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1. GIRIS VE AMAC

Turpgiller (Brassicaceae) alesinde yer alan karalahana (Brassica oleracea var
acephala) Turkiye nin kuzey kesimlerinde 6zellikle kis aylarinda, besin kaynag: olarak
tercih edilmektedir(1). Brassica bitkileri, yapilarinda bulunan polifenoller, flavonoidler,
izoflavonlar, glukosinotlar, vitamin ve mineraleri ile antioksidan ve antikanserojen etki
gosterirler (2). Antioksidanlar; serbest radikalleri inhibe ederek oksidatif hasara kars1 hiicreleri
koruyabilmektedirler (3,4).

Lipoproteinlerin genel islevi, suda ¢ozinmeyen lipidlerin, ¢ozindr lipid ve protein
kompleks seklinde kanda tasinmalarin saglamaktir. Lipidler trigliserid, kolesterol esterleri
serbest kolesterol ve fosfolipidleri icerir. Cok dustk dansiteli lipoprotein (VLDL) ve dustk
dansiteli lipoprotein (LDL), lipid ve lipid esterlerini karacigerden periferik dokulara
tasinmasim saglar. YUksek dansiteli lipoprotein (HDL) ise; fazla kolesteroll periferik
dokulardan karaci gere tasimaktadir. HDL' deki kolesterol esteri, karaci gerdeki SR-B1 adl1
HDL reseptori tarafindan alinarak karacigere geri tasinmaktadir (5).

ilk olarak 1994 yilinda HDL, asetile LDL (AcLDL) ve okside LDL reseptori
olarak tammlanan ¢opgl reseptor sinif B tip 1 (scavenger receptor class B type | (SR-BI)),
dogal, modifiye lipoproteinler ve fosfolipidler icin multiligantl: bir glikoproteindir. En
Onemli gorevleri araanda *‘ters yonde kolesterol tasimmi’’ gelmektedir. Adrenal bezlerde,
yumurtaliklarda, karaci gerde, testis, meme bezi, bagirsak, bobrekler, beyin, kaslar, plesenta,
akciger, uterus, dalak, sinir sistemi, dendrit, endotel, monosit/makrofaj, trombosit, deri,
embriyonik dokular ve kalpte eksprese olmaktadir (6).

Diyetsel (flavonoidler, polifenoller), hormonal (ACTH, o&strojen), lipidler
( kolesterol, coklu doymamis yag asitleri, okside-LDL), metabolik ve farmakolojik
etkenler ve diger ganlar (PPAR ale uyeleri,vitamin E), SR-B1 ekspresyonu
etkilemektedir. In vivo yapilan gesitli calismalarda karacigerde SR-B1 ekspresyonunun
artist ile plazmada HDL -kolesterol seviyesinin azaldigi, kolesteroliin karacigerden safraya
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atilimimin arttign ve HDL deki ester kolesteroliin daha fazla temizlendigi belirlenmis ve
dolayisiyla da ateroskleroz riskinin azaldig rapor edilmistir (7-9).

Bu calismanin amaci; 6zellikle Karadeniz Bolgesinde cokca tiketilen karalahana
bitkisinin antioksidan kapasiteleri degerlendirilmesi ve ateroskleroz gelisiminde 6nemli yer
tutan endotel hicrelerinde insan HDL reseptori SR-B1/CLA-1 Uzerine etkisinin
incelenmesi sonucu bu bitkinin; lipoprotein metabolizmas ve dolaysyla kardiovaskiler
hastaliklar Gzerine roltinu ortaya koymaktir. Diger lahana turleri ile ilgili bircok calisma
mevcut iken; karalahana Uzerinde fazla durulmamis olmasi, calismamn temel
nedenlerinden biri olmustur.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Karalahana
2.1.1. Karalahananin Genel ozellikleri

Karalahana (Brassica oleracea var. Acephala DC.), Brassicaceous ailes
(Cruciferae ) bitki turleri arasinda yer almaktadir. Ulkemizde 6zellikle Karadeniz sahilinde
sklikla yetistirilmektedir. Y az kis yenilen bu sebze adini eski Y unanca "yenilebilen sebze"
anlamina gelen “lachanika’ kelimesinden almaktadir (1). Il. Dinya Savasi sirasinda
yetismesinin kolaylig1 ve icerigindeki zenginlikten o6turd “Sebzelerin Krali”, ‘Siper
yiyecek” olarak issmlendirilmistir (10).

Karalahana, genis ve kalinca kat kat yapraklar: olan, kis sebzes olarak yetistirilen
ve yapraklan koyu yesil olan bir lahana cesididir. Cicekleri sar1 renklidir, yapraklar en
koyu rengini, soguk havalarda alir. Diger yenebilen lahanalardan farkli olarak,

gbbeklenmez (11).

Sekil 1. Karalahana

Gendllikle kis aylarinda karalahanamin yapraklarindan c¢orba, tursu gibi yemek
cesitlerinin tiketimi yaygindir (2). Karalahanarmin Uretildigi aylar sonbahar sonundan
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ilkbahar baslarina, dolayisiyla ekim ayindan baslayarak takip eden Uc veya dort aya
karsilik gelmektedir (11). Ancak yaz sonrasinda yapilan ekimler daha iyi mahsul
vermektedir. Karalahana yapraklarimn besinsel yararlarimn yaninda, tohumundan elde
edilen yag1; ekmek, kek benzeri besinlerin yapiminda kullaniimaktadir (2). Kisin soguktan
etkilenmeden yetistigi icin hava kirliligini 6lgmek icin kullanilabilecegi 6ne strilmustur
(12).

Karalahana genis biyolojik aktivitesini; yetisme kosullarina ve iklime bagli olarak
degisken zengin kimyasal igerigine borcludur (13). Karalahananin enerji bakimindan fakir,
vitaminler (vitamin K, A, C, E) ve mineraller, fenolik asit ve yag asit icerigi zengin oldugu
bircok calismada rapor edilmistir (2, 3, 13, 15). Tablo 1'de karalahananin ortalama
kimyasal igerigi verilmistir (2, 13). Diger Brassica turleri arasnda en yiksek
konsantrasyonda; sodyum, magnezyum, fosfor, B- karoten, vitamin K, vitamin B,,
nikotinamid, folik asit, arginin, |6sin, metiyonin, triptofan, tirozin ve sisteine sahiptir (13).

Sebzeler arasinda en yiksek konsantrasyonda lutein + zeaksantin ve p-carotene
icerir. Bu vitaminler kanserden korunmada rol oynayabilirler (13, 16). Karalahana
mikemmel bir karetenoid kaynagidir. Bu bilesikler diyetle aindiginda basta akciger
kanseri, katarak gibi kronik goz hastaliklarina karsi1 koruma sagladigi rapor edilmistir (16).

Karalahananin yesil yapraklarinda; karbohidrat olarak en ¢ok fruktoz olmak Uzere
glukoz ve sikroz, serbest organik asit cesidi olar&k; sitrik asit ve malik asit oldugu
belirlenmistir. Aminoasit igerigi olarak en ¢ok glutamik asit bulunurken; ikinci sirada
aspartik asit gelmektedir. Ayrica da stroniyum da yapraklarin kuru agirligimn bydk bir
kismim olusturmaktadir (2).

Yag asdi bakimindan ; yapraklar: ile tohumu farklilik gosterir. Y apraklarinda 18
farkli yag asidi c¢esidi belirlenirken, tohumunda 20 farkli yag asidi bulunmustur.
Y apraklannda gogunlukla bulunan yag asitleri; 16:0 (palmitik asit), 18:2n-6 (linoleik asit)
ve 18:3n-3 (o-linolenik asit), tohumlarinda en ¢ok 22:1n-9 (erusik asit) bulunur. Ayrica
essansiyel yag aditleri 18:2n-6 (linoleik asit) ve 18:1n-9'de tohumlarinda diger yag
asitlerine gore fazla miktarda bulunmaktadir. Bu ¢oklu doymarmis yag asitlerinden linoleik
asit ve linolenik asit insan vicudunda Uretilmedi ginden esansiyel olarak alinmas: gereken

yag asitleridir (2).



Tablo 1. Karalahanamn ortalama kimyasal bilesimi (100g) (2, 13).

Mubhtevasi Miktari Mubhtevasi Miktari Mubhtevasi Miktan Muhtevasi Miktari
Enerji 36 kalori  Fosfor (mg) 87,0  B-karoten (uQ) 5170,0 Glutamik Asit* 33,2
Su % 86,30 Potasyum (mg) 490,0 VitaminK (pg) 817,0 Aspartik Asit* 27,6
Protein (g) 4,30 Kasiyum (mg) 212,0 Vitamin B1 (ug) 100  Arginin (mg) 300,0
Karbohidrat (g) 2,54  Magnezyum (mg) 31 Vitamin B2 (ug) 250 Histidin (mg) 69,0
Lipidler (g) 0,90  Sodyum(mg) 42,0  Nikotinamid (mg) 2,10  Lizin (mg) 240,0
Fiber () 4,20 Demir (mg) 190 Pantotenat (mg) - Izolésin (mg) 140,0

Selenyum (ug) 1,37  Folik Asit (ug) 187 Losin (mg) 250,0
Iyot (ug) 12,0  Vitamin Bs(ug) 250,0 Metiyonin (mg) 52,0
Bakir(ug) 55,6  Biyotin (ug) 0,50  Fenilalanin (mQ) 140,0
Mangan (L) 550,0 Vitamin C (ug) 105,0  Treonin (mg) 130,0
Bor (ug) 240,0 Triptofan (mg) 64,0
Cinko (ug) 330,0 Vain (mg) 230,0

Tirozin (mg) 180,0

Sistein (mg) 69,0

*, % kuru agirlik
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Karalahanada yuksek miktarda bulunan glukosinolatlar, karakteristik tadh ve
kokusunu veren, kukirtlu glikosidlerdendir. Brassicaceae turlerinde bitkiyi herbisitler,
peptisitler ve zararli patojenlere kars1 korumaktadir. Brassica Uriinlerinin kanser koruyucu
etkisine bu bilesiklerin aracilik ettigi 6ne strdlmastdr (10). Biyolojik darak aktif olmayan
glikosinolatlar, sebzeler cignendiginde veya dograndiklarinda, mirosinaz enzimi (EC
3.2.3.1) ile hidrolize olarak izotiyosiyanatlara ve indollere ve diger Urinlere donuserek
metabolize olurlar (17). Olusan izotiyosiyanet ve indol 0Orunlerin hedef enzimleri
diizenleyerek, kontrol ederek ve hicre dongusinu bloklayarak, apoptosis araciligiyla
karaciger, dalak, kalin bagirsak, ince bagirsak gibi dokularda kanser hiicre gelisimini
inhibe ettikleri ifade edilmistir. In vivo ve in vitro caismalarda bu Uriinlerin kanser
gelisimini; detoksifikasyon enzimlerini tetikleyerek (Faz 11 enzimleri) ve aktivasyon
enzimlerini (Faz | enzimleri) inhibe ederek diizenledigi 6ne strilmustdr (18, 19). Biyolojik

aktivitelerini gosterdikten sonra merkaptirik asit olarak atilir (Sekil 2,3 )(11).
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p-OH-Izotiyosiyanat i
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R i - o
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R
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3,3-Diindolmetan

Sekil 2. Glikosinolatlardan yitkim Grnlerinin sentezi (17).
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Sekil 3. Karalahana glukosinolatlarin metabolizmas: (11).
2.1.2. Karalahananm Antioksidanlar1 ve Biyolojik Onemleri

Antioksidanlar, diustk konsantrasyonlarda organik bilesiklerin serbest radikal
mekanizmali oksidasyonunu engelleyen veya onleyen bilesiklerdir. Son yillarda besin
kimyas ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli1 dogal antioksidanlara ilgisi artmuistir. Bunun
sebebi sentetik antioksidanlarin kanserojenik olarak dustintlmesidir. Dogal antioksidanlar
ise, insan organizmasi icin genellikle zararsiz olup yan etkileri bulunmamaktadir. Dogal
antioksidanlarin buyUk ¢cogunlugu bitkisel kaynaklidir.

Bitkilerin antioksidan 0Ozelligi, yapilarinda bulunan; vitamin, mineral, vitamin
kofaktorleri, hormonlar, fiber yapilari (kolon kanserinin 6nlenmesinde 6nemi bilinen),
yaninda bitkisel kimyasallardan (fitokimyasal antioksidanlardan) kaynaklanmaktadir.
Bitkilerde bulunan vitaminlerden; ¢zellikle A, C, E vitaminleri bilinen antioksidan vitamin
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cesitlerindendir.Y Uksek oranda sebze ve meyve tiketimi oksidatif stresi engelleyerek buna
bagli dogabilecek kronik hastaliklan onler . Kisaca, bitkisel kaynakli diyetle tiketilen
sebze ve meyvelerdeki antioksidanlar; hastaliklara karst savunmada, vicut direncini
arttirmaktadirlar (19).

Kardahanamn antioksidan 6zelligi; yapisinda bol miktarda bulunan
glukosinolatlarimin yikim Grtnleri, vitamin A, vitamin C, vitamin E, selenyum, folik asit,
polifenoller; flavonoidler ve karotenler, lif, lutein, zeaksantin gibi bitki fitokimyasallar
bakimindan zengin ol masindan ileri gelmektedir (2, 12, 16, 20, 21).

A vitamini i¢in kaynak olan sebze ve meyveler bitkilerde oldugu gibi insanlart da
gunesin yaptig1 zararl1 etkilerden korumaktadhr. Beta karoten iceren baslica sebzeler; havuc,
kabak, brokoli, domates, karalahana, seftali olarak gosterilebilir.Karatenoidlerin bir grubu
insan ve hayvan vicudunda A vitaminine dénusdrler. Bu nedenle pro A vitamini olarak
bilinirler. Lutein, bitkilerde bulunan sarn renkli organik bir karatenoidtir. Latince lutea
(sart) kokunden gélir. Ispanak ve karalahana gibi yesil sebzelerin yapraklarinda bulunur ve
mavi 15181 emici Ozelligi vardir. Zeaksantin; karalahana, 1ar, safran ve gogu baska bitkiye
kendilerine has rengi veren pigmenttir. Canlilar tarafindan antioksidan olarak kullanlirlar.
2002 yili USDA (Amerika Tarim Akedemisi) raporuna goére karalahana sebzeler arasinda
en yuksek -karoten ve lutein + zeaksantin muhtevasina sahiptir (16, 22).

C vitamini (askorbik asit); yasamsal olarak ©nemli goreviere sahip
antioksidanlardandir. Hem hayvan hem de bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlarda, reaktif oksijen tirlerini temizleyen bir antioksidan olarak gorev yapar (23).
Yuksek miktarda C vitamini kaynagi turuncgiller yamnda; yesil biber, brokoli, yesil
yaprakh sebzeler, ¢ig lahana, domates gibi baslica sebzeler yer amaktadir (23, 24).

E vitamini (tokoferol, tokotrienoller), yaglarda ¢ozinur ve lipidleri koruyucu
Ozellige sahiptir. Duslk konsantrasyonda vitamin E, diz kas hicreleri ve endotel
hicrelerinde LDL oksidasyonunu onleyebilmektedir. Vit E nin koruyucu etkisi, sadece
endotel ve duz kas hicrelerine degil, monosit-makrofg htcrelerinde de olmaktadir. E
vitamini kaynagi olarak, ham bugday, sebze yaglar, yesil yaprakli sebzeler gosterilebilir
(23).

Fitokimyasaller, bitkileri fazla miktarda oksijenin zararli etkisine kars1 koruyucu
olarak fonksiyon gostermektedirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasaler; fenolik
metabolitler, terpenoidler, alkaoidler ve diger azot ihtiva eden gruplardir. Bitkiler ilk
olarak bu kimyasallarnn fazla miktarda oksijenin (reaktif oksijenin) bitkiye yapabilecegi
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zararl etkilere karst korunmak icin olusturmustur . Bu kimyasalar bitkilerin ikincil
metabolizmasa Urdnleridir. Baslica metabolizma drdnleri gibi bitki igin esansiyel Grunler
degillerdir. Ancak bitkiye 6zgu renk, tad, koku olusturmalan yamnda; bitkileri,
mantarlardan, bakteri, virls, hicre, DNA hasandan koruyabilirler. Fitokimyasallarin
ikincil metabolizmas tarafindan genellikle sikimat ve pirGvat yollar1i Uzerinden
sentezlenirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasal antioksidanlar, 3 buyidk sinif atinda
toplanilabilir:

e Fenolik metabolitler,

e Terpenoidler,

o Alkaloidler ve diger azot iceren gruplar (25).

Fenolik metabalitlerin (polifenollerin); bulundugu grup bitki aeminde en genis
fitokimyasal antioksidan grubu olarak bilinmektedir. Fenolik metabolitler, en az 10 farkl: alt
snifa ayrilmaktadir ve 8000 den fazla polifenol tird icermektedir (26). Polifenoller; cestli
sebze ve meyve, tohum, kuruyemis, cigek, kdk ve gbvde kisimlarinda dogal olarak sentezlenen
maddelerdir (27). Bu siniflarda fenolik asit gibi basit yapili bileskler yamnda, tanenler gibi
kompleks yapili bilesikler yer aabilir. Fenolik bileskler, enzimatik mekanizmayla veya direk
radikal temizleme mekanizmalariyla antioksidan fonksiyon gosterdiklerinde tek degerlikli
kendi fenoksil radikallerine yikseltgenirler ve igerdikleri hidroksil gruplarninin sayist ve
konfiglrasyonu antioksidan aktiviteyi énemli miktarda etkilemektedir (28,29). Karalahana
yapraklarnda baslica ferrulik asit ve kafailk asit, olmak Uzere dokuz cesit fenolik asit
bulunurken; tohumlarinda ise en fazla sinaptik asit olmak Uzere 10 cesit fenolik bilesik
bulunmaktadir (3).

Polifenol sinifinen en biyUk grubu flavoneidl erdir. Flavonoidlerin etkili antioksidan
olmalar arastirma konusudur ve gorev olarak askorbata benzer etki gosterdigi gozlemlenmistir
(30). Flavonoidler genellikle cicek, yaprak, govde, kok, tohum ve meyve gibi bitki dokularinin
epiderma hicrelerinde glikozidik veya glikozidik olmayan formda birikirler (31). Flavonoid
cesitlerinin  tagimus  olduklart farkli hidroksil gruplart ve onlara bagli substituenler
flavonoidlerin farkli indirgenme potansiyeli kazanmasina ve bundan dolay: degisik antioksidan
aktivite gostermelerine sebep olurlar (29). Flavonoidler (Sekil 4), yapisal olarak; A, B benzen
halkalar1 ve O bagli C hakasindan olusmaktadir. B halkasindaki hidroksil konfiglrasyonu
SOR ve SNR (serbest nitrojen radikalleri) temizleme aktivitesinde belirleyicidir. B
halkasndaki hidroks gruplari hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikalerine hidrojen ve
elektron vererek onlan daha kararli hale getirirler ve bu radikallere oranla daha kararl

flavonoid radikallerinin olusmasina neden olurlar. Bu diizenlenme ayrica hidroksil, peroksil ve
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peroksinitrit radikali temizleyicilerinin en carpic1 6zelligidir. Bu yapdaki flavonoid radikalleri
daha kararhdir. B halkasindaki 3 -4’ - katekol yapis lipid peroksidasyonunu inhibisyonunu
artirmaktadir. A halkasindaki substitusyon antioksidan aktiviteyle zayif korelasyon gosterir
fakat 5-OH’ 1n antioksidan aktiviteye katkis bulunmaktadir. Ayrica A halkasinda metoks
grubu bulunmas B halkasinin antioksidan aktivitesini etkilemektedir.Flavonoidler, antioksidan
Ozellikte 13 alt snifa ayrilir; kalkonlar, dihidrokalkonlar, auronlar, flavonlar, flavonollar,
dihidroflavonollar, flanonlar, flavanollar, flavadiollar, antosiyaninler, izoflavonoidler,

proantosyadinler, biflavonoidlerdir (32,33) .

COOH &
OH &
oH
Fenolik asit Flavonoidler

Sekil 4. Polifenoller (34).

Diyetle flavonoid iceren besinlerin tiketimi, hem in in vivo hemde in vitro olarak birgok
biyolojik etkiye sahiptir. Epidemiyolojik calismalarda, flavonoid igeriklerin tiketiminin kanser
ve kardiyovaskiler hastaliklart azalttigi gordlmastir. Bu yuzden flavonoidler; antioksidan,
antimutajenik, ¢copcl aktiviteye sahip olabilir (32) . Flavonoidlerin lipid peroksidasyonunu
engellemes;

1) OH.ve O gibi radikallere ¢opcu aktivite gostererek

2) Meta iyonlarina baglanarak,

3) Lipid peroksil radikallerine ¢opcli aktivite gostererek,

4) Serbest radikallerden dolay1 olusmus enzimatik reaksiyonlar: inhibe ederek
saglanmaktadr (33,36) .

Karalahana flavonoidge zengindir. Kuersetin ve kaemferol yapianda en fazla
bulunan flavonoidlerdir (3, 23). Sekil 5'de karalahana yapraginda ve tohumunda bulunan
galik asit, ferrulik asit, sinaptik asit, kuersetin ve kaemferolin yapisi verilmistir (3).
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Fjaigehin Kaemferol

Sekil 5. Karalahanada bulunan fenolik maddelerden bazilart (2, 3).

Flavonoidler, LDL ile direk etkilesebilirler ve bu sekilde LDL oksidasyonunu
engelleyebilirler. Ayrica flavonoidler, monosit/makrofg) gibi ater hlcreleri ile etkileserek,
makrofaj yollu LDL oksidasyonunu inhibe edebilirler. Ustelik, flavonoidier, paraoksonaz
enzim aktivitesine karsi koruyucu etki gostererek lipoproteinlerin oksidasyonunu engellerler.
Bitin bunlar, makrofaj-képik hticre olusumunun azalmasina yol agar. Boylece aterosklerotik
lezyon gelisimi engellenir (35) (Sekil 6).
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Sekil 6. Flavonoidlerin LDL Oksidasyonuna ve Kdpuk Hicre Olusumuna Etkisi (35).
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2.2. Lipoproteinler ve Reseptorleri

Lipoproteinler; suda ¢coziinmeyen basta kolesterol olmak Uzere; lipidlerin, ¢bzindr
lipid ve protein kompleksi seklinde kanda tasitnmalarini saglayan makromolekillerdir.
Cekirdegi cogunlukla hidrofobik lipidler, (trigliserid ve kolesterol esterleri) iceren protein
ylzey tabakasi, serbest kolesterol ve fosfolipidier (daha hidrofilik yap: taslarr) tasiyan
kiresel parcacklardir (Sekil 7) (8).

