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1. GİRİŞVE AMAÇ

Turpgiller (Brassicaceae) ailesinde yer alan karalahana (Brassica oleracea var

acephala)’ Türkiye’nin kuzey kesimlerinde özellikle kışaylarında, besin kaynağıolarak

tercih edilmektedir(1). Brassica bitkileri, yapılarında bulunan polifenoller, flavonoidler,

izoflavonlar, glukosinotlar, vitamin ve mineralleri ile antioksidan ve antikanserojen etki

gösterirler (2). Antioksidanlar; serbest radikalleri inhibe ederek oksidatif hasara karşıhücreleri

koruyabilmektedirler (3,4).

Lipoproteinlerin genel işlevi, suda çözünmeyen lipidlerin, çözünür lipid ve protein

kompleksi şeklinde kanda taşınmaların sağlamaktır. Lipidler trigliserid, kolesterol esterleri

serbest kolesterol ve fosfolipidleri içerir. Çok düşük dansiteli lipoprotein (VLDL) ve düşük

dansiteli lipoprotein (LDL), lipid ve lipid esterlerini karaciğerden periferik dokulara

taşınmasınısağlar. Yüksek dansiteli lipoprotein (HDL) ise; fazla kolesterolü periferik

dokulardan karaciğere taşımaktadır. HDL' deki kolesterol esteri, karaciğerdeki SR-B1 adlı

HDL reseptörü tarafından alınarak karaciğere geri taşınmaktadır (5).

İlk olarak 1994 yılında HDL, asetile LDL (AcLDL) ve okside LDL reseptörü

olarak tanımlanan çöpçü reseptör sınıf B tip 1 (scavenger receptor class B type I (SR-BI)),

doğal, modifiye lipoproteinler ve fosfolipidler için multiligantlıbir glikoproteindir. En

önemli görevleri arasında ‘‘ters yönde kolesterol taşınımı’’ gelmektedir. Adrenal bezlerde,

yumurtalıklarda, karaciğerde, testis, meme bezi, bağırsak, böbrekler, beyin, kaslar, plesenta,

akciğer, uterus, dalak, sinir sistemi, dendrit, endotel, monosit/makrofaj, trombosit, deri,

embriyonik dokular ve kalpte eksprese olmaktadır (6).

Diyetsel (flavonoidler, polifenoller), hormonal (ACTH, östrojen), lipidler

( kolesterol, çoklu doymamışyağ asitleri, okside-LDL), metabolik ve farmakolojik

etkenler ve diğer ajanlar (PPAR aile üyeleri,vitamin E), SR-B1 ekspresyonu

etkilemektedir. İn vivo yapılan çeşitli çalışmalarda karaciğerde SR-B1 ekspresyonunun

artışıile plazmada HDL-kolesterol seviyesinin azaldığı, kolesterolün karaciğerden safraya
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atılımının arttığıve HDL’deki ester kolesterolün daha fazla temizlendiği belirlenmişve

dolayısıyla da ateroskleroz riskinin azaldığırapor edilmiştir (7-9).

Bu çalışmanın amacı; özellikle Karadeniz Bölgesinde çokça tüketilen karalahana

bitkisinin antioksidan kapasiteleri değerlendirilmesi ve ateroskleroz gelişiminde önemli yer

tutan endotel hücrelerinde insan HDL reseptörü SR-B1/CLA-1 üzerine etkisinin

incelenmesi sonucu bu bitkinin; lipoprotein metabolizmasıve dolaysıyla kardiovasküler

hastalıklar üzerine rolünü ortaya koymaktır. Diğer lahana türleri ile ilgili birçok çalışma

mevcut iken; karalahana üzerinde fazla durulmamış olması, çalışmanın temel

nedenlerinden biri olmuştur.

,
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Karalahana

2.1.1. Karalahananın Genel özellikleri

Karalahana (Brassica oleracea var. Acephala DC.), Brassicaceous ailesi

(Cruciferae ) bitki türleri arasında yer almaktadır. Ülkemizde özellikle Karadeniz sahilinde

sıklıkla yetiştirilmektedir. Yaz kışyenilen bu sebze adınıeski Yunanca "yenilebilen sebze"

anlamına gelen “lachanika’’ kelimesinden almaktadır (1). II. Dünya Savaşısırasında

yetişmesinin kolaylığıve içeriğindeki zenginlikten ötürü “Sebzelerin Kralı”, ‘Süper

yiyecek” olarak isimlendirilmiştir (10).

Karalahana, genişve kalınca kat kat yapraklarıolan, kışsebzesi olarak yetiştirilen

ve yapraklarıkoyu yeşil olan bir lahana çeşididir. Çiçekleri sarırenklidir, yapraklarıen

koyu rengini, soğuk havalarda alır. Diğer yenebilen lahanalardan farklıolarak,

göbeklenmez (11).

Şekil 1. Karalahana

Genellikle kışaylarında karalahananın yapraklarından çorba, turşu gibi yemek

çeşitlerinin tüketimi yaygındır (2). Karalahananın üretildiği aylar sonbahar sonundan
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ilkbahar başlarına, dolayısıyla ekim ayından başlayarak takip eden üç veya dört aya

karşılık gelmektedir (11). Ancak yaz sonrasında yapılan ekimler daha iyi mahsul

vermektedir. Karalahana yapraklarının besinsel yararlarının yanında, tohumundan elde

edilen yağı; ekmek, kek benzeri besinlerin yapımında kullanılmaktadır (2). Kışın soğuktan

etkilenmeden yetiştiği için hava kirliliğini ölçmek için kullanılabileceği öne sürülmüştür

(12).

Karalahana genişbiyolojik aktivitesini; yetişme koşullarına ve iklime bağlıolarak

değişken zengin kimyasal içeriğine borçludur (13). Karalahananın enerji bakımından fakir,

vitaminler (vitamin K, A, C, E ) ve mineraller, fenolik asit ve yağasit içeriği zengin olduğu

birçok çalışmada rapor edilmiştir (2, 3, 13, 15). Tablo 1’de karalahananın ortalama

kimyasal içeriği verilmiştir (2, 13). Diğer Brassica türleri arasında en yüksek

konsantrasyonda; sodyum, magnezyum, fosfor, β- karoten, vitamin K, vitamin B2,

nikotinamid, folik asit, arginin, lösin, metiyonin, triptofan, tirozin ve sisteine sahiptir (13).

Sebzeler arasında en yüksek konsantrasyonda lutein + zeaksantin ve β-carotene

içerir. Bu vitaminler kanserden korunmada rol oynayabilirler (13, 16). Karalahana

mükemmel bir karetenoid kaynağıdır. Bu bileşikler diyetle alındığında başta akciğer

kanseri, katarak gibi kronik göz hastalıklarına karşıkoruma sağladığırapor edilmiştir (16).

Karalahananın yeşil yapraklarında; karbohidrat olarak en çok fruktoz olmak üzere

glukoz ve sükroz, serbest organik asit çesidi olarak; sitrik asit ve malik asit olduğu

belirlenmiştir. Aminoasit içeriği olarak en çok glutamik asit bulunurken; ikinci sırada

aspartik asit gelmektedir. Ayrıca da stroniyum da yaprakların kuru ağırlığının büyük bir

kısmınıoluşturmaktadır (2).

Yağasidi bakımından ; yapraklarıile tohumu farklılık gösterir. Yapraklarında 18

farklıyağ asidi çesidi belirlenirken, tohumunda 20 farklıyağ asidi bulunmuştur.

Yapraklarında çoğunlukla bulunan yağasitleri; 16:0 (palmitik asit), 18:2n-6 (linoleik asit)

ve 18:3n-3 (α-linolenik asit), tohumlarında en çok 22:1n-9 (erusik asit) bulunur. Ayrıca

essansiyel yağasitleri 18:2n-6 (linoleik asit) ve 18:1n-9’de tohumlarında diğer yağ

asitlerine göre fazla miktarda bulunmaktadır. Bu çoklu doymamışyağasitlerinden linoleik

asit ve linolenik asit insan vücudunda üretilmediğinden esansiyel olarak alınmasıgereken

yağasitleridir (2).
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Tablo 1. Karalahananın ortalama kimyasal bileşimi (100g) (2, 13).

Muhtevası Miktarı Muhtevası Miktarı Muhtevası Miktarı Muhtevası Miktarı

Enerji 36 kalori Fosfor (mg) 87,0 Β-karoten (µg) 5170,0 Glutamik Asit* 33,2

Su % 86,30 Potasyum (mg) 490,0 Vitamin K (µg) 817,0 Aspartik Asit* 27,6

Protein (g) 4,30 Kalsiyum (mg) 212,0 Vitamin B1 (µg) 100 Arginin (mg) 300,0

Karbohidrat (g) 2,54 Magnezyum (mg) 31 Vitamin B2 (µg) 250 Histidin (mg) 69,0

Lipidler (g) 0,90 Sodyum(mg) 42,0 Nikotinamid (mg) 2,10 Lizin (mg) 240,0

Fiber (g) 4,20 Demir (mg) 1,90 Pantotenat (mg) - İzolösin (mg) 140,0

Selenyum (µg) 1,37 Folik Asit (µg) 187 Lösin (mg) 250,0

İyot (µg) 12,0 Vitamin B6 (µg) 250,0 Metiyonin (mg) 52,0

Bakır(µg) 55,6 Biyotin (µg) 0,50 Fenilalanin (mg) 140,0

Mangan (µg) 550,0 Vitamin C (µg) 105,0 Treonin (mg) 130,0

Bor (µg) 240,0 Triptofan (mg) 64,0

Çinko (µg) 330,0 Valin (mg) 230,0

Tirozin (mg) 180,0

Sistein (mg) 69,0

*, % kuru ağırlık

5
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Karalahanada yüksek miktarda bulunan glukosinolatlar, karakteristik tadıve

kokusunu veren, kükürtlü glikosidlerdendir. Brassicaceae türlerinde bitkiyi herbisitler,

peptisitler ve zararlıpatojenlere karşıkorumaktadır. Brassica ürünlerinin kanser koruyucu

etkisine bu bileşiklerin aracılık ettiği öne sürülmüştür (10). Biyolojik olarak aktif olmayan

glikosinolatlar, sebzeler çiğnendiğinde veya doğrandıklarında, mirosinaz enzimi (EC

3.2.3.1) ile hidrolize olarak izotiyosiyanatlara ve indollere ve diğer ürünlere dönüşerek

metabolize olurlar (17). Oluşan izotiyosiyanet ve indol ürünlerin hedef enzimleri

düzenleyerek, kontrol ederek ve hücre döngüsünü bloklayarak, apoptosis aracılığıyla

karaciğer, dalak, kalın bağırsak, ince bağırsak gibi dokularda kanser hücre gelişimini

inhibe ettikleri ifade edilmiştir. İn vivo ve in vitro çalışmalarda bu ürünlerin kanser

gelişimini; detoksifikasyon enzimlerini tetikleyerek (Faz II enzimleri) ve aktivasyon

enzimlerini (Faz I enzimleri) inhibe ederek düzenlediği öne sürülmüştür (18, 19). Biyolojik

aktivitelerini gösterdikten sonra merkaptürik asit olarak atılır (Şekil 2,3 )(11).

Şekil 2. Glikosinolatlardan yıkım ürünlerinin sentezi (17).
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Şekil 3. Karalahana glukosinolatların metabolizması(11).

2.1.2. Karalahananın Antioksidanlarıve Biyolojik Önemleri

Antioksidanlar, düşük konsantrasyonlarda organik bileşiklerin serbest radikal

mekanizmalıoksidasyonunu engelleyen veya önleyen bileşiklerdir. Son yıllarda besin

kimyasıve koruyucu tıbbın bitkisel kaynaklıdoğal antioksidanlara ilgisi artmıştır. Bunun

sebebi sentetik antioksidanların kanserojenik olarak düşünülmesidir. Doğal antioksidanlar

ise, insan organizmasıiçin genellikle zararsız olup yan etkileri bulunmamaktadır. Doğal

antioksidanların büyük çoğunluğu bitkisel kaynaklıdır.

Bitkilerin antioksidan özelliği, yapılarında bulunan; vitamin, mineral, vitamin

kofaktörleri, hormonlar, fiber yapıları(kolon kanserinin önlenmesinde önemi bilinen),

yanında bitkisel kimyasallardan (fitokimyasal antioksidanlardan) kaynaklanmaktadır.

Bitkilerde bulunan vitaminlerden; özellikle A, C, E vitaminleri bilinen antioksidan vitamin
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çeşitlerindendir.Yüksek oranda sebze ve meyve tüketimi oksidatif stresi engelleyerek buna

bağlıdoğabilecek kronik hastalıklarıönler . Kısaca, bitkisel kaynaklıdiyetle tüketilen

sebze ve meyvelerdeki antioksidanlar; hastalıklara karşısavunmada, vücut direncini

arttırmaktadırlar (19).

Karalahananın antioksidan özelliği; yapısında bol miktarda bulunan

glukosinolatlarının yıkım ürünleri, vitamin A, vitamin C, vitamin E, selenyum, folik asit,

polifenoller; flavonoidler ve karotenler, lif, lutein, zeaksantin gibi bitki fitokimyasallar

bakımından zengin olmasından ileri gelmektedir (2, 12, 16, 20, 21).

A vitamini için kaynak olan sebze ve meyveler bitkilerde olduğu gibi insanlarıda

güneşin yaptığızararlıetkilerden korumaktadır. Beta karoten içeren baslıca sebzeler; havuç,

kabak, brokoli, domates, karalahana, şeftali olarak gösterilebilir.Karatenoidlerin bir grubu

insan ve hayvan vücudunda A vitaminine dönüşürler. Bu nedenle pro A vitamini olarak

bilinirler. Lutein, bitkilerde bulunan sarırenkli organik bir karatenoidtir. Latince lutea

(sarı) kökünden gelir. Ispanak ve karalahana gibi yeşil sebzelerin yapraklarında bulunur ve

mavi ışığıemici özelliği vardır. Zeaksantin; karalahana, ısır, safran ve çoğu başka bitkiye

kendilerine has rengi veren pigmenttir. Canlılar tarafından antioksidan olarak kullanılırlar.

2002 yılıUSDA (Amerika Tarım Akedemisi) raporuna göre karalahana sebzeler arasında

en yüksek β-karoten ve lutein + zeaksantin muhtevasına sahiptir (16, 22).

C vitamini (askorbik asit); yaşamsal olarak önemli görevlere sahip

antioksidanlardandır. Hem hayvan hem de bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan

reaksiyonlarda, reaktif oksijen türlerini temizleyen bir antioksidan olarak görev yapar (23).

Yüksek miktarda C vitamini kaynağıturunçgiller yanında; yeşil biber, brokoli, yeşil

yapraklısebzeler, çiğlahana, domates gibi başlıca sebzeler yer almaktadır (23, 24).

E vitamini (tokoferol, tokotrienoller), yağlarda çözünür ve lipidleri koruyucu

özelliğe sahiptir. Düsük konsantrasyonda vitamin E, düz kas hücreleri ve endotel

hücrelerinde LDL oksidasyonunu önleyebilmektedir. Vit E’nin koruyucu etkisi, sadece

endotel ve düz kas hücrelerine değil, monosit-makrofaj hücrelerinde de olmaktadır. E

vitamini kaynağıolarak, ham buğday, sebze yağları, yeşil yapraklısebzeler gösterilebilir

(23).

Fitokimyasaller, bitkileri fazla miktarda oksijenin zararlıetkisine karşıkoruyucu

olarak fonksiyon göstermektedirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasaller; fenolik

metabolitler, terpenoidler, alkaloidler ve diğer azot ihtiva eden gruplardır. Bitkiler ilk

olarak bu kimyasallarıfazla miktarda oksijenin (reaktif oksijenin) bitkiye yapabileceği
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zararlıetkilere karsıkorunmak için oluşturmuştur . Bu kimyasallar bitkilerin ikincil

metabolizmasıürünleridir. Baslıca metabolizma ürünleri gibi bitki için esansiyel ürünler

değillerdir. Ancak bitkiye özgü renk, tad, koku olusturmalarıyanında; bitkileri,

mantarlardan, bakteri, virüs, hücre, DNA hasarıdan koruyabilirler. Fitokimyasalların

ikincil metabolizması tarafından genellikle sikimat ve pirüvat yolları üzerinden

sentezlenirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasal antioksidanlar, 3 büyük sınıf altında

toplanılabilir:

 Fenolik metabolitler,

 Terpenoidler,

 Alkaloidler ve diğer azot içeren gruplar (25).

Fenolik metabolitlerin (polifenollerin); bulunduğu grup bitki aleminde en geniş

fitokimyasal antioksidan grubu olarak bilinmektedir. Fenolik metabolitler, en az 10 farklıalt

sınıfa ayrılmaktadır ve 8000 den fazla polifenol türü içermektedir (26). Polifenoller; çesitli

sebze ve meyve, tohum, kuruyemis, çiçek, kök ve gövde kısımlarında doğal olarak sentezlenen

maddelerdir (27). Bu sınıflarda fenolik asit gibi basit yapılıbilesikler yanında, tanenler gibi

kompleks yapılıbilesikler yer alabilir. Fenolik bilesikler, enzimatik mekanizmayla veya direk

radikal temizleme mekanizmalarıyla antioksidan fonksiyon gösterdiklerinde tek değerlikli

kendi fenoksil radikallerine yükseltgenirler ve içerdikleri hidroksil gruplarının sayısıve

konfigürasyonu antioksidan aktiviteyi önemli miktarda etkilemektedir (28,29). Karalahana

yapraklarında başlıca ferrulik asit ve kafaik asit, olmak üzere dokuz çeşit fenolik asit

bulunurken; tohumlarında ise en fazla sinaptik asit olmak üzere 10 çeşit fenolik bileşik

bulunmaktadır (3).

Polifenol sınıfının en büyük grubu flavonoidlerdir. Flavonoidlerin etkili antioksidan

olmalarıaraştırma konusudur ve görev olarak askorbata benzer etki gösterdiği gözlemlenmiştir

(30). Flavonoidler genellikle çiçek, yaprak, gövde, kök, tohum ve meyve gibi bitki dokularının

epidermal hücrelerinde glikozidik veya glikozidik olmayan formda birikirler (31). Flavonoid

çeşitlerinin taşımış oldukları farklıhidroksil grupları ve onlara bağlı substituenler

flavonoidlerin farklıindirgenme potansiyeli kazanmasına ve bundan dolayıdeğisik antioksidan

aktivite göstermelerine sebep olurlar (29). Flavonoidler (Şekil 4), yapısal olarak; A, B benzen

halkalarıve O baglıC halkasından olusmaktadır. B halkasındaki hidroksil konfigürasyonu

SOR ve SNR (serbest nitrojen radikalleri) temizleme aktivitesinde belirleyicidir. B

halkasındaki hidroksi gruplarıhidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve

elektron vererek onlarıdaha kararlıhale getirirler ve bu radikallere oranla daha kararlı

flavonoid radikallerinin olusmasına neden olurlar. Bu düzenlenme ayrıca hidroksil, peroksil ve
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peroksinitrit radikali temizleyicilerinin en çarpıcıözelliğidir. Bu yapıdaki flavonoid radikalleri

daha kararlıdır. B halkasındaki 3’-4’- katekol yapısılipid peroksidasyonunu inhibisyonunu

arttırmaktadır. A halkasındaki substitusyon antioksidan aktiviteyle zayıf korelasyon gösterir

fakat 5-OH’ ın antioksidan aktiviteye katkısıbulunmaktadır. Ayrıca A halkasında metoksi

grubu bulunmasıB halkasının antioksidan aktivitesini etkilemektedir.Flavonoidler, antioksidan

özellikte 13 alt sınıfa ayrılır; kalkonlar, dihidrokalkonlar, auronlar, flavonlar, flavonollar,

dihidroflavonollar, flanonlar, flavanollar, flavadiollar, antosiyaninler, izoflavonoidler,

proantosiyadinler, biflavonoidlerdir (32,33) .

Şekil 4. Polifenoller (34).

Diyetle flavonoid içeren besinlerin tüketimi, hem in in vivo hemde in vitro olarak birçok

biyolojik etkiye sahiptir. Epidemiyolojik çalısmalarda, flavonoid içeriklerin tüketiminin kanser

ve kardiyovasküler hastalıklarıazalttığıgörülmüstür. Bu yüzden flavonoidler; antioksidan,

antimutajenik, çöpçü aktiviteye sahip olabilir (32) . Flavonoidlerin lipid peroksidasyonunu

engellemesi;

1) OH. ve O. gibi radikallere çöpçü aktivite göstererek

2) Metal iyonlarına bağlanarak,

3) Lipid peroksil radikallerine çöpçü aktivite göstererek,

4) Serbest radikallerden dolayıoluşmuşenzimatik reaksiyonlarıinhibe ederek

saglanmaktadır (33,36) .

Karalahana flavonoidçe zengindir. Kuersetin ve kaemferol yapısında en fazla

bulunan flavonoidlerdir (3, 23). Şekil 5’de karalahana yaprağında ve tohumunda bulunan

gallik asit, ferrulik asit, sinaptik asit, kuersetin ve kaemferolün yapısıverilmiştir (3).
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Şekil 5. Karalahanada bulunan fenolik maddelerden bazıları(2, 3).

Flavonoidler, LDL ile direk etkileşebilirler ve bu şekilde LDL oksidasyonunu

engelleyebilirler. Ayrıca flavonoidler, monosit/makrofaj gibi ater hücreleri ile etkileserek,

makrofaj yollu LDL oksidasyonunu inhibe edebilirler. Üstelik, flavonoidler, paraoksonaz

enzim aktivitesine karsıkoruyucu etki göstererek lipoproteinlerin oksidasyonunu engellerler.

