekstraklarda, toplam aktioksidan kapasitenin ise sulu ekstraklarda yiiksek oldugu
goriildii. Bu calismada flavonoid miktar1 toplam fenolik madde mitarimin yaklasik 1/4°u
kadarina karsihk geldigi tespit edildi. Ismail ve ark. (114) etanolik karalahana
ekstraklarinda toplam fenolik miktar1 3689 + 66 mg ferulik asit /100 g bulmuslardir. Bu
deger 36,89 mg/g’a karsilik gelmektedir ki bu deger bizim toplam fenolik madde
degerlerimize yakindir. Ayrica arastirmacilar, karalahananin toplam fenolik miktariin
beyaz lahanadan daha yiiksek oldugunu ancak antioksidan aktivitenin daha diisiik
oldugunu tespit etmilerdir. Chu ve ark. (115), brokolide toplam fenolik madde miktarini
80,76 = 1,17 mg/100 g olarak tespit etmislerdir. Singh ve ark.(116) beyaz lahana tizerinde
caligmiglar ve etanolik ekstraklarda toplam fenolik madde miktarim1 18,74 mg/100g, B-
karoten miktarin1 0,05 mg/100 g, a-tokoferol miktarini 0,107 mg/100 g ve lutein miktarini
0,137 mg/100 g olarak, fosforik asitli ekstraklarda ise vitamin C miktarin1 9,65 mg/100 g
olarak belirlemislerdir. Podsedek ve ark.(2006) beyaz lahana, kirmizi lahana, kivircik
lahana ve briiksel lahanasinda metanolik ektraklarda toplam fenolik miktarinin 21-171
mg/100 g , vitamin C miktarinin 18-129 mg/100 g oldugunu rapor etmislerdir (117).
Posedek ve ark. (2007) yaptiklar1 derlemede literatiir bilgilerini goz Oniine alarak
antioksidan kapasite miktar siralamasini karalahana > briiksel lahanast > brokoli >
karnabahar > beyaz lahana geklinde oldugunu rapor etmislerdir (16). Chun ve ark.(118)
flavonoid miktarlarim1 beyaz lahanada 1,20 £ 0,18 mg/100 g, brokolide 2,35 + 0,08 mg/100
g, karnibaharda ise 1,54+ 0,05 mg katesin/100g olarak belirlemislerdir. Holversen (3),
karalahananin toplam antioksidan degerinin 2,3 mmol/100 g oldugunu rapor etmistir.

Antioksidan miktarlari, deneysel sartlarin yaninda cografik, iklim ve toprak

ozellikleri, yetistirme sartlar1 ve besinlerdeki renk koyulastik¢a antioksidanlarin arttig: fikri
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g0z Oniine alinirsa, literatiirlerde ve bu calismada antioksidan degerleri arasinda farklilik
olmasi normaldir denilebilir.

Antioksidan 0Ozelligi tespit edilen karalahanamin lipoproteinlerin oksidasyona
etkisini incelemek maksadiyla saglikli 15 goniilliden EDTA’I1 kan alinarak lipoproteinler
(VLDL, LDL ve HDL) dansite kesikli dansite gradient ultra santrifiigasyonu ile ayrildi.
EDTA’y1 uzaklastirmak igin yapilan diyaliz igleminden sonra liporproteinlerde protein
tayini yapildi, toplam kolesterol ve trigliserid miktari tayin edildi. Kolesterol ve trigliserid
miktarlar1 protein bagina ifade edildi. Buna goére VLDL de trigliserid, LDL’de ise toplam
kolesterol literatiir bilgileri ile uyumlu olarak yiiksek bulundu (Tablo 12) Bu
lipoproteinlerde ve 24 saat 37°C’da Cu* ile muamele edilmis lipoproteinlerde (50 pg/ml
lipoprotein: 1,67 uM Cu*?) lipid peroksidasyonun son iiriinlerinden biri olan
malondialdehit gostergesi olarak TBARS 6l¢iildii. Sonuglar hem lipoproteinlerin protein ve
hem de kolesterol miktar1 basina ifade edildi.

Oksidasyon oncesinde LDL ve VLDL-TBARS seviyeleri, hem protein ve hem de
kolesterol bagina ifade edildiginde anlamli bir farklilik gostermedi (Tablo 13). Ancak
Rayssiguiner ve ark. ratlarla yaptig1 calismada en yiiksek protein basina en yiiksek TBARS
seviyesini VLDL’de daha sonra LDL’de ve en az olarak da HDL’de bulmuslardir (119).

