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1. GİRİŞve AMAÇ

Fındık, yağasidi bileşimi (özellikle tekli doymamışyağasitleri), vitaminleri

özellikle vitamin E, esansiyel amino asitleri, antioksidan fenolikleri, fitokimyasallarıve

diyet lifleri sayesinde sağlıklıbesin olarak önemli bir yere sahiptir (1, 2). Bu özellikleri ile

günlük diyetle fındığın alınması, aterosklerotik kardiyovasküler hastalıklardan korunmada

ve tedavisinde yararlıolduğu bazıçalışmalarda rapor edilmiştir(3, 4, 5, 6). Fındıktan

zenginleştirilmişbeslenmenin insanda, kan basıncıdeğerlerinde düşme, serum total

kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid değerlerinde azalma gibi olumlu etkilerinin olduğu

çeşitli araştırmacılar tarafından gösterilmiştir (7, 8, 9). Bileşiminde yer alan poliansature

yağ asitlerinin, serbest radikal oksidasyonuna yatkın olmasınedeniyle aşırıfındık

tüketilmesinde kaçınılmasıgerekmektedir (10, 11) . Oksidan stres altında serbest radikal

reaksiyonlarıile lipidler, proteinler, DNA ve karbohidratlar değişime uğramakta ve toksik

etkilerini göstermektedirler.

Eritrosit membranıprotein, lipid ve karbohidratlardan oluşur. Özellikle fosfolipid

ve serbest kolesterolden oluşan lipidler membranın yaklaşık % 50'sini oluşturur.

Eritrositler, membranlarında yüksek çoklu doymamışyağasitleri bulundurduğundan ve

hemoglobin vasıtasıyla oksijen taşımasından dolayı, reaktif radikallerin primer

hedefleridirler. Oksijen kaynaklı veya diğer radikallerin neden olabileceği lipid

peroksidasyonu ve proteinlerin oksidatif modifikasyonu sonucu membran fonksiyonları

bozulur. Ayrıca hemoglobin de oksidasyona uğrar. Ancak normal eritrositler yüksek

antioksidan kapasitesinden dolayıoksidasyona dirençlidirler. Revuelta ve ark (12),

oksidan ajana maruz bırakıldığında, kolesterolle modifiye olmuşeritrositlerin, kolesterolü

uzaklaştırılmışeritrositlere göre daha fazla peroksidasyona maruz kaldığınıgözlemişlerdir.
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Fındığın yapısındaki E vitamini, doymamışyağasitlerinin % 80’ninin tekli

doymamışyağasidi olmasıve insan lipid ve lipoprotein metabolizmasıüzerine olan

hipolipidemik etkisine ait bilgilere dayanılarak; her gün düzenli fındık tüketiminin lipid

peroksidasyonu sonucu oluşacak, MDA ve protein oksidasyonu sonucu oluşacak, karbonil

grubu, tiyol grubu ve ileri oksidasyon radikal ürünlerin tespiti ile membran deformasyonu

üzerine fındığın koruyucu etkisini incelemeyi amaçladık.



2. GENEL BİLGİLER

2.1. Eritrositler

Eritrositler yapısında bulunan hemoglobine O2 bağlayarak oksijenin taşınmasında

rol alan kırmızırenkli hücrelerdir. İnsan eritrositleri çekirdeksiz ve bikonkav disk

şeklindedir. Çapları6-9 μkalınlıklarımerkezde 1 μve kenarlarda 2-2.5 μkadardır.

Erişkinlerin kemik iliğinde yapılan eritrositlerin % 34 kadarıhemoglobindir. Ve

nükleus,mitokondri,ribozom, lizozom, endoplazmik retikulum ve golgi aygıtıgibi

organeller bulunmadığından protein ve nükleik asit sentezi yapılamaz, lipid metabolizması

son derece kısıtlıdır. Eritrositlerde karbonik anhidraz, katalaz, peptidaz, kolin esteraz,

anaerobik gligoliz yolu ve pentoz fosfat yolu enzimleri bulunur. ADP, ATP ve NADP+

eritrositlerin önemli yapıtaşlarıdır (13, 14). İnorganik fosfat ve 2,3-difosfogliserat da

eritrositlerdeki önemli fosfor bileşikleridir. Eritrositlerdeki osmotik basınç, plazmadaki

gibi % 0.9 luk NaCI çözeltisinin osmotik basıncına eşittir ve bu durum izotonik olarak

ifade edilir. Eritrositlerde K+, Na+, Ca2+, Mg2+ katyonlarıile Cl− ve HCO3
− anyonları

bulunur; en önemli katyon, K+’dur. Hemoglobinin yapısındaki Fe+2 şeklinin korunması,

düşük Na+ ve yüksek K+ düzeyinin sürdürülmesi, hemoglobin ve diğer proteinlerdeki tiyol

gruplarının oksidasyonunun önlenmesi eritrosit membran ve iskeletinin korunmasıiçin

enerji gerekmektedir. Yaşamlarınıkorumak ve sürdürebilmek için gerekli enerjiyi

glukozdan sağlarlar. Glukozun anaerobik glikoliz ve pentoz fosfat yolunda yıkılımı,

eritrositlerin enerji gereksinimini karşılar.

2.1.1. Eritrosit Membranı

Eritrosit membranının % 49’u protein, % 44’ü lipid ,% 7’si karbohidrattan oluşur.

Eritrosit membranında iki tür protein bulunmaktadır. İntegral proteinler adıverilen

proteinler, lipid tabakalarına sıkıca bağlanmışlardır; ekstrinsik proteinler adıverilen
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proteinler ise integral proteinlere kovalent olmayan bağlar ile bağlanan periferik

proteinlerdir. İnsan eritrosit membran lipidlerinin % 25’ini kolesterol, % 60’ını

fosfogliserid, % 5-10’unu glikolipid, geri kalanınıkolesterol esterleri, serbest yağasitleri,

sülfatidler, triaçilgliseroller oluşturur. Eritrosit membranında hücre içi ile hücre dışı

arasında iyon dengesini sağlayan pompa sistemleri bulunur; bu pompa sistemleri,

Na+/K+ATPaz ve Ca2+ATPaz gibi enzimlerin etkisiyle çalışırlar (15).

2.1.1.1. Eritrosit Membran Lipidleri

Biyolojik membranların en önemli lipid bileşenleri fosfolipidler ( fosfogliseridler

ve sifingomiyelin), glikolipidler ve kolesteroldür. Eritrosit membranının % 25’i kolesterol,

% 15’i glikolipid, % 60’ıfosfolipid ve bu % 60’ında % 30’u fosfotidilkolin, % 14’ü

fosfotidilserin, % 28’i fosfotidiletanolamin, % 25’i sfingomiyelindir. Eritrosit membranını

tekli, çoklu ve doymamışyağasidi içeriğine sahiptir. Tekli doymamışyağasidi (MUFA)

içeriğinin ( % 20 ) büyük kısmınıoleik asit ( 18: 1) ( % 19 ), çoklu doymamışyağasidi

(PUFA) içeriğinin ( % 37 ) büyük bir kısmınılinoleik asit ( 18:2 ) ( % 14 ) ve araşidonik

asit ( 20:4 ) ( % 11 ), doymuşyağasidi (SFAs) içeriğininde ( % 43 ) büyük bir kısmını

palmitik asit ( 16:0 ) ( % 30 ) ve stearik asit ( 18:0 ) ( % 11 ) oluşturmaktadır. Kolesterol

lipid çift tabakaya kovalent bağlarla tutunmadığıiçin, plazma membranından içeriye ve

dışarıya serbestçe hareket edebilirler (16). Bu özelliği nedeniyle kolesterol plazma

lipoprotenlerine ya da lipoproteinlerden membrana aktarılabilmektedir. Kolesterol

membran akışkanlığınıdüzenler; artırabilir ya da azaltabilir.

2.1.1.2. Eritrosit Membran Proteinleri

Eritrosit membran proteinleri integral ve periferal proteinleri olarak iki başlıkta

incelenilir. Eritrosit membran proteinlerinden bant 3 ve glikoforin, integral proteinlerdir;

spektrin, bant 4, aktin, ankirin ise periferal veya ekstrinsik proteinlerdir. Spektrin, αve β

spektrin adıverilen 2 ayrıpolipeptid zincirinden oluşan periferal bir proteindir. Bu αve β

rezidülerininin amino (-NH2) ve karboksil (-COOH) uçlarıbirbirine göre antiparaleldir.