Bütün bunlar, makrofaj-köpük hücre olusumunun azalmasına yol açar. Böylece aterosklerotik

lezyon gelisimi engellenir (35) (Sekil 6).

Şekil 6. Flavonoidlerin LDL Oksidasyonuna ve Köpük Hücre Olusumuna Etkisi (35).
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2.2. Lipoproteinler ve Reseptörleri

Lipoproteinler; suda çözünmeyen başta kolesterol olmak üzere; lipidlerin, çözünür

lipid ve protein kompleksi şeklinde kanda taşınmalarınısağlayan makromoleküllerdir.

Çekirdeği çoğunlukla hidrofobik lipidler, (trigliserid ve kolesterol esterleri) içeren protein

yüzey tabakası, serbest kolesterol ve fosfolipidler (daha hidrofilik yapıtaşları) taşıyan

küresel parçacıklardır (Şekil 7) (8).

Şekil 7. Lipoproteinlerin yapısı(8).

Lipoproteinlerin protein içeriğini başlıca apolipoproteinler (apoprotein) ve enzimler

meydana getirir. Apolipoproteinler geniş bir sınıf oluşturmaktadırlar ve reseptör

ligandından enzim aktivatörlüğüne dek çeşitli görevlerden sorumludurlar. Lipoproteinler

ayrıca yağda eriyen vitaminler (A, D ve E), ilaçlar (probukol gibi), bazıvirüsler ve bazı

antioksidan enzimleri gibi birçok maddeyi taşırlar (8).

Lipoproteinler; elektroforez, ultrasantrifüj, ultrafiltrasyon ve elektron mikroskobik

yöntemlerle birbirlerinden ayrılırlar Elektrofotretik hareketliliklerine, lipid ve apoliporotein

içeriklerine ve yoğunluklarına göre sınıflandırmada 6 lipoprotein tanımlanmıştır. Her bir

lipoprotein sınıfılipid taşınmasında farklıroller oynarlar.

Şilomikronlar (ŞM) ; ince bağırsak epitel hücrelerinin düz endoplazmik

retikulumunda sentezlenirler. Çapıen büyük ve trigliserit içeriği en fazla olan

lipoproteindir. Genel olarak uzun ömürlüdürler. Lipoprotein lipazın (LPL) trigliseritleri

hidrolizine bağlıolarak meydana gelen ŞM kalıntılarıkolesterol esteri içeriği bakımından

daha zengindir. Lenf dolaşımıüzerinden karaciğere gelerek katabolize edilir. Barsaklarda

sentez edilen ŞM’lar 12 saatlik bir açlıktan sonra dolaşımda bulunmazlar.
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Çok Düşük Yoğunluklu Lipoproteinler (VLDL) ; Karaciğerde sentezlenip

dolaşıma verilir. Fonksiyonu, karaciğerde sentezlenen trigliserid ve kolesterolü

ekstrahepatik dokulara taşımaktır. VLDL’nin trigliserit içeriği, dolaşımda lipoprotein lipaz,

ve hepatik lipaz (HTGL) enzimlerince hidrolize edilerek kolesterol esterlerinden zengin

VLDL kalıntılarıoluşur. VLDL bu enzimatik reaksiyonlar sonucunda ara yoğunluklu

lipoproteinlere (IDL) dönüşür.

Orta Yoğunluklu Lipoproteinler (IDL); VLDL’nin %50 veya daha fazlası

lipolitik enzimlerce IDL’ye dönüştürülür. Normal koşullarda plazmada düşük

konsantrasyonlarda bulunur. Lipoliz sonucu trigliserit bakımından zenginleşir.

Düşük Yoğunluklu Lipoprotein (LDL); Plazmanın başlıca kolesterol taşıyıcı

molekülüdür. Plazma kolesterolünün yaklaşık %70’i LDL’de bulunmaktadır. Eser

miktarda apo E dışında protein içeriğinin % 95’ni apo B100 oluşturur. LDL’nin hemen

hemen tümü VLDL’nin lipolizi sonucunda oluşur. Yapısındaki fosfolipid ve çoklu

doymamışyağasidi içeriği bakımından oksidasyona duyarlıdır. En küçük ve en yoğun

LDL oksidasyona karşıen hassas türüdür ve aterojenik bir molekül olarak bilinir.

Yüksek Yoğunluklu Lipoprotein (HDL); Lipoproteinler içerisinde yoğunluk

olarak en fazla çap olarak ise en küçük olanıdır. Birsonraki konuda ayrıntılıolarak

anlatılacaktır.

Lipoprotein (a) (Lp(a)); Lipid bileşimi bakımından LDL’ye benzeyen Lp(a),

apo(a) denen 514 kD ağırlığında yüksek glikolize bir protein içerir. Serum Lp(a) düzeyinin

yaşa bağlıolarak değişmediği tespit edilmiştir. Lp(a), lipid içeriği bakımından LDL’ye

benzemesi ve yapısındaki apoproteinler [apo (a) ve apo B]’den dolayıhem aterojenik ve

hemde trombojenik özelliğe sahiptir (37).

Tablo 2. Lipoproteinler ve genel özellikleri

Lipid ve protein İçeriği (%)
Sınıfı

Yoğunluğu
(g/mL)

Çapı(nm)
Protein TK TG FL Apolipoproteinleri

ŞM <0,95 75-200(0) 1-2 4 85 8 B48, AI, AIV,

VLDL 0,95-1,006 30-80(pre) 8 23 55 15 B100, E, CI, CII, CIII

IDL 1,006-1,019 25-35 () 10 35 28 26 B100, E

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

HDL 1,063-1,210 5-12 () 50 25 5 20 AI, AII,CI,CII,CIII, E

Lp(a) 1,055-1,085 apo(a), B100
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Lipoprotein reseptörleri; ligandlarına (lipoproteinlerini) bağlanarak, tanıyıp

biyolojik aktivitelerini yerine getirmelerine aracılık eder (38) .

Tablo 3. Lipoproteinler ve Reseptörleri

Lipoprotein Reseptörü

Şilomikron ApoER2 (7).

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

IDL LDLR (40).

LDL LDL Reseptör Ailesi Üyeleri: LDL reseptör ilişikili protein (LRP), megalin (GP330),
VLDL reseptörü, , apoE reseptörü 2 (apoER2) , sorLA-1/LR11, LRP3, LRP4, RP5,
LRP6, LRP1B/LRP-DIT (Tümörlerde), ve LRP9 (41).

HDL SR-B1/CLA-1, HRP, HB2 (42) , Kubilin (43).

Lp(a) LDLR (44).

2.3. HDL ve SR-B1

2.3.1. HDL

HDL’nin; birçok öğesi diğer lipoproteinlerle değiş-tokuşedildiği ve enzim etkinliği

sonucu değişikliğe uğradıklarıiçin en heterojen lipopproteindir, değişik lipid ve protein

içeriğine sahip alt gruplarıvardır. Apo A-I ve Apo A-II; HDL’deki ana apoproteinlerdir

(Şekil 8). Az miktarda apoE ve C içerir. ApoE HDL alt grubunun (HDL-1) küçük bir

komponentidir, fakat plazma apoE’nin yaklaşık % 50’si HDL’de bulunur. HDL’nin başlıca

sınıflarıapoE içermez ve böylece LDL reseptörü ile etkileşmez. HDL plazmaya

girdiklerinde diğer lipoproteinlere dağıtılmak üzere apoE ve C için bir rezervuar işlevi

görür. HDL alt gruplarısadece apoAI veya apoAI/II içerebilir. Bunlara ek olarak apo AIV,

apo J (klusterin), paraoksonaz (PON), haptoglobulin, lesitin kolesterol açil transferaz gibi

çeşitli proteinler de HDL ile ilişkilidir. HDL’nin aterosikleroza karşıkoruyucu role sahip

olduğu bilinmektedir ve bu proteinlerin HDL’nin fonksiyonlarında önemli rolleri vardır

(45). HDL’nin fonksiyonlarıgenel olarak Tablo 4’de gösterilmektedir.
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Tablo 4. HDL’nin fonksiyonları(45).

Antienflumatuar;

LDL oksitlendiğinde cevap olarak oluşan MCP-1 ‘in ekspresyonunu inhibe eder.
PAF ‘ın oluşumunu ve parçalanmasınıinhibe eder.
VCAM, ICAM, E selektin gibi adezyon moleküllerini inhibe eder.

Antioksidan;

LDL’lerden hidroksiperoksitlerin Apo A-I ile uzaklaştırır
Paraoksanaz ve ve GPx ile LDL’deki lipid hidroperoksitleri parçalandı.
PAH açil-hidrolaz ile LDL’den okside fosfolipidlerin uzaklaştırır.
Yapısında bulunan likopen, vit E, gibi antioksidanlar sayesinde oksidasyona karşıkoruyucu rolü vardır.

Antitrombotik;

NO ve PGI2 üretimini arttırır.
PAF üretimini inhibe eder.
Protein C ve S aktivitelerini arttırır.

Antiaterojenik;

eNOS aktivitesini düzenleyerek NO üretimini etkiler.
Kolesterol alım ve atılımında görev alır.
PAF üretimini inhibe eder.
HDL endotelin PGI2 sentezini düzenler.

HDL, üç ana kaynaktan sentezlenir (Şekil 8);

1. Karaciğer yeni “HDL” denen bir apoAI ve fosfolipid salgılar.

2. Bağırsak direkt olarak küçük bir apoAI içeren “HDL” sentez eder.

3. Lipoliz sırasında VLDL ve şilomikronlardan gelen yüzey materyalinden

(başlıca apoAI ve fosfolipid) “HDL” sağlanır.

Enzimlerin etkisi ve kolesterol başta olmak üzere lipid ve protein alınımısürdükçe

diğer HDL türleri oluşur (46). HDL’nin dokulardan kolesterol toplamasıiçin iki

mekanizma önerilmiştir (47).
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Şekil 8. HDL Moleküllerinin Biyosentezi ve Dönüşümü (48).

Pasif Desorpsiyon: Hücrelerde kolesterol fazla iken HDL’de azdır. Kolesterol

yoğunluk farklılığından dolayıhücreyi geçer. Hücrelerden sulu transfer; serbest kolesterol

hücreden HDL partikülüne doğru bir fizikokimyasal konsantrasyon gradyanıizler, bu

olaya pasif desorpsiyon denir. Lipid akışıserbest kolesterolün lipidten fakir apoA-1’e sıvı

difüzyonu yoluyla gerçekleşir. Bu olay özellikle kolesterol içeriği artmışhücreler için

geçerlidir (47, 48).

Şekil 9. Kolesterolün Pasif Desorpsiyonla Taşınması(47)

Reseptör AracılıklıKolesterol Taşınması: HDL’nin ekstra hepatik dokularda

lipid alışverişini sağlayan iki önemli reseptör vardır. Bunlar ABCA1 (ATP binding casette

transporter protein 1) ve çöpçü reseptörü sınıf B tip I (SR-BI)’ dir.
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HDL, ABCA1 vasıtasıile ekstrahepatik hücrelerden serbest kolesterol, fosfolipid

ve hatta sfingolipid alır. ABCA1 reseptörüne bağlanmasında apoA1 rol oynar. ABCA1

hücresel kolesterol çıkısının majör düzenleyicisidir ve esterlenmemişkolesterolü hücreden

ATP bağımlıtasıma mekanizmalarıyoluyla uzaklastırır. Fosfolipid transfer proteini

(PLTP) de yüzey bilesenlerini (fosfolipidler ve esterlenmemis kolesterol) apoB içeren

partiküllerden apoA-1 içeren partiküllere transfer ederek HDL’nin lipidlenmesine katkıda

bulunur (47).

Şekil 10. Reseptör AracılıklıKolesterol Taşınımı(47).

Ters Yönde Kolesterol Taşınımı: Karaciğerde ve ince bağırsak duvarında

sentezlenen HDL (preHDL), diskoidal şekillidir; ApoA-I, lesitin ve serbest kolesterol

içerir. Yeni sentezlenen ve kan dolaşımına salıverilen HDL, dolaşımdaki şilomikron ve

VLDL’den kolesterol esterlerini toplar ve enzimlerin etkisi ve lipid ve protein alışverişi ile

küre şekilli HDL (HDL3) şekline dönüşür. HDL3 olarak tanımlanan ilk olgun HDL’nin

yüzeyindeki lesitin: kolesterol açil transferaz (LCAT), serbest kolesterol ile lesitinden,

kolesterol esteri ve lizolesitin oluşturur.

HDL3’ün yapısında artan kolesterol esterleri, kolesterol esteri taşıyıcıprotein

(CETP) yardımıyla diğer lipoproteinlerdeki trigliseridler ile değiştirilir; böylece HDL2

oluşur. Trigliseridi zengin HDL2, hepatik kapiller endotelde yerleşmişdurumdaki hepatik

trigliserid lipazın etkisiyle trigliseridi azaltılarak yeniden HDL3’e dönüştürülür. Bir kısım

HDL2 ise karaciğer tarafından Apo A-I’i tanıyan reseptörleri sayesinde dolaşımdan alınır.

Kolesterolden zenginleşen HDL, karaciğere dönünce kolesterolü bırakır. Böylece HDL,

kolesterolü dokulardan karaciğere taşımışolur (Şekil 10) (47, 48).
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HDL bağlayıcıprotein (HBP), HDL bağlayıcıprotein 2 (HB2), kübilin ve SR-B1 ;

HDL reseptörü olarak belirlenmişlerdir. Tablo 5’de HDL reseptörleri ve özellikleri

verilmiştir.

Şekil 11. Ters yönde kolesterol taşınımı(48).

Tablo 5. HDL reseptörleri ve özellikleri (42,43)

Reseptör Homoloğu Yapısı Dağılımı Ligandları Fonksiyon/özellikleri

HBP Vigilin

Glikozillenmemiş,
transmembranı

yok,
110 - 150 kDa

Sitoplazmik, endotel
hücrelerinde,
makrofajlarda

HDL, apoA-I

Bilinmiyor, östrojen
tarafından uyarılıyor,
kolesterole hassasiyeti

var.

SR-B1 CD36,
CLA-I

Glikozillenmiş,
acilenmiş,
Kaveolede

yerleşmiş, İki
transmembran
domaini var,

82 kDa

Plazma membranında,
sterol üreten
dokularda,

karaciğerde,

HDL, LDL,
modifiye

LDL,
apoA-I,
apoA-II,

apoC

Docking protein,
Kolesterol esterin
akışında rol alıyor.

HB2 ALCAM,
BEN

Glikozillenmiş, bir
transmembran

domaini var, 100
kDa,

Plazma membranında,
karaciğerde, beyin,

ince bağırsak, akciğer,
makrofajlarda

HDL, apoA-I,
apoA-II

Bilinmiyor, Kolesterol
- statin hassasiyeti,

adezyon, Sinyalleşme?

Kubilin rsu1 Kısa N-terminal
domain, 460 kDa Böbreklerde, HDL, apoAI

Böbreklerde HDL
metabolizmasında,

Vitamin B12 ‘in
endositozda
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2.3.2. SR-B1: Çöpçü Reseptör Sınıf B, Tip B

Çöpçü (scavenger) reseptör (SR)’ler makrofajların fagositoz fonksiyonuna katkıda

bulunurlar. Bilindiği gibi, makrofajlar dokuların civarında bulunan; apoptotik hücreleri,

yabancıhücreleri ve molekülleri tanıyabilen ve fagosite edebilen hücrelerdir. SR’de ilk

olarak makrofajlarda tanımlanmıstır ve bu hücrelerde yaygın olarak bulunurlar. Bu

reseptörler yabancıve endojen bazımoleküllere bağlanırlar, doğal bağışıklıkta ve

apoptotik hücrelerin temizlenmesinde rolleri vardır. Ayrıca, makrofajlar modifiye

lipoproteinlerin endositozunu da yapabilirler ve SR’ler bu fagositozda rol alırlar (38).

SR-B1 proteini; ilk olarak 1994 yılında Brown, Goldstein tarafından acLDL

reseptörü olarak tanımlanmasına rağmen ; daha sonra Krieger ve arkadaşlarıtarafından

LDL ve modifiye LDL’ ler (okside LDL, asetile LDL) için reseptörü olarak tanımlandı.

Daha sonra ise sadece bu ligantlara değil; ayrıca HDL, VLDL olmak üzere diğer birçok

ligandıeklenerek multiligant bir reseptörü olduğu belirlendi (49).

SR-B1 protein insanda, 12. kromozomda 12q24.2 veya 12q24.31–32 konumunda

bulunun CD36L1 geni tarafından kodlanır. CD-36 ailesi üyesidir. İnsan homoloğu olan

CLA-1 (CD-36 ve LIMPII-analog-1) sıçan (hamster) homoloğuyla % 80 homoloji gösterir.

SR-BI, 509 aa uzunluğunda bir membran proteinidir. SR-B1 öncülü, hücresel

kolesterol seviyesi ve hormonların düzenlenmesini içeren bölümler içerir (Şekil 12).

Dokuz N-glikosyan bölgesi içerir. 57 kDa’luk olarak eksprese edildikten hemen sonra

ekstasellüler N-domaininden glikozillenerek molekül ağırlığı82-85 kDa’a ulaşır. At nalı

şeklindedir. Proteinin hem N- hem C- uçlarımembrana bağlıdır, bu iki membran aşan

bölge arasındaki kısım sitoplazmaya doğru uzanır. Yani iki transmebran domaini iki

sitoplazmik kuyruğu vardır. İki transmembran domain genişbir ekstrasellüler domainle

birbirinden ayrılır (37- 439 aa ). Ekstrasellüler domainin yapısıtam olarak açıklanmasada

yapısında beşi CD36 ve LIMPII ‘de de bulunan; ekstrasellüler disülfür köprüsü oluşturma

potensiyeline sahip altısisteini olduğu bulunmuştur (Şekil 13). C terminal sistein

domainden palmiteollenerek modiye olur. Kolesterol ve sfingolipidçe zengin mikrodomain,

kaveollerde bulunur. Membranın kaveollerce zengin kısımlarında bulunduklarıgibi fakir

kısımlarda bulunurlar (6, 50).
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Şekil 12. SR-B1 Öncülü (6).

SR-BI; en fazla HDL’nin lipid alınımınıyaptığıkaraciğer ve steroid üreten

dokularda ve diyet kolesterol emiliminin yapıldığıince bağırsağın fırçamsımembranında

olmak üzere kolesterol metabolizmasında rol alan dokularda eksprese edilir. Adrenal

bezlerde ve yumartalıkta en yüksek olmak üzere; karaciğerde, yüksek, testis, meme bezi,

bağırsak, böbrekler, beyin, kaslar, plesenta, akciğer, uterus, dalak, sinir sistemi, dendrit,

endotel, monosit/makrofaj, trombosit, deri, embriyonik dokular ve kalpte az miktarda

eksprese olduğuna dair raporlar mevcuttur (6, 50).

Şekil 13. SR-B1’in Yapısı(6).
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SR-B1; multiligandlıbir reseptördür. Ligantlarıarasında; LDL, oksideLDL, asetile

LDL, HDL, VLDL, malenlenmişsığır serum albumini (M-BSA) (6), ileri glikasyon son

ürünleri (51), okside HDL (52), anyonik fosfolipidlerden fofoditilserin ve fosfoditilinositol

(53, 54) bulunmaktadır.

SR-BI; lipidlerin iki yönlü değişiminde rol alır. HDL ile LDL arasında kolesterol

esteri (CE) ile serbest kolesterolün (FC) seçici alımından, lipoproteinlere ve lipoprotein

olmayanlara serbest kolesterol akışında rol alır (6, 54). HDL ve LDL’deki polar lipidlerin,

TG gibi apolar lipidlerin ve α-takoferolün transferinden de sorumludur (55, 56).

SR-B1; LDL, VLDL gibi diğer lipoproteinlere de bağlanarak LDL’den kolesterolün

seçici alınımına aracılık ederek onların metabolizmasına katıldığıdüşünülerek birçok

çalışma yapılmışolsa da mekanizmasıtam anlaşılamamıştır (6).

SR-B1 antiateroaterojenik aktivitesini çeşitli mekanizmalarla gösterir. HDL ile

hücreler arasındaki kolesterol akışına aracılık eder. HDL kolesterolünün karaciğerden

alınımınıve safraya atılımına aracılık eder, bu sayede SR-B1 ters yönde kolesterol

taşınımınıbaskılar. HDL bağımlıNO sentetazıaktivite ederek NO aracılıklıantiaterojenik

aktiviteye aracılık eder. HDL’den vitamin E alınıp hücrelere aktarılmasına aracılık ederek,

vitamin E aracılıklıvasküler korumaya katılır. Vasküler endotel hücrelerde arteriyal

oksijen kaynağınıetkileyerek eritrositlerin olgunlaşmasınıkontrol eder, anemiyi önler.

Apoptotik hücrelere bağlanarak temizliklerinde görev yapar (57, 58).

SR-BI, makrofaj ve makrofaj olmayan periferal hücrelerden HDL’ye serbest

kolesterol transferini sağlar (Ters Yönde Kolesterol Taşınımı). Kaveola gibi bazı

özelleşmişmembran yapılarının bu reseptörler bakımından zengin olduğu gösterilmiştir

(6). Plazma membran kaveollerinde SR-B1’in yerleşmesi kolesterol alım ve atımıiçin

önemlidir. SR-B1 ve HDL ile hücreler arasındaki kolesterol akışına aracılık eder. HDL ile

hücreler arasındaki kolesterol transferine aracılık ederken, dönüşümlü bir şekilde HDL’ye

bağlanır. HDL’nin yapısındaki kolesterol oranıSR-B1’in aktivitesini etkiler. SR-B1;

kolesterolce zengin HDL ile etkileştiğinde seçici kolesterol ester alınımına ve kaveollerde;

sterojenik dokularda steroid hormon sentezi ve kolesterol depolanmasıiçin kolesterol

alınımına aracılık eder depolanmasına sebep olurken (Şekil 14, a), SR-B1 kolesterolce

fakir HDL’ye bağlandığında ise kaveollerdeki fazla serbest kolesterolü HDL içine gönderir

(Şekil 14, b) (58) .
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Şekil 14. HDL ile Hücreler Arasındaki SR-B1 AracılıklıKolesterol Akışı(58).