Oksidasyon sonrasinda, protein basina ifade edildiginde okside LDL’de TBARS
seviyelerinin daha yiiksek oksidasyon gozlenirken (p<0,05), kolesterol basmna ifade
edildiginde okside LDL ve okside VLDL- TBARS seviyeleri arasinda anlaml bir farklilik
goriilmedi. Protein basina ifade edildiginde en fazla oksitlenebilirligin LDL’de (8,2 kat),
daha sonra VLDL’de (2,33 kat), kolesterol basina ifade edildiginde en yiiksek VLDL’de
(11,79 kat), daha sonra LDL’de (8,23 kat) oldugu goriildii (Tablo 13).

LDL’nin oksidasyon mekanizmasi; antioksidanlarin kaybolmasiyla bagslar. Daha
sonra LDL lipidlerindeki PUFA ‘larin peroksidasyonu sonucu dien konjugatlar, ardinda da
lipid peroksitlerin parcalanmasi sonucu aldehitler, alkenler ve hidroperoksitler meydana
gelir. LDL yapisinda bulunan apoB;oy ya direk oksidasyona ya da aldehitlerin bir
boliimiiniin serbest e-amino lizin grubu ile daha ¢ok kovalent baglarla etkilesmesi sonucu
daha kiiciik peptidlere parcalanirlar ve agrege olurlar. Lipoproteinlerin oksidasyona
yatkinligina lipid muhtevas1 ve antioksidan kapasitesi énemli bir faktordiir. Poliansature
yag asitlerinin monoansatiire yag asitlerine orani oksitlenebilirlikte etkili bir faktordiir.
Poliansatiire yag asitleri oksidasyona karsi cok duyarlidir. Lipopoteinlerin antioksidan

miktarinin yiiksek olmasi oksidasyona direnci arttirir. Mohr ve Stoker (120) LDL ve
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VLDL’i peroksidasyon icin uyardiklarinda ikisininde benzer bir mekanizmayla okside
oldugunu belirtmiglerdir. LDL ile karsilastirildiginda VLDL’nin oksidasyona daha fazla
direncli, HDL’nin ise daha az direncli oldugu rapor edilmistir. Zeman ve ark. (121)
oksidasyona direnci gosteren ti,, (gecikme siiresi)’in, VLDL’de LDL’e gore iki kat daha
uzun oldugunu goézlemlemislerdir. Myara ve ark. (122) ise yaklasik 3 kat daha uzun
oldugunu gozlemlemislerdir.

Farkl1 konsantrasyonlarda (son konsantrasyonlari 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25
pg/mL, 10 pg/mL ve 5 pug/mL) karalahana ektraklarimin lipoproteinlerin oksidasyonuna
etkisini incelemek maksadiyla oksidasyon islemi sulu ve metanol ektrakli ortamlarda
yapildi. Ekstrak ilave edildiginde elde edilen oksidasyon sonug¢lart nmol TBARS seklinde
protein ve kolesterol basina ifade edildi (Tablol4 ve 15). Sulu ekstraklarda, ekstrak
konsantrasyonunun artist ile tim lipoproteinlerde TBARS seviyeleri azaldi. Ancak
VLDL’de konsantrasyon farkliligimin istatistiksel olarak anlamli bir TBARS seviyesi
fakliligima neden olmadigi goriildii. Sulu ekstraklarda 100 pg/mL’lik ekstrak
konsantrasyonu, diger konsantrasyonlara gore daha diisiik LDL-TBARS sonucuna neden
oldu (p<0,01). Metanollii ekstraklarda ekstrak konsantrasyonlar1 ile TBARS seviyeleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0,01). Ektsrakli okside lipoproteinler ile
ekstraksiz okside lipoproteinler karsilastirildiginda, sulu ve metanollii ekstrakllarin okside
VLDL TBARS seviyelerini azaltlign yani VLDL oksidasyonunu engelleyici yonde etki
gosterdigi ve bu etkinin ise metanollii ekstraklarda daha yiiksek oldugu goriildii. Ancak
sulu ekstraklarin sadece 100 pg/mL’liginin metanollii ekstraklarin ise 100, 50 ve 25
pg/mL’liginin istatistiksel olarak anlamlh oldugu goriildii (p<0,01) (Sekil 19). Ayrica hem
sulu ve hem de metanollii ekstraklarin tiim konsantrasyonlarda, LDL oksidasyonunu
istatistiksel olarak anlamli seviyede azalttigr tespit edildi (Sekil 20). Sulu ve metanollii
ekstraklar lipoproteinlerin oksidasyonunu hangi oranda azathigt % inhibisyon seklinde
belirtildi (Sekil 19 ve20). Ekstrak konsantrasyonlari attik¢a inhibisyonun arttifi gozlendi.
VLDL oksidasyonu iizerine, bu inhibisyon etkisi metanollii ektraklarda sulu ekstraklara
gore anlamli olmasa da daha fazla idi (p>0,05). LDL oksidasyonunda ise, 100 pg/ml’lik
ekstrak konsantrasyonu hari¢ diger konsantrasyonlarda metanollii ekstraklarin inhibisyon
etkisi, sulu ekstraklara gore daha yiiksek bulundu (p<0,05). Ekstraklarin, LDL
oksidasyonunu, VLDL oksidasyonundan daha yiiksek oranda inhibe ettigi goriildii.