Membran iskeletinin ana proteinidir. İskelet kompleksinin lipid ikili tabakayla bağdaşması,

spektrin ile glikoforin A veya C arasındaki bağla gerçekleşir. Spektrin molekülleri, protein

4.1, protein 4.9, adüsin ve tropomiyozin gibi kompleks aktin filamentleriyle etkileşerek iki
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boyutlu bir ağhalinde bağlanmıştır. Aktin, spektrin ve protein 4.1 ile etkileşerek stabilize

edilirler. Ankirin, spektrin βzinciriyle, anyon kanalının sitoplazmik kısmında N-terminal

ucu arasında yer alan piramid şeklinde bir protein olup protein 4.2’yi bağlayan bir bölgeye

de sahiptir. Bir veya daha fazla sayıda yağasidinede bağlanabilir. Bant 4.1, spektrin-actin

ağörgüsünü değişime karşıkorur ve eksikliği değişken iskelet yapısının bir araya

toplanmasına sebep olur. Protein 4.1, bir veya birkaç transmembran proteinide

bağlayabilir. Membran ağırlığının % 1,5’ini teşkil eden ve % 60’ıkarbohidrat oluşturan

glikoforinin sitozole bakan yüzeyini spektrin-aktin kompleksine bağlar. Glikoforin A ve

glikoforin C’nin sitoplazmik kısımlarıyla etkileşim halindedir. Glikoforin A ile etkileşimi,

polifosfoinositidlerle düzenlenmektedir. Fosfotidil inositol 4,5 bisfosfat bu integral

proteine takıldığında, protein 4.1 glikoforine bağlanır.

Şekil 1: Eritrosit membran Proteinleri (17)

Bant 3, en belirgin anyon değiştiricilerden biridir. Klorür-bikarbonat anyon

değişiminde görev alır. Kırmızıhücre membranı, CO2’in kanla taşınmasında ve hücre pH

sının tamponlanmasında anahtar rol oynayan bir anyon kanalıolan bant 3’ü ihtiva

Adusin
Aktin

Tropomodulin

αzinciri βzinciri

Spektrin

Bant 4.9

Tropomiyozin

Glikoforin CLipid Tabakası

Palladin ( bant 4.2)

Bant 3

Bant 4.1

Ankirin

Karbohidrat Birimleri
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etmektedir. Bant 3’ün C-terminal sitoplazmik kuyruğuda karbonik anhidraz II (CAII)’yi

bağlar. Bant 3 yapısına bağladığıenzimleri inhibe eder. Toplam membran proteinlerinin %

5’ini teşkil eden bant 4.2 bant 3’ün sitoplazmik bölgesiyle etkileşerek bant 3’ün anyon

transportunun düzenlenmesinde rol oynar. (18).

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (Bant 6), oksidasyondan sorumlu glikolitik bir

enzimdir. Her biri birbirinin aynıolan ve yapısında bir tane SH grubu ihtiva eden dört

polipeptid rezidüsüne sahiptir. Bu enzimin aktif bölgesinde bulunan tek bir SH grubu

oksidasyona uğrar. Söz konusu substrat, başlangıçtaki dehidrogenaz üzerindeki bir sisteinil

kısmıile birleşerek tiyohemiasetal teşkil eder. Bu oksidasyonla ortadan kaldırılan

hidrojenler, NADH teşkil etmek üzere, NAD+’e transfer olurlar. En son olarak fosforilaz

yoluyla inorganik fosfat eklenir. 1,3 bisfosfo-gliserat teşekkül eder ve yinede SH gruplu

serbest enzim açığa çıkar. Bu oksidasyon sırasında salıverilen enerji, bir yüksek enerjili

kükürt bağıoluşturularak alıkonulur. Bu bağfosforiliz’den sonra 1,3 bisfosfo-gliseratın 1

nolu pozisyonunda bir yüksek enerjili fosfat bağıhaline gelir.

2.2. Oksidan Antioksidan Sistem

2.2.1. Serbest Radikaller ve Oksidan Sistemler

Okside ajanların başında serbest radikal gelir. Bunlar üzerinde eşlenmemişelektron

taşıyan atom veya moleküllerdir. Çok kısa ömürlü olmalarına karşın, radikal olmayan

maddeler ile reaksiyona girip onlarıda radikal yaparak bir dizi zincir reaksiyonu başlatır.

Birçok radikal oluşturmalarından dolayıoldukça tehlikelidirler. Bu tanıma en fazla reaktif

oksijen türleri uymaktadır. Süperoksid ( O2
- ) ve hidroksi radikali ( .OH) en kuvvetli serbest

radikaller olarak bilinirler. Serbest radikaller yalnızca lipidleri okside etmekle kalmayıp

aynızamanda proteinler, karbohidratlar ve DNA üzerinde de hasara yol açarlar.

Proteinlerin peptid bağlarının hidrolizi, disülfid bağıoluşumu ve çapraz bağlanma ile üç

boyutlu yapısınıve dolayısıile fonksiyonlarınıdeğiştirirler. DNA üzerindeki hasarıise

mutasyon oluşturmak sureti ile gerçekleşir.

Eritrositlerdeki intrasellüler reaktif oksijen türlerinin büyük kaynağı

oksihemoglobinin otooksidasyonudur.

Serbest radikaller vücutta antioksidan savunma mekanizmasının kapasitesini

aştıklarızaman çeşitli bozukluklara yol açarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi
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biyomoleküllerin tüm sınıflarıve tüm hücre komponentleri ile etkileşme özelliği göstererek

hücrede yapısal ve metabolik değişikliklere neden olurlar (19-23) (Tablo 1)

Tablo 1: Serbest radikallerin hücredeki başlıca zararlıetkileri (22).

Doymamışyağlar Kolesterol ve yağasitlerinde oksidasyon
Lipidlerde çapraz bağlanmalar
Organel ve hücrelerde çapraz bağlanmalar

Karbohidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu
Nükleik asit bazları Hidroksilasyonlar

Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar
Şekerlerde benzer reaksiyonlar

Kükürtlü amino asitler Protein denatürasyonu ve çaprazlanma
Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Petid zincirlerinde kopma
Denatürasyon

Nükleik asitler Tek ve çift iplikçik kırılmaları
Proteinlerde çapraz bağlar
Baz içermeyen bölgeler

Hiyaluronik asit Sinovyal sıvıakışkanlığında değişme
Doymamışyağlar Kolesterol ve yağasitlerinde oksidasyon

Lipidlerde çapraz bağlanmalar
Organel ve hücrelerde çapraz bağlanmalar

Serbest radikallerin vücutta çok genişbir etki alanıvardır. Akciğer ve solunum

sistemi (kistik fibroz), kalp ve kardiyovasküler sistem (aterosikleroz), barsaklar (Croh’n

hastalığı), karaciğer (hepatit, sentez bozuklukları), pankreas (diabet), testisler (infertilite),

genel vücut sistemleri (immün yetmezlik) serbest radikallerin rol aldığıpatolojik

olaylardır.

Serbest radikallerin koroner arter hastalığındaki başlıca etkileri lipid

peroksidasyonudur. Özellikle çoklu doymamışyağ asitleri (PUFA) reaktif oksijen

türlerinin başlıca hedefidir (24, 25).

2.2.1.1. Protein Oksidasyonu

Proteinler serbest radikallere karşılipidlerden daha az hassastır. Etkilenme

dereceleri içerdikleri aminoasit bileşimine bağlıdır. Doymamışbağve sülfür içeren amino

asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gelmiş

proteinler serbest radikallerden kolaylıkla etkilenir.
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Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen türevleri veya oksidatif stres

ürünleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir. Protein oksidasyonunun

biyokimyasal sonuçlarıenzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarının kaybı,

proteaz inhibitör aktivitenin kaybı, protein agregasyonu, proteolize artmış/azalmış

yatkınlık, reseptör aracılıklıendositozun bozulması, gen transkripsiyonundaki değişimler,

immünojen aktivitedeki artışolarak sıralanabilir.

Protein oksidasyonu reaksiyonlarıilk defa Swallow (26), Garrison (27) ile

Shuessler ve Schilling (28) adlıaraştırmacıların çalışmalarıyla aydınlatılmaya başlanmıştır.

Bu araştırmacılar protein oksidasyonuna yol açan ana mekanizmanın polipeptid

omurgasındaki çeşitli amino asitlerin α-karbon atomlarından OH. (hidroksil) radikalinin

etkisiyle hidrojen atomunun çıkarılmasısonucunda başladığınısaptamışlardır.