Şekil 15. HDL’nin NO üretimini düzenlemesi (57).

SR-B1’in mekanizmasıtam olarak açıklanmasa da, ApoAI bağlandığıbir

mekanizma ile endotel kaynaklınitrik oksit sentazı(eNOS’u) aktive ederek nitrik oksit

(NO)· üretimini düzenler. HDL, SR-B1 ile etkileşerek kolesterol dağılımını ve

morfolojisini modifiye ederek eNOS aktivitesini etkiler. HDL eNOS’un hücreler arası

dağılımınıdüzenler. HDL ayrıca endotel hücrelerinde eNOS ekspresyonunu arttırır. HDL

zengin antioksidan içeriği ile ajanların endotele etkilerini sınırlar, eNOS ‘un uyarımını

arttırarak NO miktarınıarttır (49, 57) (Şekil 15).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanılan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1. Cihaz ve Malzemeler

CİHAZ ADI FİRMASI

Buzdolapları + 40C , -200C , -800C

Cam Şişe Sigma, Z364827

Cam malzemeler Tüp, Pipet, Beher, Erlen, Balon Joje,

CO2İnkübatörü Thermo Scientific Forma Steri-Cycle

Çalkalayıcıİnkübatör Shelleb/Sheldon Mod: 514,USA

Çalkalayıcı Nüve, SL 350

Etüv Gallenkamp

Elisa Pleyt Yıkayıcı Diagnostic Pasteur

Elisa Okuyucu Tunable VERSAmak microplate reader,US

Floresans Mikroskobu Olympus BH-2

Güç Kaynağı Titan Plus

Güç Kaynağı EC250-90, E-c Apparatus Corporation

Hücre Kültür Flaskları Grenier Bio One T-25, T-75, T-150 cm2

Hassas Terazi Oertling NA 164

Hematositometre Camı Neubauer

Hood Polaraid

Invert Mikroskop Olympus CK-2

Jel Görüntüleme Sistemi BioDoc Analyze

Laminer Hava AkışKabini Powtech, Class II Safety Cabinet

Mağnetik Karıştırıcı IKA-Labortechnik

Mikropleyt Spectrofotometresi Spectra Mak Plus 384
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Mikrosantrifüj Sigma Loborzentrifugen CE 1-15

Mikrosantrifüj Tüpü Grenier 200 , 500, 1500 µL’lik

Naylon Membran Filtreleri Sigma, Z290807, 0.22 μm, diam. 47 mm

Naylon Membran Filtreleri Sigma, Z290793, 0.45 μm, diam. 47 mm

Otoklav BES, BK-75TS-5626,Türkiye

Ögütücü Retsch ZM 200, Germany

Pastör Pipetleri Steril disposible pipetler

pH Metre Hanna Instruments 8416

PVDF Membran Immobilon P Milipore , Billerica, MA, USA

RT-PCR Kit Qıagen , One step RT-PCR 210210

hSR-B1/CLA-1, Beta Aktin

RT-PCR primerleri

Integrated DNA Tecnologies, Inc.

Rotar Evapotor Bibby R100

Santrifuj Eppendorf 5804

SoğutmalıSantrifuj Eppendorf 5810

Spektrofotometre LKB Ultrospec K

Sokhlet Ekstraktsiyonda kullanıldı.

Steril Falcon Tüpler Grenier 15mL’lik ve 50 mL’lik

Steril Pipet Uçları Steril ,Otoklavlanmış

Steril Enjektörler 1, 20, 50 mL’lik

SDS-PAGE Takımı Laemli Kesiki Tampon sistemi

Semi-Dry Western Blot Tankı BIO-RAD

Semi-Dry Blot BIO-RAD Trans-Blot® SD,

Saf Su cihazı Akuatron 4AD

Spektrofotometre Küveti Sigma, C5416

Steril PCR Ependorf Tüp Grenier 200 µl’lik

Semiotomatik pipetler 0.5-10 µl, 10-100µl, 100-1000µl

Transilluminatör Vilber Lourmant

Thermalcyler cihazı GeneAmp PCR System 9700Applied Biosystems

UVette® Disposable Cuvettes Sigma, Z637847

Vorteks Nüve, NM 110

Whatman Jel Blot Kağıdı Sigma , Z613916
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3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Madde Adı Alınan Firma Katalog No:

Aliminyum Klorür, AlCI3 Sigma 563919

L-Askorbik asit Sigma A5960

Agaroz Sigma A9414

Amonyumpersülfat, APS Sigma A3678

Akrilamid Sigma A3553

Asetik Asit Merck K27574156

Bakır Sülfat, CuSO4.5H20, Merk A894987

Betamerkaptoetanol Sigma M 7522

Bisakrilamid Sigma A10960100

Bromfenol Mavisi Sigma 32H3626

Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma 201391

Dipotasyum Hidrojen Fosfat, K2HPO4 Sigma P3786

Demir (III) Klorür, FeCl3 Sigma F7134

2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil, DPPH Sigma D211400

Di metil Sülfolsit, DMSO Sigma D4540

Disodyummonohidrojenfosfat, Na2HPO4 .7H2O Merck A547474

Fe(NH4)2(SO4)2. 6 H2O Cameo 10045-89-3

o-dianizidin dihidroklorür Biochemica 33435

DPEC, Diethyl pyrocarbonate Sigma D5758

Etilen Diaminetetraasetik asit, EDTA Carlo Erba 303227

Endothelial Growth Medium Suplement, EGMS Sigma E2759

Etanol Sigma E7023

Folin ve Ciocalteu Fenol Reaktifi Sigma F9252

Fetal Bovine Serumu, FBS Sigma F2442

Gliserol Sigma 54H00723

Glisin Sigma 52H03131

Goat Anti Rabbit IgG HRP Santa Cruz sc2004

Hidroklorik Asit, HCI Carlo Erba 7647-01-0

Hidrojen Peroksit, H2O2 % 30, d=1,11 Merck 1.08597

Hidrojen Peroksit, H2O2 Sigma H3410
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İzopropil Alkol Sigma I9516

Jelatin Fluka 48723

Kateşin Sigma C1788

Kloroform Sigma C7559

Kuanidin Hidroklorür Sigma 177253

Kuarsetin Sigma Q4951

Metanol Sigma M3641

Orange G Sigma Q3756

Potasyum Dihidrojen Fosfat, KH2PO4 Merk A153371

Potasyum Hekzasiyona Ferrat(III), K3Fe(CN)6 Sigma 702587

Potasyum Klorür, KCl Merck 711 TA299855

Penisilin + Streptomisin Sigma P7539

RPMI- 1640 Sigma R8758

Rabbit Poliklonal SR-B1 Antikor Santa Cruz H180- sc67098

Sodyum Karbonat, Na2CO3 Sigma S7795

Sodyum Nitrit, NaNO2 Sigma 237213

Sodyum Hidroksit, NaOH Merck 6462

Sodyum Klorür, NaCI Merck 1.06400.1000

Sodyum Dihidrojen Fosfat, NaH2PO4.2H2O Merck 6345

Sığır Serum Albumini , BSA Sigma P6529

Sodyum Potasyum Tartarat Merk A100285

Sodyum Dodesil Sülfat, SDS Merck 9263888

Süt Tozu Pınar Ticari

Tris/HCI Sigma 93287

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine Solüsyonu, TMB Sigma T0565

Trikloraasetikasit, TCA Sigma T9159

N,N,N,N Tetrametiletilendiamin, TEMED Sigma T9281

Tris (Hidroksimetil Aminometan) Sigma 252859

Tripan Mavisi Sigma T6146

TRItidyG Applichem A4051

Troloks Sigma 238813

Tripsin Sigma T5266
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3.2. Tayinlerde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması

3.2.1. Karalahana Ekstraktlarında Antioksidan Tayinlerde Kullanılan

Çözeltilerin Hazırlanması

A. Total Fenolik Madde (TFM) Tayininde Kullanılan Çözeltiler

% 2’lik Na2CO3 2 g Na2CO3 tartılarak hacmi distile su (DS) ile 100 mL’ e DS ile

tamamlandı.

Bitki Standartları Önceden ekstrakttaki kuru ağırlığına göre hesaplanmışsulu ve

etanollü ekstraktların ana çözeltilerden seyreltildi. Çalışma üç

kez tekrarlandı.

Fenolik Standartlar 0,001 gram gallik asit tartılarak hacmi 1 mL’e DS ile

tamamlandı(1000 μg/ mL). 1000, 500, 250, 125, 62,5

(μg/mL)’lik standarlarıelde etmek için seri seyreltmeler yapıldı.

0,2 N Folin Reaktifi 2 N ‘lik Folin reaktifi 1/10 oranında distile suyla seyreltildi.

B. DPPH• Radikali Temizleme Aktivitesi Tayininde Kullanılan Çözeltiler

0,1 mM DPPH
0,061975 g DPPH tartılarak hacmi 100 mL’ e metanol ile

tamamlandı.

Bitki Standartları
Sulu ve etanollü ekstraktlar ana çözeltilerden seyreltilerek

hazırlandı. Çalışma üç kez tekrarlandı.

C. Demir (III) İndirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yönteminde Kullanılan

Çözeltiler

Bitki Standartları Sulu ve etanollü ekstraktlar ana çözeltilerden seyreltilerek

hazırlandı. Çalışma üç kez tekrarlandı.

Standartlar 0,001 g Askorbik asit veya troloks 1 mL’e DS ile tamamlandı

(1000 μg/ mL). Seri seyreltmeler yapıldı.
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0,2 M Fosfat

Tamponu (pH 6,6)

10,67 g KH2PO4 ve 17,25 g Na2HPO4 distile suda çözülerek pH

6,6 seyreltik asit veya baz ile pH ile ayarlandıve 1 L’ye DS ile

tamamlandı.

% 1 K3Fe(CN)6 1 g K3Fe(CN)6 distile su ile 100 mL’ye DS ile tamamlandı.

% 10 TCA 10 g TCA 100 mL’ye DS ile tamamlandı

% 1 FeCl3 1 g FeCl3 distile su ile 100 mL’ye DS ile tamamlandı.

D. Flavonoid MiktarıTayininde Kullanılan Çözeltiler

% 5’lik NaNO2 5 g NaNO2 tartılarak hacmi 100 mL’ e DS ile tamamlandı.

Bitki Standartları Önceden ekstrakttaki kuru ağırlığına göre hesaplanmışsulu ve

etanollü ekstraktların ana çözeltilerden seyreltilerek hacmi 1000

μg/mL olacak şekilde su veya etanolle seyreltildi. Çalışma üç kez

tekrarlandı.

Kuarsetin

Standartları

0,001 g kuarsetin tartılarak hacmi 1 mL’ e DS ile tamamlandı

(1000 μg/ mL). Seri seyreltmeler ile 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 0 μg/

mL’ lik standartlar hazırlandı.

% 10’ luk

AlCI3.6H2O

10 g AlCl3..6 H2O tartılarak ultra saf su ile (hızlıyapılmamalı)

hacmi 100 mL’ ye DS ile tamamlandı.

1 M NaOH 2 g NaOH tartılarak ultra saf su ile hacmi 50 mL’ye DS ile

tamamlandı.

E. TAS (Toplam Antoksidan Seviye) Tayininde Kullanılan Çözeltiler

Bitki Ekstraktları Önceden ekstrakttaki kuru ağırlığına göre hesaplanmışsulu ve

etanollü ekstraktların ana çözeltilerden seyreltilerek hacmi 1000,

500, 250 μg/mL olacak şekilde su veya etanolle seyreltildi.

Çalışma üç kez tekrarlandı.
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Standartların

Hazırlanışı

TAS için; 2, 1, 0,5, 0,25 mmol/L konsantrasyonlara sahip troloks

standartlarıhazırlandı.

TAS Reaktif 1: R1

(pH :1,8)

75 mM HCI; 6,41 mL HCI alınıp hacim deiyonize su ile 1L’ye

tamamlandı. 75 mM KCI; 5,59 g KCI tartılıp, 1 L deiyonize suda

çözüldü. 800 mL KCI ile 200 mL HCI pH 1,8 olacak şekilde

karışım elde edildi.10 mM o-dianizidin dihidroklorür; 0,31 g o-

dianizidin dihidroklorür 100 mL karışımda çözüldü. 45 µM

Fe(NH4)2(SO4)2. 6 H2O; 0,0017 g Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O tartıldı,

o-dianizidin dihidroklorürlü karışıma eklendi.

TAS Reaktif 2: R2 7,5 mM H2O2; 32,05 µL H2O2 alınıp hacim HCI/KCI (1/4)

karışımıyla 50 mL’ ye DS ile tamamlandı

3.2.2. Hücre Kültüründe Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması

Bitki Ekstraktları

Önceden ekstrakttaki kuru ağırlığına göre hesaplanmışsulu ve

etanollü ekstraktların ana ana çözeltilarından seyreltilerek

hacmi 50, 20, 10, 5, 2,5, 0 μg/mL olacak şekilde su veya etanol

(etanol oranı% 1’in altında olacak şekilde) seyreltildi. Çalısma

üç kez tekrarlandı.

Besleme Çözeltisi İçinde % 20 FCS, % 1 Penisilin-Streptomisin, % 1 glutamin, 200

μg/ mL EGMS olacak şekilde RPMI 1640.

Tripsin-EDTA 200 mg Tripsin 50 mg EDTA ile karıştırılıp distile su ile 100

mL’ye DS ile tamamlandı. 0,22 µm’lik filtreden geçirilip 15

mL’lik falkonlarda aktarılıp, kullanıncaya kadar -20 oCde saklandı.

PBS

(pH: 7.4)

0,14 M (0,8 g ) NaCl, 2,7 mM (0,02 g ) KCl, 1,5 mM (0,02 g)

KH2PO4 ve 8,1 mM (0,2169 g) Na2HPO4.7H2O tartılıp bir miktar

distile suda pH: 7,4’e NaOH ile ayarlandı. Hacmi distile su ile 100

mL’ye DS ile tamamlandı. Otoklavlanıp +4oC’de saklandı.
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3.2.3. SR-B1/CLA-1 Protein MiktarıTayini İçin Kullanılan Çözeltilerin

Hazırlanması

A. TRItidy G ile proteinlerin İzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler

TRItidyG, Etanol,

Kloroform,

İzopropanol

Ana çözeltilerden kullanıldı.

300 mM Guanidin

Hidroklorür

2,8659 g guanidin hidroklorür 100 mL’e DS ile tamamlandı.

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

B. SDS-PAGE VE Western Blotlamada Kullanılan Çözeltiler

1 M NaOH 10 g NaOH saf suda çözülerek 250 mL’ye DS ile tamamlandı.

Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı.

1 M HCl Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı

2x Lowry Reaktifi

20 g Na2CO3 260 mL suda, 0,4 g CuSO4.5H20 20 mL suda ,

0,2 g Na-K-Tartarat 20 mL deiyonize suda çözüldü ve daha

sonra bu üç çözelti karıştırılarak bakır reaktifi elde edildi. 10 g

SDS 100 mL’e DS ile tamamlandı, 4 g NaOH yine 100 mL

mL’e DS ile tamamlandı.Kullanmadan hemen önce 3:1:1

oranında karıştırıldı. 2- 3 hafta boyunca saklanabilir.

0,2 N Folin Reaktifi 2 mL 2 N Folin reaktifi 20 mL mL’e DS ile tamamlandı.

Albumin Standartları 10 mg albumin 100 mL mL’e DS ile tamamlandı.0,1 mg/

mL’lik albumin standardıhazırlandı. Bu ana çözeltiden 0,05,

0,025, 0,0125, 0 mg/ mL’lik standartlar hazırlandı.
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1,5 M Tris-HCl,

(pH 8,8)

Ayırma jeli tamponu; 36, 3 g Tris bir miktar deiyonize suda

çözüldü. HCI ile pH’sı8,8 ayarlandı. Son hacim 100 mL’ye

tamamlanıp süzme kağıdıile süzüldü. + 4 oC’de muhafaza

edildi.

0,5 M Tris-HCl,

(pH 6,8)

Yığma jeli tamponu; 6,0 g Tris bir miktar deiyonize suda

çözüldü. HCI ile pH’sı6,8 ayarlandı. Son hacim 100 mL’ye

tamamlanıp süzme kağıdıile süzüldü. + 4 oC’de saklandı.

Akrilamid-

Bisakrilamid Çözeltisi

% 30 akrilamid + % 0,8 metilenbisakrilamid deiyonize suda

çözüldü ve süzüldü.

Tank Tamponu

(pH: 8.3)

0,025M Tris (3 g Tris), 0,152M Glisin ( 14,4 g), % 0,1 SDS (1

g) karıştırılıp, bir miktar deiyonize suda çözüldü. HCI ile

pH’sı8,3 ayarlandı. Son hacim 1000 mL’ye tamamlanıp

süzme kağıdıile süzüldü. + 4oC’de saklandı.

Boyama Çözeltisi % 25 İzopropil alkol (75 mL), % 10 asetik asit (30 mL) ve %

0,05 Coomassie Brillart Blue G-250 (0,015g) karıştırılarak

hacim deiyonize suyla 300 mL’ye DS ile tamamlandı.

Boya Giderme

Çözeltisi

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

mL’ye DS ile tamamlandı.

Western Blot Transfer

Tamponu

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 çözülüp, kullanmadan

önce % 20 metanol (200 mL) eklendi.

Ana Çözelti 20xTBS

(pH: 7.5)

1 M Tris/HCI (15,760 g), 4 M NaCI (23,376 g) karıştırılıp bir

miktar suda çözülüp pH’sı7,5 getirildi. Hacim 100 mL’ye DS

ile tamamlandı.
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Bloklama Tamponu % 2 süt tozu çözeltisi: 2 g pınar süt tozu alınıp 100 mL’de 1x

TBS’de çözüldü.

Birincil Antikor

Çözeltisi

Rabbit Poliklonal SR-B1 Antikoru 1:200 oranında 1* TBS ile

seyreltildi.

İkincil Antikor

Çözeltisi

Goat anti rabbit horse radish peroksidaz antikoru 1:2000

oranında 1x TBS ile seyreltildi.

İnkübasyon Çözeltisi % 0,2 süt tozu çözeltisi: 0,2 g pınar süt tozu alınıp 100 mL’de

1x TBS’de çözüldü.

TMB Kullanıma hazırdı.

3.2.4. SR-B1/CLA-1 mRNA Ekspresyonu Tayini İçin Kullanılan Çözeltilerin

Hazırlanması

A. TRItidy G ile RNAİzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler

TRItidyG, Etanol,

Kloroform,

İzopropanol

Ana çözeltilerden kullanıldı.

%1 DPEC 1 mL DPEC otoklavlanmışsu le 100 mL ‘e DS ile

tamamlandı.

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

B. RT-PCR VE Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması

RT-PCR Primerleri Önce 100 pmol/mL olacak şekilde hazırlandı. Daha sonra 10

pmol /mL’e dilüe edildi.
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1 N NaOH 4 g NaOH 100 ml deiyonize suda çözüldü. pH ayarlanmasında

kullanıldı.

Stok TAE : 242 g Tris, 37,2g Na2EDTA.2H2O bir miktar deiyonize suda

çözüldü ve üzerine 57,1 mL asetik asit ilave edildi. pH 8,5’e

ayarlandı. Son hacim 1 L’ ye DS ile tamamlandı. Bu çözelti

50 kat seyreltilerek, hem elektroforez tamponu olarak, hem de

agaroz jelin hazırlanmasında kullanıldı.

Etidium Bromür 100 mg etidiyum bromür 10ml deiyonize suda çözüldü. (10

mg/mL). Işıktan korunarak buzdolabında saklandı.

% 2’ lik Agaroz Jel 0,8 g agaroz TAE tamponunda çözüldü ve 30 saniye

mikrodalgada kaynatıldı. Ilıdıktan sonra etidiyum bromür

eklenerek tarak yerleştirildi. Soğumaya bırakıldı.

Orange G Ana çözeltiden kullanıldı.

DNA Belirteçi Ana çözeltiden kullanıldı.

3.3. Metodlar

3.3.1. Karalahana Ekstraktlarının Hazırlanması

3.3.1.1. Örneklerin Toplanması

Karadeniz Bölgesi kıyıkesimi çeşitli il ve ilçelerden (Trabzon merkez, Rize,

Giresun, Artvin (Hopa), Samsun) karalahananın taze ve yeşil yapraklarıtoplanarak, saf su

ile defalarca yıkandı. Serin ve karanlık ortamda kurutuldu, ögütücüde küçük parçalara

ayrıldıve ekstrakt hazırlanana kadar 4 oC’ de muhafaza edildi. Etanollü ve sulu ekstraktları

hazırlandı(2).
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Tablo 6. Çalışma sırasında kullanılan ekstraktlar için kullanılan kısaltmalar

İl Etanol Su

Trabzon TE TS

Rize RE RS

Giresun GE GS

Samsun SE SS

Artvin AE AS

3.3.1.2. Ekstraktların Hazırlanması

Ekstraktsiyon, çözeltilerden veya katıkarışımlardan bir maddeyi ayırmak,

çözücüyü ve istenmeyen safsızlıklarıkarışımlardan uzaklaştırmak için yapılan işlemdir.