Literatiirlerde karalahananin lipoproteinlerin oksidasyonuna etkisine dair herhangi

bir caligsmaya rastlanilmamistir. Brassica ailesi bitkileri; antioksidan 6zellikte olan vitamin
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C, vitamin E ve bitki fitokimyasallar1 (polifenoller; flavonoidler, karotenler,
glikosinolatlar, lutein, zeaksantin) i¢reigi agisindan oldukc¢a zengindir. Bu antioksidanlar
ihtive eden bazi besinlerin LDL’nin oksidasyonunu inhibe ettigine dair c¢alismalar
mevcuttur ( 63,123). Flavonoidler, hidroksil ve siiperoksit gibi radikalleri toplayarak, metal
iyonlarina baglanarak, lipid peroksil radikallerini toplayarak ve serbest radikallerden dolay1
olusmus enzimatik reaksiyonlari engelleyerek lipid peroksidasyonunu inhibe ederler.
Vitamin E’nin radikal halinin radikal olmayan haline doniisiimiinii saglarlar. Vitamin E,
lipid peroksidasyon zincirini kirict etkisi ile LDL’yi oksidasyona kasi korur. Vitamin C,
siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek onlar1 temizleyen giiclii
indirgeyici aktiviteye sahip suda ¢oziinen giiclii bir antioksidandir.

Bu calismada, sulu ve metanollii karalahana ekstraklarinin antioksidan kapasiteye
sahip oldugu ve bu antioksidan 6zelligi ile lipoproteinleri oksidasyona kars1 koruyabildigi
goriildii. Oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine kaydigi durumlarda tetiklenen
bir¢ok hastaliga kars1 korunmada, karalahananin bu antioksidan ve lipid peroksidasyonunu

engelleyici 6zelligi ile katkida bulunabilecegi kanaatina varildi.



6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Sulu ekstraklarda toplam antioksidan aktivite yiiksek bulunmasma ragmen
toplam fenolik madde ve flavonoid miktar1 metanolik ekstraklarda yiiksek idi.

2. FEkstrak konsantrasyonlarinin artisi ile VLDL ve LDL’de lipid peroksidasyonun
azaldig belirlendi.

3. Ekstraklarin lipoproteinlerde lipid peroksidasyonu inhibe etmede, LDL iizerinde
daha etkili oldugu goriildii.

4. Lipid peroksidasyonun inhibisyonunda metanolik ektraklarin daha etkili oldugu
tespit edildi.

5. Karalahananin lipoproteinlerin oksidasyonunu engelledigi sonucuna varildi.
6.2. Oneriler

1. Karalahananin lipoprotein oksidasyonuna etkisini; hayvan ¢alismasi veya insan
calismalan ile in vitro etkilerin gézlenmesi ve karsilastirilmasi yapilabilir.

2. Karalahana ekstraklarinin oksidan antioksidan sistemde yer alan bilesenleri ;
(vitaminleri, elementleri, yag asitleri) Olgiilerek bu bilesenlerle lipoprotein
oksidasyonu arasinda iliski degerlendirilebilir.