Proteinlerde yapısal değişikliğe yol açan başlıca moleküler mekanizmalar protein

karbonil (PCO) oluşumu (29-32) ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu,

protein tiyol (P-SH) gruplarının kaybı(33, 34), nitrotirozin (NT) (35-37) ve ileri

oksidasyon protein ürünlerinin (AOPP) (38, 39) oluşumu olarak sıralanabilir.

Reaktif türevlerin doğrudan proteinler (primer modifikasyon reaksiyonları),

şekerler ve lipitlerle reaksiyona girmesi sonucunda oluşan ürünler, tekrar proteinler ile

reaksiyona girerek sekonder modifikasyon reaksiyonlarına yol açmaktadır. Reaktif türevler

ya peptit bağlarıile ya da amino asit yan zincirleri ile reaksiyona girer (Şekil 2).

Şekil 2: Protein karbonil oluşumuna yol açan primer modifikasyon reaksiyonları(40).
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Polipeptit omurgasındaki α-karbon atomundan OH. radikali ile α-hidrojen atomunun

çıkarılmasısonucunda amino asit bakiyesi karbon merkezli radikal haline dönüşür (Şekil 2,

Reaksiyon c). Bu reaksiyona yol açan OH. radikali suyun radyolizinden (x ve γ ışınlarıyla)

veya H2O2’in metal katalizli yıkımından açığa çıkar (reaksiyon a ve b). Oluşan karbon

merkezli radikal moleküller oksijen ile hızlıbir şekilde reaksiyona girerek (reaksiyon d)

daha sonra alkilperoksidi verecek olan alkilperoksil radikal ara ürününü oluşturur.

Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyon h) üzerinden hidroksi protein türevini verir

(reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarının pek çoğunda Fe++ ve Cu+ varlığında HO2
. ile

etkileşim önem taşır (reaksiyon e, g, i ). Bu metabolik yolda oluşan alkil, alkilperoksil, ve

alkoksil radikal ara ürünleri aynıveya farklıprotein molekülündeki R yan zincirleri ile, yan

reaksiyonlar ile etkileşerek yeni karbon merkezli radikallerin oluşumuna yol açar. Oluşan

bu yeni karbon merkezli radikaller ile yukarıdaki reaksiyonlar tekrarlanır. Oksijen

yokluğunda (reaksiyon d) gerçekleşmez. Oluşan karbon merkezli radikal diğer bir karbon

merkezli radikal ile etkileşerek protein-protein çapraz bağlarının oluşumuna yol açar

(Şekil 2). Alkoksil radikalinin oluşumu (Şekil 2, Reaksiyon h ve g) peptit bağının diamit

veya α-amidasyon metabolik yollarıile ayrılmasına neden olur.

PCO (protein karbonil) oluşumuna yol açan sekonder modifikasyon reaksiyonları;

proteinlerin karbonhidrat ve lipid oksidasyon ürünleri ile reaksiyonlarınıiçermektedir

(Şekil 3). Lipid peroksidasyonu sırasında oluşan aldehitler (4-hidroksi-2-nonenal,

malondialdehit), indirgen şekerler veya bu şekerlerin oksidasyon ürünlerinin proteinlerdeki

lizin amino asitleri ile reaksiyonu (glikasyon ve glikoksidasyon reaksiyonları) sonucu

oluşan reaktif karbonil türevleri (ketoaminler, ketoal-dehitler, deoksiozonlar) protein

yapısına karbonil gruplarının katılmasına yol açar (40). Lipitlerden türevlenen aldehitler

veya otooksidasyona uğramışşekerler Schiff bazıoluşumu yolu ile proteinlerdeki amino

gruplarına bağlanır.

2.2.1.1.1. Tiyol Gruplarının Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarının oksidasyonuna yol açtığı

gösterilmiştir (33, 34). Sisteinin –SH grubu oksidatif atağa oldukça yatkındır ve –SH

gruplarından değişik mekanizmalarla oluşan tiil radikali (-S.) proteinlerdeki disülfit

bağlarının oluşumuna öncülük eder (29). –SH gruplarının disülfitlere ve oksiasitler gibi

diğer oksitlenmiştürevlere dönüşümü, radikal aracılıklıprotein oksidasyonunun en erken
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gözlenebilen belirtisidir (41). Birçok araştırmacıgrubu elektron paramanyetik rezonans

tekniği kullanarak peroksinitritin tiyol gruplarıile reaksiyonu sonucu tiil radikallerinin

oluştuğunu göstermiştir. Tiyol gruplarının diğer bir oksidasyon şekli 4-Hidroksinonenal’in,

proteinlerdeki –SH gruplarına Michael reaksiyonu sonucunda tioeter bağıyla

bağlanmasıyla gerçekleşmektedir. Michael reaksiyonu geri dönüşümlü bir reaksiyondur

(40, 41) (Şekil 3B).

Şekil 3: Glikasyon, glioksidasyon ve poliansatüre yağ asitlerinin (PUFA)

peroksidasyon ürünleri ile proteinlerin reaksiyonlarısonucu, protein karbonil gruplarının

oluşu-mu (Sekonder modifikasyon reaksiyonları) (40).

A:Şekerlerin proteinlerdeki lizin amino grupları(P-NH2) ile reaksiyonu

B: Michael tipi katılma reaksiyonu ile 4-hidroksi-2-nonenal’in proteinlerdeki lizin

P-NH2), histidin (P-His), veya sistein (P-SH) bakiyelerine bağlanması

C: Proteinlerdeki amino gruplarıile lipit peroksidasyon ürünü malondialdehitin

reaksiyonu



2.2.1.1.2. İleri Oksidasyon Protein Ürünlerinin Oluşumu

Son zamanlarda protein oksidasyonunun yeni bir belirteçi olan ileri oksidasyon

protein ürünleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) çeşitli araştırmacıların

dikkatini çekmeye başlamıştır (38, 39, 42). AOPP, ditirozin içeren çapraz bağlıprotein

ürünleri olarak tanımlanmaktadır (38). Diğer taraftan AOPP’nin yapısal olarak ileri

glikasyon son ürünlerine benzediği bildirilmektedir (39).

AOPP protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarlıbir belirteçtir (38,

39). Witko-Sarsat ve arkadaşları(43) tarafından yapılan çalışmada, AOPP düzeylerinin,

protein oksidasyonunun göstergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon son ürünü olan

pentozidin düzeyleri ile korelasyon gösterdiği, fakat lipit peroksidasyon marker’ıolan

tiyobarbütirik asit ile reaksiyona giren maddelerle korelasyon göstermediği bildirilmiştir.

2.2.1.2. Lipid Peroksidasyonu

Biyolojik membranların yapısında bulunan çoklu doymamışyağasitleri (PUFA) ve

kolesterol, çoğunlukla biyolojik sistemlerin ürünü olarak meydana gelen oksitleyici

ajanların tesirine maruz kalarak doğal yapılarını kaybederler ve lipid peroksitlerine

dönüşürler. Lipid peroksidasyonu enzim gerektirmeyen ve ileri safhalarında yeni serbest

radikal oluşumunu ve/veya ara lipid hidroperoksit ürünlerinin meydana gelmesi ile

karakterizedir. Lipid peroksidasyonunun başlangıç aşamasıbir PUFA’nın metilen karbon

hidrojenine bir serbest radikalin saldırısıile başlar (Şekil 4, A). Oluşan lipid radikali

moleküler oksijenin ile reaksiyona girerek peroksil radikalini meydana getirmek üzere

değişime uğrar ( Şekil 4, G). Bu şekilde oksidan özellik kazanmışlipid molekülü

antioksidanların durumuna göre diğer yağasitlerine etki ederek lipid hidroperoksitlerin

oluşumuna aracılık eder. Bu süreç sonunda malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal

(HNE) gibi son derece toksik ve proaterojenik moleküller meydana gelir (44-46).

Lipid peroksidasyonu membran içeriğinin polimerizasyonuna sebep olur (47).

Membrandaki poliansature yağasitlerinin serbest radikallerin etkisiyle oksidasyonu

sonucu oluşan oksidatif ürünler malondialdehit (MDA) yada 4-hidroksi-2 nonenal (4HNE)

gibi aldehitler ve diğer hidroksialkenaller meydana gelir. 4HNE ve diğer aldehitler gibi

toksik habercilerde moleküler seviyede oksidatif hasara arabuluculuk ederler. Bu oksidatif

ürünler proteinler ve nükleik asit gibi farklımakromoleküller ve düşük molekül ağırlıklı

tiyoller ve glutatyon ile reaksiyona girerler. Membrandaki bu hasar membran

akışkanlığının değişimine ve hücre deformasyonuna sebep olur.