Katımaddelerin bir çözücüyle sürekli ekstraktsiyonunun saglanmasıiçin en uygun

düzenek 1879’da Franz von Sokhlet tarafından icat edilen Sokhlet düzeneğidir. Orijinalde

katımateryallerden sıvıların ekstraktsiyonu için tasarlandıfakat katınumunelerden

bileşiklerin ekstraktsiyonlarının zor olduğu zamanlarda da kullanılabilir. Bir sokhlet

ekstraktsiyon sistemi bir karıştırıcımağnetik çubuk ile kaynama balonu, bir sokhlet aparatı,

bir geri soğutucu ve bir ısıtıcıdan ibarettir (Şekil 16). Katınumune içeren kartuşsokhlet

aparatının bölmesine yerleştirilir. Kaynama balonundaki çözücü karıştırılarak ısıtılır.

Çözücü buharlarısoğutucuya doğru çıkarlar ve orada soğutularak numunenin üzerine

damlarlar. Numune materyali içeren sokhlet aparatının bölmesi, yoğunlaştırılan çözücü ile

yavaşça dolar, ardından sifon hareketiyle balona geri boşalır. Bu döngü, numune

bileşiklerinin ayrıntılıekstraktsiyonu için pek çok kez tekrarlanmasına müsaade eder.
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Şekil 16. Sokhlet Düzeneği

Etanol polar bir molekül olduğu için bitki bünyesindeki polar molekülleri ekstrakte

eder. Etanollü karalahana ekstraktıiçin; soklet aparatına 10 gram kurutulmuşve ögütülmüş

karalahana içeren ekstrakt kartuşu koyularak, yaklaşık 300 mL etanol ilave edilerek

gömlekli ısıtıcıda 60°C’de yavaşça kaynatılarak ekstraktsiyona tabi tutuldu. Sokhlet

aparatında çözelti renksiz oluncaya kadar yaklaşık 24 saat ekstraktsiyon islemi sürdürüldü.

Önce filtre kağıdıardından, Whatman 0,2 μm filtrelerden süzüldü.

Sulu ekstraktlar ve uçucu yağlar Clevenger tipi su buharıdestilasyon düzeneği

kullanılarak elde edilmiştir. Su buharıdestilasyonu, az uçucu ve suda çözünmeyen ya da

çok az çözünen maddelerin uçucu olmayan maddelerden ayrılmasında veya

saflaştırılmasında kullanılan bir tekniktir. Bu teknikle kaynama noktasıyüksek olan bir

bileşik, vakum uygulanmaksızın, normal şartlardaki kaynama noktasının çok altında

destillenebilir. Su buharı destilasyonu, basit destilasyon ve diğer tekniklerin

uygulanmasıyla ayrılmayan az miktardaki maddelerin ayrılmasında özellikle faydalıolup

doğal ürünlerin izolasyonunda ve büyük miktarda reçinemsi yan ürünlerin oluştuğu

kimyasal reaksiyonlarda ara ürünlerin ayrılmasında geniş ölçüde kullanılmaktadır.

Clevenger tipi su buharıdestilasyonu ise, sulu ekstraktların yanısıra uçucu yağların

(esansiyel yağ) da elde edilmesini sağlamaktadır.
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Şekil 17. Clevenger Düzeneği

Bitkilerin toz halindeki yaprak kısımlarına su ilave edilip, oluşan karışım

destilasyon balonlarına döküldü. Balonlar, gömlekli ısıtıcılara yerleştirildi ve Clevenger

aparatlarıtakılarak destilasyon düzeneği oluşturuldu. Sulu numune karışımlarıyaklaşık 6

saat kaynamaya tabi tutuldu. Sulu ekstraktlar çeşitli işlemlerden geçirilerek berraklaştırıldı

ve suları, liyofilizatörde uçurularak konsantrasyonlarıbelirlendi.

Etanol ekstraktsiyonlarının çözücüleri döner vakum evaporatörüyle uçuruldu. Bir

döner vakum evaporatörüyle tek basamaklıdestilasyonlar hızlıca yapılabilir. Bu yöntemin

esası, su banyosunda dönen buharlaştırıcıbir balon kullanılarak vakum altında çözücülerin

buharlaştırılmasıve yoğunlaştırılmasıdır. Vakum, kaynama sıcaklığınıdüşürür ve böylece

destilasyonun performansınıarttırarak ürünleri korumaya yardım eder (Şekil 18).

Ekstraktların antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde konsantrasyonlarıbelirli

numuneler kullanılmalıdır. Bu amaçla; belli hacimde alınan etanol ekstraktlarının

çözücüleri, döner buharlaştırma düzeneği kullanılarak tamamen uçuruldu ve belli bir

hacimde alınan ekstraktların artarda ikişer kez evaporasyonu sonucu balon cidarında kalan

maddenin ağırlığı ile boş balonun ağırlığının farkı kullanılarak ekstraktların

konsantrasyonlarıbelirlendi ve ana çözelti çözeltiler hazırlandı. Tablo 7’de hazırlanan ana

çözeltilerin konsantrasyonlarıve illere göre kullanılacak kısaltmalar verildi.
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Şekil 18. Döner Vakum (Rotary) Evaporatörü

Tablo 7. Hazırlanan Sulu ve Etanollü Ekstraktlarının Ana Çözeltilerinin Kuru Ağırlık

Cinsinden Konsantrasyonları(mg/ mL)

İl Etanol Su

Trabzon TE: 5 mg /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: 5 mg /mL AS: 10 mg/mL

Giresun GE: 5 mg /mL GS: 10 mg/mL

3.3.2. Karalahana Ekstraktlarında Antioksidan Tayinler

3.3.2.1. Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Metot; suda ve diğer organik çözücülerde çözünmüşolan fenolik bileşiklerin folin

reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks oluşturmasıesasına dayanır. Oluşan mor-

menekşe renkli kompleks 700 nm'de maksimum absorbans oluşturur (59). Tablo 8 ‘de

belirtildiği gibi pipetlemeler yapıldı.
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Tablo 8. Toplam Polifenolik Madde Tayininde Yapılan Pipetlemeİşlemleri

Kör Standart Test

Standart 0,1 mL

Lahana Numunesi 0,1 mL

Distile Su 5,1 mL 5 mL 5 mL

0,2 N Folin Reaktifi 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

Tüpler vorteks ile karıştırıldıve 3 dakika bekletildi.

% 2’ lik Na2CO3 1,5 mL 1,5 mL 1,5 mL

1 saat inkübasyonda bekletildi.

700 nm’de köre karşıabsorbans okundu.

Gallik asidin 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 0 µg /mL’lik standart

konsantrasyonlarıkullanılarak hazırlanan grafik (Şekil 19) kullanılarak, TFM miktarı

belirlendi.

Şekil 19. Toplam Fenolik Madde Tayini İçin Gallik Asit Standart Grafiği
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3.3.2.2. DPPH• Radikali Temizleme Aktivitesi Yöntemi

DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satın alınabilen bir radikal

olup denemelerde Hatano (60) metodu kullanılmıştır. Antioksidanlarla muamele,

DPPH•’tan kaynaklanan mor rengin şiddeti azalarak absorbansın düşüşüne sebep olacaktır.

Farklınumune konsantrasyonlarıyla muamele edilen DPPH•’ın absorbansındaki değişim

ölçülerek, absorbanslara karşılık gelen konsantrasyonlarla grafik çizilmekte; grafikteki

y=ak+b denkleminde DPPH• konsantrasyonunu yarıya düşüren numune miktarıμg / mL

cinsinden belirlenmekte ve IC50 değeri olarak ifade edilmektedir. Bu yöntemin önemli bir

dezavantajı, büyük antioksidan moleküllerin sterik engellenmeye maruz kalmaları

nedeniyle inaktif olarak test edilmeleridir. Bu yöntemde, antioksidan molekülün yapısıve

boyutu test sonucunu etkilemektedir. Tablo 9 ‘da belirtildiği gibi pipetlemeler yapıldı.

Tablo 9. DPPH• Radikali Temizleme Aktivitesi Tayininde Yapılan Pipetleme İşlemleri

Kör Numune körü Standart Test

0,1 mM DPPH 150 µL 150 µL 150 µL 150µL

Distile Su 150 µL

Numune Çözücüsü 150µL

Standart 150µL

Lahana Numunesi 150µL

Oda sıcaklığında 50 dakika inkübasyona bırakıldı.

517 nm’de köre karşıabsorbans okundu.

3.3.2.3. Demir (III) İndirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yöntemi

Oyaizu tarafından geliştirilen metoda göre indirgeme kuvveti numunelerin dolaylı

olarak toplam indirgeme potansiyelini göstermekte olup Fe+3  Fe+2 indirgenmesi ile

meydana gelen Fe+2, K3(Fe)CN6 700 nm'de absorbans veren renkli kompleks oluşturur .

Güncel olarak kullanılan FRAP yönteminde 2,4,6- tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(III)

tuzu kullanılmaktadır (61). Tablo 10 ‘da belirtildiği gibi pipetlemeler yapıldı.
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Şekil 20. Demir (III)’ün indirgenme reaksiyonu (61)

Tablo 10. FRAP Yönteminde Yapılan Pipetleme İşlemleri

Kör Standart Test

Distile Su 1 mL

Standart 1 mL

Lahana Numunesi 1 mL

0,2 M KH2PO4-K2HPO4 Tamponu (pH 6,6) 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL

% 1 K3Fe(CN)6 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL

50 C 20 Dakika inkübe edildi.

% 10 TCA 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL

3000 g'de 10 dakika santrifüj edildi ve üst fazdan 2.5 ml alındı.

Distile Su 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL

% 1 FeCl3 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

4 dakika sonra 700 nm ‘de köre karşıabsorbans okundu.

Tayine başlamadan önce askorbik asidin ve troloksun 1000, 500, 250, 125, 62,5,

31,25, 0 µM’lik konsantrasyonlarıhazırlandı. Konsantrasyona karşıabsorbans grafiği

çizilir. Bu metotta artan absorbans artan indirgeme kuvvetini gösterir. Sonuçlar, indirgeme

potansiyeli yüksek ve aynızamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik asit ve

troloks ile karşılaştırılmak suretiyle yorumlanır ( Şekil 21-22).
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Şekil 21. Demir İndirgeme / FRAP Miktarlarıİçin Askorbik Asit Standart Grafiği

Şekil 22. Demir indirgeme / FRAP Miktarlarıİçin Troloks Standart Grafiği

3.3.2.4. Flavonoid Miktarının Belirlenmesi

Flavonoidlerin alimünyum ile yapmışolduklarıkompleksler reaksiyon sonunda,

pembe renk olusturmaktadır (62). Bu pembe renk oluşumu, standart ve köre karşı

spektrofotometrede okutuldu. Tablo 11 ‘de belirtildiği gibi pipetlemeler yapıldı. Standart

grafiği (Şekil 23) kullanılarak flavonoid içeriği belirlendi.
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Tablo 11. Flavonoid tayininde yapılan pipetleme işlemleri

Kör Standart Test

Distile Su 1 mL

Standart 1 mL

Lahana Numunesi 1 mL

% 5 NaNO2 0,3 mL 0,3 mL 0,3 mL

Vorteklendi

5 Dakika inkübasyonda bekletildi.

% 10 AlCI3 0,6 mL 0,6 mL 0,6 mL

1 M NaOH 2 mL 2 mL 2 mL

5 dakika inkübe edildi.

Hacim 10 mL’ye DS ile tamamlandı.

Hemen 510 nm’ de spektrofotometrede absorbanslarıokundu.

Şekil 23. Flavonoid Miktarıİçin Kuarsetin Standart Grafiği

3.3.2.5. Toplam Antioksidan Kapasitenin (TAS) Belirlenmesi

Toplam antioksidan kapasiteyi belirlemek için Erel, Ö.‘in oluşturduğu kolorimetrik

metod uygulandı(63). Bu metodun prensibi Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil ( OH·)

radikalinin üretimi ile başlatılan etkili serbest radikal reaksiyonlarında oluşan renkli
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dianizidil radikalinin 444 nm de ölçülmesi esasına dayanır. Tablo 12 ‘de belirtildiği gibi

pipetlemeler yapıldı.

Tablo 12. Toplam Antioksidan Kapasitenin (TAS) Belirlenmesinde Yapılan Pipetleme

İşlemleri

A1 değerleri A2 değerlerinden çıkarılarak bu absorbans değerlerine karşılık gelen

konsantrasyon miktarıelde edilen standart grafik (Şekil 24) yardımıyla sonuçlar

hesaplandı.

Şekil 24. Toplam Antioksidan Madde Troloks Standart Grafiği

Kör Numune Körü Standart Test

Distile su 5µL

Numune çözücüsü 5µL

Standart 5µL

Lahana numunesi 5µL

Reaktif 1 200µL 200µL 200µL 200µL

A1: 444 nm de ilk okuma yapıldı.

Reaktif 2 10µL 10µL 10µL 10µL

A2: 444 nm de 3. ve 4. dakikalarda ikinci okuma yapıldı.
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3.3.3. Hücre Kültürü

HDL reseptörü SR-B1’in ekspresyonunun en fazla olduğu hücreler arasında endotel

hücreleri yer almaktadır . Bu yüzden çalışmamızda karalahananın SR-B1 üzerine etkisini

gözlemlemek için insan göbek bağıveninden elde edilen endotel hücreleri (HUVEC),

hücre kültüründe tercih edildi. Bütün hücre kültür çalışmalarıhücre kültür kabininde (air

flow kabin) steril ortamda gerçekleştirilmiştir.

3.3.3.1. HUVEC Hücre Serilerinin Çoğaltılması

HUVEC hücre serileri GATA Tıp Fakültesi Hematoloji Anabilim Dalından temin

edildi. Donmuşhaldeki hücrelerin üstüne oldukça yavaşbir şekilde PBS eklendi. 15

mL’lik alkona aktarılıp hacim 5 mL ‘ ye DS ile tamamlandı. 400 g’de 7 dakika santrifuj

edildi. Hematositometre ile hücre sayımıyapıldı.

1x106 HUVEC hücreleri L-Glutaminli, % 20’lik 200 g/mL endotel büyüme faktörü

(Endothelial growth medium supplement EGMS), % 1’lik penisilin + streptomisin içeren

RPMI 1640 içeren beslenme tamponu ile % CO2 ortamında 37oC’de T-25 flasklarda

inkübatörde çoğaltıldı.

3.3.3.2. HUVEC Hücre Çoğaltımında Kültür Şartları

Primer kültür: 1x106 HUVEC hücreleri L-Glutaminli, % 20 FBS, 200 µg/ mL

Endotel büyüme faktörü (Endothelial growth medium supplement EGMS), % 1 penisilin +

streptomisin içeren RPMI 1640 besiyerinde % 5 CO2 ortamında 37 oC de T-25 flasklarda

inkübatörde çoğaltıldı.. Kültürün üçüncü gününden itibaren flaskta yapışan hücrelerin

beslenmesine haftada ikişer kez olmak üzere devam edildi. Hücreler kültür kabının

tabanının tamamınıkapladıktan sonra primer kültür tamamlanarak tripsinizasyon yapıldı.

Tripsinizasyondan sonra birinci pasaj kültür işlemlerine geçildi.

İkinci Pasaj Kültür: Birinci pasaj kültür işleminden sonra tripsinizasyonla

hücrelerin plastik flasklardan ayrıştırılmasından sonra ikinci pasaj kültür işlemlerine

başlandı. İkinci pasaj kültür için T-150 plastik flaska fetal bovine serumla beslenmek üzere

1x106 HUVEC kondu ve hücreler yine haftada ikişer kez beslenerek flask tabanını

kaplayıncaya kadar çoğalmalarıbeklendi. Hücreler flask tabanının tamamınıkapladıktan
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sonra ikinci pasaj sonlandırıldı. Tripsinizasyondan sonra elde edilen hücreler FCS ile

seyreltilip 20 µL’si sayım için ayrılıp geri kalanıekstraktların ekleme aşamasına kadar

donduruldu.

3.3.3.3. Tripsinizasyon Metodu

Tripsinizasyon işlemi aşağıda maddeler halinde sıralandığıüzere gerçekleştirildi.

200 mg tripsin ile 50 mg EDTA karıştırılarak 100 mL steril distile suda çözüldü.

Otoklav edilerek 15-50 mL steril falkonlarda -20oC ‘de kullanılana kadar saklandı.

1. Plastik kaplardaki (flask) yapışmayan hücreler ve besiyeri atılarak yapışan

hücre tabakasıPBS ile iki kez yıkandı.

2. Her 25 cm2 flask alanıiçin 5 mL Tripsin-EDTA ilave edilerek 37 oC’de 1

dakika inkübe edildi.

3. Bir- iki dakikalık süre sonunda yapışan hücrelerin çoğu ayrılır, fakat hala

kalabilecek yapışık hücre olasılığına karşıflasklar pipetle nazikçe karıştırıldı.

Daha sonra tripsini inaktive etmek için ortama fetal bovin serumu ilave edildi.

4. Elde edilen mezenkimal kök hücre süspansiyonu 400 g’de 7 dakika süreyle

santrifüj edilerek ve kültür medyumu ile iki kez yıkanarak analizler ve/veya bir

sonraki pasaj kültür işlemi için hazır hale getirildi.

Tablo 13. Tripsinasyon işlemindeki kullanılan Tripsin/EDTA ve Fetal Bovin Serum

miktarları

Flask Tripsin-EDTA Fetal Bovin Serumu

25 cm2 flask 5 mL 1 mL

75 cm2 flask 10 mL 2 mL

150 cm2 flask 20 mL 4 mL

3.3.3.4. Hücre Serilerinin Sayımıve Canlılık Kontrolü

Tripsinizasyon sonrasıfalkon tüplere toplanan hücrelerin 20 µL’si 20 µL tripan

mavisi ile karıştırılarak hematositometre camına aktarıldı. Işık mikroskobu altında canlıve

cansız hücreler sayıldı. Hücre sayılarına göre uygun konsantrasyonlar belirlendi.
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3.3.3.5. Hücrelerin Dondurulması

Tripsinizasyondan sonra elde edilen hücrelere % 10 oranında DMSO oldukça yavaş

bir şekilde eklendi. Ekstraktlarla muamele edilinceye kadar -80 oC’de saklandı.

3.3.3.6. Hücrelerin Ekstraktlarla Muamele Edilmesi

1x106 HUVEC hücresi T-25 flasklara ekildi, değişik konsantrasyonlarda Trabzon

iline ait sulu ve etanollü lahana ekstraktları(40, 20, 10, 5, 2,5, 0 µg/mL ) eklenerek 24 saat

% 5 CO2 37 oC inkübasyona bırakıldı. Her örnek için üçer çalışma yapıldı.

Tripsinizasyondan sonra sayımlarıyapıldı.

3.3.4. TRItidy G ile Protein İzolasyonu

TRItidy G, Chomczynski, P.ve Sacchi, N. tarafından geliştirilen protokolün

kısaltılmış, modifiye formudur metoda göre RNA/DNA/protein ekstraktsiyonu için

kullanılan bir kimyasal çözeltidir (64). Protein izolasyonu için;

1. Ependorfdaki hücrelere yavaşyavaşsteril PBS eklendi. 15 mL’lik falkon tüpe

aktarılarak 5 mL PBS ile hücreler yıkandı. DMSO’nun yıpratıcıetkisi azaltıldı.

400 g’de 7 dakika santrifuj edildi.

2. RPMI uzaklaştırılıp içine 1- 5x106 hücre için 1 mL tritidy G konuldu. Hücreler

iyice pipetajla liz edildi.

3. 10 dakika inkübasyona bırakıldı.

4. 0,2 mL kloroform eklenek bir daha pipetaj edildi.

5. 10 dakika inkübasyona bırakıldı.

6. 12000 g’de 4 oC’de 15 dakika santrifuj edildi .

7. Üst faz RNA izolasyonu için ayrılırken alt faz DNA/Protein izolasyonunda

kullanıldı.

8. Alt fazın üstüne 0,3 mL etanol eklendi.

9. DNA çökü. 5 dakika bekletildi.

10. 2000 g’de 5 dakika santrifuj edildi.

11. Süpernatan protein tayini için kullanıldı.

12. Süpernatana eşit hacimde izoproponal eklendi.
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13. 10 dakika inkübe edildi.

14. 12000 g’de 4 oC 10 dakika santrifüj edildi.

15. Çökelek 2 mL 300 mM guanidin hidroklorür eklendi.

16. 20 dakika inkübe edildi.

17. 750 g’de 4 oC 5 dakika santrifuj edildi.

18. Çökelek 2 mL 300 mM guanidin hidroklorür eklendi.

19. 20 dakika inkübe edildi.

20. 7500 g’de ve 4 oC’ de 5 dakika santrifuj edildi.

21. Kurutmadan sonra 200 µL % 1 SDS’de çözüldü.

22. Yeni bir santrifuj tüpüne aktarılıp Western blotlama çalışmasıiçin -20oC

derecede muhafaza edildi.

3.3.5.TRItidy G ile RNA İzolasyonu

Yöntem doku ya da hücrelerin lizis solüsyonu ile parçalanıp fenol yardımıyla

RNA’nın ekstraktte edilmesine dayanır. Yöntem kısaltılmışolsa da günümüzde var olan

kolon yardımıyla izolasyon yapan kitlere göre RNA’nın saflığıdaha düşüktür.

1. Ependorfdaki hücrelere yavaşça steril PBS eklendi. 15 mL’lik falkon tüpe

aktarılarak 5 mL PBS ile hücreler yıkandı. DMSO’nun yıpratıcıetkisi azaltıldı.

400 g’de 7 dakika santrifüj edildi.

2. RPMI uzaklaştırılıp içine 1- 5x106 hücre için 1 mL TRItidy G konuldu.

Hücreler pipetajla parçalandı.