3. Karalahananin HDL oksidasyonu iizerine etkisi de incelenebilir.

4. Karalahananin lipoproteinlerin alt gruplarminin oksidasyonuna etkileri
incelenebilir.

5. Karalahananin lipoproteinlerin apoprotein oksidasyonuna etkisi de incelenebilir.



7. OZET

KARALAHANANIN LIPOPROTEINLERIN OKSIDASYONUNA ETKISi

Karalahana (Brassica oleraceae L. var. acephala DC ), genellikle Karadeniz
bolgesinde tiim sezon yetistirilebilen ve yiyecek olarak kullanilabilen Brassica ailesinden
bir bitkidir. Brassica bitkileri, polifenolleri, flavoniodleri, izoflavonlari ve glikosinolatlar
ihtiva ederler ve bu bilesenleri ile antioksidan ve antikarserojenik oOzelikler tasirlar.
Antioksidanlar serbest radikal reaksiyonlarim1 Onlerler ve bdylelikle hiicreleri oksidatif
hasara karsit korurlar. Lipoproteinlerin oksidasyonu, ateroskleroz gelisiminde anahtar
basamaktir.

Bu calismada, karalahananin metanolik ve sulu ekstraklarinin; toplam fenolik
madde, flovonoid ve toplam antioksidan kapasite seviyeleri belirlendi. Ayrica farkli
konsantrasyonlardaki metanolik ve sulu ekstraklarin, 15 saglikli goniillii kanindan elde
edilen izole lipoproteinlerin (VLDL ve LDL) bakirla tetiklenmis oksidasyonuna karsi
inhibisyon etkileri degerlendirildi. Lipid peroksidasyonunu gostergesi olan malondialdehid
seviyeleri, ekstrakli ve ekstraksiz ortamda TBARS olarak tayin edildi.

Sulu ekstraklarda toplam antioksidan aktivite yiiksek bulunmasina ragmen toplam
fenolik madde ve flavonoid miktar1 metanolik ekstraklarda yiiksek idi. Hem metanolik ve
hem de sulu ekstraklar lipid peroksidasyonunu engelledi ancak bu etki LDL’de daha
anlamli idi. Metanolik ekstraklar, daha yiiksek lipoprotein inhibisyonu sergiledi. Ayrica
inhibisyonlar, ekstrak konsantrasyonlarinin artisi ile artmakta idi.

Yiiksek antioksidan kapasite ve fenolik iceriginden dolayr karalahananin
lipoproteinlerin oksidasyona karsi koruyucu etki sahip oldugu kanaatina varildi.
Karalahanin, kardiyovaskiiler hastaliklara ve diger antioksidan dengenin bozuldugu
durumlarda olusan bircok hastaliga karst korunmada onemli role sahip olabilecegini

gosteren ilave calismalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler : Karalahana, antioksidanlar, lipid peroksidasyonu, lipoprotein

oksidasyonu



8. SUMMARY

THE EFFECTS OF KALE ON OXIDATION OF LIPOPROTEINS

Kale (Brassica oleraceae L. var. acephala DC ) is a eatable Brassica vegetables
growing usually in Karadeniz Region in Turkey. Brassicaceous plants contain polyphenols,
flavonoids, isoflavones and glucosinolates, and so have antioxidant and anticarcinogenic
properties. Antioxidants inhibit free radical reactions, and may therefore protect cells
against oxidative damage. Oxidation of lipoproteins is a key early stage in the development
of atherosclerosis.

In the current study, the levels of total phenolic content, flavonoid and total
antioxidant capacity of metanolic and aqueous extracts of kale were determined. In
addition, various concentrations of metanolic and aqueous extracts were evaluated for their
inhibition effects against copper induced oxidation of isolated lipoproteins (VLDL and
LDL) obtained from 15 healthy volunteers. The levels of malondialdehyde (MDA) as a
marker of lipid peroxidation were determined as TBARS, with and without extracts.

Although aqueous extract has higher total antioxidant capacity, total phenolic
content and flavonoid levels were higher in metanolic extract. It vas observed that
metanolic extracts had a higher antioxidant content than aqueous extract. Both metanolic
and aqueous extracts inhibit lipid peroxidation but more significantly in LDL. Metanolic
extract shows higher inhibition of lipid peroxidations of lipoproteins. Moreover, inhibitions
increased with increasing concentrations of extracts.

It was concluded because of high antioxidant capacity and phenolic content of kale,
it has a protective effect on the oxidation of lipoproteins. Further studies need to show
kale may play an important role of cardiovascular diseases and other dieases resulting from

inbalance of oxidant and antioxidant status.

Key Words : Kale, antioxidants, lipid peroxidation, lipoprotein oxidation
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