PROTEIN

Sekil 7. Lipoproteinlerin yapisi (8).

Lipoproteinlerin protein igeri gini baslica apolipoproteinler (apoprotein) ve enzimler
meydana getirir. Apolipoproteinler genis bir simf olusturmaktadirlar ve reseptor
ligandindan enzim aktivatorligine dek cesitli gorevierden sorumludurlar. Lipoproteinler
ayrica yagda eriyen vitaminler (A, D ve E), ilaglar (probukol gibi), bazi virisler ve bazi
antioksidan enzimleri gibi bircok maddeyi tagirlar (8).

Lipoproteinler; elektroforez, ultrasantrifdj, ultrafiltrasyon ve elektron mikroskobik
yontemlerle birbirlerinden ayrilirlar Elektrofotretik hareketliliklerine, lipid ve apoliporotein
iceriklerine ve yogunluklarina gére siniflandirmada 6 lipoprotein tammlanmustir. Her bir
lipoprotein sinif1 lipid tasinmasinda farkl: roller oynarlar.

Silomikronlar (SM) ; ince bagirsak epitel hicrelerinin diz endoplazmik
retikulumunda sentezlenirler. Capi1 en blyUk ve trigliserit icerigi en fazla olan
lipoproteindir. Genel olarak uzun omdarltddrler. Lipoprotein lipazin (LPL) trigliseritleri
hidrolizine bagli olarak meydana gelen SM kalintilan kolesterol esteri igerigi bakimindan
daha zengindir. Lenf dolagimu Uzerinden karaci gere gelerek katabolize edilir. Barsaklarda

sentez edilen SM’lar 12 saatlik bir agliktan sonra dolasimda bulunmazlar.
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Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL) ; Karacigerde sentezlenip
dolasima verilir. Fonksiyonu, karacigerde sentezlenen trigliserid ve kolesteroll
ekstrahepatik dokularatagimaktir. VLDL’ nin trigliserit icerigi, dolasimda lipoprotein lipaz,
ve hepatik lipaz (HTGL) enzimlerince hidrolize edilerek kolesterol esterlerinden zengin
VLDL kalntilari olusur. VLDL bu enzimatik reaksiyonlar sonucunda ara yogunluklu
lipoproteinlere (IDL) donusr.

Orta Yogunluklu Lipoproteinler (IDL); VLDL'nin %50 veya daha fazlasi
lipolitik enzimlerce IDL’ye donUstardldr. Norma kosullarda plazmada dustk
konsantrasyonlarda bulunur. Lipoliz sonucu trigliserit bakimindan zenginlesir.

Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL); Plazmamn baslica kolesterol tagiyici
moleklludur. Plazma kolesterolinin yaklasik %70'i LDL’de bulunmaktadir. Eser
miktarda apo E disinda protein iceriginin % 95'ni apo B100 olusturur. LDL nin hemen
hemen tumi VLDL'nin lipolizi sonucunda olusur. Yapsindaki fosfolipid ve c¢oklu
doymamis yag asidi icerigi bakimindan oksidasyona duyarlidir. En kicik ve en yogun
LDL oksidasyonakarsi en hassas turtdir ve aterojenik bir molekdl olarak bilinir.

Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL); Lipoproteinler icerisinde yogunluk
olarak en fazla cap olarak ise en kicUk olanidir. Birsonraki konuda ayrnintili olarak
anlatilacaktir.

Lipoprotein (a) (Lp(a)); Lipid bilesimi bakimindan LDL’ye benzeyen Lp(a),
apo(a) denen 514 kD agirliginda yuksek glikolize bir protein igerir. Serum Lp(a) dizeyinin
yasa bagl1 olarak degismedigi tespit edilmistir. Lp(a), lipid igerigi bakimindan LDL’ye
benzemes ve yapiandaki apoproteinler [apo (a) ve apo B]’ den dolayr hem aterojenik ve
hemde trombojenik 6zellige sahiptir (37).

Tablo 2. Lipoproteinler vegenel 6zellikleri

Yogunlugu Lipid ve protein icerigi (%)
Smifi Cap1 (nm) ) . .
(g/mL) Protein TK TG  FL Apolipoproteinleri

SM <0,95 75-200(0) 1-2 4 85 8 B48, Al, AlV,

VLDL  0,95-1,006  30-80(pref) 8 23 55 15 B100, E, CI, ClI, CllI
IDL 1,006-1,019 25-35(B) 10 35 28 26 B100, E

LDL 1,019-1,063 18-25 (B) 18 65 8 13 B100

HDL  1,063-1,210 5-12 (o) 50 25 5 20 Al AILCILCILCIIL E

Lp(a) 1,0551,085 apo(a), B100
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Lipoprotein reseptorleri; ligandlarina (lipoproteinlerini) baglanarak, tamyip
biyolojik aktivitelerini yerine getirmelerine aracil ik eder (38) .

Tablo 3. Lipoproteinler ve Reseptorleri

Lipoprotein Reseptorii

Silomikron ApoER2 (7).

VLDL VLDLR (39), SR-B1 (8).

IDL LDLR (40).

LDL LDL Reseptdr Ailesi Uyeleri: LDL reseptor ilisikili protein (LRP), megalin (GP330),

VLDL reseptordl, , apoE reseptorll 2 (apoER2) , sorLA-1/LR11, LRP3, LRP4, RP5,
LRP6, LRP1B/LRP-DIT (Tuimdrlerde), ve LRP9 (41).

HDL SR-BL/CLA-1, HRP, HB, (42) , Kubilin (43).
Lp(u) LDLR (44)

2.3. HDL ve SR-B1

2.3.1. HDL

HDL'nin; birgok dgesi diger lipoproteinlerle degis-tokus edildigi ve enzim etkinligi
sonucu degisiklige ugradiklar icin en heterojen lipopproteindir, degisik lipid ve protein
icerigine sahip alt gruplart vardir. Apo A-1 ve Apo A-1l; HDL’ deki ana apoproteinlerdir
(Sekil 8). Az miktarda apoE ve C igerir. ApoE HDL alt grubunun (HDL-1) kiglk bir
komponentidir, fakat plazma apoE’ nin yaklagik % 50'si HDL’ de bulunur. HDL' nin baglica
aniflar1 apoE icermez ve boylece LDL reseptori ile etkilesmez. HDL plazmaya
girdiklerinde diger lipoproteinlere dagitiimak Uzere apoE ve C igin bir rezervuar islevi
gorur. HDL at gruplar: sadece apoAl veya apoAl/ll icerebilir. Bunlara ek olarak apo AlV,
apo J (klusterin), paraoksonaz (PON), haptoglobulin, lesitin kolesterol acil transferaz gibi
gesitli proteinler de HDL ile iliskilidir. HDL nin aterosikleroza karst koruyucu role sahip
oldugu bilinmektedir ve bu proteinlerin HDL’ nin fonksiyonlarinda énemli rolleri varcir
(45). HDL'nin fonksiyonlar genel olarak Tablo 4 de gosterilmektedir.
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Tablo 4. HDL' nin fonksiyonlar: (45).

Antienflumatuar;

o LDL oksitlendiginde cevap olarak olusan MCP-1 ‘in ekspresyonunu inhibe eder.
e PAF ‘1n olusumunu ve parcalanmasin inhibe eder.
o VCAM, ICAM, E selektin gibi adezyon molekdllerini inhibe eder.

Antioksidan;

o LDL’lerden hidroksiperoksitlerin Apo A-l ile uzaklastirir

o Paraoksanaz ve ve GPx ile LDL’deki lipid hidroperoksitleri pargaland.

o PAH agil-hidrolaz ile LDL’den okside fosfolipidierin uzaklagtirir.

¢ Yapisinda bulunan likopen, vit E, gibi antioksidanlar sayesinde oksidasyona kars1 koruyucu rol vardir.

Antitrombotik;

e NO ve PGl, Uretimini arttirir.
e PAF Uretimini inhibe eder.
e Protein C ve S aktivitelerini arttirir.

Antiaterojenik;

o eNOS aktivitesini diizenleyerek NO Uretimini etkiler.
o Kolesterol aim ve atiliminda gérev alir.

o PAF Uretimini inhibe eder.

e HDL endotelin PGl sentezini diizenler.

HDL, Uc¢ ana kaynaktan sentezlenir (Sekil 8);
1. Karaciger yeni “HDL” denen bir apoAl ve fosfolipid salgilar.
2. Bagirsak direkt olarak kuglk bir apoAl igeren “HDL” sentez eder.
3. Lipoliz srrasinda VLDL ve silomikronlardan gelen yilizey materyalinden
(baslica apoAl ve fosfolipid) “HDL” saglanir.
Enzimlerin etkisi ve kolesterol basta olmak Uzere lipid ve protein aimmi sirdikce
diger HDL tirleri olusur (46). HDL'nin dokulardan kolesterol toplamas: icin iki

mekanizma onerilmistir (47).
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Periferal Hiicreler i

(Iakrofaj)

Karagiger

Sekil 8. HDL Molekullerinin Biyosentezi ve DonlsUmi (48).

Pasif Desorpsiyon: Hucrelerde kolesterol fazla iken HDL'de azdir. Kolesterol
yogunluk farkliligindan dolay: hiicreyi geger. Hiicrelerden sulu transfer; serbest kolesterol
hicreden HDL partikiline dogru bir fizikokimyasal konsantrasyon gradyan: izler, bu
olaya pasif desorpsiyon denir. Lipid akis1 serbest kolesterolUn lipidten fakir apoA-1'e sivi
difizyonu yoluyla gerceklesir. Bu olay 0Ozellikle kolesterol icerigi artmus htcreler icin
gecerlidir (47, 48).

Hiicreler Aras1 Hiicre dis1

= = ApoAT Sentezi
Serhest ¥ T (karagiger,ince bagrsak)
kolesterol o =
sentezi T l ok
o= =0
. :-: N N
FC : * % Karagiger,diger dolcular
o e . " tarafmdan almmu
/ \ @ =0 lipitge Yakir 5 70
'/E—chi-g D= ApoAl - i
lipoproteinlerden [CELFF'FE Al b F
G e 5 7 27 =2 (plazmadan, ©
geridiniigiim EEE 8 Ti) i
Kolesterolester gj =g 8 =
damlaciklarn Nz ZDD

Sekil 9. Kolesteroliin Pasif Desorpsiyonla Tasinmast (47)

Reseptor Araciikh Kolesterol Tasinmasi: HDL'nin ekstra hepatik dokularda
lipid aisverigini saglayan iki 6nemli reseptor vardir. Bunlar ABCA1 (ATP binding casette
transporter protein 1) ve ¢opcl reseptort sinif B tip | (SR-BI)’ dir.
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HDL, ABCAL1 vasitas ile ekstrahepatik hiicrelerden serbest kolesterol, fosfolipid
ve hatta sfingolipid alir. ABCA1 reseptérine baglanmasinda apoA1l rol oynar. ABCA1
hiicresel kolesterol ¢ikisinin major diizenleyicisidir ve esterlenmemis kolesterol G hiicreden
ATP bagimli tasima mekanizmalart yoluyla uzaklastirir. Fosfolipid transfer proteini
(PLTP) de yuzey bilesenlerini (fosfolipidler ve esterlenmemis kolesterol) apoB igeren
partikillerden apoA-1 iceren partikillere transfer ederek HDL' nin lipidlenmesine katkida
bulunur (47).

Hiicreler Aras1 Hiicre dis1
o= =0
an =0 , .
Serhest . A]Ju..»!fs_l b.entem :
leBStl.Erﬂl Fosteligit /e (karagiger,ince ha'g]r.;s:i) Kolesterolesterin
sentezl ' (A} 0 _gendi SR-B1 aracihkh
\ ForC : ae! cg  segici almmm
FC_— > Haen
/" \b\‘f_\ i :
o =) P 5 O b
lipoproteinlerden ‘:t[,) @__ = A 5 Sk N
geridéniisim Kolesterolester & iy, AR ol Karaciger,diger dokular
el L tarafindan alimrm
damlaciklan 3 _::: mﬁ 27 - S aratmdan
&= =0

Sekil 10. Reseptor Aracilikli Kolesterol Tagimmu (47).

Ters Yonde Kolesterol Tasmmm: Karacigerde ve ince bagirsak duvarinda
sentezlenen HDL (pre3 HDL), diskoidal sekillidir; ApoA-I, lesitin ve serbest kolesterol
icerir. Yeni sentezlenen ve kan dolasimina saliverilen HDL, dolasimdaki silomikron ve
VLDL’ den kolesterol esterlerini toplar ve enzimlerin etkisi ve lipid ve protein alisverisi ile
kire sekilli HDL (HDL3) sekline donusur. HDL3 olarak tanimlanan ilk olgun HDL’nin
yuzeyindeki lesitin: kolesterol acil transferaz (LCAT), serbest kolesterol ile lesitinden,
kolesterol esteri ve lizolesitin olusturur.

HDL3'Un yapsinda artan kolesterol esterleri, kolesterol esteri tasiyict protein
(CETP) yardimuyla diger lipoproteinlerdeki trigliseridler ile degistirilir; boylece HDL>
olusur. Trigliseridi zengin HDL,, hepatik kapiller endotelde yerlesmis durumdaki hepatik
trigliserid lipazin etkisiyle trigliseridi azaltilarak yeniden HDL 5’ e donustaraldr. Bir kiam
HDL. ise karaci ger tarafindan Apo A-I'i tamyan reseptorleri sayesinde dolasimdan alinir.
Kolesterolden zenginlesen HDL, karacigere doniince kolesterolti birakir. Boylece HDL,
kolesterol ii dokulardan karacigere tasimis olur (Sekil 10) (47, 48).
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HDL baglayici protein (HBP), HDL baglayici protein 2 (HB2), kubilin ve SR-B1 ;
HDL reseptord olarak belirlenmiglerdir. Tablo 5'de HDL reseptorleri ve ozelikleri

verilmistir.

Kulestemlésr
=% transfer protein
4 inhditsr

e e L P

Sekil 11. Ters yonde kol esterol tasinimi (48).

Tablo 5. HDL reseptorleri ve 6zellikleri (42,43)

Reseptor Homologu Yapis1 Dagihm Ligandlar1  Fonksiyon/ozellikleri

Glikozillenmemis,
transmembrarn Sitoplazmik, endotel
HBP Vigilin yok, hiicrelerinde, HDL, apoA-I

Bilinmiyor, dstrojen
tarafindan uyariyor,

110 - 150 kDa makrofajlarda olesterole hassaslyet
Gl ':C?Izéuri':?' 5 HDL, LDL,
K aveolede Plazmamerpbramnda, modifiye Docking protein,
CD36, L sterol Ureten LDL, .
SR-B1 yerlesmis, IKi Kolesterol esterin
CLA-I transmembran dokularda, apoA-I, akisindarol alvor
o karaci gerde, apoA-I1, 3 yor.
domaini var, oC
82 kDa )
Glikozillenmisg, bir Plazma membraninda, Bilinmivor. K olesterol
ALCAM,  transmembran karacigerde, beyin,  HDL, apoA-l, 1yor, “OeS e
HB2 > . . o - statin hassasiyeti,
BEN domaini var, 100 ince bagirsak, akciger, apoA-I| ad Sinvall "
kDa, makrofajlarda ezyon, Sinyallesme:
Bobreklerde HDL
Ve Kisa N-terminal metabolizmaanda,
Kubilin - tul  in, 460kDa  Bobreklerde, HDL, 8oAl yitamin B12 \in

endositozda
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2.3.2. SR-B1: Copgii Reseptor Simf B, Tip B

COpci (scavenger) reseptor (SR)'ler makrofajlarin fagositoz fonksiyonuna katkida
bulunurlar. Bilindigi gibi, makrofglar dokularin civarinda bulunan; apoptotik hicreleri,
yabana hicreleri ve molekilleri tamyabilen ve fagosite edebilen hicrelerdir. SR’ de ilk
olarak makrofglarda tammlanmistir ve bu hicrelerde yaygin olarak bulunurlar. Bu
reseptorler yabanc ve endojen bazi moleklllere baglanirlar, dogal bagisiklikta ve
apoptotik hicrelerin temizlenmesinde rolleri vardir. Aynca, makrofglar modifiye
lipoproteinlerin endositozunu da yapabilirler ve SR’ ler bu fagositozdarol alirlar (38).

SR-B1 proteini; ilk olarak 1994 yilinda Brown, Goldstein tarafindan acLDL
reseptoril olarak tammlanmasina ragmen ; daha sonra Krieger ve arkadaslar: tarafindan
LDL ve modifiye LDL’ ler (okside LDL, asetile LDL) icin reseptort olarak tanimland.
Daha sonra ise sadece bu ligantlara degil; ayrica HDL, VLDL olmak tzere diger birgok
ligandi eklenerek multiligant bir reseptodri oldugu belirlendi (49).

SR-B1 protein insanda, 12. kromozomda 120924.2 veya 120924.31-32 konumunda
bulunun CD36L1 geni tarafindan kodlamr. CD-36 ailesi Uiyesidir. Insan homologu olan
CLA-1 (CD-36 ve LIMPII-analog-1) sican (hamster) homologuyla % 80 homoloji gosterir.

SR-BI, 509 aa uzunlugunda bir membran proteinidir. SR-B1 Oncull, hicresel
kolesterol seviyesi ve hormonlarnin dizenlenmesini iceren bolumler icerir (Sekil 12).
Dokuz N-glikosyan bolges igerir. 57 kDa'luk olarak eksprese edildikten hemen sonra
ekstasellller N-domaininden glikozillenerek molekil agirligi 82-85 kDa a ulasir. At nal1
seklindedir. Proteinin hem N- hem C- uglart membrana baglidir, bu iki membran asan
bolge arasndaki kisim sitoplazmaya dogru uzanir. Yani iki transmebran domaini iki
sitoplazmik kuyrugu vardir. Iki transmembran domain genis bir ekstraselliler domainle
birbirinden aynlir (37- 439 aa ). Ekstrasellller domainin yaps tam olarak agiklanmasada
yapisinda besi CD36 ve LIMPII ‘de de bulunan; ekstraselltler distlftr kdprust olusturma
potensiyeline sahip ati sisteini oldugu bulunmustur (Sekil 13). C termina sistein
domainden palmiteollenerek modiye olur. Kolesterol ve sfingolipidce zengin mikrodomain,
kaveollerde bulunur. Membranin kaveollerce zengin kiamlarinda bulunduklar: gibi fakir

kisimlarda bulunurlar (6, 50).
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; g || Kod Serisi
-1145-1139 -1046 -476 -217-160-77

= Sterol Diizenleyici Element

= Steroidojenilt Falktir-1 Baglanma Bilgesi

= Ostrojen Reseptir Yan Bilgesi

Spl Baglanma Bilgesi

= ¥in Yang-1 Baglamma Eilgesi

= E-EKutu MMotif

Ko =rteo

= CAAT/Enhanser Baglanma Protein Bilgesi

= Karariger X Reseptir Cevap elementi

Sekil 12. SR-B1 Onciilii (6).

SR-BI; en fazla HDL'nin lipid aimmim yaptigi karaciger ve steroid Ureten
dokularda ve diyet kolesterol emiliminin yapildigi ince bagirsagin firgamsa membraninda
olmak Uzere kolesterol metabolizmasinda rol alan dokularda eksprese edilir. Adrenal
bezlerde ve yumartalikta en yiksek olmak Uzere; karacigerde, yuksek, testis, meme bezi,
bagirsak, bobrekler, beyin, kaslar, plesenta, akciger, uterus, dalak, sinir sistemi, dendrit,
endotel, monosit/makrofaj, trombosit, deri, embriyonik dokular ve kalpte az miktarda

eksprese oldugunadair raporlar mevcuttur (6, 50).

B

ﬁ"“ = M-glycosylation siles
@ = Cystenes
B - cLampipozKe

E = Leucine Zipper
(5) = FT5-1 aquanca
£, = Crtkcal reskiuss

Sekil 13. SR-B1'in Yamsa (6).
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SR-B1; multiligandh bir reseptordir. Ligantlar: arasinda; LDL, oksideL DL, asetile
LDL, HDL, VLDL, malenlenmis sigir serum abumini (M-BSA) (6), ileri glikasyon son
uranleri (51), okside HDL (52), anyonik fosfolipidlerden fofoditilserin ve fosfoditilinositol
(53, 54) bulunmaktadhr.

SR-BI; lipidlerin iki yonlt degisiminde rol air. HDL ile LDL arasinda kolesterol
esteri (CE) ile serbest kolesterolin (FC) secici aimindan, lipoproteinlere ve lipoprotein
olmayanlara serbest kolesterol akisinda rol air (6, 54). HDL ve LDL’deki polar lipidlerin,
TG gibi apolar lipidlerin ve a-takoferol tin transferinden de sorumludur (55, 56).

SR-B1; LDL, VLDL gibi diger lipoproteinlere de baglanarak LDL’ den kolesteroliin
secici aintmina aracilhik ederek onlarin metabolizmasina katildigi dustnilerek bircok
calismayaplmis olsada mekanizmas tam anlagilamamustir (6).

SR-B1 antiateroaterojenik aktivitesini cesitli mekanizmalarla gosterir. HDL ile
hicreler arasindaki kolesterol akisina aracilik eder. HDL kolesterolinin karacigerden
ainimini ve safraya atilimina aracilik eder, bu sayede SR-B1 ters yonde kolesterol
tasinumint baskilar. HDL bagimli NO sentetazi aktivite ederek NO aracilikli antiaterojenik
aktiviteye aracilik eder. HDL’den vitamin E aimp hiicrelere aktariimasna aracilik ederek,
vitamin E aracilikli vaskiler korumaya katilir. Vaskiler endotel hicrelerde arteriyal
oksijen kaynagini etkileyerek eritrositlerin olgunlasmasim kontrol eder, anemiyi Onler.
Apoptotik hiicrelere baglanarak temizliklerinde gorev yapar (57, 58).