3. 10 dakika inkübasyona bırakıldı.

4. 0,2 mL kloroform eklenerek, bir daha pipetaj edildi.

5. 10 dakika inkübasyona bırakıldı.

6. 12000 g’de ve 4 oC 15 dakika santrifuj edildi.

7. Üst faz RNA izolasyonu için ayrılırken alt faz DNA/Protein izolasyonunda

kullanıldı.

8. Üst faz ayrıbuz üzerinde bir tüpe alındıktan sonra eşit hacimde izoproponal

eklendi.

9. En az 15 dakika soğukta beklendi.

10. 12000 g ‘de ve 4 oC 15 dakika santrifüj edildi .

11. RNA önce % 70-80 lik alkolle daha sonrada % 100 lük etanolle yıkandı.
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12. 7500g ‘de 5 dakika santrifüj edildi ( yada 15 000 rpm de kısa devir).

13. Etanol hava ile uçurulduktan sonra 20 µL DPEC muamele edilmişsu eklenerek.

RT- PCR çalışmasında kullanılana kadar –80 oC derecede saklandı.

3.3.6. SR-B1 Protein Ekspresyonunun Belirlenmesi

3.3.6.1. Protein MiktarıTayini

Deneylerde kullanılacak protein miktarınısabitlemek için Lowry yöntemiyle

protein tayini yapıldı. Bu yöntemde protein, önce, alkali bakır çözeltisiyle reaksiyona

sokuldu. Alkali ortamdaki Cu+2, proteinin peptit bağlarıyla kompleks olusturarak Cu+1’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 yapılan pipetleme işlemleri

Kör Standart Test

Distile su 400 µL

Standart 400 µL

Lahana numunesi 400 µL

Lowry reaktifi 400 µL 400 µL 400 µL

Karıştırılarak 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi.

0,2 N Folin reaktifi 200 µL 200 µL 200 µL

30 Dakika oda sıcaklığında bekletildi.

750 nm’de köre karşıabsorbans okundu.

Standart olarak değişik konsantrasyonlarda sığır bovin serum albumini kullanılarak

çizilen standart grafiğinden numunelerin protein konsantrasyonu µg/ mL olarak belirlendi.
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Şekil 25. Protein MiktarıTayin Grafiği

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

Yüklü bir molekülün elektrik alanda göçünü ifade eden elektroforetik yöntemlerde

molekülün göç hızı; elektrik alan şiddetine, molekülün üzerindeki net yüke, molekülün

boyutuna, şekline, ortamın iyonik şiddetine, viskozitesine ve sıcaklığa bağlıdır. SDS-

PAGE proteinlerin sadece molekül büyüklüklerine bağlıolarak ayrımlanmasınısağlayan

bir yöntemdir. Proteinlerin diğer fiziksel özelliklerinden etkilenmez. Bu nedenle

proteinlerin öncelikle denature edilmesi; sekonder, tersiyer ve kuarterner yapılarına bağlı

özelliklerinden arındırılmasıgerekmektedir. Denatüre edici ajan olarak kullanılan SDS

(Sodyum Dodesil Sülfat) ile inkübe edilen proteinler; çözünürlük kazanmakta (özellikle

membran proteinleri gibi hidrofobik proteinler), primer yapılarıdışında tüm üç boyutlu

yapılarınıkaybetmektedirler (Şekil 26). SDS’in negatif yüklü sülfat iyonlarıile sarılan

proteinler molekül büyüklükleri ile orantılıolan bir negatif yüke sahip olmaktadırlar.

Negatif yüklü moleküllerin tümü bir elektrik alana koyulduğunda pozitif yüke doğru

negatif yük büyüklüklerine/molekül büyüklüklerine bağlıolarak göç edeceklerdir.
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Şekil 26. Proteinlerin SDS ile Denatüre Edilmesi (66)

Başarılıbir elektroforez yapılabilinmesi için analizi yapılacak örnek onunla

reaksiyon vermeyen ve örneğin elektrik alanda ilerlemesini engellemeyen bir zemin

kullanmakla mümkün olur. Böyle bir kimyasal zemin polimerlerin özellikleri çalışılırken

keşfedilmişve poliakrilamid olarak nitelendirilmiştir. Poliakrilamid jellerinde numune

bileşenlerinin çözünürlüğü artmaktadır .Jelin meydana gelme mekanizmasışöyledir ( 67) :

Amonyum persülfat suda çözündüğünde serbest radikalleri meydana getirir.

S2O8
-2 →2 SO4

-·

Bu radikaller akrilamid ile reaksiyon meydana getirirler. Serbest radikal akrilamid

molekülü üzerine taşınır. Aktive edilmişbu akrilamid molekülü çevresindeki diğer

akrilamid molekülleri ile etkileşerek uzunca bir polimer oluşturur. Bu polimerlerin

oluşturduğu çözelti hali hazırda her ne kadar yoğunca ise de jeli oluşturmaz. Jel oluşumu

bu polimer parçalarının çapraz bağlanmasınıgerektirir. Bu işlem N,N’-metilen-bis

akrilamid tarafından sağlanır. Bu madde iki akrilamid molekülünün reaktif olmayan

uçlarının kafa kafaya verdiği bir molekül olarak düşünülebilir. Toplam akrilamid miktarına

ve bis akrilamid miktarına bağlıolarak jel üzerindeki boşlukların büyüklüğü ayarlanabilir.

TEMED’in (N,N,N',N'-Tetramethyl-1-,2-diaminomethane) jel karışımına eklenir, katalizör

görevi görerek, polimerleşme reaksiyonunu hızlandırır (Şekil 27).
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Şekil 27. Poliakrilamid Jelin Oluşması(67).

Poliakrilamid jeli küçük kanallardan oluşan bir moleküler elek olarak görev

görmektedir. Küçük molekül ağırlığına sahip olan moleküller uygulanan elektrik alanda

poliakrilamidin oluşturduğu moleküler elek içinde daha hızlıhareket edebilirken, büyük

moleküllerin hareketi daha yavaşolacaktır (Şekil 28).

Şekil 28. Proteinlerin Poliakrilamid Jeldeki İlerleyişi (67).
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Çalışmamızda, Laemli kesikli tampon sistemi uygulandı(68 -69). Buna göre %

10’luk SDS-PAGE yapıldı. Elektroforez cam plakalarıönce saf suyla yıkandı. Fırında

ısıtılıp daha sonra izopropil alkol ile iyice yıkanıp durulandı. İki cam plaka birbiri üstüne

konularak kıskaçlarla iyice tutturuldu ve jel hazırlama cihazına konuldu.

3.3.6.2.1. Jellerin Hazırlanması

Bu yöntemde üstte daha kısa, akrilamid oranıdaha düşük ve protein örneklerinin

jele yüklenmesi için tarak kullanılarak kuyucuklar oluşturulmuşbir yığma “stacking” jeli,

altta ise daha uzun olan ayırma “resolving” jeli yer alır. Yığma jelinde yer alan

kuyucuklara yüklenen protein örnekleri yürütme tamponunda bulunan gliserinin de

yardımıyla hızlıbir biçimde ayırma jelinin hemen üstünde ince bir hat oluşturacak şekilde

sıralanırlar. Taze hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına enjektörle döküldü ve üst kısma 2-

3 mm yükseklikte n-butanol ilave edilerek polimerizasyon için 2 saat oda sıcaklığında

bekletildi. Bu jelden bir miktar da tüp içinde ortamda bırakılarak cam levhalar arasındaki

jelin polimerleşmesi kontrol edildi. Ayırma jelinin üzeri n-bütanol ile kaplanır, böylece

jelin üst yüzeyinin havayla temasısonucu hızlıpolimerleşmesi engellendi. Polimerleşme

20-30 dakika sürdü.

Ayırma jeli katılaştıktan sonra uygun tarak yerleştirilerek yığma jeli ilave edildi.

Hazırlanan enjektör ile hava kabarcığıkalmayacak şekilde döküldü. Tarağın üzerine nemli

süzgeç kağıdıörtülerek bir gece bekletildi. Polimerizasyon için bir gece beklendikten sonra

ertesi gün tarak dikkatlice çıkartılarak jelin üstü, önce saf su, sonra yığma tamponuyla

yıkandı.

A. Ayırma Jelinin Hazırlanması(% 10'luk)

Çözelti Katılan Miktar

Ayırma jeli tamponu (pH: 8,8) 3,75 mL
Akrilamid–bisakrilamid (30: 0,8) 10 mL
% 10 SDS 0,3 mL
Deiyonize su 14,5 mL
% 1,5 ’luk APS (Taze hazırlanmış) 1,5 mL
TEMED 15 µL

Toplam 30 mL
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B. Yığma Jelinin Hazırlanması

Çözelti Katılan Miktar
Yığma Jeli Tamponu ( pH: 6,8) 5 mL
Akrilamid–bisakrilamid (30: 0,8) 2,5 mL
% 10 SDS 0,2 mL
Deiyonize su 11,3 mL
% 1,5 ’luk APS (Taze hazırlanmış) 1 mL
TEMED 15µL
Toplam 20 mL

C. Yürütme (Numune) Tamponunun Hazırlanması

Çözelti Katılan Miktar

% 10 SDS 60 µL
β- merkaptoetanol 15 µL
Yığma Jeli Tamponu ( pH: 6,8) 37,5 µL
Gliserol 30 µL
Bromfenol Mavisi 5 µL
Toplam 150 µL

3.3.6.2.2. Numunenin Hazırlanması

Protein numunesi 100 μg/ mL olacak şekilde hazırlandı. Numunelere (150 µL)

yürütme tamponundaki SDS ve betamerkapto etanol ilave edilerek proteinlerin

denatürasyonu ve disülfür bağlarının indirgenmesi sağlandı. 5 dakika kaynar su

banyosunda bekletildi. Daha sonra yürütme tamponunun geri kalanıeklendi.

Western blot renkli markırı(BIO-RAD Precision Plus Protein WesternC standarts)

numune tamponu ile seyreltildi, kaynatılmadı. Numuneler insülin enjektörü ile dikkatli bir

sekilde uygulandı. Jel görünteleme sistemi (BioDoc Analyze) kullanılarak körün alan

yoğunluğu diğer ekstraktların alan yoğunluklarıyla karşılaştırıldı.

3.3.6.2.3. SDS-PSGE İşlemi

Tankın alt ve üst kısmına tank tamponu (350mL) konularak elektroforeze hazır hale

getirildi. Tank kapağıkapatılarak alt tarafıanod (+), üst tarafıkatod (-) olacak sekilde
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baglantıkuruldu. Örnekler yığma jelini geçene kadar 80 V, daha sonra akım 150 V doğru

akım ile elektroforeze tabi tutuldu. İşaret boyası(bromphenol mavisi) jelin alt kısmına

ulaştığında; uygulanan elektrik akımının kesilerek proteinlerin elektrik alanda göçü

sonlandırıldı. Jel çıkarılıp western blot tankında membrana aktarılmak üzere western blot

transfer tamponu içeren genişbir kaba aktarıldı. Sonuç olarak SDS-PAGE, moleküllerin

sadece molekül ağırlıklarına bağımlıolarak ayrımlanmasınısağlayan bir yöntemdir.

Şekil 29. SDS-PAGE Tankı

3.3.6.3. Western-Blotlama

SDS-PAGE heterojen bir protein karışımınıayrımlaştırmağısağlamakla birlikte, bu

karışımdaki proteinlerinden hedeflenen bir tanesini de çalışmak mümkündür. Bu amaçla

proteinler istenilen amaca ve yönteme uygun şekilde jelde elektroforez edildikten sonra

membrana transfer edilir. Western blot analizi, bir protein karışımıiçerisinde bulunan

hedeflenen belirli bir proteinin varlığının saptanmasında kullanılmaktadır. Membranlara

transferde en çok kullanılan yöntem ise elektroblotlama’dır. Elektroblotlama, elektroforetik

olarak ayrılmışörneklerin elektrik alan altında mekanik olarak kararlıbir membrana

aktarılmasınısağlar (70).

SDS-PAGE’e tabi tutulan jel transfer tamponu içinde 10 dakika yavasça

çalkalanarak dengelendi. Blotlama esnasında kullanılacak whatman filtreleri transfer

tamponu içine konularak 5 dakika ıslatıldı. PVDF membran (Immobilon P blotting

membrane (Millipore, Billerica, MA, USA) önce 10 saniye metanolle yıkanıp daha sonra

transfer tamponu ile dengelendi.
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1. Sırasıyla 4 adet whatman kağıdı, 1 adet nitroselüloz membran, jel ve 4 adet

whatman kağıdıtransfer tamponu içinden alınarak üst üste BIO-RAD yarı

kuru (semi-dry) tankına yerleştirildi. Tabakalar arasında hava kabarcıkları

olmamasına dikkat edildi.

Şekil 30. Semi-Dry Western Blot Çalışması

2. Tank güç tankına takılıp, 1 saat boyunca 25 Volt, 160 mA ‘de elektrik

akımında blotlama islemi gerçeklestirildi.

3. PVDF membranıtanktan alınıp blotlama tamponunda bir gece boyunca (veya

37oC’de 2 saat) 4 oC’de inkübasyona bırakılarak protein olmayan bölgeler süt

tozu ile kapatıldı.

4. Jeldeki proteinlerin membrana geçip geçmediğinin kontrolü için jel boyama

çözeltisinde (Coomasie Brillant Blue) 2 saat bekletildikten sonra boya

çıkarma çözeltisine aktarıldı.

5. 1xTBS ile membran bir dakika kadar çalkalandı.

6. Membran 1:200 oranında hazırlanmışhSR-B1 ile 1 saat boyunca 37 oC’’de

çalkalayıcıinkübatörde inkübe edildi.

7. 1x TBS ile membran 10’ar dakika 3 kez hassas bir şekilde yıkandı.

8. Membran 1:2000 oranında hazırlanmış goat anti rabbit horseraddish

peroksidaz ile bir saat boyunca 37oC’’de çalkalayıcıinkübatörde inkübe

edildi.

9. 1x TBS ile membran 10’ar dakika üç kez hassas bir şekilde yıkandı.
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10. Yaklaşık 20 mL TMB eklenek karanlıkta 20-30 dakika 37oC’’de çalkalayıcı

inkübatörde inkübe edilerek proteinler görülebilir hale getirildi.

11. Bantlar görülünce reaksiyon steril deiyonize su ile durduruldu ve resimleri

çekildi.

12. Jel görünteleme sistemi kullanılarak, bantların hacimleri ölçüldü. Körün bant

yoğunluk yüzdesi 100 kabul edilerek diğer ekstraktların bant yoğunluk

yüzdeleri hesaplandı.

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

3.3.7.1. RNA Miktarının Belirlenmesi:

RT-PCR’da kullanacağımız RNA miktarınısabitlemek için; TRItıdy G kullanılarak

elde edilen RNA’lar 1:25 oranında seyreltilerek, köre karşı(DPEC’li su) özel UVette

küvet kullanılarak 260 ve 280nm ‘de spektrofotometrede okundu. A280 / A260 oranı

ölçüldü. (oran >1,5 olmalıdır). 280 nm’deki absorbans önce 40 ile, sonra dilüsyon

faktörü (25) ile çarpılarak RNA konsantrasyonuna ulaşıldı.

3.3.7.2. RT-PCR

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonunun temeli PCR’a dayanır. Daha

önemlisi, ilk olarak retrovirüslerden elde edilen ve RNA’yıDNA’ya transkribe eden ters

transkripsiyonun işleyişine bağlıdır. RT-PCR teknikleri, RNA dizilerini (mRNA gibi)

DNA nükleik asidinden daha kararlıhalde tutarak RNA’ dan cDNA (komplementer veya

kopya DNA) oluşumuna izin verir. Ters transkripsiyonla RNA’dan onun ters

komplementeri DNA (cDNA)’nın oluşmasıiki aşamalıRT-PCR’ın ilk aşamasıdır. Bunun

yanında RNA’nın DNA’ya kopyalanmasından sonra, cDNA dizileri, DNA dizisine özgün

primerler kullanılarak çoğaltılabilir. Bu çoğaltılma iki aşamalıRT-PCR işleyişindeki ikinci

ve sonuncu önemli aşamadır. hSR-B1 / CLA-1’nın mRNA düzeyinin belirlemesi için

Reverse Transcriptase-PCR için, Qiagen ’den One Step RT-PCR kiti kullanıldı.

RT için numune reaksiyon tüpleri Tablo 15 ‘deki gibi hazırlandı.
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Tablo 15: RT Reaksiyon Tüpü Hazırlanması

Eklenecek
Miktar

Reaksiyon
Konsantrasyonu

5X QIAGEN OneStep RT-PCR tamponu ( 12,5

mM MgCI2 içeriyor)

10 μL 1X

dNTP Karışımı, 10 mM 2 μL 400 μM her bir dNTP

SR-B1/ CLA-1 veya βAktin Sense 3 μL 0,6 μM

SR-B1/ CLA-1 veya βAktin Anti sense 3 μL 0,6 μM

QIAGEN OneStep RT-PCR Emzim Karışımı

(ters yönde transkriptaz içeriyor)

2 μL

Template RNA 2 μg /reaksiyon

RNAaz –bulunmayan su

Toplam 50 μL

Her numune için bu reaksiyon ortamıhazırlandı. Reaksiyon karışımı‘thermocyle’a

konuldu ve 30 dakika 50 oC’de inkübe edildi. Daha sonra reaksiyon karışımının 95 oC’de

15 dakika bekletilmesi ile revers transcriptase reaksiyonuna son verildi. Herbir numuneden

elde edilen cDNA’lar aynıreaksiyon ortamında RT’de kullanılan primerler (Tablo 16)

kullanılarak PCR ile çoğaltıldı. PCR şartları;

940C’de 30 saniye,

560C’de 30 saniye,

720C’de 90 saniye olacak şekilde 35 döngü (30 döngü beta aktin için), son olarak

ta; 720C’de 7 dakika 1 cycle olacak şekilde programlandı.

Tablo 16. RT-PCR’da Kullanılan Primer Dizileri

Primre Sırası Ürün

hSR-B1/ CLA-1 sense 5’-ATGATCGTGATGGTGCCGTC-3’

hSR-B1/ CLA-1 antisense 5’-ACTGAACCTGCAGGTGCTGA-3’

930 bç

β-Aktin sense 5’-ATCATGTTTGAGACCTTCAA-3’

β-Aktin antisense 5’-CATCTCTTGCTCGAAGTCCA-3’

318 bç
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3.3.7.3. Agaroz Jel Elektroforezi

200-50000 baz çifti (bç) boyutlarıarasındaki DNA ve RNA moleküllerini

tanımlamakta kullanılan standart yöntem destek ortam olarak agarozun kullanıldığı

elektroforezdir. % 0,5’den daha düşük agaroz içeren jeller çok kırılgan olduğundan yatay

sistem tercih edilir. Nükleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri agaroz konsantrasyonu ile

nükleik asit moleküllerinin boyutlarıve şeklinden etkilenir. Nükleik asitlerin ayırımıiçin

en etkin agaroz konsantrasyonları% 0,3-2,0’dir.

RT-PCR ürünlerinin değerlendirilmesinde % 2’lik agaroz jel elektroforezi

kullanıldı.0,8 g agaroz 40 mL TAE tamponunda kaynatılarak çözüldü. Elde edilen jel biraz

soğuduktan sonra 10 µl etidiyum bromür eklendi ve tarak yerleştirilmişjel kalıbına

döküldü. Jel tamamen donduktan sonra jel kabıelektroforez tankına yerleştirildi.

Numunelerin Jele Yüklenmesi ve Değerlendirilmesi: 15 µl numune 2,5 µl

yükleme tamponu ile karıştırıldıve elektroforez tankındaki jele kuyucuklara zarar

vermeden yüklendi. Jelin ilk kuyruğuna elde edilen ürünlerin baz büyüklüğünü görmek

için 20 µL 100 bç’lik markır yüklendi. Numuneler jele yüklendikten sonra 100 voltta 1 saat

yürütüldü. Jel Transimuminatöre alınarak bantlar incelendi. Hood ile fotoğraflarıçekildi.

Jel görünteleme sistemi kullanılarak, bantların hacimleri ölçüldü. Körün hacim bant

yoğunluk yüzdesi 100 kabul edilerek diğer ekstraktların bant yoğunluk yüzdeleri

hesaplandı.

3.4. İstatistiksel Analizler

Elde edilen değerler, aritmetik ortalama ve stardart sapmasıolarak ifade edildi.

Ölçümle elde edilen verilerin normal dağılıma uygunluğu her bir grupta Kolmogorov

Smirnov testi ile incelendi. Karalahana ekstraktlarıarasındaki anlamlıfarklılığın olup

olmadığınıbelirlemede, parametreler normal dağılıma uygunluk göstermediğinden; Mann

Witney U Testi yapıldıve p<0,05 olanlar anlamlıolarak kabul edildi. Antioksidan

aktiveteler arasındaki korelasyon analizleri Pearson bivariate korelasyon analizi ile yapıldı.



4. BULGULAR

4.1. Karalahana Ekstraktlarında Antioksidan Tayinler

Artvin-Hopa, Giresun, Rize, Samsun ve Trabzon sahil kesimlerinden toplanarak

elde edilen karalahana yapraklarıkurutularak elde edilen etanolik ve sulu ekstraklarda

antioksidan aktiviteler incelendi (n=3).

Çalışmaya dahil edilen tüm iller için toplam fenolik madde miktarı; etanolik

ekstraktlarda sulu ekstraktlara göre daha yüksek bulundu (P < 0,05) (Şekil 30).

Şekil 31. Karalahana ekstraktlarının TFM (µg Gallik Asit) miktarları(n=3).