11
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MDA Alkil Radikali Lipid Aldehit

Şekil 4: Lipid peroksidasyon mekanizması(20).
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Şekil 4 üzerinden gösterilen mekanizmada;

A : Başlama

B : Dien konjugasyonu ve serbest radikal stabilizasyonu

C : Moleküler oksijen saldırısı

D : Lipid peroksi radikali

E : Lipid endoperoksi radikali

F : Molekül içi düzenleme

G: Radikal zincir reaksiyonu ( Bu reaksiyonda oksidan özellik kazanan lipid

molekülü, diğer yağasitlerine etki ederek lipid peroksitlerin oluşumunu sağlarlar

(48, 49).

H: Lipid hidroperoksi parçalanması

reaksiyonlarınıgöstermektedir.

2.2.2. Antioksidan Sistem

Oksijenli solunum yapan organizmalarda metabolizmanın bir sonucu olarak serbest

radikaller denen reaktif atom veya bileşikler meydana gelir. Normal metabolizmada

çoğunlukla yıkıcıetkilere sahip olan bu radikallerin bertaraf edilmesi için antioksidan

savunma sistemleri mevcuttur. Hücre içinde oluşan detoksifikasyon işlemleri genellikle

enzimler tarafından gerçekleştirilir. Antioksidan sistemin enzimatik olmayan kısmınıise

bazıvitaminler ve spesifik proteinler oluşturur (Tablo 2). Normal şartlarda antioksidan ve

oksidan sistem arasında bir denge vardır (Şekil 5).



14

Şekil 5 : Serbest radikallerin oluşumu ve enzimatik detoksifikasyonu (50).

Bazıdurumlarda oksidatif stresin artmasıdengenin oksidan tarafa kaymasına yol

açar. Bu durum antioksidan sistemin yetersiz olmasıya da oksidan özelliğin artması

sebebiyle meydana gelebilir (51).

Tablo 2: Biyolojik sistemlerdeki antioksidan savunma sistemi (22, 23)

2.3. Sert Kabuklu Meyveler ve Fındık

Sert kabuklu meyveler besin değerleri yüksek, yağlıyiyeceklerdir. Pek çok sert

kabuklu meyvenin kalorisinin yaklaşık % 80’ i yağdan gelir ve bu yüzde içinde doymamış

yağasitleri ağırlıktadır. Tablo 3’ de bazısert kabuklu meyvelerin 100 gramında bulunan

yağasidi, E vitamini, arginin, metiyonin ve folik asit miktarlarıverilmiştir (52-54). Arginin

NO’ in öncü molekülü, metiyonin vaskülo-toksik özellik gösteren homosisteinin öncü

molekülü olması, folik asit ise homosisteinin metiyonine dönüşümü ve miktarıazaldığı

Enzimatik Enzimatik Olmayan
Süperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (KAT)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon
Peroksidaz (PLGSH-Px)
Glutatyon S-transferaz (GST)
Glutatyon redüktaz (GSSG-R)

Glutatyon (GSH) Albumin
α-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Askorbat (vit C) Transferin
β-Karoten Ferritin
Flavonoidler Laktoferrin
Ürat Melatonin
Bilirubin Sistein
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zaman tetrahidrobiopterin geri dönüşümünde yer alarak nitrik oksit sentaz disfonksiyonuna

neden olmasıile oldukça önemlidir.

Tablo 3: Bazısert kabuklu meyvelerin 100 gramında bulunan yağasidi, e vitamini, arginin
ve metiyonin miktarları(52-54).

Yapılan bir çok çalışmada plazma kolesterol düzeyleri üzerine sert kabuklu meyvelerin

(badem, ceviz, fındık gibi) tüketiminin etkileri değerlendirilmiştir (55). Günlük 84-100 g

sert kabuklu meyve tüketiminin serum total kolesterol düzeyini % 10-20 azalttığı

gözlenmiştir (56).

Sert kabuklu meyveleri haftada 1 kereden az tüketen insanlarla 1-4 kez tüketen

insanlar arasında karşılaştırma yapıldığında, haftada 1-4 kez tüketme ile koroner kalp

hastalıklarından ölme riskinin % 25 azaldığıgörülmüştür. Tüketim sıklığıhaftada 5 ya da

daha fazla olduğunda ise bu riskin % 50 oranında azaldığıbelirtilmiştir. Sert kabuklu

meyvelerin tüketimi sadece kalp hastalıklarına karşıkoruyucu değil, aynızamanda ömür

uzunluğuna da katkıda bulunmaktadır (57).

Yapılan literatür taramasına göre, badem ile yapılan 3 (50-100 g/gün), yer fıstığı

ile yapılan 2 (35-68 g/gün) ceviz ile yapılan ise 4 (40-84 g/gün) çalışmada kontrol diyeti ile

beslenenlere göre total kolesterolde % 2-16, LDL kolesterolde % 2-19 arasında bir düşüş

görülmüştür. Buna göre günde 50-100 g olmak üzere, haftada 5 kez ya da daha fazla sert

kabuklu meyve tüketimi, normolipidemik ve hiperlipidemik kişilerde total kolesterol ve

LDL kolesterolün anlamlıolarak azalmasına neden olmaktadır(57).

Son yıllarda yapılan birçok araştırma sert kabuklu meyveler sınıfından olan fındık

tüketiminin insan beslenmesi üzerinde olumlu etkilerinin olduğunu ortaya koymuştur (58).

Fındık bitkiler aleminde Fagales takımının Betulaceae familyasından Corylus

cinsine aittir. Fındık yağve protein açısından değerli bir kaynaktır. Yenebilen 100 g iç

Fındık Ceviz Badem Yer Fıstığı
DoymuşYağasidi (g) 4,6 3,36 3,88 6,83
Oleik asit (g) 48,63 8,8 33,3 23,8
Linoleik asit (g) 5,83 38,1 10,5 15,6
α-linolenik asit (g) 0,15 9,1 0,4 0
α-tokoferol (mg) 15,03 1,8 25,87 8,33
γ-tokoferol (mg) 0 28,48 0,89 0
Arginin (mg) 2211 2278 2495 3085
Metiyonin (mg) 221 236 227 317
Folik asit (ug) 113 100 70 173
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fındık, 55-66 g yağ, 11-15 g protein, 12-17 g karbonhidrat, 8-10 g lif içerir ve yaklaşık 650

kcal. enerji sağlar (59). Fındık yağıbileşimi üzerine yapılan çalışmalarda bileşimce

zeytinyağına benzediği ve tüm çeşitlerde de en fazla oleik asidin (18:1) bulunduğu ve bunu

sırayla linoleik (18:2), palmitik (16:0), stearik (18:0) ve linolenik (18:3) asitlerin izlediği

belirlenmiştir. Tablo 4’ te fındığın 100 gramında bulunan yağasitleri ve miktarları

verilmiştir (60).

Tablo 4: Fındığın 100 gramında bulunan yağasitleri ve miktarları(60).
Doymamışyağasitleri (g)Doymuşyağasitleri (g)

MUFA PUFA
14:0 16:0 18:0 toplam 16:1 18:1 20:1 toplam 18:2 18:3 toplam
0,12 3,12 1,27 4,6 0,21 48,63 0,1 49 5,83 0,15 6

Fındıkta bulunan protein miktarıbitkisel kaynaklıproteinler için önemli

sayılmaktadır, yüksek miktarda arginin içerirler. Fındık ve fındık yağıE vitamininin en iyi

doğal kaynağıdır. Her gün sadece 25-30 g fındık günlük E vitamini ihtiyacının tamamını

karşılamaktadır. Fındık ve fındık yağının vücutta karbohidrat, protein ve yağ

metabolizmasında düzenleyici rolü olan bazıB grubu vitaminler (B1, B2 ve özellikle B6

vitamini) için önemli bir kaynak olduğu saptanmıştır (58). Ayrıca kalsiyum, magnezyum,

fosfor ve potasyum başta olmak üzere iyi bir mineral kaynağıdır. Tansiyonu

dengelenmesinin yanısıra sodyum bakımından düşük fakat mineraller bakımından zengin

olan fındık ve fındık yağı, demir ve çinko için en iyi kaynaklardan biridir (58). Fındık ve

fındık yağının bir önemli özelliği de fındıkta bulunan sterollerden beta-sterol’ün

bağırsaktan kolesterolün emilimini azaltmasıdır (58, 60, 61). Fındıkta bulunan lif,

kolesterol öncü moleküllerinin ve glukozun emilimini azaltarak kan glukozunun ve

kolesterolün yükselmesinin önlenmesinde yardımcıolur. Folik asit, B2 ve B6 vitaminleri

koroner kalp hastalığıve sinir sisteminin işlevinin bozulmasında risk faktörü olan

homosistein düzeyinin yükselmesini önleyici etki yapar (61). Fındığın içerdiği yüksek

miktardaki E vitaminin LDL oksidasyonunu önleyerek koroner kalp hastalığıriskini

azaltıcıetkisi belirlenmiştir (61). Fındığın sağlıklıbeslenme açısından uygun niteliklere

sahip ve yüksek enerji sağlayan bir besin maddesi olmasının yanında son yıllarda yapılan