SR-BI, makrofg ve makrofgy olmayan perifera hicrelerden HDL'ye serbest
kolesterol transferini saglar (Ters Yonde Kolesterol Tasimmi). Kaveola gibi bazi
0zellesmis membran yapilarinin bu reseptorler bakimindan zengin oldugu gosterilmistir
(6). Plazma membran kaveollerinde SR-B1'in yerlesmes kolesterol aim ve atimu igin
Onemlidir. SR-B1 ve HDL ile hiicreler arasindaki kolesterol akisina aracilik eder. HDL ile
hicreler arasindaki kolesterol transferine aracilik ederken, dontstimla bir sekilde HDL'ye
baglamr. HDL'nin yamsndaki kolesterol oram SR-Bl'in aktivitesini etkiler. SR-B1,
kolesterolce zengin HDL ile etkilestiginde segici kolesterol ester aimmina ve kaveollerde;
sterojenik dokularda steroid hormon sentezi ve kolesterol depolanmasi icin kolesterol
aimmina aracilik eder depolanmasina sebep olurken (Sekil 14, a), SR-B1 kolesterolce
fakir HDL'ye baglandiginda ise kaveollerdeki fazla serbest kolesteroll HDL icine gonderir
(Sekil 14, b) (58) .
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= Serici Kolesterol
Abhmama

b EKolesterol Anhnn

Sekil 15. HDL’nin NO dretimini dizenlemesi (57).

SR-Bl'in mekanizmass tam olarak agiklanmasa da, ApoAl baglandigi bir
mekanizma ile endotel kaynakli nitrik oksit sentazi (eNOS u) aktive ederek nitrik oksit
(NO) duretimini duzenler. HDL, SR-Bl ile etkileserek kolesterol dagilimint ve
morfolojisini modifiye ederek eNOS aktivitesini etkiler. HDL eNOS un hicreler arasi
dagilimin dizenler. HDL ayrica endotel hiicrelerinde eNOS ekspresyonunu arttirir. HDL
zengin antioksidan icerigi ile ganlarin endotele etkilerini sinirlar, eNOS ‘un uyarimin
arttirarak NO miktarint arttir (49, 57) (Sekil 15).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1. Cihaz ve Malzemeler

CIHAZ ADI
Buzdolaplar1
Cam Sise
Cam malzemeler
CO. inkubatori
Calkaayici Inkiibator
Cakaayic
Etav
Elisa Pleyt Yikayici
Elisa Okuyucu
Floresans Mikroskobu
Guc Kaynagi
Guc Kaynagi
Hucre Kiltur Flasklar:
Hassas Terazi
Hematositometre Camu
Hood
Invert Mikroskop
Jel Goruntuleme Sistemi
Laminer Hava Akis Kabini
Magnetik Karistirici
Mikropleyt Spectrofotometresi

FIRMASI
+4°C, -20°C, -80°C
Sigma, 2364827
TUp, Pipet, Beher, Erlen, Balon Joje,
Thermo Scientific Forma Steri-Cycle
Shelleb/Sheldon Mod: 514,USA
Nive, SL 350
Gallenkamp
Diagnostic Pasteur
Tunable VERSAmak microplate reader,US
Olympus BH-2
Titan Plus
EC250-90, E-c Apparatus Corporation
Grenier Bio One T-25, T-75, T-150 cm®
Oertling NA 164
Neubauer
Polaraid
Olympus CK-2
BioDoc Anayze
Powtech, Class Il Safety Cabinet
IKA-Labortechnik
SpectraMak Plus 384



Mikrosantrifij
Mikrosantrifdj Tupu
Naylon Membran Filtreleri
Naylon Membran Filtreleri
Otoklav

Ogitiic

Pastor Pipetleri

pH Metre

PVDF Membran

RT-PCR Kit
hSR-B1/CLA-1, Beta Aktin
RT-PCR primerleri

Rotar Evapotor

Santrifuj

Sogutmali Santrifuj

Spektrofotometre

Sokhlet

Steril Falcon Tupler

Steril Pipet Uclar

Steril Enjektorler
SDS-PAGE Takimi
Semi-Dry Western Blot Tanki
Semi-Dry Blot

Saf Su cihazi
Spektrofotometre K liveti
Steril PCR Ependorf Tup
Semiotomatik pipetler
Transilluminator
Thermalcyler cihazi

UVette® Disposable Cuvettes
Vorteks

Whatman Jel Blot Kagich
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Sigma Loborzentrifugen CE 1-15
Grenier 200, 500, 1500 pL’lik

Sigma, 2290807, 0.22 um, diam. 47 mm
Sigma, 2290793, 0.45 um, diam. 47 mm
BES, BK-75TS-5626, Turkiye

Retsch ZM 200, Germany

Steril disposible pipetler

Hanna Instruments 8416

Immobilon P Milipore, Billerica, MA, USA
Quagen , One step RT-PCR 210210
Integrated DNA Tecnologies, Inc.

Bibby R100

Eppendorf 5804

Eppendorf 5810

LKB Ultrospec K
Ekstraktsiyonda kullanil d.
Grenier 15mL’lik ve 50 mL’lik
Steril ,Otoklavlianmus

1, 20, 50 mL’lik

Laemli Kesiki Tampon sistemi
BIO-RAD

BIO-RAD Trans-Blot® SD,
Akuatron 4AD

Sigma, C5416

Grenier 200 pl’lik

0.5-10 pl, 10-100p, 100-1000p!
Vilber Lourmant

GeneAmp PCR System 9700Applied Biosystems
Sigma, 2637847

Nive, NM 110

Sigma, Z613916



3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Madde Adi

Aliminyum Klordr, AlCl;
L-Askorbik asit

Agaroz
Amonyumpersilfat, APS
Akrilamid

Asetik Asit

Bakir Silfat, CuSO,.5H,0,
Betamerkaptoetanol
Bisakrilamid

Bromfenol Mavisi
Coomassie Brillant Blue G-250

Dipotasyum Hidrojen Fosfat, K2HPO4

Demir (111) Klortr, FeCl3
2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil, DPPH
Di metil Sulfolsit, DMSO

Disodyummonohidrojenfosfat, NaoHPO4 .7H0O

Fe(NH,)2(SO4),. 6 HO
o-dianizidin dihidroklorUr
DPEC, Diethyl pyrocarbonate

Etilen Diaminetetraasetik asit, EDTA
Endothelial Growth Medium Suplement, EGMS

Etanol

Folin ve Ciocalteu Fenol Reaktifi
Fetal Bovine Serumu, FBS
Gliserol

Glisin

Goat Anti Rabbit IgG HRP
Hidroklorik Asit, HCI

Hidrojen Peroksit, H20, % 30, d=1,11

Hidrojen Peroksit, H20;

Alman Firma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merk
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Cameo
Biochemica
Sigma
Carlo Erba
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Santa Cruz
Carlo Erba
Merck
Sigma
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Katalog No:
563919
A5960
A9414
A3678
A3553
K27574156
A894987
M 7522
A10960100
32H3626
201391
P3786
F7134
D211400
D4540
AS47474
10045-89-3
33435
D5758
303227
E2759
E7023
F9252
F2442
54H00723
52H03131
sc2004
7647-01-0
1.08597
H3410



Izopropil Alkol

Jelatin

Katesin

Kloroform

Kuanidin Hidroklorir

Kuarsetin

Metanol

Orange G

Potasyum Dihidrojen Fosfat, KH2PO4
Potasyum Hekzasiyona Ferrat(l11), KsFe(CN)g
Potasyum Klortr, KCl

Penisilin + Streptomisin

RPMI- 1640

Rabbit Poliklonal SR-B1 Antikor
Sodyum Karbonat, Na>COs

Sodyum Nitrit, NaNO»

Sodyum Hidroksit, NaOH

Sodyum Klordr, NaCl

Sodyum Dihidrojen Fosfat, NaH2PO4.2H20
Sigir Serum Albumini , BSA

Sodyum Potasyum Tartarat

Sodyum Dodesil Silfat, SDS

Sut Tozu

TriHCI

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine Soltisyonu, TMB

Trikloraasetikasit, TCA

N,N,N,N Tetrametiletilendiamin, TEMED
Tris (Hidroksimetil Aminometan)

Tripan Mavisi

TRItidyG

Troloks

Tripsin

Sigma
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merk
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Santa Cruz
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merk
Merck
Pinar
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Applichem
Sigma
Sigma
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19516
48723
C1788
C7559
177253
Q4951
M3641
Q3756
A153371
702587
711 TA299855
P7539
R8758
H180- sc67098
S7795
237213
6462
1.06400.1000
6345
P6529
A100285
9263888
Ticari
93287
T0565
T9159
T9281
252859
T6146
A4051
238813
T5266
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3.2. Tayinlerde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Karalahana Ekstraktlarinda Antioksidan Tayinlerde Kullanilan

Cozeltilerin Hazzrlanmasi

A. Total Fenolik Madde (TFM) Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 2°lik Na;CO3 2 g N&COs tartilarak hacmi distile su (DS) ile100 mL’” e DSile

tamamlandh.

Bitki Standartlarn  Onceden ekstrakttaki kuru agirligina gore hesaplanms sulu ve
etanollU ekstraktlann ana cozeltilerden seyreltildi. Calisma Uc¢
kez tekrarlandh.

Fenolik Standartlar 0,001 gram gallik asit tartilarak hacmi 1 mL’e DS ile
tamamlandi (1000 pg/ mL). 1000, 500, 250, 125, 62,5
(ng/mL)’lik standarlar: elde etmek icin seri seyreltmeler yapildi.

0,2 N Folin Reaktifi 2 N ‘lik Folin reaktifi 1/10 oraminda distile suyla seyrdltildi.

B. DPPH- Radikali Temizleme Aktivitesi Tayininde Kullamilan Cozeltiler

0,061975 g DPPH tartilarak hacmi 100 mL’ e metanol ile

0,1 mM DPPH
tamamlandh.

Sulu ve etanollil ekstraktlar ana c¢Ozeltilerden seyreltilerek
Bitki Standartlan
hazirlandi. Calisma Uc¢ kez tekrarland.

C. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yonteminde Kullanilan

Cozeltiler

Bitki Standartlar1  Sulu ve etanolli ekstraktlar ana c¢Ozeltilerden seyreltilerek
hazirlanci. Calisma U¢ kez tekrarland.

Standartlar 0,001 g Askorbik asit veya troloks 1 mL’e DS ile tamamlanch
(1000 pg/ mL). Seri seyreltmeler yapildi.



0,2 M Fosfat
Tamponu (pH 6,6)

% 1 K;Fe(CN),
% 10 TCA

% 1 FeCl3
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10,67 g KH,PO4 ve 17,25 g NaHPO, distile suda ¢ozilerek pH
6,6 seyreltik asit veya baz ile pH ile ayarland1 ve 1 L’'ye DS ile

tamamland:.
1 g KsFe(CN)gdistile su ile 100 mL’ye DS ile tamamlandh.
10 g TCA 100 mL’ye DS ile tamamlandi

1 g FeClzdistile suile 100 mL’ye DS ile tamamland.

D. Flavonoid Miktar1 Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 5’lik NaNO,

Bitki Standartlari

Kuarsetin

Standartlan

% 10’ luk
AlICL;.6H,0O

1 M NaOH

5 g NaNO: tartilarak hacmi 100 mL’ e DS ile tamamland.

Onceden ekstrakttaki kuru agirhigina gore hesaplanmis sulu ve
etanolli ekstraktlann ana cozeltilerden seyreltilerek hacmi 1000
ug/mL olacak sekilde su veya etanolle seyreltildi. Calisma ¢ kez
tekrarlandh.

0,001 g kuarsetin tartilarak hacmi 1 mL’ e DS ile tamamlandh
(1000 pug/ mL). Seri seyreltmeler ile 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 0 ng/
mL’ lik standartlar hazirlandh.

10 g AICI3.6 H,0 tartilarak ultra saf su ile (hizl1 yapilmamali)

hacmi 100 mL’ ye DS ile tamamland:.

2 g NaOH tartilarak ultra saf su ile hacmi 50 mL’ye DS ile
tamamlandh.

E. TAS (Toplam Antoksidan Seviye) Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Bitki Ekstraktlan

Onceden ekstrakttaki kuru agirligina gore hesaplanmis sulu ve
etanolli ekstraktlarin ana cozeltilerden seyreltilerek hacmi 1000,
500, 250 pug/mL olacak sekilde su veya etanolle seyreltildi.
Calisma Uc kez tekrarlandh.



Standartlarm

Hazirlanisi
TAS Reaktif 1: R1

(pH :1,8)

TAS Reaktif 2: R2
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TAS icin; 2, 1, 0,5, 0,25 mmol/L konsantrasyonlara sahip troloks

standartlar1 hazirlandi.

75 mM HCI; 6,41 mL HCI ammp hacim deiyonize su ile 1L’ye
tamamlandi. 75 mM KCI; 5,59 g KCI tartilip, 1 L deiyonize suda
¢Ozuldu. 800 mL KCI ile 200 mL HCI pH 1,8 olacak sekilde
karisim elde edildi.10 mM o-dianizidin dihidrokloriir; 0,31 g o-
dianizidin dihidroklorir 100 mL karisimda ¢ozuldi. 45 pM
Fe(NH,),(SOy),. 6 H,0; 0,0017 g Fe(NH,)»(SO,),.6H,0 tartildh,

o-dianizidin dihidroklortrl U karisima eklendi.

7,5 mM H:0.; 32,05 pL HO2 amip hacim HCI/KCI (1/4)
karisimyla50 mL’ ye DS ile tamamlandh

3.2.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bitki Ekstraktlari

Besleme Cozeltisi

Tripsin-EDTA

PBS

(pH: 7.4)

Onceden ekstrakttaki kuru agirhgina gére hesaplanmis sulu ve
etanolli ekstraktlarin ana ana c¢ozeltilarindan seyreltilerek
hacmi 50, 20, 10, 5, 2,5, 0 pg/mL olacak sekilde su veya etanol
(etanol oran1 % 1'in altinda olacak sekilde) seyreltildi. Calisma
li¢c kez tekrarlandi.

Icinde % 20 FCS, % 1 Penisilin-Streptomisin, % 1 glutamin, 200
ng/ mL EGMS olacak sekilde RPM1 1640.

200 mg Tripsin 50 mg EDTA ile karistinhip distile su ile 100
mL’ye DS ile tamamlandi. 0,22 um’lik filtreden gecirilip 15
mL’lik falkonlarda aktaril ip, kullanincaya kadar -20 °Cde saklandh.

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KClI, 1,5 mM (0,02 g)
KH,PO,4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na,HPO,.7H,0 tartilip bir miktar
distile suda pH: 7,4 e NaOH ile ayarlandi. Hacmi distile su ile 100
mL’ye DS ile tamamlandi. Otoklavlanp +4°C’ de saklandh.
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3.2.3. SR-B1/CLA-1 Protein Miktar1 Tayini I¢in Kullamlan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

A. TRItidy G ile proteinlerin Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

TRItidyG, Etanol,
Kloroform, Ana c¢ozeltilerden kullanild.

Izopropanol

300 mM Guanidin 2,8659 g guanidin hidroklortr 100 mL’e DS ile tamamlanch.

Hidrokloriir

% 1 SDS 1 g SDS 100 mL’e DS ile tamamlandi

B. SDS-PAGE VE Western Blotlamada Kullanilan Cozeltiler

1 M NaOH 10 g NaOH saf suda ¢ozilerek 250 mL’ye DS ile tamamlandh.

Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmas nda kullani | ci.

1M HCI Tampon ¢ozeltilerin pH’ larinin ayarlanmas nda kullan I di

20 g Na,CO; 260 mL suda, 0,4 g CuSO,4.5H,0 20 mL suda
2x Lowry Reaktifi 0,2 g Na-K-Tartarat 20 mL deiyonize suda ¢ozildi ve daha
sonra bu U¢ ¢ozelti karistirilarak bakir reaktifi elde edildi. 10 g
SDS 100 mL’e DS ile tamamlandi, 4 g NaOH yine 100 mL
mL’e DS ile tamamlandi.Kullanmadan hemen once 3:1:1

oramndakaristirildi. 2- 3 hafta boyunca saklanabilir.
0,2 N Folin Reaktifi 2 mL 2 N Folin reaktifi 20 mL mL’e DSile tamamland: .
Albumin Standartlarn 10 mg abumin 100 mL mL’e DS ile tamamlandi .0,1 mg/

mL’lik albumin standard: hazirlandi. Bu ana ¢ozeltiden 0,05,
0,025, 0,0125, 0 mg/ mL’lik standartlar hazirland.



1,5 M Tris-HCl,
(pH 8,8)

0,5 M Tris-HCI,
(pH 6,8)

AKkrilamid-

Bisakrilamid Cozeltisi

Tank Tamponu

(pH: 8.3)

Boyama Cozeltisi

Boya Giderme

Cozeltisi
Western Blot Transfer

Tamponu

Ana Cozelti 20xTBS
(pH: 7.5)
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Ayirma jeli tamponu; 36, 3 g Tris bir miktar deiyonize suda
¢Ozuldu. HCI ile pH' st 8,8 ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye
tamamlanip siizme kagidi ile siizildi. + 4 °C’de muhafaza
edildi.

Yigma jeli tamponu; 6,0 g Tris bir miktar deiyonize suda
¢ozuldu. HCI ile pH' st 6,8 ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye

tamamlanip slizme kagidi ile slizlildi. + 4 °C’ de saklandh.

% 30 akrilamid + % 0,8 metilenbisakrilamid delyonize suda

¢OzUuldi ve stizulda.

0,025M Tris(3 g Tris), 0,152M Glisin ( 14,4 g), % 0,1 SDS (1
0) kanstirihp, bir miktar delyonize suda ¢ozildi. HCI ile
pH' s 8,3 ayarlandi. Son hacim 1000 mL’ye tamamlanp

siizme kag1dh ile stiziildii. + 4°C’ de saklandh.

% 25 izopropil akol (75 mL), % 10 asetik asit (30 mL) ve %
0,05 Coomassie Brillart Blue G-250 (0,015¢g) karistirilarak
hacim deiyonize suyla 300 mL’ ye DS ile tamamland.

% 10 asetik asit; 100 mL asetik asit deiyonize suyla 1000

mL’ye DS ile tamamland:.

48 mM (5,8 g Tris), 39 mM ( 2,9 g) Glisin, % 0,0375 (w/v ,
0,375 g) SDS, 800 mL distile su ile ¢ozullp, kullanmadan
Once % 20 metanol (200 mL) eklendi.

1M Tris/HCI (15,760 g), 4 M NaCl (23,376 g) karistirilip bir
miktar suda ¢ozultp pH’s 7,5 getirildi. Hacim 100 mL’ye DS

ile tamamlandh.
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Bloklama Tamponu % 2 siit tozu ¢Ozeltisi: 2 g pinar sit tozu alinip 100 mL’de 1x
TBS de ¢ozuld.

Birincil Antikor Rabbit Poliklonal SR-B1 Antikoru 1:200 oramndal* TBSile
Cozeltisi seyreltildi.

ikincil Antikor Goat anti rabbit horse radish peroksidaz antikoru 1:2000
Cozeltisi oraminda 1x TBSile seyrdtildi.

Inkiibasyon Cézeltisi % 0,2 siit tozu ¢ozeltisi: 0,2 g pthar siit tozu alimp 100 mL’de
1x TBS de ¢ozuldl.

TMB Kullanima hazirdi.

3.2.4. SR-B1/CLA-1 mRNA Ekspresyonu Tayini I¢in Kullanilan Cézeltilerin

Hazirlanmasi

A. TRItidy G ile RNA izolasyonunda Kullamlan Cézeltiler

TRItidyG, Etanol,
Kloroform, Ana c¢ozeltilerden kullanild.
Izopropanol
%1 DPEC 1 mL DPEC otoklavlanmis su le 100 mL ‘e DS ile

tamamland:.

% 70-80 Etanol % 98-99 ‘luk etanolden seyrdltildi.

B. RT-PCR VE Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

RT-PCR Primerleri Once 100 pmol/mL olacak sekilde hazirlanci. Daha sonra 10
pmol /mL’ e dilte edildi.



1 N NaOH

Stok TAE :

Etidium Bromiir

% 2’ lik Agaroz Jel

Orange G

DNA Belirteci
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4 g NaOH 100 ml deiyonize suda ¢ozuldi. pH ayarlanmasinda
kullanldh.

242 g Tris, 37,29 NaoEDTA.2H20 bir miktar delyonize suda
¢Ozuldu ve Uzerine 57,1 mL asetik asit ilave edildi. pH 8,5'e
ayarlandi. Son hacim 1 L’ ye DS ile tamamlandi. Bu ¢ozelti
50 kat seyreltilerek, hem elektroforez tamponu olarak, hem de
agaroz jelin hazirlanmasinda kullanil di.

100 mg etidiyum bromir 10ml deiyonize suda ¢ozulda. (10
mg/mL). Isiktan korunarak buzdolabinda sakland:.

0,8 g agaroz TAE tamponunda cozildi ve 30 saniye
mikrodalgada kaynatildi. [hdiktan sonra etidiyum bromar
eklenerek tarak yerlestirildi. Sogumaya birakildi.

Anacozeltiden kullan| .

Anacozeltiden kullan| .

3.3. Metodlar

3.3.1. Karalahana Ekstraktlarnmn Hazirlanmasi

3.3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Karadeniz Bolges kiyt kesimi cesitli il ve ilgelerden (Trabzon merkez, Rize,

Giresun, Artvin (Hopa), Samsun) karalahananin taze ve yesil yapraklar: toplanarak, saf su

ile defalarca yikandi. Serin ve karanlik ortamda kurutuldu, ogutictide kiguk parcalara
aynldh ve ekstrakt hazirlanana kadar 4 °C’ de muhafaza edildi. Etanollli ve sulu ekstraktlar:

hazirlandh (2).