Demir indirgeme / FRAP miktarlarıaskorbik asit ve troloks standardına göre µM

askorbik asit / mg ekstrakt ve µM troloks / µg ekstrakt cinsinden hesaplandı. Etanolik

ekstraktlar sulu ekstraktlara göre biraz yüksek bulunmasına rağmen aralarında FRAP

(Askorbik Asit) değerleri bakımından Artvin ve Rize iline ait ekstraktlar hariç etanollü
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ekstraktlarla sulu örnekler arasında anlamlıfarklılık olmadığıgözlendi (P > 0,05 ) (Şekil

32, 33).

Şekil 32. Karalahana ekstraktlarının FRAP (µM Troloks ) miktarları(n=3).

Şekil 33. Karalahana ekstraktlarının FRAP (µM Askorbik asit) miktarları(n=3).

Flavonoid içeriği bakımından, etanolik ekstraktlar sulu ekstraktlara göre biraz

yüksek bulunmasına rağmen Giresun ve Rize illerindeki hariç aralarında anlamlıfarklılık

olmadığıgözlendi (P > 0,05) (Şekil 34).
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Şekil 34. Karalahana ekstraktlarının flavonoid (µg Kuarsetin) miktarları(n=3).

En düşük DPPH aktivitesine sahip olan ekstrakt en iyi aktiviteye sahipti. Etanollü

ekstraktlar arasında Samsun iline ait etanollü ekstrakt, sulu ekstraktlar arasında ise Rize

iline ait sulu ekstrakt en yüksek aktiviteye sahipti (Şekil 35, 36). Sulu ekstraktlar etanollü

ekstraktlara göre daha yüksek aktiviteye sahip olmalarına rağmen aralarında istatistiksel

olarak anlamlıfarklılık gözlenmedi (P > 0,05) (Şekil 37).

Şekil 35. Etanollü karalahana ekstraktlarının DPPH yakalama kapasitesi.



62

Şekil 36. Sulu karalahana ekstraktlarının DPPH yakalama kapasitesi.

Şekil 37. Etanollü ve sulu karalahana ekstraktlarının DPPH (IC50) seviyeleri (n=3).

Etanollü ve sulu ekstraktlar arasında Trabzon iline ait etanollü ve sulu ekstraktlar en

yüksek TAS içeriğine sahiptir. Etanollü ekstraktlar sulu ekstraktlara göre yüksek olsalar da;

aralarında TAS içeriği bakımından istatistiksel olarak anlamlıfarklılık gözlenmedi (P

>0,05) (Şekil 38).
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Şekil 38. Karalahana ekstraktlarının TAS (µM Toloks ) miktarları(n=3).

Tablo 15 ’de tüm iller için sulu ve etanolik karalahana ekstraktlarında antioksidan

parametlerin sonuçlarıgösterilmektedir. Buna göre etanolik ekstraktlar; sulu ekstraktlara

göre daha yüksek TFM, FRAP, flavonoid ve TAS miktarına sahip olduğu gözlendi.

Tablo 17. Etanolik (E) ve sulu (S) karalahana ekstraktlarında illere göre antioksidan

seviyeleri (n=3)

FRAP

E
k

st
ra

kt
la

r

TFM
µg gallik asit /

mg ekstrakt
µM troloks /
mg ekstrakt

µM askorbik asit /
mg ekstrakt

Flavonoid
µg Kuarsetin/
mg ekstrakt

DPPH
IC 50

µg/ mg ekstrakt

TAS
mM Troloks

AE 76,6 ± 13,3 138,0 ± 5,8 105,9 ± 14,0 5,6 ± 0,1 0,91±0,1 0,30 ± 0,01

AS 42,1 ± 9,3 132,2 ± 9,8 72,9 ± 5,1 7,7 ± 2,4 1,05±0,2 0,26 ± 0,00

GE 66,6 ± 15,7 126,3 ± 16,8 73,8 ± 12,3 11,3 ± 0,0 0,91±0,1 0,28 ± 0,01

GS 44,2 ± 4,8 116,9 ± 6,0 75,4 ± 5,3 6,0 ± 0 ,7 0,46±0,1 0,29 ± 0,01

TE 81,0 ± 10,7 124,1 ± 12,4 82,3 ± 8,4 7,9 ± 1,3 0,99±0,3 0,42 ± 0,04

TS 44,4± 12,1 107,9 ± 4,4 65,6 ± 7,2 6,2 ± 1,3 0,59±0,2 0,29 ± 0,00

RE 77,2 ± 18,7 123,2 ± 16,2 97,7 ± 12,0 12,7 ± 1,1 0,91±0,3 0,32 ± 0,03

RS 37,7 ± 15,4 106,2 ± 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 67,9 ± 0,9 7,0 ± 0,1 0,58±0,1 0,24 ± 0,01

SS 39,2 ± 16,5 102,4 ± 8,6 60,3 ± 10,4 6,3 ± 0,5 0,52±0,1 0,28 ± 0,02

E 75,9 ± 5,4 126,4 ± 6,7 85,5 ± 16,0 8,7 ± 2,6 0,9±0,1 0,31 ± 0,06

S 41,5 ± 2,9 113,1 ± 11,9 67,5 ± 6,4 6,5 ± 0,7 0,6±0,2 0,27 ± 0,02

P 0,008 0,095 0,056 0,222 0,222 0,222
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Ekstraktlar arasında karşılaştırma yapıldığında etanolik ekstraktlarda ortalamalara

göre sıralamalar şu şekildedir;

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 sıralama şöyledir;

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) değerleri arasında ((r= 0,814;

P=0,049), FRAP (tro) ile flavonoid değerleri arasında (r= 0,813; P=0,049) ve DPPH ile

FRAP (tro) değerleri arasında (r=0,820; P= 0,046) istatistiksel olarak 0,05 önemlilik

düzeyinde pozitif yönde yüksek seviyede doğrusal bir ilişki gözlendi. Flavonoid miktarıile

DPPH değerleri arasında istatistiksel olarak 0,01 önemlilik düzeyinde pozitif yönde yüksek

seviyede (r=0.917) doğrusal bir korelasyon gözlendi (P=0,01).

Ayrıca ortalama etanolik (E) ve sulu (S) seviyeleri göz önüne alındığında etanolik

ekstraktların antioksidan seviyeleri sulu ekstraktlara göre daha yüksek olmasına rağmen

sadece toplam fenolik madde bakımından istatistiksel olarak anlamlıbir farklılık olduğu

gözlendi (P<0,05).
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4.2. Hücre Kültürü

Yapılan antioksidan çalışmalarda Karadeniz Bölgesindeki beş ilden alınan

karalahana numunelerinin her birinin farklıbir antioksidan aktivitesinin yüksek olduğu

gözlendi. (Tablo 15). Trabzon iline ait ekstraktların TFM ve TAS değerleri yüksek

bulunduğundan bu ekstraktlarla çalışılmaya karar verildi.

Tablo 18. HUVEC hücrelerinde Trabzon iline ait karalahananın etanolik ve sulu

ekstrakttlarıyla yapılan çalışma sonuçları(n=6).

Karalahana Ekstraktları(µg/mL) % Canlılık

40 38,83 ± 3,89

20 66,20 ± 5,70

10 98,58 ± 1,00

5 97,32 ± 4,20

Etanollü

2,5 96,78 ± 2,95

40 31,70 ± 4,77

20 61,45 ± 2,91

10 96,92 ± 1,59

5 97,50 ± 1,24

Sulu

2,5 97,26 ± 2,40

Kör 0 96,63±3,31

Bunun üzerine HUVEC hücre kültürü ortamına son konsantrasyonları40, 20, 10, 5,

ve 2,5 µg/mL hücre olacak şekilde Trabzon iline ait etanolik ve sulu ekstraktlarıeklendi. 5

mg/mL’lik ana çözeltiler kullanılarak, seyreltmeler RPMI 1640 hücre besiyerleri ile yapıldı

ve etanollü örneklerde son % etanol oranıhücrelere toksik olmamasıiçin % 1’in altına

indirildi. Her bir konsantrasyonda kör ve örnekler okumaları6’şar kere tekrarlanarak

ortalamalarıalındı. Endotel hücre kültürleri invert mikroskopla incelendi. Canlılıklarına

bakıldı. Canlılık yüzdeleri Tablo 16’da gösterilmektedir.

40 ve 20 µg / mL’lık numunelerde canlılık oranıçok düşük olduğundan 10, 5, 2,5

µg/mL’ lik ekstrakt miktarlarıile çalışılmasına karar verildi.
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Şekil 39. Endotel Hücresi

4.3. SDS-PAGE ve Western Blotlama Sonuçları

Karalahana ekstraktlarının SR-B1/CLA-1 proteini seviyesine etkisi western

blotlama Şekil 40’da gösterilmiştir. Kör dahil bütün karalahana ekstraktlarında SR-

B1/CLA-1 proteini pozitif gözlenmektedir. Karalahananın etanolik ekstraktlarındaki

protein miktarıile sulu ekstraktlarıarasında istatistiksel olarak anlamlıfarklılık

gözlenmemesine rağmen; Trabzon iline ait 10 µg/mL’lik etanolik ekstrakttında alan

yoğunluğunda köre göre belirgin artışgözlenirken 5 ve 2,5 µg/mL’lik ekstraktlıolanlarda

azalışgözlendi. Sulu ekstraktlarda ise 5 µg/mL’likte artış, diğerlerinde azalışgözlendi

(Tablo 17).

Şekil 40. Karalahana ekstraktlarının HUVEC SR-B1/CLA-1 üzerine etkisinin

Western Blot ile incelenmesi
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Tablo 19. Karalahana Ekstraktlarının Western Blot Bant Alan ve Yüzdeleri (n=3)

Karalahana Ekstraktları(µg/mL) Alan %

10 21655 ± 267,9 120,0 ± 1,5

5 15046± 108,1 83,06 ± 0,6

2,5 15889 ± 67,8 87,72 ± 0,4

Etanolik

Ortalama 17530 ± 3597,1 96,78 ± 19,8

10 15215 ± 808,2 83,99 ± 4,4

5 19751 ± 75,6 109,49 ± 0,4

2,5 17462 ± 50,2 96,40 ± 0,3

Sulu

Ortalama 17476 ± 2268,0 9648, ± 12,5

Kör 0 18113 ± 194,4 100,00 ± 1,1*

*Kör % 100 alınarak diğer oranlar hesaplanmıştır.

4.4. RT-PCR ve Agaroz Jel Elektroforezi Sonuçları

Karalahana ekstraktlarının SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonuna etkisini incelemek

için RT-PCR çalışmasıyapıldı. RT-PCR kitinin çalışıp çalışmadığınıve ekstraktlarda

mRNA olup olmadığınıbelirlemek için kontrol olarak beta aktin primerleri kullanıldı. RT-

PCR sonuçlarının değerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde

yürütüldü. Transilluminatöre konulan jelin fotoğrafıçekildi, görüntülendi (Şekil 41)

Karalahana ekstraktlarında; mRNA varlığıbelirledikten sonra, ekstraktlardaki hSR-

B1/CLA-1 mRNA ekspresyonları uygun primerler (hSR-B1/CLA-1 primerleri)

kullanılarak RT-PCR yöntemi ile cDNA’lar elde edildi. RT-PCR sonuçlarının

değerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde yürütüldü.

Transilluminatöre konulan jelin fotoğrafıçekildi, görüntülendi. Bantların yoğunluklarıjel

görünteleme sistemi ile bant yoğunluklarıölçüldü, karalahana ekstrakttıiçermeyen kör

100 olarak kabul edildi. Karalahana ekstraktlarının bant alan yoğunlukları; köre

oranlanarak; köre karşı% oranlarıbelirlendi.
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Şekil 41. Etanolik ve sulu karalahana ekstraktlarının HUVEC SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonuna etkilerinin nun RT-PCR ile incelenmesi

68
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Kontrol olarak kullanılan beta aktin bandıtüm ekstraktlarda gözlendi. Karalahana

ekstrakttıiçermeyen kör dahil bütün karalahana ekstraktlarında hSR-B1/CLA-1 mRNA

ekspresyonu pozitif gözlendi. Karalahana ekstraktlarındaki, hSR-B1/CLA-1 mRNA

ekspresyonlarıbant alan yoğunluklarıkarşılaştırarak değerlendirildiğinde;. karalahananın

hem etanolik ekstraktlarında, hemde sulu ekstraktlarındaki hSR-B1/CLA-1 mRNA

ekspresyonlarında (bant alan yoğunluklarında); köre göre belirgin artışgözlendi; köre göre

istatistiksel olarak farklılık gözlendi (P <0,05). Karalahananın etanolik ekstraktlarının bant

alan yoğunluklarında; sulu ekstraktlara göre istatistiksel olarak anlamlıfarklılık

gözlenmedi (P >0,05) (Tablo 20).

Tablo 20. Etanolik ve sulu karalahana ekstraktlarının HUVEC SR-B1/CLA-1 mRNA

ekspresyonu RT-PCR sonucunda elde edilen bant alanlarıve yüzdeleri (n=3)

Karalahana Ekstraktları(µg/mL) Alan %

10 84660 ± 583,7 246,5 ± 16,9

5 85354 ± 291,0 248,5 ± 8,5

2,5 89155 ± 424,1 259,6 ± 12,3
Etanolik

Ortalama 78934 ± 599,4 251,5 ± 7,0

10 90812 ± 126,4 264,4 ± 36,8

5 82023 ± 899,1 238,8 ± 26,1

2,5 86645 ± 371,7 252,3 ± 10,8
Sulu

Ortalama 79440 ±589,7 251,83 ± 12,8

Kör 0 34347 ± 267,9 100,00 ± 0,8*

*Kör % 100 alınarak diğer oranlar hesaplanmıştır.



5. TARTIŞMA

Karalahana, ismini eski yunanca yenilebilen sebze “lachanika’’ sözcüğünden

almaktadır (1). Özellikle Doğu Karadeniz Bölgesiyle bütünleşen bir sebzedir. Çorbası,

sarması, değişik birçok yemeği yapılır. Türkiye’de 2001 yılında 100.000 ton karalahana

tüketildiği, üretimde ise Samsun’un en büyük paya (% 40’lık) sahip olduğu rapor edilmiştir

(11). Yetiştiği coğrafik alana ve iklime, toprak yapısına, suya bağlıolarak içeriği değişen

karalahananın kimyasal yapısıve özellikleri hakkında pek çok araştırma yapılmıştır.

Günümüze kadar karalahanada bulunan yüzlerce kimyasal bileşik tanımlanmıştır

(2, 13). Genel olarak pek çok standart insan yiyeceği ile karalahana karşılaştırıldığızaman;

kalori bakımından fakir, protein, vitamin ve mineraller yönünden zengindir.

Karalahananın; insanlar için gerekli olan suda çözünen antioksidanlar olan fenolik

bileşikler ve vitamin C ve yağda çözünen vitamin E ve β-karoten bakımından zengin

olduğu rapor edilmiştir. Brassica türlerinde toplam aktivitelerinden % 20’sinden

fazlasından yağda çözünen antioksidanların sorumlu olduğu belirlenmiştir (71).

Karetenoidlerin diyetle alınımıile çeşitli kanser türleri ve kronik göz hastalıklarıriskini

düşürür. Karalahananın antioksidan özelliği; yapısında bol miktarda bulunan

glukosinolatlarının yıkım ürünleri, vitamin A, vitamin C, vitamin E, selenyum, folik asit,

polifenoller; flavonoidler ve karotenler, lif, lutein, zeaksantin gibi bitki fitokimyasallar

bakımından zengin olmasından ileri gelmektedir (2, 13, 16, 20, 21). Posedek ve ark.

yaptıklarıderlemede literatür bilgilerini göz önüne alarak antioksidan kapasite miktar

sıralamasının karalahana > brüksel lahanası> brokoli > karnıbahar > beyaz lahana seklinde

olduğunu rapor etmişlerdir (23). Karalahananın yapısındaki bileşenlerin antioksidan

kapasitesinin yanısıra antibakteriyal, antifungal, antimikrobiyal (2, 13), lipoprotein

oksidasyonunu önleyici (72) aktiviteleri rapor edilmiştir.

Sebzeler arasında karalahana; en yüksek miktarda karetenoid, lutein ve zeaksantin

içermektedir (13, 15, 73). Ailesi olduğu Brassica türlerinin bileşimi, antioksidan tayinleri,
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antikanser etkisi, lipid peroksidasyonu üzerine etkileri incelenmişolmasına rağmen

karalahana hakkında sınırlısayıda çalışma mevcuttur.

Bu çalışmada yöremiz için önemli olan karalahananın antioksidan düzeylerini

belirleyerek, insan endotel hücrelerinde (HUVEC) HDL reseptörü olan SR-B1/CLA-1

proteini ve mRNA ekspresyonu üzerine etkisinin incelenmesi amaçlandı. Bu amaçla

yöremizdeki çeşitli il ve ilçelerden (Trabzon, Giresun-Merkez, Rize-Merkez, Samsun

Merkez ve Artvin-Hopa) toplanan karalahananın taze ve yeşil yaprakları, serin ve karanlık

ortamda kurutuldu. Kurutulduktan sonra, öğütücüde küçük parçalara ayrıldı. Numuneler

önce, karıştırıcı, manyetik çubuklu kaynama balonu ve geri soğutucudan oluşan sokhlet

sisteminden geçirildi. Ardından, çözücü (su ve etanol) kısmı, çözücülerin buharlaştırılması

ve yoğunlaştırılmasıesasına dayanan, döner vakumlu evaporatörle (rotar evaporatör)

uçurularak uzaklastırılarak sulu ve etanolik ekstraktlar elde edildi ve 0,2 µm’lik Whatman

ile filtre edildi.

Sulu ve etanolik ekstraktlarda toplam fenolik madde miktarı, fenolik bilesiklerin

folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks oluşturmasıesasına dayanılarak, gallik

standartlarıkullanılarak belirlendi (59). DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)

yakalama kapasitesi Hatano (60) metodu kullanılarak IC50 değerleriyle belirlendi.

Antioksidanlarla muamele, DPPH•’tan kaynaklanan mor rengin şiddeti azalarak

absorbansın düşüşüne sebep olacaktır. Oyaizu tarafından geliştirilen metoda göre (61)

indirgeme kuvveti (FRAP), askorbik asit ve troloks standart olarak kullanılarak tayin

edildi. Flavonoid içeriği, flavonoidlerin alimünyum ile yapmışolduklarıkomplekslerin

ölçümü esasına dayanılarak kuarsetin standartlarıkullanılarak tayin edildi (62). Toplam

aktioksidan kapasite, Fe+2-o-dianisidin çözeltisi ve H2O2 çözeltisi Fenton tipi reaksiyon

vererek OH. radikalini oluşturmasıve oluşan bu radikalin düşük pH’larda renksiz o-

dianisidin moleküllerini, dianisidil radikallerini oksitlemesi esasına dayanılarak troloks

standartlarıkullanılarak yapıldı(63). Bu metodun prensibi asidik ortamda farklıoksidan

türleriyle Fe+² ‘nin Fe+³ ‘e yükseltgenmesi ve Fe+³ ‘ün ksilenol oranj ile meydana getirdiği

renk değişimini esasına dayanılarak H2O2 standartlarıkullanılarak yapıldı.

Çalışmaya dahil edilen tüm iller için toplam fenolik madde içeriği; etanolik

ektraklarda sulu ekstraktlara göre daha yüksek bulundu. Demir indirgeme / FRAP

miktarlarıaskorbik asit ve troloks standardına göre µM askorbik asit / mg ekstrakt ve µM

troloks / mg ekstrakt cinsinden hesaplandı. Etanolik ekstraktlar sulu ektraklara göre biraz

yüksek bulunmasına rağmen aralarında FRAP (Askorbik Asit) değerleri bakımından
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Artvin ve Rize iline ait ekstraktlar hariç etanollü ekstraktlarla sulu örnekler arasında

anlamlıfarklılık olmadığıgözlendi (P > 0,05 ). Etanolik ekstraktlar sulu ektraklara göre

biraz yüksek bulunmasına rağmen aralarında Giresun ve Rize illerindeki hariç flavonoid

içeriği bakımından anlamlıfarklılık olmadığıgözlendi (P > 0,05). En düşük DPPH

aktivitesine sahip olan ekstrakt en iyi aktiviteye sahipti. Etanollü ekstraktlar arasında

Samsun iline ait etanollü ekstrakt, sulu ekstraktlar arasında ise Rize iline ait sulu ekstrakt

en yüksek aktiviteye sahipti. Sulu ekstraktlar etanollü ekstraktlara göre daha yüksek

aktiviteye sahip olmalarına rağmen aralarında istatistiksel olarak anlamlıfarklılık

gözlenmedi (P > 0,05). Etanollü ve sulu ekstraktlar arasında Trabzon iline ait etanollü ve

sulu ekstraktlar en yüksek TAS içeriğine sahipti. Etanollü ekstraktlar sulu ekstraktlara göre

yüksek olsalar da, aralarında TAS içeriği bakımından istatistiksel olarak anlamlıfarklılık

gözlenmedi (P >0,05). Ayrıca ortalama etanolik (E) ve sulu (S) seviyeleri göz önüne

alındığında etanolik ektrakların antioksidan seviyeleri sulu ektraklara göre daha yüksek

olmasına rağmen sadece toplam fenolik madde bakımından istatistiksel olarak anlamlıbir

farklılık olduğu gözlendi (P<0,05). Sulu ekstraktlarda ise; FRAP (tro) ile FRAP (AA)

değerleri arasında (r= 0,814; P=0,049), FRAP (tro) ile flavonoid değerleri arasında (r=

0,813; P=0,049) ve DPPH ile FRAP (tro) değerleri arasında (r=0,820; P= 0,046)

istatistiksel olarak pozitif yönde bir ilişki gözlendi.