çalışmalarla fındıkta çok yüksek düzeylerde bulunan tekli doymamışyağasidi oleik asidin

(% 82 oleik asit, % 12 linoleik asit, % 15 palmitik asit ve % 1 stearik asit) kanda
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kolesterolün yükselmesini önlediği ve böylece kalp ve damar hastalıklarına karşıkoruyucu

etki gösterdiği tespit edilmiştir (58, 60, 62).

Araştırmalar göstermiştir ki doymuşyağoranının düşük ve MUFA oranının yüksek

olduğu diyetler plazma lipid düzeylerinin kontrolünde etkili olmaktadır. Fındıkta yüksek

oranda bulunan oleik asidin insanda kan şekerini düzenlediği, serum toplam kolesterol ve

apo B düzeylerini azalttığı, apo AI düzeyini arttırdığıgösterilmiştir (60). Bu etkiler

sonucunda düzenli fındık tüketiminin koroner kalp hastalığıriskini azaltacağıöngörülebilir

(58). Türk Kardiyoloji Derneğinin 2002 yılında yayınladığı“Koroner Kalp Hastalığı-

Korunma ve Tedavi Kılavuzu’ nda” fındık, MUFA (oleik asit) ve PUFA (linoleik asit), B

ve E vitamininden zengin bir besin kaynağıolarak sağlıklıbeslenme diyetinin bir parçası

olarak yer almaktadır (58). Durak ve ark.’ nın yaptığıçalışmada sağlıklıbireylerin normal

diyetlerine günde kilogram başına 1 g olacak şekilde 30 gün boyunca fındık ilave

edilmiştir. 30. gün sonunda fındık tüketiminin toplam kolesterol, LDL kolesterol ve MDA

düzeylerini düşürdüğü, HDL kolesterol, trigliserid düzeylerini ve antioksidan potansiyelini

arttırdığıgözlenmiştir (7). Tavşanlar üzerinde yapılan bir çalışmada fındık yağının

hiperkolesterolemik diyetle beslenen tavşanlarda plazma ve eritrosit MDA ve konjuge dien

miktarlarınıdüşürdüğü saptanmıştır (63). Tavşanlar üzerinde yapılan başka bir çalışmada

fındık yağının hiperkolesterolemik diyetle beslenen tavşanlarda aort toplam kolesterol,

MDA ve konjuge dien düzeylerini düşürdüğü saptanmıştır (64).

Sözü edilen bu çalışmalar fındık ve fındık yağının kardiyovasküler hastalıklardan

korunmada ve tedavisinde büyük önem taşıdığınıgöstermektedir. Bu durum fındık ve

fındık yağında bulunan PUFA’ nden linoleik asitin kolesterol düzeylerini düşürücü etkileri

ile desteklenmektedir. Ancak PUFA’ nin vücutta serbest radikal oksidasyonuna yatkın

olmasınedeni ile aşırıtüketiminden kaçınılmasıgerektiği unutulmamalıdır. Özetle doymuş

yağasidi yönünden fakir, MUFA yönünden zengin, PUFA miktarıyeterli ve antioksidan

potansiyeli yüksek olan fındık ve fındık yağına günlük diyette (yağdan gelen enerjinin %

20’ sini geçmeyecek şekilde) yer verilmesi, aterosklerotik kardiyovasküler hastalıklardan

korunmada ve tedavisinde yararlıolacaktır (59).
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2.4. Hiperlipidemi ve Fındık

Dislipidemi lipoproteinin aşırıüretimini yada eksikliğini içine alan lipoprotein

metabolizma hastalığıdır. Bu tür hastaların toplam kolesterol LDL-kolesterol ve trigliserid

seviyelerinde artışyada HDL-kolesterol seviyesinde azalışgözlenmektedir. Ancak LDL-

kolesterol yüksekliği majör lipid anormalliğidir (65). LDL’ nin yüksek konsantrasyonu

eritrosit şekil bozukluğu ile ilişkilidir (66, 67). Ulusal kolesterol eğitim programının

(NCEP) belirlediği kolesterol ve trigiliserid değerleri verilmiştir (Tablo 5). Birkaç

çalışmada sert kabuklu meyvelerin, serum lipid seviyeleri ve sonradan gelişecek olan

koroner arter hastalığıüzerine yararlıetkiye sahip olduğu gözlenmiştir (68, 69). Schick ve

ark ve Vaya ve ark’larının yaptığıçalışmalarda hiperkolesterolemik şahıslarda membran

kolesterol konsantrasyonun arttığı gözlenmiştir (70, 71). Kolesterol oranıartmış

membranlarda hücre deformasyonu artar ve bu durum aterosklerozun ilerlemesine neden

olabilir (72, 73).

Tablo 5: NCEP ATP III kolesterol ve trigliserid sınıflaması(74).

mg/dL mmol/L

LDL-kolesterol
Optimum <100 < 2.6
Optimuma yakın 100-129 2.6-3.3
Sınırda yüksek 130-159 3.4-4.11
Yüksek 160-189 4.12-4.89
Çok yüksek ≥190 ≥4.9

Toplam kolesterol
Normal <200 < 5.2
Sınırda yüksek 200-239 5.2-6.18
Yüksek ≥240 ≥6.2

HDL-kolesterol
Düşük < 40 <1.0
Yüksek ≥60 ≥1.6

TG
Normal <150 <1.7
Sınırda yüksek 150-199 1.7-2.2
Yüksek 200-499 2.3-5.63
Çok yüksek ≥500 ≥5.64



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanılan Cihaz ve Malzemeler

Otoanalizör (ROCHE/HITACHI Modüler Sistem, DPP)

Nefolometre (DADE BEHRING, BN II)

Santrifüj (EPPENDORF 5810)

Mikrosantrifüj (BECKMAN COULTER, Microfuge 18 Centrifuge)

Spektrofotometre (SHIMADZU, UV-1601 UV/Visible Spectrophotometer)

Sıcaklık ayarlayıcısı (SHIMADZU)

Mikroplate okuyucusu (VERSAmax)

HPLC (AGILENT 1100)

HPLC Kolonu (ZORBAX ECLIPSE XDB-C18)

Diyaliz Torbası (SIGMA, D 9777)
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3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler

Albümin (Sığır serumundan, AppliChem, F-9252)
Hidroklorik asit (HCI) (Carlo Erba,%37,d = 1.186,7647-01-0)
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (Disodyum tuzu, CARLO ERBA)
Folin-Ciocalteu’s Fenol rektifi (2N,SIGMA)
Fosforik Asit (%85, MERCK)
Metanol (HPLC saflığında, MERCK)
Sodyum Di Hidrojen Fosfat (MERCK)
Sodyum Hidroksit (MERCK)
Sodyum bikarbonat (MERCK)
Sodyum Karbonat (MERCK)
Sodyum potasyum tartarat (MERCK)
2-tiobarbütirik asit (SIGMA)
Tris (hidroksimetil)-aminometan (MERCK)
Troloks (56510, FLUKA)
Sodyum bi Fosfat (MERCK)
Sodyum Klorür (MERCK)
Sülfürik asit (CARLO ERBA)
Bakır sülfat (SIGMA)
Bütillenmişhidroksi tolien (SIGMA)
Asetik asit (MERCK)
Potasyum di hidrojen fosfat (MERCK)
Potasyum bi hidrojen fosfat (MERCK)
DTNB (SIGMA)
N-asetil sistein (SIGMA)
Potasyum klorür (MERCK)
Potasyum iyodür (TEKNİK KİMYA)
Ksilenol oranj (MERCK)
Gliserol (BİRKA)
Demir 2 amonyum sülfat (MERCK)
O-dianizidin dihidroklorür (SIGMA)
Hidrojen peroksit (MERCK)
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3.2. Metod

3.2.1. Deneyin Planlanmasıve Numunelerin Toplanması

Bu çalışma NCEP ATP III kriterlerine göre ilaç tedavisi gerektirmeyen

hiperkolesterolemik gönüllü şahıslar üzerinde yapılmıştır. Çalışmada yaşları27 ile 59

arasında değişen 13 bay, 2 bayan toplam 15 kişi yer almıştır. Çalışma grubunu oluşturacak

kişilerin çalışmaya başlanmadan önce lipid profilleri tespit edilerek hiperlipidemik olup

olmadıklarıbelirlenmiştir. Koroner arter hastalığı, hipertansiyon, diabet, obezite ve başka

sistemik hastalıklarıolanlar ve düzenli ilaç kullananlar çalışma grubuna dahil edilmemiştir.