Tablo 6. Calisma sirasinda kullanilan ekstraktiar icin kullanmlan kisaltmalar

Il Etanol Su
Trabzon TE TS
Rize RE RS
Giresun GE GS
Samsun SE SS
Artvin AE AS

3.3.1.2. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ekstraktsiyon, c¢ozeltilerden veya kati kansimlardan bir maddeyi ayirmak,
¢Ozuclyu ve istenmeyen safsizliklan kansimlardan uzaklastirmak icin yapilan islemdir.
Kati maddelerin bir c¢ozlciyle sirekli ekstraktsiyonunun saglanmasi i¢in en uygun
duzenek 1879 da Franz von Sokhlet tarafindan icat edilen Sokhlet duzenegidir. Orijinalde
kati materyalerden svilarin ekstraktsiyonu icin tasarland: fakat kati numunelerden
bilesiklerin ekstraktsiyonlarimin zor oldugu zamanlarda da kullanilabilir. Bir sokhlet
ekstraktsiyon sistemi bir karistirict magnetik cubuk ile kaynama balonu, bir sokhlet aparati,
bir geri sogutucu ve bir 1siticidan ibarettir (Sekil 16). Kati numune iceren kartus sokhlet
aparatinin bolmesine yerlestirilir. Kaynama baonundaki ¢ozict karistirilarak 1sitilir.
CoOzucl buharlart sogutucuya dogru cikarlar ve orada sogutularak numunenin Uzerine
damlarlar. Numune materyali iceren sokhlet aparatinin bolmesi, yogunlastirilan ¢6zlcu ile
yavasca dolar, ardindan sifon hareketiyle balona geri bosalir. Bu dongl, numune

bilesiklerinin ayrintil1 ekstraktsiyonu icin pek cok kez tekrarlanmasina miisaade eder.
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sogutucu

/ elkstralcsivon bélmesi
=

/ keartus
=

sifon kola

.:_cf'/

kavnama balom

i
=, Pl
‘ ekestralcsivon ¢dziciisii

Sekil 16. Sokhlet Diizenegi

Etanol polar bir molekul oldugu icin bitki bunyesindeki polar molekulleri ekstrakte
eder. Etanolll karalahana ekstrakti icin; soklet aparatina 10 gram kurutulmus ve 6gutilmis
karalahana iceren ekstrakt kartusu koyularak, yaklasik 300 mL etanol ilave edilerek
gbmlekli 1siticicda 60°C’'de yavasca kaynatilarak ekstraktsiyona tabi tutuldu. Sokhlet
aparatinda ¢cozelti renksiz oluncaya kadar yaklasik 24 saat ekstraktsiyon islemi strdirtldi.
Once filtre kagich ardindan, Whatman 0,2 um filtrelerden siiziil di.

Sulu ekstraktlar ve ugucu yaglar Clevenger tipi su buhari destilasyon dizenegi
kullanlarak elde edilmistir. Su buhar1 destilasyonu, az ugucu ve suda ¢oziinmeyen ya da
cok az c¢Ozinen maddelerin ucucu olmayan maddelerden aynlmasnda veya
saflastinimasinda kullanlan bir tekniktir. Bu teknikle kaynama noktas yuksek olan bir
bilesik, vakum uygulanmaksizin, normal sartlardaki kaynama noktasimin ¢ok altinda
destillenebilir. Su buhan destilasyonu, basit destilasyon ve diger tekniklerin
uygulanmasayla ayriimayan az miktardaki maddelerin ayrilmasinda 6zellikle faydal1 olup
dogal UrUnlerin izolasyonunda ve biyidk miktarda reginemsi yan Urtnlerin olustugu
kimyasal reaksiyonlarda ara UrUnlerin ayriimasinda genis olctude kullaniimaktadir.
Clevenger tipi su buhari destilasyonu ise, sulu ekstraktlarin yam sra ugucu yaglarin

(esansiyel yag) da elde edilmesini saglamaktadir.
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Sekil 17. Clevenger Dizenegi

Bitkilerin toz halindeki yaprak kisimlarina su ilave edilip, olusan karistm
destilasyon balonlarina dokaldi. Balonlar, gomlekli isiticilara yerlestirildi ve Clevenger
aparatlan takilarak destilasyon dizenegi olusturuldu. Sulu numune karisimlar: yaklasik 6
saat kaynamaya tabi tutuldu. Sulu ekstraktlar cesitli islemlerden gegirilerek berraklastirildi
ve sular, liyofilizatérde ucurularak konsantrasyonlar belirlendi.

Etanol ekstraktsiyonlarimin ¢oziculeri doner vakum evaporatoriyle uguruldu. Bir
doner vakum evaporatoriyle tek basamakh destilasyonlar hizlica yapilabilir. Bu yontemin
esasi, su banyosunda donen buharlastirici bir balon kullanilarak vakum atinda ¢oziictlerin
buharlastiriimasi ve yogunlastirilmasdir. Vakum, kaynama sicakligini disdrir ve bdylece
destilasyonun performanaini arttirarak triinleri korumaya yardim eder (Sekil 18).

Ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde konsantrasyonlar: belirli
numuneler kullanlmalidir. Bu amacla; belli hacimde aimnan etanol ekstraktlarinin
¢Ozuculeri, doner buharlastirma duiizenegi kullamlarak tamamen ucuruldu ve belli bir
hacimde alinan ekstraktiarin artarda ikiser kez evaporasyonu sonucu balon cidarinda kalan
maddenin  agirhg ile bos baonun agirhigiin farki  kullamlarak —ekstraktlarin
konsantrasyonlar belirlendi ve ana ¢ozelti ¢ozeltiler hazirlandi. Tablo 7' de hazirlanan ana

¢cOzeltilerin konsantrasyonlari veillere gore kullanilacak kisaltmalar verildi.
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Sekil 18. Doner Vakum (Rotary) Evaporatori

Tablo 7. Hazirlanan Sulu ve Etanolli Ekstraktlannnin Ana Cozeltilerinin Kuru Agirlik
Cinsinden Konsantrasyonlar: (mg/ mL)

il Etanol Su
Trabzon TE: 5mg/mL TS: 5 mg/mL
Rize RE: 2,28 mg /mL RS: 10 mg/mL
Samsun SE: 5 mg/mL SS: 10 mg/mL
Artvin/Hopa AE: 5mg/mL AS: 10 mg/mL
Giresun GE: 5mg/mL GS:. 10 mg/mL

3.3.2. Karalahana Ekstraktlarinda Antioksidan Tayinler

3.3.2.1. Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Metot; suda ve diger organik ¢ozlctlerde ¢coziinmis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmas: esasina dayanr. Olusan mor-
menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans olusturur (59). Tablo 8 ‘de
belirtildigi gibi pipetlemeler yapild.
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Tablo 8. Toplam Polifenolik Madde Tayininde Y apilan Pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Standart 0,1 mL
Lahana Numunesi 0,1 mL
Distile Su 5,1 mL 5SmL 5mL
0,2 N Folin Reaktifi 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Tlpler vorteksile karistinldi ve 3 dakika bekletildi.
% 2’ lik Na,CO3 1,5mL 1,5mL 1,5mL

1 saat inktbasyonda bekl etildi.

700 nm’ de kore kars1 absorbans okundu.

Galik asidin 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, O pg /mL’'lik standart
konsantrasyonlart kullanilarak hazirlanan grafik (Sekil 19) kullamlarak, TFM miktar:
belirlendi.

Konsantrasyon : 1151,012 x Abs +6,678
r=0998

o
]
1

Absorbans { 700 nmm)
b1

0 oo 400 g00 aon lo00

Gallik Asit (g mL)

Sekil 19. Toplam Fenolik Madde Tayini icin Gallik Asit Standart Grafigi
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3.3.2.2. DPPH* Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin alinabilen bir radikal
olup denemelerde Hatano (60) metodu kullaniimistir. Antioksidanlarla muamele,
DPPHe’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbansin diiststine sebep olacaktir.
Farkli numune konsantrasyonlariyla muamele edilen DPPH< 1n absorbansindaki degisim
Olcllerek, absorbandara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik cizilmekte; grafikteki
y=ak+b denkleminde DPPHe konsantrasyonunu yariya disiren numune miktari ug / mL
cinsinden belirlenmekte ve IC50 degeri olarak ifade edilmektedir. Bu yontemin 6nemli bir
dezavantgji, blyidk antioksidan molekillerin sterik engellenmeye maruz kamalari
nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu yontemde, antioksidan molekilin yaps ve
boyutu test sonucunu etkilemektedir. Tablo 9 ‘dabelirtildig gibi pipetlemeler yapildi.

Tablo 9. DPPHe Radikali Temizleme Aktivites Tayininde Y apilan Pipetleme Islemleri

Kor Numune korii Standart Test
0,1 mM DPPH 150 pL 150 pL 150 pL 150uL
Distile Su 150 pL
Numune Coziiciisii 150pL
Standart 150pL
Lahana Numunesi 150pL

Oda scakliginda 50 dakika inkibasyona birakildi.
517 nm’ de kore kars1 absorbans okundu.

3.3.2.3. Demir (IIT) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi

Oyaizu tarafindan gelistirilen metoda gore indirgeme kuvveti numunelerin dolayli
olarak toplam indirgeme potansiyelini gostermekte olup Fe” - Fe™ indirgenmes ile
meydana gelen Fe'?, K3(Fe)CNes 700 nm'de absorbans veren renkli kompleks olusturur .
Guncel olarak kullamlan FRAP yonteminde 2,4,6- tripiridil-s-triazin (TPTZ)'in Fe(ll1)
tuzu kullarImaktadir (61). Tablo 10 ‘da belirtildigi gibi pipetlemeler yapildi.
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Fe'"-TPTZ + indirgen antioksidan ————— Fe’'-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 20. Demir (111) Gn indirgenme reaksiyonu (61)

Tablo 10. FRAP Y 6nteminde Y apilan Pipetleme Islemleri

Kor Standart Test
Distile Su 1mL
Standart 1mL
Lahana Numunesi ImL
0,2 M KH,PO4+K;HPO4 Tamponu (pH 6,6) 2,5mL 2,5mL 2,5mL
% 1 K3Fe(CN)e 2,5mL 2,5mL 25mL

50 °C 20 Dakikainkube edildi.
% 10 TCA 2,5mL 2,5mL 25mL
3000 g'de 10 dakika santrifiyj edildi ve tst fazdan 2.5 ml aind.

Distile Su 2,5mL 2,5mL 2,5mL
% 1 FeCl; 0,5mL 0,5mL 0,5mL

4 dakika sonra 700 nm *de kore kars1 absorbans okundu.

Tayine baslamadan 6nce askorbik asidin ve troloksun 1000, 500, 250, 125, 62,5,

31,25, 0 uM’lik konsantrasyonlari hazirlandi. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi

cizilir. Bu metotta artan absorbans artan indirgeme kuvvetini gosterir. Sonuclar, indirgeme

potansiyeli yiksek ve ayn zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ve

troloksile karsilagtirilmak suretiyle yorumlanr ( Sekil 21-22).
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4,07 Konsantrasyon= 313,120 x Absorhans -4,622
= 0,999
3,07
:
e
w
% 2,07
Q
:
1,07
0,0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Askarhile Asit { ulVT)
Sekil 21. Demir indirgeme/ FRAP Miktarlan icin Askorbik Asit Standart Grafi i

4,07

Konsantrasyon= 318,274x Absorbans + 21,568
=099

w
=]
1

ABSORBATNS 700nm
-]
=

=
=]
1

0,0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Troloks (pM)

Sekil 22. Demir indirgeme / FRAP Miktarlan icin Troloks Standart Grafi gi

3.3.2.4. Flavonoid Miktarmin Belirlenmesi

Flavonoidlerin aiminyum ile yapmis olduklart kompleksler reaksiyon sonunda,
pembe renk olusturmaktadir (62). Bu pembe renk olusumu, standart ve kore karsi
spektrofotometrede okutuldu. Tablo 11 ‘de belirtildigi gibi pipetlemeler yapildi. Standart
grafigi (Sekil 23) kullanilarak flavonoid igerigi belirlendi.
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Tablo 11. Flavonoid tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Distile Su 1mL
Standart 1mL
Lahana Numunesi 1mL
% 5 NaNO: 0,3 mL 0,3 mL 0,3mL

Vorteklendi
5 Dakikainkubasyonda bekletildi.

% 10 AICI;3 0,6 mL 0,6 mL 0,6 mL
1 M NaOH 2mL 2mL 2mL

5 dakikainkube edildi.

Hacim 10 mL’ye DS ile tamamlandh.

Hemen 510 nm’ de spektrofotometrede absorbanslart okundu.

0,57

Konsantrasyon= 217951 x Absorhans -1051
r=0999

=] =] =]
=] w =
1 1 1

ABSORBATNS S10nm

=]
fary
1

T T T I
0 20 40 60 80 100

Kuarsetin ( pg/ mL )

=]
=

Sekil 23. Flavonoid Miktar Icin Kuarsetin Standart Grafi gi

3.3.2.5. Toplam Antioksidan Kapasitenin (TAS) Belirlenmesi

Toplam antioksidan kapasiteyi belirlemek icin Erel, O.'in olusturdugu kolorimetrik

metod uygulandi (63). Bu metodun prensibi Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil ( OH")

radikalinin Uretimi ile baslatilan etkili serbest radikal reaksiyonlarinda olusan renkli
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dianizidil radikalinin 444 nm de dlcllmes esasna dayanir. Tablo 12 ‘de bdirtildigi gibi

pipetlemeler yapildi.

Tablo 12. Toplam Antioksidan Kapasitenin (TAS) Belirlenmesinde Y apilan Pipetleme

Islemleri
Kor Numune Korii  Standart Test
Distile su SpL
Numune c¢oziiciisii SuL
Standart SuL
Lahana numunesi SpL
Reaktif 1 200pL 200pL 200pL 200pL
A1l: 444 nm deilk okuma yapild.
Reaktif 2 10pL 10pL 10pL 10pL

A2: 444 nm de 3. ve 4. dakikalardaikinci okuma yapildi.

A1l degerleri A2 degerlerinden cikanlarak bu absorbans degerlerine karsilik gelen
konsantrasyon miktann elde edilen standart grafik (Sekil 24) yardimyla sonuclar

hesapland:.

Absorbans 444nm

0,007

-0,027

-0,047

-0,067

-0,087

Eonsantrasyon = - 5,064- 0,008
=0,997

-0,10

0,0

T | | T I
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

nM Troloks

Sekil 24. Toplam Antioksidan Madde Troloks Standart Grafigi



3.3.3. Hiicre Kiiltiirii

HDL reseptori SR-B1'in ekspresyonunun en fazla oldugu hiicreler arasinda endotel
hicreleri yer ailmaktadir . Bu ylzden ¢alismamizda karalahananin SR-B1 Uzerine etkisini

gozlemlemek icin insan gobek bagi veninden elde edilen endotel hicreleri (HUVEC),
hiicre kulttrinde tercih edildi. Batin hicre kilttr ¢calismalart hticre kiltir kabininde (air

flow kabin) steril ortamda gerceklestirilmistir.
3.3.3.1. HUVEC Hiicre Serilerinin Cogaltilmasi

HUVEC hucre serileri GATA Tip Fakultess Hematoloji Anabilim Dalindan temin
edildi. Donmus haldeki hicrelerin Ustine oldukca yavas bir sekilde PBS eklendi. 15
mL’lik akona aktarilip hacim 5 mL ‘ ye DS ile tamamlandi. 400 g'de 7 dakika santrifuj
edildi. Hematositometre ile hiicre sayimi yapildi.

1x10° HUVEC hiicreleri L-Glutaminli, % 20'lik 200 g/mL endotel biyime faktort
(Endothelial growth medium supplement EGMS), % 1'lik penisilin + streptomisin igeren
RPMI 1640 iceren beslenme tamponu ile % CO, ortaminda 37°C'de T-25 flasklarda
inklbatorde ¢ogaltild.

3.3.3.2. HUVEC Hiicre Cogaltiminda Kiiltiir Sartlar:

Primer Kiiltiir: 1x10° HUVEC hiicreleri L-Glutaminli, % 20 FBS, 200 ug/ mL
Endotel buylume faktori (Endothelial growth medium supplement EGMS), % 1 penisilin +
streptomisin iceren RPMI 1640 besiyerinde % 5 CO, ortaminda 37 °C de T-25 flasklarda
inkibatorde cogaltildi.. Kultdrin Gglincli giininden itibaren flaskta yapisan hicrelerin
besdenmesine haftada ikiser kez olmak Uizere devam edildi. Hucreler kiltir kabinin
tabaninin tamamini kapladiktan sonra primer kiltur tamamlanarak tripsinizasyon yapildi.
Tripsinizasyondan sonrabirinci pasaj kultdr islemlerine gegildi.

Ikinci Pasaj Kiiltiir: Birinci pasg kultir isleminden sonra tripsinizasyonla
hicrelerin plastik flasklardan ayristirilmasindan sonra ikinci pasg kdltir islemlerine
basland:. ikinci pasaj kiltiir icin T-150 plastik flaska fetal bovine serumla beslenmek (izere
1x10° HUVEC kondu ve hiicreler yine haftada ikiser kez beslenerek flask tabanmim
kaplayincaya kadar cogalmalar1 beklendi. Hucreler flask tabaninin tamamini kapladiktan
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sonra ikinci pasg sonlandinildi. Tripsinizasyondan sonra elde edilen hicreler FCS ile
seyreltilip 20 pL’s sayim icgin aynlip geri kalam ekstraktlarin ekleme asamasina kadar

donduruldu.
3.3.3.3. Tripsinizasyon Metodu

Tripsinizasyon islemi asagida maddeler halinde siralandig: Uizere gergeklestirildi.
200 mg tripsin ile 50 mg EDTA karistinlarak 100 mL steril distile suda ¢ozuld.
Otoklav edilerek 15-50 mL steril falkonlarda-20°C * de kullamlana kadar saklanch.

1. Plastik kaplardaki (flask) yapismayan hicreler ve besiyeri atilarak yapisan
hiicre tabakas: PBSileiki kez yikandi.

2. Her 25 cm? flask alam icin 5 mL Tripsin-EDTA ilave edilerek 37 °C'de 1
dakikainkibe edildi.

3. Bir- iki dakikalik sire sonunda yapisan hicrelerin cogu ayrilir, fakat haa
kalabilecek yapisik hicre olasiligina kars: flasklar pipetle nazikge karistirildi.
Daha sonratripsini inaktive etmek icin ortama fetal bovin serumu ilave edildi.

4. Elde edilen mezenkima kok hicre stispansiyonu 400 g'de 7 dakika sireyle
santrifUj edilerek ve kultur medyumu ile iki kez yikanarak analizler velveya bir

sonraki pasgj kultdr islemi icin hazir hale getirildi.

Tablo 13. Tripsinasyon islemindeki kullamlan Tripsi/EDTA ve Fetal Bovin Serum

miktarlar
Flask Tripsin-EDTA Fetal Bovin Serumu
25 em’ flask 5mL 1mL
75 em’” flask 10 mL 2 mL
150 cm’ flask 20 mL 4 mL

3.3.3.4. Hiicre Serilerinin Sayimi ve Canlilik Kontrolii

Tripsinizasyon sonrast falkon tuplere toplanan hicrelerin 20 pL’si 20 pL tripan
mavis ile karistirilarak hematositometre camina aktarildi. Isitk mikroskobu atinda canl: ve

cansiz hticreler sayildi. Hiicre sayilarina gére uygun konsantrasyonlar belirlendi.
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3.3.3.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Tripsinizasyondan sonra elde edilen hiicrelere % 10 oraninda DM SO oldukca yavas
bir sekilde eklendi. Ekstraktlarla muamel e edilinceye kadar -80 °C’ de saklandh.

3.3.3.6. Hiicrelerin Ekstraktlarla Muamele Edilmesi

1x10° HUVEC hiicresi T-25 flasklara ekildi, degisik konsantrasyonlarda Trabzon
iline ait sulu ve etanol U lahana ekstraktlar: (40, 20, 10, 5, 2,5, 0 pg/mL ) eklenerek 24 saat
% 5 CO, 37 °C inkibasyona hirakildi. Her 6rnek icin Ucer calisma yapildi.
Tripsinizasyondan sonra sayimlari yapildi.

3.3.4. TRItidy G ile Protein izolasyonu

TRItidy G, Chomczynski, P.ve Sacchi, N. tarafindan gelistirilen protokolin
kisaltilmig, modifiye formudur metoda gére RNA/DNA/protein ekstraktsiyonu igin
kullanilan bir kimyasal ¢cozeltidir (64). Proteinizolasyonuicin;

1. Ependorfdaki hiicrelere yavas yavas steril PBS eklendi. 15 mL’lik falkon ttpe

aktarilarak 5 mL PBS ile hicreler yikandi. DM SO’ nun yipratici etkisi azaltildi.
400 g'de 7 dakika santrifuj edildi.

2. RPMI uzaklastirilip icine 1- 5x10° hiicre icin 1 mL tritidy G konuldu. Hiicreler

iyice pipetagjlaliz edildi.

10 dakika inklbasyona birakild.

0,2 mL kloroform eklenek bir daha pipetaj edildi.

10 dakika inktibasyona birakil di.

12000 g de 4 °C’ de 15 dakika santrifuj edildi .

Ust faz RNA izolasyonu icin ayrilirken alt faz DNA/Protein izolasyonunda

A ol

kullanildh.
8. Alt fazin Ustine 0,3 mL etanol eklendi.
9. DNA ¢oki. 5 dakika bekletildi.
10. 2000 g'de 5 dakika santrifuj edildi.
11. Supernatan protein tayini icin kullamdi.
12. Slpernatana esit hacimde izoproponal eklendi.
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14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22,
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10 dakikainkibe edildi.

12000 g de 4 °C 10 dakika santrifijj edildi.

Cokelek 2 mL 300 mM guanidin hidroklortr eklendi.
20 dakikainkibe edildi.

750 g'de 4 °C 5 dakika santrifuj edildi.

Cokelek 2 mL 300 mM guanidin hidroklorir eklendi.
20 dakikainkibe edildi.

7500 g'de ve 4 C' de 5 dakika santrifuj edildi.
Kurutmadan sonra 200 uL % 1 SDS de ¢ozulda.

Yeni bir santrifuj tlpiine aktarilip Western blotlama calismas icin -20°C
derecede muhafaza edildi.

3.3.5.TRItidy G ile RNA izolasyonu

Yontem doku ya da hicrelerin lizis solisyonu ile parcalamp fenol yardimiyla

RNA’nin ekstraktte edilmesine dayanir. Yontem kisatilmis olsa da guinimiizde var olan

kolon yardimiylaizolasyon yapan kitlere gore RNA’ nin safl1g1 daha disuktor.

1.

A ol

9.

10.
11.