Ayaz ve ark. (3) yaptığıbir çalışmada; karalahananın yapraklarında en fazla ferrulik

asit ve kafeik olmak üzere dokuz çeşit ( gallik, proto-katehuik, p-hidroksibenzoik, vanillik,

salisilik, p-kumarik, kafeik, ferrulik ve sinaptik asit), tohumunda ise sinringik asit ile, en

fazlasısinaptik asit olmak üzere on çeşit fenolik asit belirlemişlerdir. Yapraklarındaki

fenolik bileşimleri ; serbest, esterifiye (metanolde çözünen) ve glikosit ve ester bağımlı

olmalarına göre tiplerine göre 487, 532, 4989 ve 6402 ng/g taze ağırlık olarak,

tohumlarında ise 1993, 1477, 1231 and 4909 ng/g kuru ağırlık olarak belirlemişlerdir.

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 ağırlık) olduğunu rapor etmişlerdir.

Yapraklardaki toplam fenolik içeriğini 1366 ng/g kuru ağırlık, tohumlardakini ise 6057

ng/g kuru ağırlık olarak bulmuşlardır. Karalahananın yapısında bulunan toplam fenolik

içerikle DPPH yakalama kapasitesi arasında yüksek oranda korelasyon olduğunu öne

sürmüşlerdir. DPPH radikali yakalama kapasitelerini: tohumlarda IC50 değerini 3,86-7,70

µg/mL arasında değişkenlik gösterirken, yapraklarında ise 2,14-400 µg/mL olduğunu rapor

etmişlerdir.
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Sharique ve Beigh (24) kurutulmuşkaralahana yapraklarında toplam fenolik madde

miktarını145-284 mg katekol /100g (2,85 µg katekol/mg ekstrakt) olarak bulmuşlardır.

Ayrıca FRAP değerini de demir (III) indirgeme kapasitesini 780-840 µmol/g kuru ağırlık

olarak rapor etmişlerdir. Karalahananın vitamin C ve vitamin E bakımından zengin

olduğunu ve antioksidan aktivitesinin büyük bir kısmından daha çok yapısındaki fenolik

asitlerin sorumlu olduğunu öne sürmüşlerdir.

İsmail ve ark. (74) yaptıklarıbir çalışmada karalahananında aralarında olduğu beş

çeşit sebze seçerek ısının antioksidan aktiviteleri üzerine etkisini incelemişlerdir. Taze

laralahana ekstraktlarının etanolik ekstraktlarıyüksek fenolik içeriğe (3689 ± 66 mg ferulik

asit/100 g) ve yüksek toplam antioksidan aktiviteye (50,2 ± %1,3) sahip olmasına rağmen,

sadece bir dakika kaynar suda bekletilmesiyle önemli oranda hem fenolik içeriğinde (% 12

oranında 3251±123 mg/100 g), hem de toplam antioksidan aktivitesinde (45,9 ± 1,3%)

azalma gözlendiğini rapor etmişlerdir. Ayrıca az miktar su ile 6 dakika mikrodalgada

tutulmasıile karetenoidini % 15 oranında kaybettiği gözlemlemişlerdir. Sebzelerin

antiosidan kapasitesinin ayrıca; ekstraktte edildiği çözücünün tipine ve polaritesine bağımlı

olduğunu öne sürmüşlerdir. Daha az polar çözücülerde hazırlanan ekstraktların, metanollü

veya etanollü ekstraktlara göre daha aktif antoksidan maddelere sahip olduğunu öne

sürmüşlerdir. Beyaz lahana; kara lahanaya göre daha az fenolik madde içermesine rağmen

daha fazla antioksidan kapasitesine sahip olduğunu belirlediklerinden dolayı; toplam

fenolik içerik ile antioksidan kapasite arasında bir ilişki olamayacağınıöne sürmüşlerdir.

Diğer bazıaraştırmalarda ise toplam fenolik madde ile antioksidan kapasite arasında güçlü

bir ilişkinin olacağınıöne sürmüşlerdir (75).

Sikora ve ark. (76), yaptıklarıbir çalışmada turpgiller ailesi üyelerinin vitamin C,

karetenoid ve toplam polifenol içeriğini ve ısının bu aktivitelere etkisini incelemişlerdir.

Karalahananın biberden sonra en fazla vitamin C içeriğine 48-150 (107±3,1 mg/100 g)

sahip olduğunu, karetenoid bakımından ise brassica türleri arasında en zengin içeriğe (2,7

± 0,20 mg / 100 g) sahip olduğunu, toplam polifenol içeriğinin diğerlerine göre neredeyse

iki kat oranda (773 ± 46,88 mg / 100 g kuru ağırlık) olduğunu ve toplam antioksidan

kapasitesinin ise diğerlerinden fazla (36,2 ± 1,05 µM trolox/g ekstrakt ) olduğunu rapor

etmişlerdir.

Zhou ve ark. (77), Koloroda’da yetişen 38 bitki üzerine yaptıklarıbir çalışmada;

karalahananın 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonik asid) radikal (ABTS +)

yakalama aktivitesinin aralarında patates, ıspanak, domates, kabağında bulunan diğer
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sebzeler arasında en yüksek miktarda (58,7 μmol TE/g), toplam fenolik içeriğe (16,3–

18,8 mg GE/g), en fazla karalahananın sahip olduğu olduğunu rapor etmişlerdir. Ortama

eklenen DPPH radikalinin 10 dakika sonra kalan miktarınıbelirleyerek yaptıkları

çalışmada da en fazla azalmanın yine karalahanada (% 75–77) olduğunu belirlemişlerdir.

Karalahananın süperoksit yakalama kapasitesinin yerel bir kökün arkasından (rhubarb)

ikinci sırada olduğunu rapor etmişlerdir. Bütün bu verilerin ışığında yüksek oranda ilişkili

olduğunu öne sürmüşlerdir.

Olsen ve ark. (78) yaptıklarıçalışmada metanolik karalahana ekstraktlarında toplam

fenolik madde miktarını, kuersein ve kaemferol ve flavonol miktarlarınısırasıyla ortalama

384 ± 62 mg gallik asit/100g kuru ağırlık, 58 ± 4 mg/100g kuru ağırlık, 44 ± 8 mg /100g,

646 ± 123 mg/100g olarak rapor etmişlerdir. Holversen (4), karalahananın toplam

antioksidan değerinin 2,3 mmol/100 g olduğunu rapor etmistir.

Küçük ve ark. (79) yaptıklarıçalışmada Karadeniz Bölgesinden çeşitli illerden

karalahana örneklerini toplayıp, kurutup, karıştırarak; metanolik ve sulu ekstraktlarını

hazırlamışlar, sulu ekstraktlarda toplam fenolik içeriğini 28,9 ± 2,1mg/kateşin/g ekstrakt,

34,3±1,6 mg gallikasit/g ekstrakt, flavonoid miktarını6,64 ± 0,6 mg/g ekstrakt, toplam

antioksidan aktiviteyi de 0,24 ± 0,02 mmol/g ekstrakt, metanolik ekstraktlarda ise; toplam

fenolik içeriği 53,5 ± 4,1 mg kateşin/g ekstrakt, 55,2 ± 4,7 mg gallikasit/g ekstrakt,

flavonoid miktarını12,9 ± 0,9 mg/g ekstrakt, toplam antioksidan aktiviteyi de 0,15 ± 0,02

mmol/g ekstrakt olarak rapor edilmiştir .

Wachtel-Galor ve ark. (80) çiğve pişirilmişsebzelerin antioksidan kapasiteleri

arasındaki farklılığıbelirlemeye, dolaysıyla pişirmenin aktiviteleri üzerine etkisini

incelemişler ve pişirme tipine bağlıolarak antioksidan içeriğinin; en fazla buharda pişmiş

 ˃ kaynamış˃  mikrodalga şeklinde olduğunu, pişirme zamanıile ters orantılıazaldığını

rapor etmişlerdir.

Bu çalışmada Karadeniz Bölgesindeki beşilden alınan karalahana numunelerinin

her birinin farklıbir antioksidan aktivitesinin yüksek olduğu gözlendi (Tablo 17).

Antioksidan miktarları, deneysel şartların yanında coğrafik, iklim ve toprak özellikleri,

yetiştirme şartlarıve besinlerdeki renk koyulaştıkça antioksidanların arttığıfikri göz önüne

alınırsa, literatürlerde ve bu çalısmada antioksidan değerleri arasında farklılık olması

muhtemel bir sonuçtur.

Trabzon iline ait ekstraktların TFM ve TAS değerleri yüksek bulunduğundan bu ile

ait etanolik ve sulu ekstraktlarla çalışılmaya devam edilmesine karar verildi.
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Lipoproteinler; suda çözünmeyen başta kolesterol olmak üzere; lipidlerin, çözünür

lipid ve protein kompleksi şeklinde kanda taşınmalarınısağlayan makromoleküllerdir.

Lipoprotein reseptörleri; ligandlarına (lipoproteinlerini) bağlanarak, tanıyıp biyolojik

aktivitelerini yerine getirmelerine aracılık eder (38). HDL’nin; birçok öğesi diğer

lipoproteinlerle değiş-tokuşedildiği ve enzim etkinliği sonucu değişikliğe uğradıklarıiçin

en heterojen lipoproteindir, değişik lipid ve protein içeriğine sahip alt gruplarıvardır.

HDL’nin yapısında bulunan apolipoproteinler ve paraoksonaz (PON), haptoglobulin,

lesitin kolesterol açil transferaz gibi proteinlerin HDL’nin antienflamatuvar, antioksidan,

antitrombotik, fonksiyonlarında önemli rolleri vardır (45). HDL bağlayıcıprotein (HBP),

HDL bağlayıcıprotein 2 (HB2), kübilin ve SR-B1; HDL reseptörü olarak belirlenmişlerdir

(42, 43).

SR-B1 (scavenger receptor-B1) proteini; ilk olarak 1994 yılında Brown, Goldstein

tarafından acLDL reseptörü olarak tanımlanmasına rağmen; daha sonra Krieger ve

arkadaşlarıtarafından LDL ve modifiye LDL’ ler (okside LDL, asetile LDL) için reseptörü

olarak tanımlandı. Daha sonra ise sadece bu ligantlara değil; ayrıca HDL, VLDL olmak

üzere diğer birçok ligandıtanıyan multiligant bir reseptör olduğu belirlendi (43). CD-36

ailesi üyesidir. İnsan homoloğu olan CLA-1 (CD-36 ve LIMPII-analog-1) sıçan (hamster)

homoloğuyla % 80 homoloji gösterir. SR-BI; en fazla HDL’nin lipid alınımınıyaptığı

karaciğer ve steroid üreten dokularda ve diyet kolesterol emiliminin yapıldığıince

bağırsağın fırçamsımembranında olmak üzere kolesterol metabolizmasında rol alan

dokularda eksprese edilir. Adrenal bezlerde ve yumartalıkta en yüksek olmak üzere;

karaciğerde, yüksek, testis, meme bezi, bağırsak, böbrekler, beyin, kaslar, plesenta,

akciğer, uterus, dalak, sinir sistemi, dendtirit, endotel, monosit/makrofaj, trombosit, deri,

embriyonik dokular ve kalpte az miktarda eksprese olduğuna dair raporlar mevcuttur (6,

50).

HDL’lerin en önemli işlevi; kullanılmayan kolesterolü karaciğere geri taşımaktır

(kolesterolün tersine nakli, reverse transportation). Bu işlevi ile aterom plağıgelişmesini

engelleyici (antiaterojenik) yönde eylem gösterir. HDL kolesterolünü karaciğer ve steroid

hormon üreten organlardaki hücrelerde mevcut SR-B1 reseptörleri aracılığıile bu

organlara verebilir (45).

Plazma membran kaveollerinde SR-B1’in yerleşmesi kolesterol alım ve atımıiçin

önemlidir. SR-B1 ve HDL ile hücreler arasındaki kolesterol akışına aracılık eder. HDL ile

hücreler arasındaki kolesterol transferine aracılık ederken, dönüşümlü bir şekilde HDL’ye
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bağlanır. HDL’nin yapısındaki kolesterol oranıSR-B1’in aktivitesini etkiler. SR-B1,

kolesterolce zengin HDL ile etkileştiğinde seçici kolesterol ester alınımına ve kaveollerde,

sterojenik dokularda steroid hormon sentezi ve kolesterol depolanmasıiçin kolesterol

alınımına aracılık eder ve depolanmasına sebep olur (Şekil 14, a). Diğer taraftan SR-B1,

kolesterolce fakir HDL’ye bağlandığında ise kaveollerdeki fazla serbest kolesterolü HDL

içine gönderir (Şekil 14, b) (58).

SR-B1; antiateroaterojenik aktivitesini çeşitli mekanizmalarla gösterir. HDL ile

hücreler arasındaki kolesterol akışına aracılık eder. HDL kolesterolünün karaciğerden

alınımınıve safraya atılımına aracılık eder, bu sayede SR-B1 ters kolesterol taşınımını

baskılar. HDL bağımlıNO sentetazıaktivite ederek NO aracılıklıantiaterojenik aktiviteye

aracılık eder. HDL’den vitamin E alınıp hücrelere aktarılmasına aracılık ederek , vitamin E

aracılıklıvasküler korumaya katılır. Vasküler endotel hücrelerde arteriyal oksijen

kaynağınıetkileyerek eritrositlerin olgunlaşmasınıkontrol eder ,anemiyi önler. Apoptotik

hücrelere bağlanarak temizliklerinde görev yapar (57,58) .

Karalahananın SR-B1 üzerine etkisinini incelemek için bu proteinin en fazla

eksprese olduğu hücrelerden endotel hücresini seçildi. Bu amaçla; çalışmanın başında,

insan umbilikal ven endotel hücresini HUVEC (human umbilical cord endothelial cell),

doğumlardan alınan göbek bağından elde edilmeye çalışıldı. Hem normal hem de sezeryan

doğumlara girilip taze olarak alınan 20-30 santimlik kordlar alınarak çeşitli yöntemler

kullanılarak denemeler yapıldı. Normal doğumlarda; kontaminasyon riski (özellikle

mantar) fazla olduğundan bir süre sonra sezeryan doğumlarına karar verildi. Yeterli hücre

sayısına bir türlü ulaşılamadığından, hazır HUVEC hücre serileri kullanılmasına karar

verildi. HUVEC, Ankara GATA Tıp Fakültesi Hematoloji Anabilim Dalından temin edildi.

Çalışmamız için kullanılacak olan HUVEC hücrelerinin yeterli sayıya ulaşmasıve transfer

sırasındaki kaybın azalmasıiçin GATA’da azot tankında dondurulmuşolan HUVEC

hücrelerinin çoğaltılmasıgerekiyordu. Azot tankından çıkarılan hücreler dondurma

sırasında kullanılan yıpratıcıve öldürücü özellikteki DMSO’nun etkisinin azaltılmasıiçin

yaklaşık 1-2 mL PBS ile yıkandı. Hücreler 15 mL’lik falkona aktarılıp alan 5 mL’ ye

tamamlandı. 400 g’de 7 dakika santrifuj edildi. Süpernatan kısmıatılarak 1 mL RPMI ile

hücreler çözüldü. Hematositometre ile hücre sayımıyapıldı. İki adet % 2 oranında jelatinle

kaplanmışflaska 1x106 HUVEC hücreleri L-Glutaminli, % 20 FBS, 200 µg/ mL endotel

büyüme faktörü (Endothelial growth medium supplement EGMS), % 1 penisilin +

streptomisin içeren RPMI 1640 besiyerinde % 5 CO2 ortamında 37oC de T-25 flasklarda
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inkübatörde çoğaltıldı. Kültürün üçüncü gününden itibaren flaskta yapışan hücrelerin

beslenmesine haftada ikişer kez olmak üzere devam edildi. Hücreler kültür kabının

tabanının tamamınıkapladıktan sonra primer kültür tamamlanarak tripsinizasyon yapıldı.

Tripsinizasyondan sonra birinci pasaj kültür işlemlerine geçildi. Birinci pasaj kültür

işleminden sonra tripsinizasyonla hücrelerin plastik flasklardan ayrıştırılmasından sonra

ikinci pasaj kültür işlemlerine başlandı. İkinci pasaj kültür için T-150 plastik flaska fetal

bovine serumla beslenmek üzere 1*106 HUVEC kondu ve hücreler yine haftada ikişer kez

beslenerek flask tabanınıkaplayıncaya kadar çoğalmalarıbeklendi. Hücreler flask

tabanının tamamınıkapladıktan sonra ikinci pasaj bir flaskta sonlandırıldı. Bu flaska

ağzına kadar RPMI + % 20 FCS ile dolduruldu. Diğer flaskta ise tripsinizasyondan sonra

elde edilen hücreler FCS ile seyreltilip 20 µL’si sayım için ayrılıp geri kalanıekstraktların

ekleme aşamasına kadar donduruldu. Bu işlemler yaklaşık bir hafta sürdü. Kyroviallerde

saklandı. Dondurulan hücreler kuru buz ile, flasktakiler ise 37 oC ‘de (vücudumuza

bağlanarak) Trabzon’a uçakla transfer edildi. Havaalanındaki kontrol noktalarında bulunan

ve hücrelerin ölümüne neden olan X-ray ışınından korunmasıamacıyla gerekli izinler

alındı.

Dondurulmuşhücreler; çalışmalar yapılıncaya kadar -80oC ‘e kaldırıldı. Flasktaki

hücreler ise zaman kaybetmeden 400 g’de 7 dakika santrifuj edilerek hücreler yeni bir

jelatinle kaplıflaska aktarıldıve beslendi. Üç gün hiçbir şekilde yerinden hareket

ettirilmedi, hücreler rahatsız ettirilmedi. Flaskın yaklaşık % 80-90’u hücreyle kaplandıktan

sonra tripsinasyon ile hücreler kaldırıldı. İkinci pasajdan sonra tripsinizasyon sonrası

falkon tüplere toplanan hücrelerin 20 µL’si 20 µL tripan mavisi ile karıştırılarak

hematositometre camına aktarıldı. Işık mikroskobu altında canlıve cansız hücreler sayıldı.

Hücreler belli bir sayıya gelinceye kadar bu işlem devam ettirildi. Yaklaşık 20*106 hücre

elde edildiğinde hücreler değişik konsantrasyondaki karalahana ekstraktlarlarıyla (40, 20,

10, 5, 2,5, 0 µg/106 hücre) 24 saat muamele edilerek çalışmada kullanılacak ekstrakt

konsantrasyonu belirlenmeye çalışıldı. Canlılık oranı% 50’nin altına düşen ve ekstrakt

içermeyen kontrolden az canlılığa sahip olan ekstraktlar elendi. 40-20 µg/106 hücre’lik

konsantrasyonlarındaki sulu ve etanolik ekstraktlar, hücrelerde canlılığıazalttığıve/ veya

ektrak ilavesi olmayan flasklara yani köre göre daha az hücre oluşumuna neden

olduğundan, 10, 5, 2,5 µg/106 ‘lik ekstraktların kullanılmasına karar verildi. Belirlenen

konsantrasyonlardaki etanolik ve sulu ekstraktlar; 24 saat boyunca HUVEC hücreleriyle

muamele edildikten sonra, yapışan endotel hücreleri tripsinasyonla kaldırıldı. Kontrol
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olarak ekstraktsız HUVEC hücreleri kullanıldı. TRItidy G reaktifi ile protein ve RNA

izolasyonu yapıldı.

TRItidy G reaktifi ile protein ve RNA izolasyonu yapıldı. TRItidy G, Chomczynski

ve Sacchi tarafından geliştirilen protokolün kısaltılmış, modifiye formudur metoda göre

RNA/DNA/protein ekstraktsiyonu için kullanılan bir kimyasal çözeltidir (59). İzole edilen

proteinler çalışma yapılıncaya kadar -20 oC’de, RNA’lar ise -80 oC’de saklandı. Elde

edilen protein karalahananın SR-B1/CLA-1 proteini üzerine etkisini incelenmesi için SDS-

PAGE ve takibinde western blotlamada, RNA ise SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonu

üzerine etkisinin incelenmesi için RT-PCR’da kullanıldı.

TRItidy G reaktifi ile protein izolasyonu yapıldıktan sonra, SDS-PAGE’de

kullanılacak protein miktarının belirlenmesi ve standardize edilmesi için protein tayini

Lowry metodu ile yapıldı. SDS-PAGE, proteinlerin sadece molekül büyüklüklerine bağlı

olarak ayrılmasınısağlayan bir yöntemdir. Değişik konsantrasyonlarda karalahana

ekstraktlarıile denemeler yapıldı. Molekül ağırlığı82-85 kDa olan SR-B1 / CLA-1’e

uygun olan % 10’luk SDS-PAGE’de proteinler yürütüldü. Laemli kesikli tampon sistemi

uygulandı. Numuneler, numune tamponu ile değişik konsantrasyonlarda (50, 100, 150 µg

/150µL) seyreltilip, kaynatılarak, Western blot renkli belirteci (BIO-RAD Precision Plus

Protein WesternC standarts) numune tamponu ile seyreltilerek, kaynatılmadan numuneler

ile birlikte insülin enjektörü ile dikkatli bir şekilde uygulandı. Numuneler SDS-PAGE

tankında, yığma tamponundan geçinceye kadar 80 voltta (yaklaşık 1,5 saat), numune

tamponunda bulunan brom fenol mavisi, tankın altına kadar gelinceye kadar 150 voltta ,

toplam yaklaşık 6 saat kadar yürütüldü. Western blot renkli markırının yürüyüşü SDS-

PAGE işlemi sırasında gözlenebildi. SDS-PAGE’de ayrımın olduğunun teyit etmek için ilk

denemelerde jel Commassie Blue G-250 ile boyandı. Western blotlamada bantların

görülebilme miktarı100 µg protein olarak belirlendi. 100 µg / 150 µL’ lik

konsantrasyondaki numuneler ve 20 µL western blot belirteci % 10’ luk SDS-PAGE

Laemli kesiki tampon sisteminde yürütülerek, sürenin sonunda tanktan alınan jel, dikkatli

bir şekilde alınarak, boyanmadan direk western blot tamponuna aktarıldı.