Şahıslara, ölçülen vücut kitle indeksi, vücut ağırlığıve yağyüzdelerine göre, ideal

sınırlara gelebilmeleri için başlangıçtan itibaren bir ay boyunca kontrol diyeti

uygulanmıştır (II.dönem). Takip eden ikinci bir aylık periyotta diyetlerine enerji

ihtiyacının % 20’ sini karşılayacak şekilde fındık eklenmiştir (III.dönem). Yenmesi

gereken günlük fındık miktarının yarısısabah saat 10.00-11.00 arasında, diğer yarısıda

öğleden sonra saat 15.00-16.00 arasında olmak üzere ikiye bölünerek tüketilmiştir. Son

periyotta ise fındıksız kontrol diyeti uygulanmıştır (IV.dönem). Bireylerden çalışmanın

başlangıcında (I.dönem), 30.günde, 60.günde ve 90. günde kan alınmıştır.

Bir gecelik (12 saatlik) açlık dönemini takiben bireylerden antikoagülansız ve

1mg/mL EDTA içeren antikoagülanlı vakumlu tüplere yaklaşık 20 mL venöz kan

alınmıştır. Tüpler 3000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilerek serum ve plazmalar elde

edilmiş, günlük analizler dışında kullanılacak örnekler – 80 oC’de saklanmıştır.

3.2.2. Biyokimyasal Analizler

Serum total kolesterol (TK), trigliserid (TG), HDL-kolesterol (HDL-K), LDL-

kolesterol (LDL-K) tayinleri ROCHE/HITACHI Modüler Sistem otoanalizöründe orijinal

kitleri kullanılarak gerçekleştirildi. Apolipoprotein AI (ApoAI) ve apolipoprotein B

(ApoB) tayinleri nefolometre (DADE BEHRING, BN II) cihazıile monoklonal

immünopresipitasyon prensibine dayanılarak yapılmıştır.
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Otoanalizörlerde tayin edilen tüm parametreler günlük kalite kontrol

uygulamalarının ardından yapılmıştır.

3.2.3.Osmotik Frajilite

Bu test izoosmotik sodyum klorür konsantrasyonundan başlanarak (% 0,9), giderek

azalan osmolaritedeki tuz konsantrasyonuna sahip ortama konan eritrositlerin hemoliz

olma oranının ölçümüne dayalıdır. Normalde hemoliz yaklaşık % 0,7 lik NaCI

konsantrasyonunda başlar ve % 0,4 lük NaCI’de hemoliz % 100 dür (75).

Kullanılan Çözeltiler

10 mM Sodyum Fosfat Tamponu: 0,5199 g NaH2PO4 . 2H2O ve 1,7848 g

Na2HPO4 . 7H2O tartılıp 750 mL de çözüldü ve pH’sı7,4’e ayarlandı. Daha sonra son

hacim 1L’ye tamamlandı.

% 0,1 , 0,2 , 0,3 , 0,35 , 0,4 , 0,45 , 0,5 , 0,55 , 0,6 , 0,7 , 0,9 luk NaCI çözeltileri bu

tampon ile hazırlandı.

Deneyin Yapılışı

Osmotik Frajilite Dacie ve Lewis (75) tarafından tanımlanan yönteme göre yapıldı.

Eritrosit paketinin hacmi ile 10 mM sodyum fofat tamponunda hazırlanmışfarklı

konsantrasyonlardaki NaCI ( % 0 , 0,1 , 0,2 , 0,3 , 0,35 , 0,4 , 0,45 , 0,5 , 0,55 , 0,6 , 0,7 ,

0,9 ) çözeltisinin hacmi 1:200 olacak şekilde koyuldu. Daha sonra tüpler kibarca ters düz

edilerek karıştırıldı. 25oC’da 30 dk. bekletildikten sonra 1500 x g de 10 dk santrifüj edildi

ve 540 nm deki absorbanslarıkaydedildi. Aynıişlemler suya görede yapıldıve bulunan

değere göre % hemoliz olma oranlarıhesaplandı.
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3.2.4. Eritrosit Membran (GHOST)’ının Elde Edilmesi

Eritrosit membranlarının elde edilmesi H.Hamaguchi ve H. Cleve’ın eritrosit

ghostu elde etme yöntemi modifiye edildi (76). 120 mL kan 3000 rpm’de 10 dk. ve 4oC’de

yüksek devirli soğutmalısantrifüjle santrifüjlendi. Üst kısmında kalan plazma ve lökosit

tabakasısu trompu ile alındı. Daha sonra eritrositler, % 0,9 NaCI-5 mM Tris-SO4

( pH = 7,4) tamponu kullanılarak üç kez süspansiyon yapıldı. Her süspansiyon 3000

rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. Bu yıkama işlemi sonucunda yaklaşık 30-40 mL eritrosit

paketi elde edildi. Eritrosit paketleri yaklaşık 5 hacim 10 mM Tris-0,1 mM EDTA-SO4

( pH = 7,4) ile süspanse edildi. İlk süspansiyon 13000 rpm’de 20 dk. santrifüjlendi. Bu

şekilde eritrositler hemoliz edilmişoldu. Daha sonra yine aynıtampon kullanılarak yapılan

süspansiyonlar 20000 rpm’de 10’ar dakika santrifüjlendi. Bu şekilde 5-7 kez yıkama işlemi

yapılarak hemoglobin uzaklaştırılmışoldu.

Kullanılan Çözeltiler

1.% 0,9 NaCI-5mM Tris-H2SO4 (pH = 7,4)

9 g NaCI, 1000 mL deiyonize suda çözüldü. Böylece izotonik çözelti hazırlanmış

oldu. 0,606 g Tris, 750 mL izotonik çözeltide çözüldü. 0,5 M H2SO4 ile pH 7,4’e

ayarlandı. Son hacim yine izotonik çözeltiyle 1000 mL’ye tamamlandı.

2.10 mM Tris-0.1 mM EDTA-H2SO4 (pH = 7,4)

1,211 g Tris ve 0,037 g EDTA 750 mL’ye kadar deiyonize suda çözüldü. 0,5 M

H2SO4 ile pH 7,4’e ayarlandı.Daha sonra son hacim 1000 mL tamamlandı.

3.2.5.GHOST’un Diyalizi

Eritrosit mebran’ında diyaliz EDTA’yıve diğer safsızlıklarıuzaklaştırmak

amacıyla yapıldı. Diyaliz işleminde selüloz membrandan yapılmışdiyaliz torbası(Sigma,

D 9777) kullanıldı. Yarıgeçirgen bir zar olan diyaliz torbasıEDTA ve küçük moleküllerin

dışarıçıkmasına izin verirken tamponun da içeri girmesini sağlar. Bunun sonucu olarak ta
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diyaliz sırasında membran yüzey alanıartar. Denge konsantrasyonuna erişildiğinde,

çözünenlerin dağılımıher iki yönde de aynıolmaktadır (77).

Kullanılan Çözeltiler

1. 10 mM EDTA-10 mM PBS, pH 7,4: 4,36 g Na2HPO4 .2H2O, 1,86 g NaH2PO4,

0,148 g Na2EDTA bir miktar % 0,9’luk NaCl çözeltisinde çözüldü. pH’sıkontrol

edildi ve son hacim % 0,9’luk NaCl çözeltisi ile 4 L’ye tamamlandı.

2. 10 mM PBS,pH 7,4: EDTA hariç çözelti 1’deki gibi hazırlandı.