Ependorfdaki hiicrelere yavasga steril PBS eklendi. 15 mL’lik falkon tipe
aktarilarak 5 mL PBS ile hicreler yikandi. DM SO’ nun yipratici etkisi azaltildi.
400 g'de 7 dakika santrifuj edildi.

RPMI uzaklastirilip icine 1- 5x10° hiicre icin 1 mL TRItidy G konuldu.
Hucreler pipetajla parcaland.

10 dakika inklbasyona birakild.

0,2 mL kloroform eklenerek, bir daha pipetg edildi.

10 dakika inktibasyona birakil di.

12000 g’ de ve 4 °C 15 dakika santrifuj edildi.

Ust faz RNA izolasyonu icin ayrilirken alt faz DNA/Protein izolasyonunda
kullanildh.

Ust faz ayr buz lizerinde bir tiipe alindiktan sonra esit hacimde izoproponal
eklendi.

En az 15 dakika sogukta beklendi.

12000 g ‘de ve 4 °C 15 dakika santrifijj edildi .

RNA 6nce % 70-80 lik alkolle daha sonrada % 100 |tk etanolle yikandh.



12. 7500qg ‘de 5 dakika santrifijj edildi ( yada 15 000 rpm de kisa devir).
13. Etanol havaile ucurulduktan sonra 20 uL DPEC muamele edilmis su eklenerek.
RT- PCR calismasinda kullanilana kadar —80 °C derecede saklandh.

3.3.6. SR-B1 Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi

3.3.6.1. Protein Miktar1 Tayini

Deneylerde kullamlacak protein miktarini sabitlemek icin Lowry yoOntemiyle
protein tayini yapildi. Bu yontemde protein, dnce, akali bakir ¢ozeltisiyle reaksiyona
sokuldu. Alkali ortamdaki Cu*?, proteinin peptit baglariyla kompleks olusturarak Cu*’’'e
indirgendi. Daha sonra, Folin ve Ciocolteu’ nun fenol reaktifi ilave edildi. Fosfotungstik ve
fosfomolibdik asitlerin indirgenmesiyle molibdenyum mavisi ve tungsten mavisi renkleri
meydana geldi (65).

Tablo 14. Protein miktari tayininde yapilan pipetleme islemleri

Kor Standart Test
Distile su 400 pL
Standart 400 pL
Lahana numunesi 400 pL
Lowry reaktifi 400 pL 400 pL 400 pL
Karistirlarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
0,2 N Folin reaktifi 200 pL 200 pL 200 pL

30 Dakika oda sicakliginda bekletildi.
750 nm’ de kore kars1 absorbans okundu.

Standart olarak degisik konsantrasyonlarda sigir bovin serum albumini kullanilarak
cizilen standart grafiginden numunelerin protein konsantrasyonu g/ mL olarak belirlendi.
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Konsantrasyon=-0,001* ahsorhans+0,327
1=1,000

ABSORBANS T750nm

0,0 T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

BSA (pg/ mL)

Sekil 25. Protein Miktar: Tayin Grafigi

3.3.6.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Y Ukld bir molekiliin elektrik alanda gogiint ifade eden elektroforetik yontemlerde
molekllin gb¢ hiz1; elektrik alan siddetine, molekilin Gzerindeki net yike, molekilin
boyutuna, sekline, ortamin iyonik siddetine, viskozitesine ve sicakliga bagidir. SDS
PAGE proteinlerin sadece molekil buyuklUklerine bagli olarak ayrimlanmasini saglayan
bir yontemdir. Proteinlerin diger fiziksel Ozelliklerinden etkilenmez. Bu nedenle
proteinlerin oncelikle denature edilmesi; sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilarina bagli
Ozelliklerinden arindirilmas gerekmektedir. Denatlire edici gan olarak kullamlan SDS
(Sodyum Dodesil Siilfat) ile inkibe edilen proteinler; ¢ozinlrlik kazanmakta (6zellikle
membran proteinleri gibi hidrofobik proteinler), primer yapilari disinda tim d¢ boyutlu
yapillarim kaybetmektedirler (Sekil 26). SDS'in negatif yukli silfat iyonlar: ile sarilan
proteinler molekdl buyuklikleri ile orantili olan bir negatif yike sahip olmaktadirlar.
Negatif yukli molekillerin tumiu bir elektrik alana koyuldugunda pozitif yike dogru
negatif yuk buyUklUklerine/molekil biytkltklerine bagli olarak go¢ edeceklerdir.
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Sekil 26. Proteinlerin SDSile Denattire Edilmes (66)

Basanili bir elektroforez yapilabilinmesi icin analizi yapilacak 6rnek onunla
resksiyon vermeyen ve ornegin elektrik alanda ilerlemesini engellemeyen bir zemin
kullanmakla mumktn olur. Béyle bir kimyasal zemin polimerlerin 6zellikleri calisilirken
kesfedilmis ve poliakrilamid olarak nitelendirilmistir. Poliakrilamid jellerinde numune
bilesenlerinin ¢ozUnurltgl artmaktadir .Jelin meydana gelme mekanizmast soyledir ( 67) :

Amonyum persilfat suda ¢oziindiginde serbest radikalleri meydana getirir.

S,05% -2 S04

Bu radikaller akrilamid ile reaksiyon meydana getirirler. Serbest radikal akrilamid
molekilt Uzerine tagimir. Aktive edilmis bu akrilamid moleklll cevresindeki diger
akrilamid molekdlleri ile etkileserek uzunca bir polimer olusturur. Bu polimerlerin
olusturdugu ¢cozelti hali hazirda her ne kadar yogunca ise de jeli olusturmaz. Jel olusumu
bu polimer parcalarinin c¢apraz baglanmasim gerektirir. Bu islem N,N’-metilen-bis
akrilamid tarafindan saglamr. Bu madde iki akrilamid molekultnun reaktif olmayan
uclanmn kafa kafaya verdigi bir molekil olarak distnulebilir. Toplam akrilamid miktarina
ve bis akrilamid miktarina bagli olarak jel Gzerindeki bosluklarin buyUkliglt ayarlanabilir.
TEMED’in (N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminomethane) jel karisimina eklenir, katalizor
gorevi gorerek, polimerlesme reaksiyonunu hizlandinr (Sekil 27).
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Sekil 27. Poliakrilamid Jelin Olusmasi (67).

Poliakrilamid jeli kicuk kanalardan olusan bir molekiler elek olarak gorev
gormektedir. Kucik molekil agirligina sahip olan molekdller uygulanan elektrik alanda
poliakrilamidin olusturdugu molekiler elek icinde daha hizl1 hareket edebilirken, blyik
moleklllerin hareketi daha yavas olacaktir (Sekil 28).

Molekiil aiF. Loy

Sekil 28. Proteinlerin Poliakrilamid Jeldeki Ilerleyisi (67).
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Calismamizda, Laemli kesikli tampon sistemi uyguland: (68 -69). Buna gore %
10'luk SDS-PAGE yapildi. Elektroforez cam plakalari once saf suyla yitkandi. Frinda
1sit1lip daha sonra izopropil alkol ile iyice yikarp durulandi. iki cam plaka birbiri Ustiine
konularak kiskaclarlaiyice tutturuldu ve jel hazirlama cihazina konuldu.

3.3.6.2.1. Jellerin Hazirlanmasi

Bu yontemde Ustte daha kisa, akrilamid orani daha disik ve protein drneklerinin
jele yuklenmesi icin tarak kullanmlarak kuyucuklar olusturulmus bir yigma “stacking” jeli,
atta ise daha uzun olan ayirma “resolving” jeli yer air. Yigma jelinde yer aan
kuyucuklara yUklenen protein oOrnekleri yirttme tamponunda bulunan gliserinin de
yardimiyla hizl1 bir bicimde ayirma jelinin hemen Ustiinde ince bir hat olusturacak sekilde
sraanirlar. Taze hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina enjektorle dokuldi ve st kisma 2-
3 mm yukseklikte n-butanol ilave edilerek polimerizasyon icin 2 saat oda sicakliginda
bekletildi. Bu jelden bir miktar da tlp icinde ortamda birakilarak cam levhalar arasindaki
jelin polimerlesmesi kontrol edildi. Ayirma jelinin Gzeri n-bitanol ile kaplanir, bdylece
jelin Ust yuzeyinin havayla temas sonucu hizli polimerlesmes engellendi. Polimerlesme
20-30 dakikastirdu.

Ayirma jeli katilastiktan sonra uygun tarak yerlestirilerek yigma jeli ilave edildi.
Hazirlanan enjektor ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokuldu. Taragin Uzerine nemli
stizgec kagidi Ortllerek bir gece bekletildi. Polimerizasyon icin bir gece beklendikten sonra

ertes gun tarak dikkatlice cikartilarak jelin Gstli, 6nce saf su, sonra yigma tamponuyla

yikandh.
A. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi (% 10'luk)
Cozelti Katilan Miktar
Ayirma jeli tamponu (pH: 8,8) 3,75 mL
Akrilamid-bisakrilamid (30: 0,8) 10 mL
% 10 SDS 0,3mL
Deiyonize su 14,5 mL
% 1,5 ’luk APS (Taze hazirlanmis) 1,5mL
TEMED 15puL

Toplam 30 mL
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B. Yigma Jelinin Hazirlanmasi

Cozelti Katilan Miktar
Yigma Jeli Tamponu ( pH: 6,8) 5mL
Akrilamid-bisakrilamid (30: 0,8) 2,5mL
% 10 SDS 0,2 mL
Deiyonize su 11,3 mL
% 1,5 ’luk APS (Taze hazirlanmis) 1mL
TEMED 15pL
Toplam 20 mL

C. Yiiriitme (Numune) Tamponunun Hazirlanmasi

Cozelti Katilan Miktar
% 10 SDS 60 pL
p- merkaptoetanol 15uL
Yi1gma Jeli Tamponu ( pH: 6,8) 37,5 L
Gliserol 30 uL
Bromfenol Mavisi S5uL
Toplam 150 pL

3.3.6.2.2. Numunenin Hazirlanmasi

Protein numunesi 100 ug/ mL olacak sekilde hazirlandi. Numunelere (150 pL)
yuritme tamponundaki SDS ve betamerkapto etanol ilave edilerek proteinlerin
denatirasyonu ve distlfir baglannmn indirgenmesi saglandi. 5 dakika kaynar su
banyosunda bekletildi. Daha sonra yuritme tamponunun geri kalan: eklendi.

Western blot renkli markiri (BIO-RAD Precision Plus Protein WesternC standarts)
numune tamponu ile seyreltildi, kaynatiimadi. Numuneler insilin enjektort ile dikkatli bir
sekilde uygulandi. Jel gorinteleme sistemi (BioDoc Analyze) kullamlarak korin aan
yogunlugu diger ekstraktlarin alan yogunluklariyla karsilastirildi.

3.3.6.2.3. SDS-PSGE Islemi

Tankin at ve Ust kisminatank tamponu (350mL) konularak elektroforeze hazir hale
getirildi. Tank kapag1 kapatilarak alt tarafi anod (+), Ust tarafi katod (-) olacak sekilde
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baglant: kuruldu. Ornekler yigma jelini gecene kadar 80 V, daha sonra akim 150 V dogru
akim ile elektroforeze tabi tutuldu. isaret boyas (bromphenol mavisi) jelin at kismina
ulsstiginda; uygulanan elektrik akimimn kesilerek proteinlerin elektrik alanda gocu
sonlandirilci. Jel ¢ikarilip western blot tankinda membrana aktariimak tizere western blot

transfer tamponu iceren genis bir kaba aktarildi. Sonu¢ olarak SDS-PAGE, molekillerin

sadece molekll agirliklarina bagimli olarak ayrimlanmasini saglayan bir yontemdir.

protein karisimi

plastik kasa

Sekil 29. SDS-PAGE Tanki

3.3.6.3. Western-Blotlama

SDS-PAGE heterojen bir protein karigimin ayrimlastirmag: saglamakla birlikte, bu
karisimdaki proteinlerinden hedeflenen bir tanesini de calismak miumkindir. Bu amacla
proteinler istenilen amaca ve yonteme uygun sekilde jelde elektroforez edildikten sonra
membrana transfer edilir. Western blot anadlizi, bir protein karisimi igerisinde bulunan
hedeflenen belirli bir proteinin varligimn saptanmasinda kullanilmaktadir. Membranlara
transferde en ¢ok kullamlan yontem ise el ektrobl otlama dir. Elektroblotlama, elektroforetik
olarak ayrilmis oOrneklerin elektrik alan altinda mekanik olarak kararli bir membrana
aktarilmasim saglar (70).

SDS-PAGE'e tabi tutulan jel transfer tamponu icinde 10 dakika yavasca
cakalanarak dengelendi. Blotlama esnasinda kullamilacak whatman filtreleri transfer
tamponu icine konularak 5 dakika islatildi. PVDF membran (Immobilon P blotting
membrane (Millipore, Billerica, MA, USA) Once 10 saniye metanolle yikarmp daha sonra

transfer tamponu ile dengelendi.
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Sirasiyla 4 adet whatman kagidi, 1 adet nitroseliloz membran, jel ve 4 adet
whatman kagich transfer tamponu icinden amnarak Ust Uste BIO-RAD yari

kuru (semi-dry) tankina yerlestirildi. Tabakalar arasinda hava kabarciklar
olmamasina dikkat edildi.

Sekil 30. Semi-Dry Western Blot Calismasi

Tank guc tankina takilip, 1 saat boyunca 25 Volt, 160 mA ‘de elektrik
akiminda blotlamaislemi gergeklestirildi.

PV DF membran: tanktan alinip blotlama tamponundabir gece boyunca (veya
37°C de 2 saat) 4 °C’ de inkiibasyona birakilarak protein olmayan bolgeler siit
tozu ile kapatil .

Jeldeki proteinlerin membrana gecip gecmediginin kontrol igin jel boyama
cozeltisinde (Coomasie Brillant Blue) 2 saat bekletildikten sonra boya
cikarma gozeltisine aktarildi.

IXTBS ile membran bir dakika kadar ¢alkal andh.

Membran 1:200 oraninda hazirlanmis hSR-B1 ile 1 saat boyunca 37 °C’’ de
calkalayici inkUbatorde inkibe edildi.

1x TBSile membran 10" ar dakika 3 kez hassas bir sekilde yikandi.

Membran 1:2000 oramnda hazirlanmis goat anti rabbit horseraddish
peroksidaz ile bir saat boyunca 37°C’’de cakalayici inkibatdrde inkiibe
edildi.

1x TBSile membran 10" ar dakika Ui¢ kez hassas bir sekilde yikandh.
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10. Yaklasik 20 mL TMB eklenek karanlikta 20-30 dakika 37°C’’ de calkalayici
inktibatorde inkuibe edilerek proteinler gortlebilir hale getirildi.

11. Bantlar gorultnce reaksiyon steril deiyonize su ile durduruldu ve resimleri
cekildi.

12.  Jel gorinteleme sistemi kullamlarak, bantlarin hacimleri dl¢ildi. Kortn bant
yogunluk ytzdesi 100 kabul edilerek diger ekstraktlarin bant yogunluk
yuzdeleri hesaplandh.

3.3.7. SR-B1/CLA-1 mRNA seviyesinin Belirlenmesi

3.3.7.1. RNA Miktarmin Belirlenmesi:

RT-PCR’ da kullanacagimiz RNA miktarini sabitlemek icin; TRItidy G kullanilarak
elde edilen RNA’lar 1:25 oraninda seyreltilerek, kore karst (DPEC’li su) 6zel UVette
kivet kullanillarak 260 ve 280nm ‘de spektrofotometrede okundu. A280 / A260 orani
olculdd. (oran >1,5 olmalidir). 280 nm’'deki absorbans once 40 ile, sonra dillisyon
faktor (25) ile carpilarak RNA konsantrasyonuna ulasi dh.

3.3.7.2. RT-PCR

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonunun temeli PCR’a dayanir. Daha
Onemlis, ilk olarak retrovirtslerden elde edilen ve RNA’y1 DNA’ya transkribe eden ters
transkripsiyonun isleyisine baglidir. RT-PCR teknikleri, RNA dizilerini (MRNA gibi)
DNA nikleik asidinden daha kararli halde tutarak RNA’ dan cDNA (komplementer veya
kopya DNA) olusumuna izin verir. Ters transkripsiyonla RNA’dan onun ters
komplementeri DNA (cDNA) nin olusmast iki asamali RT-PCR’1n ilk asamasdir. Bunun
yaninda RNA’nin DNA’ya kopyalanmasindan sonra, cDNA dizileri, DNA dizisine 6zgin
primerler kullanilarak ¢ogaltilabilir. Bu gogaltiimaiki asamali RT-PCR isleyisindeki ikinci
ve sonuncu 6nemli asamadir. hSR-B1 / CLA-1'nin mRNA dizeyinin belirlemes igin
Reverse Transcriptase-PCR icin, Qiagen ' den One Step RT-PCR kiti kullanildh.

RT icin numune reaksiyon ttpleri Tablo 15 *deki gibi hazirlandi.
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Tablo 15: RT Reaksiyon Tupt Hazirlanmas

Eklenecek Reaksiyon
Miktar Konsantrasyonu
5X QIAGEN OneStep RT-PCR tamponu ( 12,5 10 uL 1X
mM MgCl:; iceriyor)
dNTP Karisimi, 10 mM 2ulL 400 uM her bir dNTP
SR-B1/ CLA-1 veya  Aktin Sense 3uL 0,6 uM
SR-B1/ CLA-1 veya B Aktin Anti sense 3uL 0,6 uM

QIAGEN OneStep RT-PCR Emzim Karisim 2uL

(ters yonde transkriptaz iceriyor)

Template RNA 2 ug /reaksiyon
RNAaz —bulunmayan su

Toplam S0 uL

Her numune i¢in bu reaksiyon ortami hazirlandi. Reaksiyon karisimi ‘thermocyle’ a
konuldu ve 30 dakika 50 °C’ de inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon karisiminin 95 °C’de
15 dakika bekletilmesi ile revers transcriptase reaksiyonuna son verildi. Herbir numuneden
elde edilen cDNA’lar ayni reaksiyon ortaminda RT’de kullanilan primerler (Tablo 16)
kullanmlarak PCR ile ¢ogaltildi. PCR sartlars;

94°C’ de 30 saniye,

56°C’ de 30 saniye,

72°C’ de 90 saniye olacak sekilde 35 dongil (30 dongii beta aktin icin), son olarak
tg 72°C’de 7 dakika 1 cycle olacak sekilde programlandi.

Tablo 16. RT-PCR’da K ullanilan Primer Dizileri

Primre Sirasi Uriin
hSR-B1/ CLA-1 sense 5’-ATGATCGTGATGGTGCCGTC-3> 930 be
hSR-B1/ CLA-1 antisense 5’-ACTGAACCTGCAGGTGCTGA-3’

B-Aktin sense 5’-ATCATGTTTGAGACCTTCAA-3’ 318 be¢

B-Aktin antisense 5’-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-¥
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3.3.7.3. Agaroz Jel Elektroforezi

200-50000 baz cifti (bg¢) boyutlar1 arasindaki DNA ve RNA molekillerini
tammlamakta kullamlan standart yontem destek ortam olarak agarozun kullanildig
elektroforezdir. % 0,5 den daha disUk agaroz iceren jeller cok kirilgan oldugundan yatay
sistem tercih edilir. NUkleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz konsantrasyonu ile
nuklelk asit molekillerinin boyutlar: ve seklinden etkilenir. Nukleik asitlerin ayirimu igin
en etkin agaroz konsantrasyonlar1 % 0,3-2,0’ dir.

RT-PCR Urdnlerinin  degerlendirilmesinde % 2'lik agaroz jel elektroforezi
kullamlch.0,8 g agaroz 40 mL TAE tamponunda kaynatilarak ¢ézildi. Elde edilen jel biraz
soguduktan sonra 10 pl etidiyum bromir eklendi ve tarak yerlestirilmis jel kalibina
dokuldu. Jel tamamen donduktan sonra jel kab el ektroforez tankina yerlestirildi.

Numunelerin Jele Yiiklenmesi ve Degerlendirilmesi: 15 pl numune 2,5 pl
yukleme tamponu ile kanstirildi ve elektroforez tankindaki jele kuyucuklara zarar
vermeden yiuklendi. Jelin ilk kuyruguna elde edilen Urtnlerin baz blydkltginid gormek
icin 20 pL 100 bg'lik markir yuklendi. Numuneler jele yiklendikten sonra 100 voltta 1 saat
yuratuldd. Jel Transimuminatére alinarak bantlar incelendi. Hood ile fotograflan cekildi.
Jel gorinteleme sistami kullamlarak, bantlarin hacimleri 6lclldi. Korin hacim bant
yogunluk ylUzdesi 100 kabul edilerek diger ekstraktlarin bant yogunluk ytzdeleri
hesapland.

3.4. istatistiksel Analizler

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama ve stardart sapmast olarak ifade edildi.
Olgumle elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu her bir grupta Kolmogorov
Smirnov testi ile incelendi. Karalahana ekstraktlan arasindaki anlamli farkliligin olup
olmadigim belirlemede, parametreler normal dagilima uygunluk géstermediginden; Mann
Witney U Testi yapildi ve p<0,05 olanlar anlamli1 olarak kabul edildi. Antioksidan
aktiveteler araandaki korelasyon analizleri Pearson bivariate korelasyon andizi ile yapildi.



4. BULGULAR

4.1. Karalahana Ekstraktlannnda Antioksidan Tayinler

Artvin-Hopa, Giresun, Rize, Samsun ve Trabzon sahil kesimlerinden toplanarak
elde edilen karalahana yapraklarn kurutularak elde edilen etanolik ve sulu ekdraklarda
antioksidan aktiviteler incelendi (n=3).

Caismaya dahil edilen tim iller icin toplam fenolik madde miktari; etanolik
ekstraktlarda sulu ekstraktlara gore daha yuksek bulundu (P < 0,05) (Sekil 30).
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Sekil 31. Karalahana ekstraktlarimn TFM (ug Gallik Asit) miktarlar: (n=3).