Western blot analizi, bir protein karışımıiçerisinde bulunan hedeflenen belirli bir

proteinin varlığının saptanmasında kullanılmaktadır. SDS-PAGE’de ayrılan proteinler

arasında SR-B1/CLA-1 proteinin varlığınıbelirlemek ve değişik konsantrasyonlardaki

karalahana ekstraktlarının köre karşıetkisini değerlendirmek için Western Blotlama tekniği

uygulandı. Western blotlama tekniği olarak ilk denemeler ıslak (wet) yöntemi ile oldu. Bu
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yöntemde blotlama oldukça uzun (2 saat jelin yıkanması+ 18 saat blotlama + antikorlarla

bekleme + 1 saat yıkamalar + boyama = yaklaşık 2,5 gün), kullanılan kimyasalların

fazlalığı(her bir çalışmada yaklaşık 1 L metanol, asetik asit, çok sayıda miktarda tampon

kullanılmasıgibi), süre artımıyla ısınıp, bir türlü sabitlenemeyen güç kaynaklarıve bütün

bu uğraşa rağmen, boyama sonrasıbir türlü gözlenemeyen bantlar gibi problemlerden

dolayıbaşka bir western blotlama yöntemi kullanılmasına karar verildi. Blotlama sürenin

sadece 3,5 saat olması, kimyasalların oldukça az kullanılmasıve bantların rahatlıkla

gözlenebilmesinden dolayısemi-dry (yarıkuru) western blotlama yöntemi kullanıldı.

Kullanılacak antikorların (hSR-B1/CLA-1, HRP) birbiri için uygun olup olmadığı,

seyreltilme oranları, aktarılacak membranın türü, indikatör olarak kullanılacak boyanın

türü için denemeler yapıldı. Çalışmamızda aktarılacak membran olarak, nitroselüloz

membran mıve yoksa PVDF (Immobilon P blotting membrane) membranınmı

kullanılacağı ile ilgili denemeler sonucu, PVDF mebranında bantların rahatlıkla

gözlenmesinden dolayıPVDF membranıseçildi. Membran kullanılmadan önce sadece 10

saniye metanolle (membranın sertleşmesi için), sonra 10 saniyede tampon ile yıkanarak,

(ıslak western blotlamada yarım saat yıkanıyordu) hazırlandı. Whatman kağıtlarıda sadece

ıslatılarak çalışmaya hazırlandı. Whatman kağıtlarıve PVDF membranıjel ile aynıboyutta

olacak şekilde kesildi. Western blot tamponuna konan jel sadece 10 dakika yıkandı.

Western Blot tankına önce ıslatılan whatman kağıtları, sonra hazırlanan PVDF mebranıve

jel ardından whatman kağıtlarıkonularak 1 saat boyunca 160 mA’de yürütülerek

proteinlerin jelden memrana aktarılması sağlandı. Membranın protein olmayan

kısımlarının kapatılmasıiçin 2 saat 37oC ‘de (yada bir gece 4oC’de) süt tozu içeren

inkübasyon tamponunda bekletildi. Bu sırada tanktan alınan jel proteinlerin aktarılıp

aktarılmadığının anlaşılmasıiçin Commasie blue G250 ile boyanmaya bırakıldı. Boya

çıkarma işleminden sonra bantların oluşmadığıgözlendiğinde (proteinler aktarıldı)

blotlama işlemine devam edildi. İnternetten önceden yapılan çalışmalar incelenip, değişik

seyreltme oranlarıyla denemeler yapılarak birincil (1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000) ve ikincil

(1/1000, 1/2000, 1/5000, 1/10000) antikorlarının birbirleriyle etkileşecekleri seyreltilme

miktarlarıbelirlenmesine çalışıldı. Denemeler sonucunda, birincil antikor olan rabbit

polikolnal SR-B1 antikorunun 1/200; ikincil antikorun (goat anti rabbit horse raddish

peroxidase) ise 1/2000 oranlarında seyreltilerek kullanılmasına karar verildi. SR-B1-HRP

kompleksine bağlanan indikatör boya olarakta TMB (tetrametil benzidin) kullanılmasına

yine değişik bu amaçla kullanılan boyalar (4-kloro naftol, TMB) denenerek karar verildi.
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Bantlar elde edildikten sonra, jel görünteleme sistemi kullanılarak, bantların alan

yoğunluklarıölçüldü. Körün bant yoğunluk yüzdesi 100 kabul edilerek diğer ekstraktların

bant yoğunluk yüzdeleri hesaplandı. Sonuç olarak karalahana ekstrakttıiçermeyen kör

dahil, bütün ekstraktlarda protein varlığıgözlenirken, 10 µg/mL’lik etanolik ekstrakttında

alan yoğunluğunda köre göre artışgözlenirken 5 ve 2,5 µg/mL’lik ektraklıolanlarda azalış

gözlendi. Sulu ekstraktlarda ise 5 µg/mL’likte artış, diğerlerinde azalışgözlendi.

Karalahananın SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonu etkisini incelemek için RT

(revers transcriptase)-PCR yöntemi uygulandı. Qiagen Onestep RT-PCR kiti kullanıldı.

RNA’nın TRItidyG ile izole edilen RNA’ların miktarlarıspektrofotometrik olarak UVette

küvet kullanılarak belirlendi. RT-PCR koşullarının belirlenmesi; reaksiyon tüpünde yer

alan reaktif ve primerlerin miktarları, kullanılacak RNA miktarının belirlenmesi, PCR

basamaklarının (dentürasyon, uzama ve bağlanma ) sıcaklık ve zamanlarının ve döngü

(cycle) sayısının belirlenmesi için ön denemeler yapıldı. Bantların uygun şekilde

görülebildiği şartlarda optimizasyon sağlandı. RNA’nın kararsız yapısıve elimizde ve

çevremizde bol miktarda bulunan RNAaz maddelerin varlığıve PCR ile çoğaltılabilmesi

için cDNA’ya çevrilmesi (RT) gereklidir. Denemeler sonucunda, RT reaksiyon tüpleri ;

izole edilen kalıp RNA miktarı2 μg/reaksiyon, primerlerin son konsantrasyonları0,6 μM

olacak şekilde, 1X Qıagen OneStep RT-PCR tamponu (12,5 mM MgCI2 içeriyor), her bir

dNTP 400 μM olacak şekilde, Qiagen OneStep RT-PCR Emzim Karışımı(taq Polimeraz

içeren) ile RNAaz free su ile toplam alan 50 µL olacak şekilde tamamlandı. Reaksiyon

karışımı‘thermocyle’a konuldu ve 30 dakika 50 oC’de inkübe edildi. Daha sonra reaksiyon

karışımının 95 oC’de 15 dakika bekletilmesi ile revers transkriptaz reaksiyonuna son

verildi. Her bir numuneden elde edilen cDNA’lar aynıreaksiyon ortamında RT’de

kullanılan primerler kullanılarak PCR ile çoğaltıldı. Denemeler sonucu PCR şartlarının;

denatürasyon için, bağlanma 94 oC’de 30 saniye, için 56 oC’de 30 saniye ve uzama için72
oC’de 90 saniye olacak şekilde 35 döngü (30 döngü beta aktin için), son olarak ta; 72 oC’de

7 dakika 1 döngü olacak şekilde programlandı.

Karalahana ekstraktlarının hSR-B1/ CLA-1 mRNA ekspresyonu üzerine etkisini

incelemek için, RNA RT-PCR kitinin çalışıp çalışmadığıve ekstraktlarda mRNA var olup

olmadığının belirlenmesi için kontrol olarak beta aktin primerleri kullanıldı. RT-PCR

sonuçlarının değerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezinde

yürütüldü. Transilluminatöre konulan jelin fotoğrafıçekildi, görüntülendi. Karalahana

ekstraktlarının tümünde beta aktin bandıgözlenerek; kitin çalıştığıve mRNA varlığı
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belirlendi. Karalahana ekstraktlardaki hSR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyon tayini için;

uygun primerler (hSR-B1/CLA-1 primerleri) kullanılarak RT-PCR yöntemi ile cDNA’lar

elde edildi. RT-PCR sonuçlarının değerlendirilmesinde , elde edilen cDNA’lar agaroz jel

elektroforezinde yürütüldü. Transilluminatöre konulan jelin fotoğrafıçekildi, görüntülendi

Bantların yoğunluklarıjel görünteleme sistemi ile bant yoğunluklarıölçüldü, karalahana

ekstrakttıiçermeyen kör 100 olarak kabul edildi. Karalahana ekstraktlarının bant alan

yoğunlunları; köre oranlanarak; köre karşı% oranlarıbelirlendi. Kör dahil bütün

karalahana ekstraktlarında SR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonu pozitif gözlendi. Karalahana

ekstraktlarındaki, hSR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonları bant alan yoğunlukları

karşılaştırarak değerlendirildiğinde; karalahananın hem etanolik ekstraktlarında, hemde

sulu ekstraktlarındaki, alan yoğunluklarında köre göre belirgin artışgözlendi; köre göre

belirgin farklılık gözlendi Karalahananın etanolik ekstraktlarının alan yoğunluklarında;

sulu ekstraktlara göre anlamlıfarklılık gözlenmedi.

Literatürde karalahananın SR-B1 proteini ve/veya mRNA ekspresyonu üzerine

etkisini inceleyen herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu yüzden elde edilen sonuçlar

direkt olarak herhangi bir literatürle karşılaştırılamadı. Diğer taraftan karalahananın

kolesterol seviyesine etkisi çeşitli araştırmalarla incelemiştir.

Diyetsel, hormonal, metabolik ve farmakolojik etkenler, Hepatik SR-B1

ekspresyonu etkilemektedir. İn vivo yapılan çeşitli çalışmalarda karaciğerde SR-

B1ekspresyonunun artışıile plazmada HDL-kolesterol seviyesinin azaldığı, kolesterolün

karaciğerden safraya atılımının arttığıve HDL’deki ester kolesterolün daha fazla

temizlendiği belirlenmişve dolayısıyla da ateroskleroz riskinin azaldığırapor edilmiştir.

(81,82).

Kim ve arkadaşları(7), otuz iki hiperkolesterolemik hastaya üç ay boyunca 150 ml

karalahana suyu içirip, HDL kolesterol ve HDL/ LDL kolesterol oranlarının ölçülüp, % 27

ve % 52 oranında artışırapor etmişlerdir.

Hamsterlarla yapılan bir çalışmalarda; bitki kaynaklıçoklu doymamış yağ

asitlerinin; hepatik SR-BI ekspresyonunu ve HDL kolesterol ester alınımınıstimule

etmelerine rağmen, diyetle alınan mistirik asitin ise; karaciğerde SR-B1 seviyesini ve

dolaysıyla plazmada HDL seviyesini azalttığırapor edilmiştir (83, 84). Diğer bir çalışmada

SR-BI ekspresyonunun HepG2 insan hepatik hücre serilerinde hücresel alfa tokoferol

konsantrasyonu ile ters orantıolarak düzenlendiği gözlemlenmiştir (85). Ratlarla yapılan

çeşitli çalışmalarda; farmakolojik seviyede östrojen alınımıile hepatik SR-BI ekspresyonu
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baskılandığıgözlenmiştir (86,87). Langer ve ark. (88), testosteronun, monositten makrofaja

geçişyapmışhücrelerde SR-B1’in ekspresyonunu arttırdığınıve böylece hücreden HDL’ye

bağımlıkolesterol çıkışınısağladığınıifade etmişlerdir.

Huang ve ark. (89) Afrika asıllıAmerikalıların kullandığıon iki sebze üzerinde

yaptıklarıbir çalışmada karalahananın, en fazla izorhamnetin (23,6 ± 3,4), kuersetin (31,8

± 5,7) ve kaemferol (90,5 ± 12,5) olmak üzere flavonoidlerce zengin olduğunu rapor

etmişlerdir.

Pin-Der ve ark (9), soğanın yeşil yapraklarında bulunan kuersetin ve kaemferol gibi

flavonoidlerin macrophage RAW 264.7 hücrelerinde SR-B1’in mRNA ekspresyonunu

arttırarak, ateroskleroza karşıkoruma sağladığınıöne sürmüşlerdir.

Malerod ve ark. (90) yaptıklarıbir çalışmada ; PPAR ’nın PPAR ’ya göre SR-B1’in

transkripsiyonunu daha etkili bir şekilde etkilediğini belirterek, PPAR aktivatörlerinin ters

yönde kolesterol taşınımını düzenleyerek, ateroskleroza karşı koruyucu etki

gösterebileceğini öne sürmüşlerdir. Çoklu doymamışyağasitleri PPARγ’ıaktive ederek

hepatik kolesterol alınımınıarttırdığırapor edilmiştir. PPARγ rat hepatositlerde, karaciğer

endotel hücrelerinde ve kupffer hücrelerinde SR-B1 expresyonuna neden olduğu rapor

edilmiştir. PPARαise sadece, hepatositlerde ve karaciğer endotel hücrelerinde ise SR-B1

expresyonunda artışa neden olduğu rapor edilmiştir. Thiazolidinedione (TZD)-aktive

edilen PPARγ/RXR hepatik SR-BI seviyesini arttırarak, hepatik kolesterol alınımını

arttırıp, çevre dokularda daha az birikme olmasına neden olduğu rapor etmişlerdir.

Spady ve ark. (91) yaptıklarıbir çalışmada ; hamsterlarda, çoklu doymamışyağ

asidince zengin diyet, SR-BI ekspresyonunu artırırken plazma HDL kolesterol ester

konsantrasyonunu azalttığınıama ters yönde kolesterol taşınımına etki göstermediğini ve

bu mekanizmanın aydınlatılamadığınırapor etmişlerdir.

Vogel (92) çoklu doymamışyağ asitlerinin SR-B1 ekspresyonunun arttırıcı

etkisinden dolayıateroskleroz riskini azalttığınıvurgulamış. Ayrıca diyetle alınan üç çift

bağlıyağasitlerinin (alfa linolenik asit) alınımıile karotenoid arter intimasıkalınlığı

azaldığınıbu sayede uzun dönemde kardiyovasküler hastalık riskini azaltacağınırapor

etmiştir.

Kahlon ve ark. (9) karalahananın yapısında bol miktarda bulunan fiber ve düşük

karbohidrat içeriği ve yüksek safra asidi bağlama kapasitesi nedeni ile dolaşımdaki yağ

emilimindeki azalmadan dolayı, kansere neden olan toksik metaboliklerin boşaltıma
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gönderilmesi, kolesterolün daha fazla safra asidi sentezi için kullanılmasından, kolesterolü

azaltığını, kanseri önlediğini öne sürmüşlerdir.

Velasco ve ark. (93) karalahananın yapısında bulunan glukosinolatlardan türeyen

izotiyosiyanatların, kolesterolü azalttığınıöne sürmüşlerdir.

Karalahana (Brassica oleracea L. var. acephala DC.), doğu Karadeniz bölgesinde

çokça yetiştirilen ve tüketilen bir bitki olmasına rağmen Türkiye çapında fazla

bilinmemekte ve tüketilmemektedir. Oysa bu çalışma göstermiştir ki karalahana, yüksek

antioksidan kapasiteye sahiptir ve, önemli bir lipoprotein reseptörü olan SR-B1/CLA-1

ekspresyonunu arttırıcı yönde etki göstermiştir. Bu da karalahananın lipoprotein

metabolizmasının düzenlenmesinde rolü olduğunu ortaya koymaktadır.

Sonuç olarak; antioksidan özellikleri ve SR-B1 ekspresyonun arttırıcıözellikleri göz

önüne alındığında karalahananın kardiyovasküler hastalıkların önlenmesinde önemli bir

yer teşkil edebileceği kanaatına varıldı. Ancak lipoprotein reseptörleri ve dolayısıyla

metabolizmasıüzerine etkilerinin hangi bileşeni ile sağlandığının belirlenmesi için ilave

çalışmalar gerekmektedir. Kardiyovasküler hastalıkların önlenmesinde önemli yer teşkil

edebileceği ortaya konulan bu çalışma ile karalahananın faydalıbir besin olarak daha

yaygın kullanılmasıgerektiği düşünülmektedir.
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER

1- Türkiye’nin denize kıyısıolan çeşitli illerinden Trabzon, Artvin (Hopa), Giresun,

Samsun ve Rize’den toplanan karalahana örneklerinin etanollu ekstraktları sulu

ekstraktlara göre daha yüksek TFM, FRAP, flavonoid ve TAS miktarına sahipti.

2- Trabzon iline ait ekstraktların TFM ve TAS değerleri; diğer illerinkine göre

yüksek olduğundan, hücre kültürü çalışmalarında kullanılmasına karar verildi.

3- İnsan endotel hücreleri (HUVEC: Human umbilical ven endothelial cell), değişik

konsantrasyonlarda Trabzon iline ait karalahana ekstraktları(40, 20, 10, 5, 2,5 µg / 106

hücre) ile muamele sonucunda 10, 5, 2,5 µg / 106 konsantrasyonların hücre canlılığını%

50’nin altına indirmediği gözlendi.

4- Karalahana ekstrakttıilave edilmemişolan kontrol dahil bütün karalahana

ekstraktlarında HUVEC SR-B1/CLA-1 proteini pozitif gözlenmektedir. 10 µg/mL’lik

etanolik ekstrakttında alan yoğunluğunda köre göre artışgözlenirken 5 ve 2,5 µg / mL’lik

ektraklıolanlarda azalışgözlendi. Sulu ekstraktlarda ise 5 µg/mL’likte artış, diğerlerinde

azalışgözlendi. Bu değişimler istatistiksel olarak anlamlıdeğildi.

5- HUVEC hSR-B1/CLA-1 mRNA ekspresyonlarında, karalahanın hem etanolik

hemde sulu ekstraktlıhücrelerinde ekstrakt ilavesiz hücrelerdekine göre belirgin artış

gözlendi. Ancak ekstrakt konsantrasyonlarına göre ve sulu vaya etanolik olamsına göre çok

belirgin faklılıklar gözlenmedi.

6- Elde ettiğimiz sonuçlara karalahanın hangi bileşenlerinin etki ettiğinin

belirlenmesi için ilave çalışmalar yapılmasıgerekmektedir.

8- Karalahananın diğer lipoprotein reseptörleri üzerine etkisi incelenebilir.

9- Karalahananın besinsel kullanımının lipoprotein metabolizması üzerine

etkilerinin incelenmesi için insan ve hayvan üzerinde çalışmalar yapılabilir.
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7. ÖZET

Karalahananınİnsan HDL Reseptörüne (SR-B1) Etkisi

Karalahana (Brassica oleraceae L. var. acephala DC ), genellikle Karadeniz

bölgesinde tüm sezon yetiştirilebilen bir bitki olup, polifenolleri, flavoniodleri,

izoflavonlari, glikosinolatlarıgibi bileşenleri ile antioksidan ve antikarserojenik özeliklere

sahiptir. Çöpçü reseptör sınıf B tip 1, SR-B1’in dokularda en önemli görevi, kolesterol

alınımıve ters yönde kolesterol taşınımıile kolesterol akışının düzenlenmesidir. CLA-1,

SR-B1’ in insanlarda bulunan homoloğudur. Bu çalışmanın amacıözellikle; karalahana

bitkisinin, HDL reseptörü olan SR-B1 üzerine ve dolayısıyla; özellikle kardiovasküler

hastalıklar üzerine rolünü ortaya koymaktır.

Bu çalışmada, karalahana yapraklarının etanolik ve sulu ekstraktların da toplam

fenolik madde (TFM), flavonoid, FRAP, DPPH, ve toplam antioksidan kapasitesi

belirlendi. Etanolik ekstraktlar; sulu ekstraktlara göre daha yüksek TFM, FRAP, flavonoid,

TAS miktarına, sulu ekstraktlar ise etanolik ekstraktlara göre daha fazla DPPH yakalama

kapasitesine sahip olduğu gözlendi. 10, 5 ve 2,5 µg / mL’lik ekstrakt konsantrasyonu

olacak şekilde muamele edilen HUVEC serilerinde SR-B1/CLA-1 protein seviyesinin çok

fazla etkilenmediği ancak mRNA ekspresyon seviyelerinin önemli ölçüde arttırdığı

gözlendi. Sulu veya etanollu ekstrakt kullanılmasının ve konsantrasyon faklılığının sonuç

üzerine çok belirgin bir etkisi yoktu.

Sonuç olarak antioksidan aktivitelere sahip olduğu gözlenen karalahananın; SR-B1

ekspresyonu üzerine etkili olduğu ve dolayısıyla lipoprotein metabolizmasını

düzenlenleyerek kardiovasküler hastalıklar önlenmesinde önemli yer teşkil edeceği

kanaatına varıldı.

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

The Effects of Kale on Human HDL Receptor SR-B1

Kale (Brassica oleraceae L. var. acephala DC ) is a vegetable growing usually in

Karadeniz Region in Turkey in all 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 I, 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 aqueous extracts of kale were determined. Ethanolic

extracts have higher total antioxidant capacity, total phenolic content, FRAP and flavonoid

levels than aqueous extracts, but aqueous extracts have higher DPPH radical scavenging

activity than ethanolic extracts. Although human umbilical ven endothelial cell (HUVEC)

incubated with 10, 5 ve 2,5 µg/mL of concentrations of ethanolic and aqueous extracts

were not any significant effect on SR-B1/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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