3. 100 mM NaHCO3-10 mM Na2EDTA, pH 7,4: 8,4 g NaHCO3 ve 3,722 g

Na2EDTA bir miktar deiyonize suda çözüldü. pH’sıHCl ile 7,0’a ayarlandı.

Deiyonize su ile hacim 1 L’ye tamamlandı.

Diyaliz Torbalarının Hazırlanışıve Diyalizin Yapılışı

Diyaliz torbalarıyaklaşık 10-15 cm ebatlarda kesildi, 100 mM NaHCO3
-10 mM

Na2EDTA (pH 7,4) çözeltisi içerisinde, 60oC’de 2 saat boyunca sürekli ve yavaşça

karıştırılarak açılmasısağlandı. 10 mM EDTA-10 mM PBS ( pH 7,4) çözeltisi ile yıkandı

aynıçözelti içinde 4oC’de saklandı.

Elde edilen GHOST’lar (SDS ile bir gece 4oC de bekletildi) 1,5 mL’lik

ephendoflara yerleştirildikten sonra kapaklar kopartıldıve ağızlarıküçük lastikler

yardımıyla diyaliz torbalarıyla kapatıldıve kapak kısmıaşağıyönde olacak şekilde 10 mM

EDTA-10 mM PBS (pH 7,4) tamponu ile 12 saat, daha sonra 10 mM PBS (pH 7,4)

tamponu ile yine 12 saat her 3-4 saatte bir tamponlar değiştirilerek, 4oC’de, karanlıkta ve

sürekli karıştırılarak diyaliz edildi. İlk aşamada EDTA’lıtampon kullanılmasının nedeni

diyaliz sırasında geçen uzun sürede meydana gelebilecek oksidasyona engel olmaktır.

3.2.6. GHOST’ta Protein Tayini

İzole edilen GHOST’ta protein tayini Lowry metodu (78) ile yapıldı. Bu metodun

prensibi proteinin ilk önce alkali ortamda bakır iyonlarıile muamele edilmesine ve daha

sonra Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifinin (Fosfotungstik-fosfomolibdik asit) bakır ile
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muamele edilmişproteinlerde yer alan tirozin ve triptofan amino asitleri tarafından

indirgenmesi esasına dayanır. Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifinin protein ile reaksiyonu

sonucu oluşan mavi rengin optik dansitesi spektrofotometrede 660 nm’ de ölçülür.

Kullanılan Çözeltiler

1. Reaktif I : %2 Cu2SO4.5H2O: 2 g Cu2SO4.5H2O bir miktar distile suda çözülüp

hacmi distile su ile 100mL’ye tamamlandı.

2. Reaktif II: %2 Sodyum Potasyum Tartarat: 2 g Sodyum potasyum tartarat bir

miktar distile suda çözülüp hacmi distile su ile 100mL’ye tamamlandı.

3. Reaktif A: 0,1 N NaOH çözeltisinde %2 Na2CO3: 2 g Na2CO3, 100mL 0,1 N

NaOH çözeltisinde hazırlandı.

4. Reaktif B: Alkali Bakır Reaktifi: Reaktif I, Reaktif II, Reaktif A sırasıile

1:1:100 oranında karıştırıldı, taze hazırlandı.

5. Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi: 2 N Folin reaktifi 1:1 oranında distile su ile

seyreltildi, taze hazırlandı.

6. Standartlar: Sığır Serum Albümini: 0,02 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL,

0,15 mg/mL, 0,2 mg/mL konsantrasyonlarında albümin standartlarıhazırlandı.

Deneyin Yapılışı

Lowry metodunun hassasiyeti 2-100 μg arasındadır. Bu nedenle GHOST 20 kat

distile su ile seyreltilmiştir. Arkadaki tabloya göre pipetlemeler yapılıp 660 nm’ de

absorbanslarıokunarak standart grafik yardımıyla sonuçlar bulunmuştur (Şekil 6).
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Kör (L) Standart (L) Numune (L)

Distile Su 200 - 180

Standart - 200 -

Numune - - 20

Reaktif B 1000 1000 1000

Vorteksle karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 10 dk. bekletildi.

Folin reaktifi (1N) 100 100 100

Vorteksle karıştırıldıktan sonra oda sıcaklığında 30 dk. bekletildi.

660 nm’ de absorbanslarıokundu.

y = 1,2755x + 0,005

R2 = 0,9968
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Şekil 6: Protein Standart Grafiği

3.2.7. GHOST’ta MDA tayini

Young ve Trimble’ın (79) metoduna göre, lipid peroksidasyon ürünü olan

malondialdehit (MDA)’ in tiyobarbitürik asitle ısıtılmasıyla oluşan kompleksin 536 nm de

uyarılmasıve 555 nm yaydığıışığın HPLC de floresan detektörle ölçülmesi esasına

dayanır.
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Kullanılan Çözeltiler

1. % 0,2’lik BütillenmişHidroksi Toluen (BHT) : 0,02 g BHT 10 mL saf alkolde

çözülür.

2. 0,46 M Fosforik asit: % 85’lik fosforik asitten 1,551 mL alınıp 50 mL’ye

tamamlanır.

3. % 0,6’lık Tiyobarbitürik asit: 0,3 g TBA 50 mL deiyonize suda ısıtılarak

çözülür. 50 mL glasiyel asetik asit eklenir.

4. 1 M NaOH: 4 g NaOH 100 mL deiyonize suda çözülür.

5. 25 mM fosfat tamponu, (pH = 6,4): 2,9368 g KH2PO4 ve 0,5958 g K2HPO4 1 L

HPLC saflığında suda çözülür. pH’sı6,4’e ayarlanır.

Deneyin yapılışı:

100 µL standart ve numune tüplere pipetlenir. Ve üzerlerine 10 µL % 0,2 lik BHT

ve 600 µL 0,46 M fosforik asit pipetlenir. Vortekslenip oda sıcaklığında 10 dk.

bekletilir.Tüplere 200 µL % 0,6 lık TBA eklendikten sonra tekrar vortekslenir ve 90 oC’de

su banyosunda 30 dk. ısıtılır ve 30 dk.’nın sonunda tüpler soğutulur. Ependorflara 400 µL

numune ve standart konulduktan sonra üzerine 720 µL metanol pipetlenir.Ardından 80 µL

1 M NaOH eklenerek asidin nötralleşmesi ve proteinlerin çökmesi sağlanır.

Mikrofüjde 5 dakika santrifüj edilir.Süpernatan viallere konulur ve HPLC ye

verilir.

Akışhızı: 1 mL/dak Kolon: C18 kolon

Enjeksiyon : 40 µL Mobil Faz: tampon:metanol (65:35)

Sıcaklık :45 0C Detektör: floresan detektör (Ex:536, Em:555)

Hazırlanan standartlara göre yapılan standart grafiğinden numunelerin

konsantrasyonlarıhesaplandı.
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3.2.8. Eritrosit Membran Proteini Tiyol Seviyesinin Belirlenmesi

Tiyol seviyesini belirlemek için Sedlak ve arkadaşlarının kullandığımethod (80)

uygulandı. Bu yöntem 412 nm’de spektrofotometrik okumaya dayalıdır.

Kullanılan Çözeltiler

1. 0,2 M Tris Tamponu, (pH = 8,2) : 24,228 g Tris tartıldıve 750 mL distile suda

çözüldü. pH’sı0,2 M NaOH ile 8,2 ye getirildi ve son hacim 1L ye tamamlandı.

2. 0,01 M 5,5’-ditiyobis ( 2-nitrobenzoik asit): 0,1982 g 5,5’-ditiyobis ( 2-

nitrobenzoik asit) tartıldıve metanolde çözülüp son hacim 50 mL ye tamamlandı.

3. Metanol: Saf metanol kullanıldı.

4.Standartlar: 1 mM , 0,5 mM, 0,250 mM ve 0,125 mM konsantarsyonlarına sahip

N-asetil sistein standartlarıhazırlandı.

Deneyin Yapılışı

Arkadaki tabloya göre tüplere pipetlemeler yapılıp 412 nm’de absorbansları

okunarak elde edilen standart grafiğine göre hesaplamalar yapıldı(şekil 7).
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Numune Körü (μL) Standart (μL) Numune (μL)

Tris tamponu 800 750 750

Standart - 250 -

Numune 250 - 250

DTNB - 50 50

Metanol 3950 3950 3950

15 dk. içinde renk gelişti ve tüpler oda sıcaklığında 3000xg’de 15 dk. santrifüj edildi.