Demir indirgeme / FRAP miktarlar askorbik asit ve troloks standardina gére uM
askorbik asit / mg ekstrakt ve uM troloks / pug ekstrakt cinsinden hesaplandi. Etanolik
ekstraktlar sulu ekstraktlara gore biraz yiuksek bulunmasina ragmen aralarinda FRAP
(Askorbik Asit) degerleri bakimindan Artvin ve Rize iline ait ekstraktlar hari¢ etanollt
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ekstraktlarla sulu drnekler arasanda anlamli farklilik olmadigi gozlendi (P > 0,05 ) (Sekil
32, 33).
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Sekil 32. Karalahana ekstraktlarinin FRAP (UM Troloks) miktarlari (n=3).
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Sekil 33. Karalahana ekstraktlarinin FRAP (UM Askorbik asit) miktarlari (n=3).

Flavonoid icgerigi bakimindan, etanolik ekstraktlar sulu ekstraktlara gore biraz
yuksek bulunmasna rggmen Giresun ve Rize illerindeki hari¢ aralarinda anlamli farklil ik
olmadig1 gozlendi (P > 0,05) (Sekil 34).
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Sekil 34. Karalahanaekstraktlarinin flavonoid (ug Kuarsetin) miktarlari(n=3).

En distk DPPH aktivitesine sahip olan ekstrakt en iyi aktiviteye sahipti. Etanolli
ekstraktlar araanda Samsun iline ait etanollU ekstrakt, sulu ekstraktlar arasinda ise Rize
iline ait sulu ekstrakt en yuksek aktiviteye sahipti (Sekil 35, 36). Sulu ekstraktlar etanolli
ekstraktlara gore daha yiksek aktiviteye sahip olmalarina ragmen aralarinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik gbzlenmedi (P> 0,05) (Sekil 37).
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Sekil 35. Etanoll U karalahana ekstraktlarinin DPPH yakalama kapasitesi.
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Sekil 36. Sulu karalahana ekstraktlarimn DPPH yakalama kapasitesi.
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Sekil 37. EtanollU ve sulu karalahana ekstraktlarimin DPPH (1Csp) seviyeleri (n=3).

Etanol |t ve sulu ekstraktlar arasinda Trabzon iline ait etanoll i ve sulu ekstraktlar en
yuksek TAS icerigine sahiptir. EtanollU ekstraktlar sulu ekstraktlara gore yuksek olsalar da;
aralarinda TAS icerigi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklihk gozlenmedi (P
>0,05) (Sekil 38).
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Sekil 38. Karalahana ekstraktlarimin TAS (UM Toloks) miktarlart (n=3).

Tablo 15 'de tim iller igin sulu ve etanolik karalahana ekstraktlarinda antioksidan

parametlerin sonuclar1 gosterilmektedir. Buna gore etanolik ekstraktlar; sulu ekstraktlara
gobre dahayiksek TFM, FRAP, flavonoid ve TAS miktarina sahip oldugu gozlendi.

Tablo 17. Etanolik (E) ve sulu (S) karalahana ekstraktlarinda illere gére antioksidan

seviyeleri (n=3)

E FRAP ‘

E oo PR T
g mg ekstrakt ‘rln'\g (tegt(r)l;lftl “Mnﬁzk gligrléka?t/ mg ekstrakt  ug/ mg ekstrakt mM Troloks
AE 76,6+ 133 138,0+ 5,8 105,9 + 14,0 56+0,1 0,91+0,1 0,30+ 0,01
AS 42,1+93 132,2+9,8 729+51 7,7+24 1,05+0,2 0,26 £ 0,00
GE 66,6157 126,3+ 16,8 73,8+ 123 11,3+ 0,0 0,91+0,1 0,28 + 0,01
GS 442+ 48 116,9+ 6,0 75,4+53 6,0+£0,7 0,46+0,1 0,29+ 0,01
TE 81,0+ 10,7 1241+124 82,3+84 79+13 0,99+0,3 0,42+ 0,04
TS 444+ 12,1 1079+44 65,6+ 7,2 62+13 0,59+0,2 0,29 + 0,00
RE 772+187 1232+16,2 97,7+ 12,0 127+11 0,91+0,3 0,32+ 0,03
RS 37,7+154 106,2+ 9,5 63,2+ 6,4 6,2+0,8 0,29+0,2 0,22+ 0,00
SE 78,3+ 24,7 120,7 £ 3,6 67,909 7,0+£0,1 0,58+0,1 0,24 + 0,01
SS 392+165 102,4+ 8,6 60,3+ 10,4 6,3+0,5 0,52+0,1 0,28 + 0,02

E 759+54 126,4+ 6,7 85,5+ 16,0 87+26 0,9+0,1 0,31+ 0,06

S 415+29 1131+ 11,9 67,5+64 6,5+£0,7 0,6x0,2 0,27 £ 0,02
P 0,008 0,095 0,056 0,222 0,222 0,222
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Ekstraktlar arasinda karsilastirma yapildiginda etanolik ekstraktlarda ortalamalara
gore siralamalar su sekildedir;

TFM . Trabzon > Samsun > Rize > Artvin > Giresun
FRAB (troloks) > Artvin > Giresun > Trabzon > Rize > Samsun
FRAB (askorbik asit) : Artvin> Rize > Trabzon > Giresun > Samsun
Flavonoid : Rize> Giresun > Trabzon > Samsun > Artvin
DPPH : Trabzon > Artvin = Rize = Giresun > Samsun
TAS : Trabzon > Rize > Artvin > Giresun > Samsun

Sulu ekstraktlarda ise siralama sOyledir;

TFM : Trabzon > Giresun > Artvin > Samsun > Rize
FRAB (troloks) : Artvin > Giresun > Trabzon > Rize > Samsun
FRAB (askorbik asit) : Giresun > Artvin > Trabzon > Rize > Samsun
Flavonoid : Artvin > Samsun >Rize > Trabzon > Giresun
DPPH : Artvin > Trabzon> Samsun> Giresun > Rize

TAS : Trabzon > Giresun > Samsun >Artvin > Rize

Sulu ekstraktlarda ise; FRAP (tro) ile FRAP (AA) degerleri arasinda ((r= 0,814,
P=0,049), FRAP (tro) ile flavonoid degerleri arasinda (= 0,813; P=0,049) ve DPPH ile
FRAP (tro) degerleri arasinda (r=0,820; P= 0,046) istatistiksel olarak 0,05 onemlilik
diizeyinde pozitif yonde yluksek seviyede dogrusal bir iliski gozlendi. Flavonoid miktar: ile
DPPH degerleri araandaistatistiksel olarak 0,01 6nemlilik diizeyinde pozitif yonde yiksek
seviyede (r=0.917) dogrusal bir korelasyon gozlendi (P=0,01).

Ayrica ortalama etanolik (E) ve sulu (S) seviyeleri g6z 6nune alindiginda etanolik
ekstraktlann antioksidan seviyeleri sulu ekstraktlara gore daha yiksek olmasina ragmen
sadece toplam fenolik madde bakimindan istatistiksel olarak anlamlh bir farklilik oldugu
gbzlendi (P<0,05).



4.2. Hiicre Kiiltiirii

Yapillan antioksidan calismalarda Karadeniz Bolgesindeki bes ilden alinan
karalahana numunelerinin her birinin farkl: bir antioksidan aktivitesinin yiksek oldugu
gozlendi. (Tablo 15). Trabzon iline ait ekstraktlarin TFM ve TAS degerleri yiksek

bulundugundan bu ekstraktlarla calisiimaya karar verildi.

Tablo 18. HUVEC hicrderinde Trabzon iline ait karalahanamn etanolik ve sulu

ekstrakttlanyla yapilan ¢alisma sonuglart (n=6).

Karalahana Ekstraktlar (ug/mL)

% Canhhk

40

20

Etanollii 10
5

25

40

20

Sulu 10
5

25
Kor 0

38,83 + 3,89
66,20 + 5,70
98,58 + 1,00
97,32+ 4,20
96,78 £ 2,95
31,70+ 4,77
61,45+ 291
96,92 + 1,59
97,50+ 1,24
97,26 + 2,40
96,63+3,31

Bunun tzerine HUVEC hiicre kilturt ortamina son konsantrasyonlar 40, 20, 10, 5,
ve 2,5 ug/mL hticre olacak sekilde Trabzon iline ait etanolik ve sulu ekstraktlar: eklendi. 5
mg/mL’lik ana ¢Ozeltiler kullanilarak, seyreltmeler RPMI 1640 hicre besiyerleri ile yapilci
ve etanollt érneklerde son % etanol oram hiicrelere toksik olmamast icin % 1'in atina
indirildi. Her bir konsantrasyonda kér ve Ornekler okumalan 6 sar kere tekrarlanarak

ortalamalan aindi. Endotel hiicre kilturleri invert mikroskopla incelendi. Canliliklarina

bakildi. Canlilik ylzdeleri Tablo 16’ da gosterilmektedir.

40 ve 20 pg / mL’ lik numunelerde canlilik oram ¢ok distik oldugundan 10, 5, 2,5

ng/mL’ lik ekstrakt miktarlar ile calisiilmasnakarar verildi.



Sekil 39. Endotel Hiicresi

4.3. SDS-PAGE ve Western Blotlama Sonuclari
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Karalahana ekstraktlarinin SR-B1L/CLA-1 proteini seviyesine etkisi western
blotlama Sekil 40'da gosterilmistir. Kor dahil bitin karalahana ekstraktlannda SR-
B1L/CLA-1 proteini pozitif gbzlenmektedir. Karalahananin etanolik ekstraktlarindaki
protein miktan ile sulu ekstraktlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik

gbzlenmemesine ragmen; Trabzon iline ait 10 pg/mL’lik etanolik ekstrakttinda alan

yogunlugunda kore goére belirgin artis gozlenirken 5 ve 2,5 pg/mL’lik ekstraktl: olanlarda

azahis gozlendi. Sulu ekstraktlarda ise 5 pg/mL’likte artis, digerlerinde azalis gozlendi

(Tablo 17).
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Sekil 40. Karaahana ekstraktlarimin HUVEC SR-B1/CLA-1 Uzerine etkisnin

Western Blot ile incelenmesi
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Tablo 19. Karalahana Ekstraktlarinin Western Blot Bant Alan ve Y Uzdeleri (n=3)

Karalahana Ekstraktlar1 (ng/mL) Alan %
Etanolik 10 21655 + 267,9 120,0+ 1,5
5 15046+ 108,1 83,06+ 0,6
2,5 15889 + 67,8 87,72+ 04
Ortalama 17530+ 3597,1 96,78+ 19,8
Sulu 10 15215 + 808,2 83,99+ 4,4
5 19751+ 75,6 109,49+ 0,4
25 17462 + 50,2 96,40+ 0,3
Ortalama 17476 + 2268,0 9648, + 12,5
Kor 0 18113+ 194,4 100,00 + 1,1*

*Kor % 100 ainarak diger oranlar hesaplanmistir.

4.4. RT-PCR ve Agaroz Jel Elektroforezi Sonu¢lari

Karalahana ekstraktlarimn SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonuna etkisini incelemek
icin RT-PCR calismas yapildi. RT-PCR kitinin calisip calismacigim ve ekstraktlarda
MRNA olup olmacigim belirlemek icin kontrol olarak beta aktin primerleri kullamldi. RT-
PCR sonuclarinin degerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde
yuratildd. Transilluminatére konulan jelin fotografi c¢ekildi, gorintilendi (Sekil 41)
Karalahana ekstraktlarinda; mRNA varligi belirledikten sonra, ekstraktlardaki hSR-
B1/CLA-1 mRNA ekspresyonlart uygun primerler (hSR-BL/CLA-1 primerleri)
kullanllarak RT-PCR yontemi ile cDNA’lar elde edildi. RT-PCR sonuglarinin
degerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde yurituldo.
Transilluminatére konulan jelin fotografi ¢ekildi, gortnttlendi. Bantlarin yogunluklar: jel
gorinteleme sistemi ile bant yogunluklar: 6l¢lldl, karalahana ekstraktt: icermeyen kor
100 olarak kabul edildi. Karalahana ekstraktlartmn bant alan yogunluklar;; kore

oranlanarak; kore kars1 % oranlar: belirlendi.
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Sekil 41. Etanolik ve sulu karalahana ekstraktlarimn HUVEC SR-B1/CLA -1 mRNA ekspresyonuna etkilerinin nun RT-PCR ileincelenmesi
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Kontrol olarak kullamlan beta aktin band: tim ekstraktlarda gézlendi. Karalahana
ekstraktti icermeyen kor dahil bitin karalahana ekstraktlarinda hSR-BL/CLA-1 mRNA
ekspresyonu pozitif gozlendi. Karalahana ekstraktlarindaki, hSR-B1/CLA-1 mRNA
ekspresyonlan bant alan yogunluklar: karsilastirarak degerlendirildiginde;. karalahananin
hem etanolik ekstraktlaninda, hemde sulu ekstraktlarindaki hSR-B1/CLA-1 mRNA
ekspresyonlarinda (bant alan yogunluklarinda); koére gore belirgin artis gozlendi; kore gore
istatistiksel olarak farklilik gozlendi (P <0,05). Karalahananin etanolik ekstraktlarinin bant
alan yogunluklannda;, sulu ekstraktlara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmedi (P >0,05) (Tablo 20).

Tablo 20. Etanolik ve sulu karalahana ekstraktlarimn HUVEC SR-BL/CLA-1 mRNA
ekspresyonu RT-PCR sonucunda elde edilen bant alanar1 ve ylzdeleri (n=3)

Karalahana Ekstraktlar1 (ng/mL) Alan %
10 84660 + 583,7 246,5+ 16,9
5 85354 + 291,0 2485+ 8,5
Etanolik
25 89155 + 4241 2596+ 12,3
Ortalama 78934 + 5994 2515+7,0
10 90812 + 126,4 264,4 + 36,8
5 82023 + 899,1 238,8+ 26,1
Sulu
25 86645 + 371,7 252,3+10,8
Ortalama 79440 £589,7 251,83+1238
Kor 0 34347 + 267,9 100,00 + 0,8*

*Kor % 100 ainarak diger oranlar hesaplanmistir.



5. TARTISMA

Karalahana, ismini eski yunanca yenilebilen sebze “lachanika’’ sdzcligunden
almaktadir (1). Ozellikle Dogu Karadeniz Bolgesiyle bitinlesen bir sebzedir. Corbasi,
sarmasi, degisik birgcok yemegi yapilir. Turkiye' de 2001 yilinda 100.000 ton karalahana
tuketildigi, Gretimde ise Samsun’ un en buyik paya (% 40’ 11k) sahip oldugu rapor edilmistir
(11). Yetistigi cografik alana ve iklime, toprak yapisina, suya bagli olarak icerigi degisen
karalahananin kimyasal yapisi ve 6zellikleri hakkinda pek ¢ok arastirma yapil mistir.

Gulnumize kadar karalahanada bulunan yuzlerce kimyasal bilesik tanimlanmustir
(2, 13). Genel olarak pek ¢ok standart insan yiyecesi ile karalahana karsilastirildigi zaman;
kalori bakimindan fakir, protein, vitamin ve minerdler yoninden zengindir.
Karalahananin; insanlar icin gerekli olan suda c¢ozinen antioksidanlar olan fenolik
bilesikler ve vitamin C ve yagda ¢ozinen vitamin E ve B-karoten bakimindan zengin
oldugu rapor edilmistir. Brassica turlerinde toplam aktivitelerinden % 20'sinden
fazlasindan yagda c¢Ozinen antioksidanlarin sorumlu oldugu belirlenmistir  (71).
Karetenoidlerin diyetle alinimi ile ¢esitli kanser tlrleri ve kronik goz hastaliklar: riskini
distrar. Karalahanamin antioksidan 6zelligi; yapmsinda bol miktarda bulunan
glukosinolatlarimin yikim Ortnleri, vitamin A, vitamin C, vitamin E, selenyum, folik asit,
polifenoller; flavonoidler ve karotenler, lif, lutein, zeaksantin gibi bitki fitokimyasallar
bakimindan zengin olmasindan ileri gelmektedir (2, 13, 16, 20, 21). Posedek ve ark.
yaptiklar1 derlemede literattr bilgilerini gbz 6nine aarak antioksidan kapasite miktar
sralamasinin karalahana > briiksel lahanas: > brokoli > karnibahar > beyaz |ahana seklinde
oldugunu rapor etmiglerdir (23). Karalahanamin yapiandaki bilegenlerin antioksidan
kapasitesinin yam sira antibakteriyal, antifungal, antimikrobiyal (2, 13), lipoprotein
oksidasyonunu Onleyici (72) aktiviteleri rapor edilmistir.

Sebzeler arasinda karalahana; en yiksek miktarda karetenoid, lutein ve zeaksantin
icermektedir (13, 15, 73). Ailes oldugu Brassica turlerinin bilesimi, antioksidan tayinleri,
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antikanser etkisi, lipid peroksidasyonu Uzerine etkileri incelenmis olmasna ragmen
karalahana hakkinda sinirlt say1da ¢alisma mevcuttur.

Bu calismada yoremiz icin 6nemli olan karalahananin antioksidan dizeylerini
belirleyerek, insan endotel hicrelerinde (HUVEC) HDL reseptorld olan SR-B1L/CLA-1
proteini ve mMRNA ekspresyonu Uzerine etkisinin incelenmesi amaclandi. Bu amacgla
yoremizdeki cesitli il ve ilcelerden (Trabzon, Giresun-Merkez, Rize-Merkez, Samsun
Merkez ve Artvin-Hopa) toplanan karalahanamn taze ve yesil yapraklar, serin ve karanlik
ortamda kurutuldu. Kurutulduktan sonra, dgltticide kiclk parcalara ayrildi. Numuneler
Once, kanstirici, manyetik cubuklu kaynama balonu ve geri sogutucudan olusan sokhlet
sisteminden gecirildi. Ardindan, ¢ozticl (su ve etanol) kismi, ¢ozlcilerin buharlastirilmasi
ve yogunlastiriimas: esasina dayanan, doner vakumlu evaporattrle (rotar evaporator)
ucurularak uzaklastinlarak sulu ve etanolik ekstraktlar elde edildi ve 0,2 pm'’lik Whatman
ilefiltre edildi.

Sulu ve etanolik ekstraktlarda toplam fenolik madde miktari, fenolik bilesiklerin
folin reaktifi ile akali ortamda renkli kompleks olusturmas: esasina dayanilarak, gallik
standartlann  kullanmilarak belirlendi (59). DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
yakalama kapasitess Hatano (60) metodu kullamlarak IC50 degerleriyle belirlendi.
Antioksidanlarla muamele, DPPHe'tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak
absorbanan disisiine sebep olacaktir. Oyaizu tarafindan gelistirilen metoda gore (61)
indirgeme kuvveti (FRAP), askorbik asit ve troloks standart olarak kullanilarak tayin
edildi. Flavonoid icerigi, flavonoidlerin aiminyum ile yapmis olduklart komplekslerin
Olciimil esasina dayanilarak kuarsetin standartlart kullanilarak tayin edildi (62). Toplam
aktioksidan kapasite, Fe™o-dianisidin cozeltis ve HO- ¢ozeltisi Fenton tipi reaksiyon
vererek OH radikalini olusturmasi ve olusan bu radikalin disik pH’larda renksiz o
dianisidin moleklllerini, dianisidil radikallerini oksitlemes esasina dayanilarak troloks
standartlart kullanmlarak yapildi (63). Bu metodun prensibi asidik ortamda farkl: oksidan
tirleriyle Fe” ‘nin Fe" ‘e yikseltgenmesi ve Fe™ ‘(in ksilenol oranj ile meydana getirdigi
renk degisimini esasina dayanilarak H,O, standartlar kullanlarak yapildh.

Calismaya dahil edilen tim iller icin toplam fenolik madde igerigi; etanolik
ektraklarda sulu ekstraktlara gére daha yiksek bulundu. Demir indirgeme / FRAP
miktarlar: askorbik asit ve troloks standardina gére UM askorbik asit / mg ekstrakt ve uM
troloks / mg ekstrakt cinsinden hesaplandi. Etanolik ekstraktlar sulu ektraklara gore biraz
yuksek bulunmasna ragmen aralarinda FRAP (Askorbik Asit) degerleri bakimindan
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Artvin ve Rize iline ait ekstraktlar hari¢ etanollil ekstraktlarla sulu ornekler arasnda
anlaml farkliik olmacig gozlendi (P > 0,05 ). Etanolik ekstraktlar sulu ektraklara gore
biraz yiksek bulunmasna ragmen aralarinda Giresun ve Rize illerindeki hari¢ flavonoid
icerigi bakimindan anlamli farklilik olmadigi gozlendi (P > 0,05). En dusik DPPH
aktivitesine sahip olan ekstrakt en iyi aktiviteye sahipti. Etanolll ekstraktlar arasnda
Samsun iline ait etanollU ekstrakt, sulu ekstraktlar arasinda ise Rize iline ait sulu ekstrakt
en yuksek aktiviteye sahipti. Sulu ekstraktlar etanolll ekstraktlara gore daha yuksek
aktiviteye sahip olmaarina ragmen araarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmedi (P > 0,05). Etanollt ve sulu ekstraktlar arasinda Trabzon iline ait etanolli ve
sulu ekstraktlar en yiksek TAS icerigine sahipti. EtanollU ekstraktlar sulu ekstraktlara gore
yuksek olsalar da, aralarinda TAS igerigi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gbzlenmedi (P >0,05). Ayrica ortalama etanolik (E) ve sulu (S) seviyeleri gz 6niine
alindiginda etanolik ektraklarin antioksidan seviyeleri sulu ektraklara gore daha yuksek
olmas na ragmen sadece toplam fenolik madde bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
farkhihk oldugu gozlendi (P<0,05). Sulu ekstraktlarda ises FRAP (tro) ile FRAP (AA)
degerleri arasanda (r= 0,814; P=0,049), FRAP (tro) ile flavonoid degerleri arasinda (r=
0,813; P=0,049) ve DPPH ile FRAP (tro) degerleri arasinda (»=0,820; P= 0,046)
istatistiksel olarak pozitif yonde bir iliski gdzlendi.

Ayaz ve ark. (3) yaptigi bir calismada; karalahananin yapraklarinda en fazla ferrulik
asit ve kafeik olmak lizere dokuz ¢esit ( gallik, proto-katehuik, p-hidroksibenzoik, vanillik,
sdislik, p-kumarik, kafeik, ferrulik ve sinaptik asit), tohumunda ise sinringik asit ile, en
fazlast sinaptik asit olmak Uzere on cesit fenolik asit belirlemislerdir. Y apraklarindaki
fenolik bilesimleri ; serbest, esterifiye (metanolde ¢oziinen) ve glikosit ve ester bagimli
olmaarnna gobre tiplerine gore 487, 532, 4989 ve 6402 ng/g taze agirlik olarak,
tohumlarinda ise 1993, 1477, 1231 and 4909 ng/g kuru agirlik olarak belirlemislerdir.
Ferrulik asit ve kafeik asit yapraklarda en fazla bulunan fenolik asit iken (4269 ve 4887
ng/g), tohumlarda ise sinaptik asit (5037 ng/g kuru agirlik) oldugunu rapor etmislerdir.
Y apraklardaki toplam fenolik icerigini 1366 ng/g kuru agirlik, tohumlardakini ise 6057
ng/g kuru agirlik olarak bulmuslardir. Karalahananin yapisinda bulunan toplam fenolik
icerikle DPPH yakalama kapasitesi arasanda yiUksek oranda korelasyon oldugunu 6ne
surmuglerdir. DPPH radikali yakalama kapasitelerini: tohumlarda IC50 degerini 3,86-7,70
png/mL arasinda degiskenlik gosterirken, yapraklarindaise 2,14-400 pg/mL oldugunu rapor

etmiglerdir.
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Sharique ve Beigh (24) kurutulmus karalahana yapraklarinda toplam fenolik madde
miktarim 145-284 mg katekol /100g (2,85 ug katekol/mg ekstrakt) olarak bulmuslardir.
Ayrica FRAP degerini de demir (111) indirgeme kapasitesini 780-840 umol/g kuru agirlik
olarak rapor etmislerdir. Karalahananin vitamin C ve vitamin E bakimindan zengin
oldugunu ve antioksidan aktivitesinin buyuk bir kismindan daha ¢ok yapisindaki fenolik
asitlerin sorumlu oldugunu 6ne stirmislerdir.

ismail ve ark. (74) yaptiklar: bir calismada karalahananinda aralarinda oldugu bes
cesit sebze secerek 1snin antioksidan aktiviteleri Gzerine etkisini incelemislerdir. Taze
laralahana ekstraktlarnnin etanolik ekstraktlar: yiksek fenolik icerige (3689 + 66 mg ferulik
asit/100 g) ve yiksek toplam antioksidan aktiviteye (50,2 + %1,3) sahip olmasina ragmen,
sadece bir dakika kaynar suda bekletilmesiyle 6nemli oranda hem fenolik igeriginde (% 12
oraminda 3251+123 mg/100 g), hem de toplam antioksidan aktivitesinde (45,9 + 1,3%)
azalma gozlendigini rapor etmislerdir. Ayrica az miktar su ile 6 dakika mikrodalgada
tutuimas: ile karetenoidini % 15 oraminda kaybettigi gozlemlemislerdir. Sebzelerin
antiosidan kapasitesinin ayrica; ekstraktte edildi gi ¢ozicunin tipine ve polaritesine bagimli
oldugunu 6ne stirmuslerdir. Daha az polar ¢ozicllerde hazirlanan ekstraktlarin, metanollt
veya etanollU ekstraktlara gore daha aktif antoksidan maddelere sahip oldugunu 6ne
surmuglerdir. Beyaz lahana; kara lahanaya gore daha az fenolik madde i¢cermesine ragmen
daha fazla antioksidan kapasitesine sahip oldugunu belirlediklerinden dolay:; toplam
fenolik igerik ile antioksidan kapasite araanda bir iliski olamayacagim One stirmuslerdir.
Diger baz1 aragtirmalarda ise toplam fenolik madde ile antioksidan kapasite arasinda gicl
bir iligkinin olacagim 6ne sirmuslerdir (75).

Sikora ve ark. (76), yaptiklar1 bir calismada turpgiller ailesi tyelerinin vitamin C,
karetenoid ve toplam polifenol icerigini ve 1snin bu aktivitelere etkisini incelemislerdir.
Karalahanarmin biberden sonra en fazla vitamin C igerigine 48-150 (107+3,1 mg/100 Q)
sahip oldugunu, karetenoid bakimindan ise brassica turleri arasinda en zengin icerige (2,7
+ 0,20 mg / 100 g) sahip oldugunu, toplam polifenol igeriginin digerlerine gbre neredeyse
iki kat oranda (773 + 46,88 mg / 100 g kuru agirlik) oldugunu ve toplam antioksidan
kapasitesinin ise digerlerinden fazla (36,2 £ 1,05 puM trolox/g ekstrakt ) oldugunu rapor
etmislerdir.

Zhou ve ark. (77), Koloroda da yetisen 38 bitki tzerine yaptiklan bir calismada;
karalahanamn 2,2-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonik asid) radika (ABTS™)
yakalama aktivitesinin aralaninda patates, 1spanak, domates, kabaginda bulunan diger
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sebzeler arasinda en yiksek miktarda (58,7 umol TE/g), toplam fenolik icerige (16,3—
18,8 mg GE/g), en fazla karaahanamin sahip oldugu oldugunu rapor etmislerdir. Ortama
eklenen DPPH radikalinin 10 dakika sonra kalan miktarini belirleyerek yaptiklar:
calismada da en fazla azalmanin yine karalahanada (% 75—77) oldugunu belirlemislerdir.
Karalahanamin slperoksit yakalama kapasitesinin yerel bir kékin arkasindan (rhubarb)
ikinci srada oldugunu rapor etmislerdir. Bitun bu verilerin 1siginda yiksek oranda iliskili
oldugunu 6ne stirmuslerdir.

Olsen ve ark. (78) yaptiklar1 calismada metanolik karalahana ekstraktlarinda toplam
fenolik madde miktarini, kuersein ve kaemferol ve flavonol miktarlarim sirasiyla ortalama
384 + 62 mg gallik asit/100g kuru agirlik, 58 + 4 mg/100g kuru agirlik, 44 £ 8 mg /100g,
646 + 123 mg/100g olarak rapor etmislerdir. Holversen (4), karalahananin toplam
antioksidan degerinin 2,3 mmol/100 g oldugunu rapor etmistir.

Kuglk ve ark. (79) yaptiklan cahismada Karadeniz Bolgesinden cesitli illerden
karalahana orneklerini toplayip, kurutup, karistirarak; metanolik ve sulu ekstraktlarin
hazirlamislar, sulu ekstraktlarda toplam fenolik icerigini 28,9 + 2,1mg/katesin/g ekstrakt,
34,3+1,6 mg galikasit/g ekstrakt, flavonoid miktarim 6,64 £ 0,6 mg/g ekstrakt, toplam
antioksidan aktiviteyi de 0,24 + 0,02 mmol/g ekstrakt, metanolik ekstraktlarda ise; toplam
fenolik icerigi 53,5 + 4,1 mg katesin/g ekstrakt, 55,2 + 4,7 mg gallikasit/g ekstrakt,
flavonoid miktarninm 12,9 £ 0,9 mg/g ekstrakt, toplam antioksidan aktiviteyi de 0,15 + 0,02
mmol/g ekstrakt olarak rapor edilmistir .

Wachtel-Galor ve ark. (80) ¢ig ve pisirilmis sebzelerin antioksidan kapasiteleri
arasindaki  farkliligr belirlemeye, dolaysiyla pisirmenin aktiviteleri Uzerine etkisini
incelemisler ve pisirme tipine bagli olarak antioksidan igeriginin; en fazla buharda pismis
1 kaynamis [ mikrodalga seklinde oldugunu, pisirme zaman ile ters orantil1 azaldigim
rapor etmiglerdir.

Bu calismada Karadeniz Bélgesindeki bes ilden alinan karalahana numunelerinin
her birinin farkli bir antioksidan aktivitesinin yiksek oldugu gozlendi (Tablo 17).
Antioksidan miktarlari, deneysel sartlarin yaninda cografik, iklim ve toprak ozelikleri,
yetistirme sartlar ve besinlerdeki renk koyulastikca antioksidanlarin arttigi fikri gbz 6ntine
alinirsa, literatUrlerde ve bu calismada antioksidan degerleri arasinda farklilik olmasi
muhtemel bir sonugtur.

Trabzon iline ait ekstraktlarin TFM ve TAS degerleri yuksek bulundugundan bu ile

ait etanolik ve sulu ekstraktlarla ¢calisilmaya devam edilmesine karar verildi.
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Lipoproteinler; suda ¢coziinmeyen basta kolesterol olmak Uzere; lipidlerin, ¢ozindr
lipid ve protein kompleksi seklinde kanda tasitnmalarim saglayan makromolekullerdir.
Lipoprotein reseptorleri; ligandlarina (lipoproteinlerini) baglanarak, tanmyip biyolojik
aktivitelerini  yerine getirmelerine aracilik eder (38). HDL'nin; bircok Oges diger
lipoproteinlerle degis-tokus edildigi ve enzim etkinligi sonucu degisiklige ugradiklari igin
en heterojen lipoproteindir, degisik lipid ve protein igerigine sahip at gruplari vardir.
HDL'nin yapanda bulunan apolipoproteinler ve paraoksonaz (PON), haptoglobulin,
lesitin kolesterol acil transferaz gibi proteinlerin HDL’ nin antienflamatuvar, antioksidan,
antitrombotik, fonksiyonlarinda énemli rolleri vardir (45). HDL baglayici protein (HBP),
HDL baglayici protein 2 (HB2), kibilin ve SR-B1; HDL reseptori olarak belirlenmiglerdir
(42, 43).

SR-B1 (scavenger receptor-B1) proteini; ilk olarak 1994 yilinda Brown, Goldstein
tarafindan acLDL reseptori olarak tammlanmasina ragmen; daha sonra Krieger ve
arkadsslar1 tarafindan LDL ve modifiye LDL’ ler (okside LDL, asetile LDL) icin reseptori
olarak tammlandi. Daha sonra ise sadece bu ligantlara degil; aynca HDL, VLDL olmak
Uzere diger birgok ligand: tantyan multiligant bir reseptdr oldugu belirlendi (43). CD-36
ailes lyesidir. insan homologu olan CLA-1 (CD-36 ve LIMPII-analog-1) sican (hamster)
homologuyla % 80 homoloji gosterir. SR-BI; en fazla HDL nin lipid aimmmim yaptigi
karaciger ve steroid Oreten dokularda ve diyet kolesterol emiliminin yapildigi ince
bagirsagin fircams: membraninda olmak Uzere kolesterol metabolizmasinda rol alan
dokularda eksprese edilir. Adrenal bezlerde ve yumartalikta en yiuksek olmak Uzere;
karacigerde, yuksek, testis, meme bezi, bagirsak, bobrekler, beyin, kaslar, plesenta,
akciger, uterus, dalak, sinir sistemi, dendtirit, endotel, monosit/makrofgj, trombosit, deri,
embriyonik dokular ve kalpte az miktarda eksprese olduguna dair raporlar mevcuttur (6,
50).

HDL’lerin en onemli islevi; kullanilmayan kolesterolti karacigere geri tasimaktir
(kolesteroltin tersine nakli, reverse transportation). Bu islevi ile aterom plagi gelismesini
engelleyici (antiaterojenik) yonde eylem gosterir. HDL kolesteroliinii karaciger ve steroid
hormon Ureten organlardaki hicrelerde mevcut SR-B1 reseptorleri araciligi ile bu
organlaraverebilir (45).

Plazma membran kaveollerinde SR-B1'in yerlesmes kolesterol aim ve atimi igin
onemlidir. SR-B1 ve HDL ile hiicreler arasindaki kolesterol akisina aracilik eder. HDL ile

hicreler arasindaki kolesterol transferine aracilik ederken, donistimli bir sekilde HDL' ye
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baglamir. HDL'nin yamsandaki kolesterol oram SR-Bl'in aktivitesini etkiler. SR-B1,
kolesterolce zengin HDL ile etkilestiginde segici kolesterol ester alinimina ve kaveollerde,
sterojenik dokularda steroid hormon sentezi ve kolesterol depolanmasi igin kolesterol
alimmina aracilik eder ve depolanmasina sebep olur (Sekil 14, a). Diger taraftan SR-B1,
kolesterolce fakir HDL'ye baglandiginda ise kaveollerdeki fazla serbest kolesterolit HDL
icine gonderir (Sekil 14, b) (58).

SR-B1; antiateroaterojenik aktivitesini ¢esitli mekanizmalarla gosterir. HDL ile
hicreler arasindaki kolesterol akisina aracilik eder. HDL kolesterolinin karacigerden
alintmini ve safraya atilimina aracilik eder, bu sayede SR-B1 ters kolesterol tasinimin
baskilar. HDL bagimli1 NO sentetazi aktivite ederek NO aracilikl antiaterojenik aktiviteye
aracilik eder. HDL’ den vitamin E anip hiicrelere aktarilmasna aracilik ederek , vitamin E
araclikli vaskiler korumaya katilir. Vaskiler endotel hicrelerde arteriya oksijen
kaynagim etkileyerek eritrositlerin olgunlasmasim kontrol eder ,anemiyi onler. Apoptotik
hiicrelere baglanarak temizliklerinde gorev yapar (57,58) .

Karalahanamn SR-B1 Uzerine etkisinini incelemek icin bu proteinin en fazla
eksprese oldugu hicrelerden endotel hicresini secildi. Bu amagla; calismanin basinda,
insan umbilikal ven endotel hiicresini HUVEC (human umbilical cord endothelial cell),
dogumlardan al inan gobek bagindan elde edilmeye ¢alisildi. Hem normal hem de sezeryan
dogumlara girilip taze olarak alinan 20-30 santimlik kordlar alinarak cesitli yontemler
kullamlarak denemeler yapildi. Normal dogumlarda; kontaminasyon riski (Ozellikle
mantar) fazla oldugundan bir stire sonra sezeryan dogumlarina karar verildi. Y eterli hticre
sayisna bir turlt ulasilamacigindan, hazir HUVEC htcre serileri kullanilmasina karar
verildi. HUVEC, Ankara GATA Tip Faklltess Hematoloji Anabilim Dalindan temin edildi.
Calismamiz icin kullamilacak olan HUVEC hiicrelerinin yeterli sayi1ya ulasmas ve transfer
srasindaki kaybin azalmas icin GATA’da azot tankinda dondurulmus olan HUVEC
hicrelerinin  gogaltiimas: gerekiyordu. Azot tankindan cikarilan hicreler dondurma
srasinda kullanilan yipratici ve oldurtct 6zellikteki DM SO’ nun etkisinin azaltilmasi icin
yaklasik 1-2 mL PBS ile yikandi. Hucreler 15 mL’lik falkona aktanlip alan 5 mL’ ye
tamamlandi. 400 g’ de 7 dakika santrifuj edildi. Stpernatan kism atilarak 1 mL RPMI ile
hiicreler ¢oziildu. Hematositometre ile hiicre sayimi yapildi. iki adet % 2 oranindajelatinle
kaplanmus flaska 1x10° HUVEC hiicreleri L-Glutaminli, % 20 FBS, 200 pg/ mL endotel
buyime faktéri (Endothelia growth medium supplement EGMS), % 1 penisilin +
streptomisin iceren RPMI 1640 besiyerinde % 5 CO; ortaminda 37°C de T-25 flasklarda



77

inklibatérde cogaltildi. Kaltirin Gglincti giiniinden itibaren flaskta yapisan hicrelerin
besdenmesine haftada ikiser kez olmak Uizere devam edildi. Hucreler kaltir kabinin
tabaninin tamamini kapladiktan sonra primer kiltur tamamlanarak tripsinizasyon yapildi.
Tripsinizasyondan sonra birinci pasgj kiltlr islemlerine gecildi. Birinci pasa kultdr
isleminden sonra tripsinizasyonla hicrelerin plastik flasklardan aynstirilmasindan sonra
ikinci pasgj kultir islemlerine baslanch. ikinci pasgj kiiltir icin T-150 plastik flaska fetal
bovine serumla beslenmek (izere 1* 10° HUVEC kondu ve hiicreler yine haftada ikiser kez
bedenerek flask tabaminm kaplayincaya kadar cogalmalari beklendi. Hucreler flask
tabamnmin tamamim kapladiktan sonra ikinci pasg bir flaskta sonlandirildi. Bu flaska
agzina kadar RPMI + % 20 FCS ile dolduruldu. Diger flaskta ise tripsinizasyondan sonra
elde edilen hicreler FCSile seyrdltilip 20 uL’si sayim icin ayrilip geri kalani ekstraktlarin
ekleme asamasina kadar donduruldu. Bu islemler yaklasik bir hafta sirdi. Kyrovialerde
saklandi. Dondurulan hiicreler kuru buz ile, flasktakiler ise 37 °C ‘de (viicudumuza
baglanarak) Trabzon’ a ugakla transfer edildi. Havaalanindaki kontrol noktalarinda bulunan
ve hicrelerin 6limine neden olan X-ray isinindan korunmas: amaciyla gerekli izinler
aindu.

Dondurulmus hiicreler; calismalar yapilincaya kadar -80°C ‘e kadirldi. Flasktaki
hicreler ise zaman kaybetmeden 400 g'de 7 dakika santrifuj edilerek hicreler yeni bir
jelatinle kaph flaska aktarilch ve beslendi. Ug giin hichir sekilde yerinden hareket
ettirilmedi, hiicreler rahataz ettirilmedi. Flaskin yaklasik % 80-90'u hiicreyle kaplandiktan
sonra tripsinasyon ile hiicreler kaldirildi. Ikinci pasgidan sonra tripsinizasyon sonrasi
falkon tUplere toplanan hicrelerin 20 pL’s 20 pL tripan mavis ile kanstirilarak
hematositometre camina aktarildi. Isik mikroskobu altinda canli ve cansiz hiicreler sayildi.
Hiicreler belli bir sayiya gelinceye kadar bu islem devam ettirildi. Yaklasik 20*10° hiicre
elde edildiginde hicreler degisik konsantrasyondaki karalahana ekstraktlarlanyla (40, 20,
10, 5, 25, 0 ug/lo6 hiicre) 24 saat muamele edilerek calismada kullanilacak ekstrakt
konsantrasyonu belirlenmeye calisildi. Canlilik oram % 50'nin altina disen ve ekstrakt
icermeyen kontrolden az canliliga sahip olan ekstraktlar elendi. 40-20 pg/10° hiicre'lik
konsantrasyonlarindaki sulu ve etanolik ekstraktlar, hiicrelerde canlilig1 azalttigi ve/ veya
ektrak ilavesi olmayan flasklara yani kore gore daha az hiicre olusumuna neden
oldugundan, 10, 5, 2,5 pg/10° ‘lik ekstraktlarnin kullamimasina karar verildi. Belirlenen
konsantrasyonlardaki etanolik ve sulu ekstraktlar; 24 saat boyunca HUVEC hcreleriyle
muamele edildikten sonra, yamsan endotel hicreleri tripsinasyonla kaldirildi. Kontrol
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olarak ekstraktsiz HUVEC hucreleri kullamldi. TRItidy G reaktifi ile protein ve RNA
izolasyonu yapildi.

TRItidy G reaktifi ile protein ve RNA izolasyonu yapildi. TRItidy G, Chomczynski
ve Sacchi tarafindan gelistirilen protokoltn kisaltilmis, modifiye formudur metoda goére
RNA/DNA/protein ekstraktsiyonu icin kullanilan bir kimyasal ¢ozetidir (59). izole edilen
proteinler calisma yapilincaya kadar -20 °C’'de, RNA'lar ise -80 °C’de saklandi. Elde
edilen protein karalahananin SR-B1/CLA-1 proteini Uzerine etkisini incelenmesi igin SDS-
PAGE ve takibinde western blotlamada, RNA ise SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonu
uzerine etkisinin incelenmes igin RT-PCR’ da kullanildi.

TRItidy G reaktifi ile protein izolasyonu yapildiktan sonra, SDS-PAGE’de
kullanilacak protein miktarimin belirlenmesi ve standardize edilmesi icin protein tayini
Lowry metodu ile yapildi. SDS-PAGE, proteinlerin sadece molekil buyuklUklerine bagl1
olarak aynlmasim saglayan bir yontemdir. Degisik konsantrasyonlarda karalahana
ekstraktlan ile denemeler yapildi. Molekll agirligir 82-85 kDa olan SR-B1 / CLA-1'e
uygun olan % 10’luk SDS-PAGE' de proteinler yurttuldd. Laemli kesikli tampon sistemi
uygulandi. Numuneler, numune tamponu ile degisik konsantrasyonlarda (50, 100, 150 pg
/150uL) seyreltilip, kaynatilarak, Western blot renkli belirteci (BIO-RAD Precision Plus
Protein WesternC standarts) numune tamponu ile seyreltilerek, kaynatilmadan numuneler
ile birlikte instlin enjektort ile dikkatli bir sekilde uygulandi. Numuneler SDS-PAGE
tankinda, yigma tamponundan gecinceye kadar 80 voltta (yaklagik 1,5 saat), numune
tamponunda bulunan brom fenol mavisi, tankin altina kadar gelinceye kadar 150 voltta ,
toplam yaklasik 6 saat kadar yuritildid. Western blot renkli markirinin yrtydst SDS-
PAGE islemi sirasinda gbzlenebildi. SDS-PAGE’ de ayrimin oldugunun teyit etmek igin ilk
denemelerde jel Commassie Blue G-250 ile boyandi. Western blotlamada bantlarin
gorulebilme miktart 100 pg protein olarak belirlendi. 100 pg / 150 pL’ lik
konsantrasyondaki numuneler ve 20 uL western blot belirteci % 10° luk SDS-PAGE
Laemli kesiki tampon sisteminde yuritilerek, sirenin sonunda tanktan alinan jel, dikkatli
bir sekilde alinarak, boyanmadan direk western blot tamponuna aktarildi.

Western blot analizi, bir protein karisim igerisinde bulunan hedeflenen belirli bir
proteinin varligimn saptanmasinda kullanilmaktadir. SDS-PAGE’de ayrilan proteinler
arasinda SR-B1/CLA-1 proteinin varligim belirlemek ve degisik konsantrasyonlardaki
karalahana ekstraktlarinin kore kars: etkisini degerlendirmek icin Western Blotlama tekni gi
uygulanci. Western blotlama teknigi olarak ilk denemeler 1ak (wet) yontemi ile oldu. Bu
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yontemde blotlama oldukga uzun (2 saat jelin yikanmasi + 18 saat blotlama + antikorlarla
bekleme + 1 saat yikamalar + boyama = yaklasik 2,5 gun), kullarulan kimyasallarin
fazlaig (her bir calismada yaklasik 1 L metanol, asetik asit, cok sayida miktarda tampon
kullamlmasi gibi), sire artimiylaisinip, bir tirlt sabitlenemeyen giic kaynaklar ve bitin
bu ugrasa ragmen, boyama sonras bir tlrlt gozlenemeyen bantlar gibi problemlerden
dolay1 baska bir western blotlama yontemi kullamlmasina karar verildi. Blotlama siirenin
sadece 3,5 saat olmasi, kimyasalarin oldukg¢a az kullamlmas: ve bantlarin rahatlikla
g6zlenebilmesinden dolayr semi-dry (yar1 kuru) western blotlama yontemi kullarldh.
Kullanilacak antikorlarin (hSR-BL/CLA-1, HRP) birbiri icin uygun olup olmadhgi,
seyreltiime oranlan, aktarilacak membramn tird, indikator olarak kullamlacak boyanin
tard icin denemeler yapildi. Calismamizda aktarilacak membran olarak, nitroselliloz
membran mu ve yoksa PVDF (Immobilon P blotting membrane) membranmnmi
kullamlacag: ile ilgili denemeler sonucu, PVDF mebraninda bantlarin rahatlikla
gbzlenmesinden dolayr PVDF membrant secildi. Membran kullanilmadan dnce sadece 10
saniye metanolle (membranin sertlesmesi i¢in), sonra 10 saniyede tampon ile yikanarak,
(1slak western blotlamada yarim saat yikanmyordu) hazirlandi. Whatman kagitlar: da sadece
iatilarak calismaya hazirlandi. Whatman kagitlar: ve PV DF membran jel ile ayrm boyutta
olacak sekilde kesildi. Western blot tamponuna konan jel sadece 10 dakika yikandi.
Western Blot tankina énce 1slatilan whatman kagitlari, sonra hazirlanan PVDF mebran ve
jel ardindan whatman kagitlan konularak 1 saat boyunca 160 mA’de yuritilerek
proteinlerin jelden memrana aktanlmasi saglandi. Membranin protein  olmayan
kisimlarinin kapatiimas: icin 2 saat 37°C ‘de (yada bir gece 4°C'de) siit tozu iceren
inkilbasyon tamponunda bekletildi. Bu sirada tanktan aimnan jel proteinlerin aktarilip
aktarnlmadiginin anlasiimas icin Commasie blue G250 ile boyanmaya birakildi. Boya
cikarma isleminden sonra bantlarin olusmacigi gozlendiginde (proteinler aktarildi)
blotlama islemine devam edildi. Internetten énceden yapilan calismalar incelenip, degisik
seyreltme oranlanyla denemeler yapilarak birincil (1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000) ve ikincil
(171000, 1/2000, 1/5000, 1/10000) antikorlarimin birbirleriyle etkilesecekleri seyreltiime
miktarlar1 belirlenmesine calisildi. Denemeler sonucunda, birincil antikor olan rabbit
polikolnal SR-B1 antikorunun 1/200; ikincil antikorun (goat anti rabbit horse raddish
peroxidase) ise 1/2000 oranlarinda seyreltilerek kullamlmasina karar verildi. SR-B1-HRP
kompleksine baglanan indikatér boya olarakta TMB (tetrametil benzidin) kullanilmasna
yine degisik bu amacla kullanilan boyalar (4-kloro naftol, TMB) denenerek karar verildi.
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Bantlar elde edildikten sonra, jel gorinteleme sistemi kullanilarak, bantlarin aan
yogunluklart 6lguldi. Korun bant yogunluk ytizdesi 100 kabul edilerek diger ekstraktlarin
bant yogunluk yuzdeleri hesaplandi. Sonuc olarak karalahana ekstraktti icermeyen kor
dahil, bitin ekstraktlarda protein varligr gozlenirken, 10 pg/mL’lik etanolik ekstrakttinda
alan yogunlugunda kore gore artis gozlenirken 5 ve 2,5 pg/mL’lik ektrakli olanlarda azalis
gbzlendi. Sulu ekstraktlardaise 5 pg/mL’likte artis, di gerlerinde azal1s gdzlendi.

Karalahanamn SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonu etkisini incelemek icin RT
(revers transcriptase)-PCR yontemi uygulandi. Qiagen Onestep RT-PCR kiti kullanildi.
RNA’nin TRItidyG ile izole edilen RNA’larin miktarlar1 spektrofotometrik olarak UVette
kivet kullamlarak belirlendi. RT-PCR kosullarinin belirlenmesi; reaksiyon tlpiinde yer
aan reaktif ve primerlerin miktarlari, kullanilacak RNA miktarinin belirlenmesi, PCR
basamaklarnin (denttirasyon, uzama ve baglanma ) sicaklik ve zamanlarinin ve dongu
(cycle) sayisinin belirlenmes icin 6n denemeler yapildi. Bantlarin uygun sekilde
gorulebildigi sartlarda optimizasyon saglandi. RNA’'min kararsiz yapisi ve elimizde ve
cevremizde bol miktarda bulunan RNAaz maddelerin varligi ve PCR ile ¢ogaltilabilmesi
icin cDNA’ya cevrilmesi (RT) gereklidir. Denemeler sonucunda, RT reaksiyon tipleri ;
izole edilen kalip RNA miktar1 2 pg/reaksiyon, primerlerin son konsantrasyonlari 0,6 uM
olacak sekilde, 1X Qiagen OneStep RT-PCR tamponu (12,5 mM MgCl, iceriyor), her bir
dNTP 400 uM olacak sekilde, Qiagen OneStep RT-PCR Emzim Karnsimi (tag Polimeraz
iceren) ile RNAaz free su ile toplam aan 50 pL olacak sekilde tamamlandi. Reaksiyon
karisimi ‘ thermocyl€’ a konuldu ve 30 dakika 50 °C’ de inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon
karisimimin 95 °C’de 15 dakika bekletiimes ile revers transkriptaz reaksiyonuna son
verildi. Her bir numuneden elde edilen cDNA’lar ayni reaksiyon ortaminda RT'de
kullanilan primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Denemeler sonucu PCR sartlarimin;
denatiirasyon icin, baglanma 94 °C’de 30 saniye, icin 56 °C’ de 30 saniye ve uzama icin72
°C’ de 90 saniye olacak sekilde 35 dongii (30 dongii beta aktin icin), son olarak ta; 72 °C’de
7 dakika 1 dongu olacak sekilde programlandh.

Karalahana ekstraktlarimn hSR-B1/ CLA-1 mRNA ekspresyonu Uzerine etkisini
incelemek icin, RNA RT-PCR kitinin galisip calismadig: ve ekstraktlarda mRNA var olup
olmadigimin belirlenmesi icin kontrol olarak beta aktin primerleri kullamldi. RT-PCR
sonuclarinin  degerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde
yaratalda. Transilluminatore konulan jelin fotografi cekildi, gorintilendi. Karalahana

ekstraktlarimin timinde beta aktin bandi gozlenerek; kitin calistigt ve mRNA varligi
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belirlendi. Karalahana ekstraktlardaki hSR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyon tayini igin;
uygun primerler (hSR-B1/CLA-1 primerleri) kullarilarak RT-PCR yontemi ile cDNA’lar
elde edildi. RT-PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde , elde edilen cDNA'’lar agaroz jel
elektroforezinde yuratildi. Transilluminatére konulan jelin fotografi ¢ekildi, goruntilendi
Bantlarin yogunluklar: jel goriinteleme sistemi ile bant yogunluklar1 dl¢uldl, karalahana
ekstraktti icermeyen kor 100 olarak kabul edildi. Karalahana ekstraktlarimn bant alan
yogunlunlart; kore oranlanarak; kore karsi % oranlari belirlendi. Kor dahil bittn
karalahana ekstraktlarinda SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonu pozitif gbzlendi. Karalahana
ekstraktlarindaki, hSR-B1I/CLA-1 mMRNA ekspresyonlart bant aan yogunluklar:
karsilastirarak degerlendirildiginde; karalahananin hem etanolik ekstraktlarinda, hemde
sulu ekstraktlarindaki, alan yogunluklarinda kore gore belirgin artis gbzlendi; kore gore
belirgin farklilik gozlendi Karalahanamn etanolik ekstraktlarimn aan yogunluklarinda;
sulu ekstraktlara gore anlamli farklilik gézlenmedi.

Literatirde karalahanamin SR-B1 proteini velveya mRNA ekspresyonu Uzerine
etkisini inceleyen herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu ytzden elde edilen sonuclar
direkt olarak herhangi bir literattrle karsilastirlamadi. Diger taraftan karalahananin
kolesterol seviyesine etkisi cesitli arastirmalarlaincel emistir.

Diyetsel, hormona, metabolik ve farmakolojik etkenler, Hepatik SR-B1
ekspresyonu etkilemektedir. In vivo yapilan c¢esitli calismaarda karacigerde SR-
Blekspresyonunun artisi ile plazmada HDL-kolesterol seviyesinin azaldigi, kolesterolin
karacigerden safraya atilimmin artig ve HDL’'deki ester kolesterolin daha fazla
temizlendigi belirlenmis ve dolayisiyla da ateroskleroz riskinin azaldig: rapor edilmistir.
(81,82).

Kim ve arkadaslar1 (7), otuz iki hiperkolesterolemik hastaya tic ay boyunca 150 ml
karalahana suyu icirip, HDL kolesterol ve HDL/ LDL kolesterol oranlarimin ol ¢ultp, % 27
ve % 52 oraninda artisi rapor etmislerdir.

Hamsterlarla yapilan bir calismaarda; bitki kaynakli c¢oklu doymamis yag
asitlerinin; hepatik SR-BI ekspresyonunu ve HDL kolesterol ester alimmini stimule
etmelerine ragmen, diyetle ainan mistirik asitin ise; karacigerde SR-B1 seviyesini ve
dolaysiyla plazmada HDL seviyesini azalttigi rapor edilmistir (83, 84). Diger bir calismada
SR-BI ekspresyonunun HepG2 insan hepatik hiicre serilerinde hiicresel alfa tokoferol
konsantrasyonu ile ters oranti olarak dizenlendigi gozlemlenmistir (85). Ratlarla yapilan

cesitli calismalarda; farmakolojik seviyede Ostrojen alimimu ile hepatik SR-BI ekspresyonu
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baskilandig1 gbzlenmistir (86,87). Langer ve ark. (88), testosteronun, monositten makrofaja
gecis yapmis hticrelerde SR-B1'in ekspresyonunu arttirdigini ve boylece hiicreden HDL'ye
bagiml1 kolesterol ¢ikisim sagladigin ifade etmiglerdir.

Huang ve ark. (89) Afrika asilli Amerikalilarin kullandigr on iki sebze Uzerinde
yaptiklar: bir ¢alismada karalahananin, en fazla izorhamnetin (23,6 £ 3,4), kuersetin (31,8
+ 5,7) ve kaemferol (90,5 + 12,5) olmak Uzere flavonoidlerce zengin oldugunu rapor
etmislerdir.

Pin-Der ve ark (9), soganmin yesil yapraklarinda bulunan kuersetin ve kaemferol gibi
flavonoidlerin macrophage RAW 264.7 hicrelerinde SR-B1'in mRNA ekspresyonunu
arttirarak, ateroskleroza karsi koruma sagladigini 6ne stirmiislerdir.

Malerod ve ark. (90) yaptiklar: bir calismada ; PPAR.’min PPAR’ya gore SR-B1'in
transkripsiyonunu daha etkili bir sekilde etkiledigini belirterek, PPAR. aktivatorlerinin ters
yonde Kkolesterol tagimmuim dizenleyerek, ateroskleroza karst koruyucu etki
gosterebilecegini 6ne siirmuslerdir. Coklu doymamus yag asitleri PPARy’1 aktive ederek
hepatik kolesterol aimmim arttirdig: rapor edilmistir. PPARy rat hepatositlerde, karaciger
endotel hicrelerinde ve kupffer hiicrelerinde SR-B1 expresyonuna neden oldugu rapor
edilmistir. PPARa ise sadece, hepatositlerde ve karaciger endotel hiicrelerinde ise SR-B1
expresyonunda artisa neden oldugu rapor edilmistir. Thiazolidinedione (TZD)-aktive
edilen PPARy/RXR hepatik SR-Bl seviyesini arttirarak, hepatik kolesterol aimimin
arttirip, cevre dokularda daha az birikme olmasina neden oldugu rapor etmislerdir.

Spady ve ark. (91) yaptiklan bir ¢alismada ; hamsterlarda, ¢coklu doymams yag
asidince zengin diyet, SR-Bl ekspresyonunu artirirken plazma HDL kolesterol ester
konsantrasyonunu azalttigini ama ters yonde kolesterol tasimmina etki gostermedi gini ve
bu mekanizmanin aydinlatilamadigim rapor etmislerdir.

Voge (92) coklu doymamis yag asitlerinin SR-B1 ekspresyonunun arttirici
etkisinden dolay: ateroskleroz riskini azalttigini vurgulamis. Ayrica diyetle alinan g cift
bagli yag asitlerinin (afa linolenik asit) alimmu ile karotenoid arter intimast kalinligi
azaldigint bu sayede uzun dénemde kardiyovaskiler hastalik riskini azaltacagini rapor
etmistir.

Kahlon ve ark. (9) karaahananin yapisnda bol miktarda bulunan fiber ve disik
karbohidrat icerigi ve yuksek safra asidi baglama kapasites nedeni ile dolasimdaki yag
emilimindeki azalmadan dolayi, kansere neden olan toksik metaboliklerin bosaltima
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gonderilmesi, kolesterolin daha fazla safra asidi sentezi i¢in kullanilmasindan, kolesterol i
azaltigini, kanseri 6nledigini 6ne stirmuslerdir.

Velasco ve ark. (93) karalahananin yapisinda bulunan glukosinolatlardan tireyen
izotiyosiyanatlarin, kolesterol i azalttigim 6ne sirmaslerdir.

Karalahana (Brassica oleracea L. var. acephala DC.), dogu Karadeniz bdlgesinde

cokca yetistirilen ve tiketilen bir bitki olmasina ragmen Turkiye capinda fazla
bilinmemekte ve tiketilmemektedir. Oysa bu calisma gostermistir ki karalahana, yuksek
antioksidan kapasiteye sahiptir ve, énemli bir lipoprotein reseptérii olan SR-B1/CLA-1
ekspresyonunu arttirici  yonde etki gostermistir. Bu da karalahanarmin lipoprotein
metabolizmas nin diizenlenmesinde rol U oldugunu ortaya koymaktadhr.
Sonuc olarak; antioksidan Ozellikleri ve SR-B1 ekspresyonun arttirici Ozellikleri goz
Ondne aindiginda karalahananin kardiyovaskiler hastaliklarin dnlenmesinde 6nemli bir
yer teskil edebilecegi kanaatina varildi. Ancak lipoprotein reseptorleri ve dolayisiyla
metabolizmas Uzerine etkilerinin hangi bileseni ile saglandigimin belirlenmesi icgin ilave
calismalar gerekmektedir. Kardiyovaskiler hastaliklarin dnlenmesinde 6nemli yer teskil
edebilecegi ortaya konulan bu c¢alisma ile karalahananin faydal1 bir besin olarak daha
yaygin kullanilmasi gerektigi disUntlmektedir.



6. SONUC VE ONERILER

1- Tarkiye nin denize kiyisi olan gesitli illerinden Trabzon, Artvin (Hopa), Giresun,
Samsun ve Rize'den toplanan karaahana orneklerinin etanollu ekstraktlarn sulu
ekstraktlara gore daha yiksek TFM, FRAP, flavonoid ve TAS miktarina sahipti.

2- Trabzon iline ait ekstraktlarin TFM ve TAS degerleri; diger illerinkine gore
yuksek oldugundan, hiicre kulturt ¢calismalarinda kullanmasina karar verildi.

3- Insan endotel hiicreleri (HUVEC: Human umbilical ven endothelial cell), degisik
konsantrasyonlarda Trabzon iline ait karalahana ekstraktlan (40, 20, 10, 5, 2,5 ug / 10°
hiicre) ile muamele sonucunda 10, 5, 2,5 pg / 10° konsantrasyonlarin hiicre canliligint %
50 nin adtinaindirmedigi gézlendi.

4- Kardahana ekstraktti ilave edilmemis olan kontrol dahil bitin karalahana
ekstraktlarinda HUVEC SR-B1L/CLA-1 proteini pozitif gozlenmektedir. 10 pg/mL’lik
etanolik ekstrakttinda alan yogunlugunda kore gore artis gozlenirken 5 ve 2,5 ug / mL’lik
ektrakli olanlarda azalis gbzlendi. Sulu ekstraktlarda ise 5 pg/mL’likte artis, digerlerinde
azalis gozlendi. Bu degisimler istatistiksel olarak anlaml1 degildi.

5- HUVEC hSR-B1L/CLA-1 mRNA ekspresyonlarinda, karalahanin hem etanolik
hemde sulu ekstraktli hicrelerinde ekstrakt ilavesiz hiicrelerdekine gore belirgin artis
gbzlendi. Ancak ekstrakt konsantrasyonlarina gore ve sulu vaya etanolik olamsina gére cok
belirgin fakliliklar gbzlenmedi.

6- Elde ettigimiz sonuclara karalahamin hangi bilesenlerinin etki ettiginin
belirlenmesi icin ilave calismalar yapilmas: gerekmektedir.

8- Karaahananin diger lipoprotein reseptorleri Uzerine etkisi incelenebilir.

9- Karalahanamn besinsal kullanimimin lipoprotein  metabolizmas:  Gzerine

etkilerinin incelenmesi igin insan ve hayvan tzerinde ¢alismalar yapilabilir.



7. OZET

Karalahananin insan HDL Reseptoriine (SR-B1) Etkisi

Karalahana (Brassica oleraceae L. var. acephala DC ), gendlikle Karadeniz
bolgesinde tium sezon vyelistirilebilen bir bitki olup, polifenolleri, flavoniodleri,
izoflavonlari, glikosinolatlar gibi bilesenleri ile antioksidan ve antikarserojenik tzeliklere
sahiptir. CopcU reseptor smf B tip 1, SR-B1’in dokularda en 6nemli goérevi, kolesterol
alinimt ve ters yonde kolesterol tasinimi ile kolesterol akisimn dizenlenmesidir. CLA-1,
SR-B1' in insanlarda bulunan homologudur. Bu ¢alismanin amaci 6zellikle; karalahana
bitkisinin, HDL reseptorii olan SR-B1 Uzerine ve dolayisyla;, ¢zellikle kardiovaskiler
hastaliklar tzerine rolinl ortaya koymaktir.

Bu calismada, karalahana yapraklarinin etanolik ve sulu ekstraktlarin da toplam
fenolik madde (TFM), flavonoid, FRAP, DPPH, ve toplam antioksidan kapasitesi
belirlendi. Etanolik ekstraktlar; sulu ekstraktlara gére daha yiksek TFM, FRAP, flavonoid,
TAS miktaring, sulu ekstraktlar ise etanolik ekstraktlara gore daha fazla DPPH yakalama
kapasitesine sahip oldugu gozlendi. 10, 5 ve 2,5 pug / mL’lik ekstrakt konsantrasyonu
olacak sekilde muamele edilen HUVEC serilerinde SR-B1/CLA-1 protein seviyesinin ¢ok
fazla etkilenmedigi ancak mMRNA ekspresyon seviyeerinin dnemli olclde arttirdig
gozlendi. Sulu veya etanollu ekstrakt kullamlmasinin ve konsantrasyon fakliliginin sonug
Uzerine ¢ok belirgin bir etkisi yoktu.

Sonug olarak antioksidan aktivitelere sahip oldugu gozlenen karalahananin; SR-B1
ekspresyonu Uzerine etkili oldugu ve dolayisyla lipoprotein metabolizmasn
dizenlenleyerek kardiovaskiler hastaliklar Onlenmesinde onemli yer teskil edecegi
kanaatina varildi.

Key Words: Karalahana, Antioksidanlar, SR-B1, CLA-1, HUVEC



8. SUMMARY

The Effects of Kale on Human HDL Receptor SR-B1

Kae (Brassica oleraceae L. var. acephala DC ) is a vegetable growing usualy in
Karadeniz Region in Turkey in al seasons. In addition, it has antioxidant and
anticarcinogenic properties with its contens of polyphenols, flavonoids, isoflavones and
glucosinolates. The prime role of the scavenger receptor class B type |, SR-BI, in tissue is
to regulate the cholesterol flux by cholesterol uptake and reverse cholesterol transport.
CLA-1 is the homolg of SR-B1 found in human. The aim of the current study was to
investigate the role of kale vegetable on high density lipoprotein (HDL) receptor SR-B1
and thereby on cardiovascular diseases.

In the current study, the levels of total phenolic content, flavonoid content, FRAP
assay (ferric reducing ability of plasma), DPPH radical scavenging activity and total
antioxidant capacity of ethanolic and agueous extracts of kale were determined. Ethanolic
extracts have higher total antioxidant capacity, total phenolic content, FRAP and flavonoid
levels than agueous extracts, but agueous extracts have higher DPPH radical scavenging
activity than ethanolic extracts. Although human umbilical ven endothelial cell (HUVEC)
incubated with 10, 5 ve 2,5 ug/mL of concentrations of ethanolic and agueous extracts
were not any significant effect on SR-BL/CLA-1 protein level, the significant increases in
MRNA expression levels were observed. These effects were independent on solvents types
and the concentration of extracts.

Consequently, it was concluded that kale which has antioxidant activities affected
on SR-B1 and so it has an important place in preventing cardiovasculor diseases by
regulating lipoprotein metabolism.

Key Words : Kale, antioxidants, SR-B1, CLA-1, HUVEC, Western Blotting
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Sevil CENGIZ, 02.11.1974 Ankarada dogdu. ik ve orta Ggrenimini Samsun
Kocatepe ilkokulu, Atatiirk Ortaokulu, Namik Kemal Lisesinde tamamlanch.Y tksek Ggrenimi
icin 1991-1997 yillari arasinda Orta Dogu Teknik Universites Egitim Fakiltes Kimya
Ogretmenligi  BOlUmU' nii okudu. Cesitli okul ve dersanelerde dgretmenlik yaptiktan sonra
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