412 nm’de absorbanslarıokundu.

y = 0,0001x + 0,0132
R2 = 0,994
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Şekil 7: Tiyol grubu standart grafiği

3.2.9. İleri Okside Protein Ürünü

İleri oksidasyon protein ürün seviyesini belirlemek için Witko ve arkadaşlarının

kullandığımethod (81) bazıdeğişikliklere uğratılarak uygulandı. Bu yöntem 340 nm’de

spektrofotometrik okumaya dayalıdır.
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Kullanılan Çözeltiler

1.PBS, (pH = 7,4): 16 g NaCI , 0,4 g KCI , 0,4 g KH2PO4, 4,338 g Na2HPO4 .

7H2O tartılıp 1750 mL distile suda çözüldü ve pH sı7.4’e getirildikten sonra son

hacim 2 L ye tamamlandı.

2.1,16 M KI: 9,628 g KI tartıldıve distile suda çözülüp hacmi 50 mL ye

tamamlandı.

3.Asetik asit: Saf olarak kullanıldı.

Deneyin Yapılışı

ELISA kuyucuklarına aşağıdaki tabloya göre pipetlemeler yapılıp 340 nm’ de

absorbanslarıokunarak 261 mM-1 molar absorbtivite katsayısıdeğerine göre hesaplama

yapılmıştır.

Kör (μL) Numune (μL)

PBS 2000 1600

Numune - 400

KI 100 100

2 dk. bekletildi.

Asetik asit 200 200

340 nm’de absorbanslarıokundu.

3.2.10. Toplam Oksidan Kapasite

Toplam oksidan kapasiteyi belirlemek için Özcan EREL’in oluşturduğu

kolorimetrik bir method (82) kullanıldı. Bu method asidik ortamda farklıoksidan türleriyle

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

değişiminin 590 nm’de okunmasına dayalıdır.
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Kullanılan Çözeltiler

1. Reaktif 1

25 mM H2SO4: 1,3873 mL % 96’lık (d= 1,84 g/cm3) H2SO4 distile suda çözülüp

hacmi 1L tamamlandı.

0,114 g ksilenol oranj, 8,19 g NaCI, 98,9 mL gliserol 25 mM H2SO4 ile çözülüp

hacmi 1 L tamamlandı.

2.Reaktif II

0,098 g (NH4)2Fe(SO4)2 , 0,1586 g o-dianizidin dihidroklorür tartıldıve 25 mM

H2SO4ile çözüldü ve son hacim 50 mL ye tamamlandı.

3.Standartlar: 3,125 , 6,25 , 12,5 , 25 , 50 ve 100 μmol H2O2 Eq/L olacak şekilde

hazırlandı.

Deneyin Yapılışı

ELISA kuyucuklarına aşağıdaki tabloya göre pipetlemeler yapılıp 590 nm’de

absorbanslarıokundu ve elde edilen A1 değeri A2 değerinden çıkarıldı. Bu absorbans

değerine karşılık gelen konsantrasyon miktarıelde edilen standart grafiğinden hesaplandı.

(şekil 8).

Kör ( μL) Standart (μL) Numune (μL)

Reaktif I 225 225 225

Distile su 35 - -

Standart - 35 -

Numune - - 35

A1: 590 nm’de ilk okuma yapıldı.

Reaktif II 11 11 11

A2: 590 nm dalga boyunda 3. ve 4. dk.’lardaki ikinci okuma yapıldı.
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Şekil 8 : Toplam oksidan kapasite için standart grafiği

3.2.11. Toplam Antioksidan Kapasite

Fenton reaksiyonun sonucu hidroksil (OH.) radikalinin üretimi ile başlatılan etkili

serbest radikal reaksiyonlarında oluşan renkli dianizidil radikalinin 444 nm’de

spektrofotometrik ölçümüne dayalıbir yöntemdir (83).

Kullanılan Çözeltiler

1.Reaktif I

75 mM HCI asit: 6,41 mL HCI asit alınıp son hacim distile su ile 1000 mL ye

tamamlandı.

75 mM KCI: 5,591 g KCI tartıldıve distile su ile çözülüp son hacim 1000 mL ye

tamamlandı.

800 mL KCI ve 200 mL HCI çözeltisi karıştırıldı.( pH 1,8).

10 mM o-dianizidin dihidroklorür: 3,17 g o-dianizidin dihidroklorür yukarıda

oluşturulan karışım ile çözüldü ve son hacmi 1000 mL ye tamamlandı.

45 μM Fe(NH4)2(SO4)2 . 6H2O: 0,01764 g Fe(NH4)2(SO4)2 . 6H2O tartıldıve içine

o-dianizidin dihidroklorür eklenmişolan karışım çözettisine eklenip çözüldü ve son

hacim 1000 mL ye tamamlandı.

2.Reaktif II

y = 378.36 x - 2.53 r = 0,995
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7,5 mM H2O2: 0,641 mL H2O2 yukarıda oluşturulan KCI + HCI (800 mL + 200

mL) karışımında çözülüp son hacmi 1000 mL ye tamamlandı.

3.Standartlar: 2 mM, 1 mM, 0,5 mM ve 0,25 mM konsantrasyonlara sahip troloks

satandartlarıhazırlandı.

Deneyin Yapılışı

ELISA kuyucuklarına aşağıdaki tabloya göre pipetlemeler yapıldı. Reaktif I

eklendikten sonra 444 nm de yapılan okuma reaktif II eklendikten sonra 444 nm de yapılan

okumadan çıkarılarak elde edilen absorbans değerine karşılık gelen konsantrasyon değeri

aşağıdaki standart grafiğinden hesaplandı(Şekil 9).

Kör Standart Numune

Distile su 5 μL - -

Standart - 5 μL -

Numune - - 5 μL

Reaktif I 200 μL 200 μL 200 μL

R1: 444 nm de ilk okuma yapıldı.

Reaktif II 10 μL 10 μL 10 μL

R2: 444 nm de 3 yada 4. dk’larda ikinci okuma yapıldı.

y = -0,0776x + 0,4002

R2 = 0,9874
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Şekil 9: Toplam antioksidan kapasite için standart grafiği
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3.3. İstatistiksel Analizler

Her dört döneme ait değerler aritmetik ortalama ve standart sapma (X ± SD) olarak

ifade edildi. Parametrelerin normal dağılıma uygunluğu “Kolmogorov-Simirnov” testi

yapılarak belirlendi. Normal dağılıma uyan parametreler “Tekrarlıölçümlerde tek yönlü

varyans analizi” yapılarak değerlendirildi. Normal dağılıma uymayan parametrelere önce

“Friedman” testi uygulandı. Grup içi parametreler arasındaki ilişki ve yüzde değişimler

arasındaki ilişki “Pearson” veya “Spearman” korelasyon testi kullanılarak incelendi.

p<0,05 değerleri istatiksel olarak anlamlıkabul edildi. “Tekrarlıölçümlerde tek yönlü

varyans analizi” yapılarak değerlendirilen parametreler için “F” değerleri, “Friedman” testi

uygulanan parametreler için “χ2” değerleri verilmiştir.



4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Çalışma grubuna ait demografik veriler tablo 6’ te sunulmuştur. Çalışmada yer alan

bireylerin vücut kitle indeksleri ve vücut ağırlıkları60. ve 90. günde 30. güne göre anlamlı

olarak azaldığıgözlendi ( Fkg = 25,467 ,Pkg = 0,001)( FBMI = 22,946, PBMI = 0,001).

Tablo 6: Çalışma grubuna ait demografik veriler.

4.2. Rutin Biyokimyasal Parametre Bulguları

Çalışma grubuna ait rutin biyokimya parametreleri tablo 7’te görülmektedir.

Kolesterol, LDL-K ve ApoB-1 değerlerinde başlangıca göre diğer zaman dilimlerinde

meydana gelen azalışistatistiksel olarak anlamlıiken trigliserid ve ApoA-1 değerlerinde

başlangıç, 30.gün, 60.gün ve 90.gün numunelerinde istatistiksel olarak anlamlıbir değişim

gözlenmedi. HDL-K değerleri, 60. günde, başlangıç ve 30. gün’lere göre anlamlıyüksek

bulundu.

Vücut Ağırlıkları(kg)

0. gün 30.gün 60.gün 90.gün
Yaş

(yıl)

Cinsiyet

(E/K)
82 ± 14 79,5 ± 13,7 77,9 ± 13,4 77,5 ± 13,4

Vücut Kitle İndeksi (kg/m2)

0. gün 30.gün 60.gün 90.günn = 15 43 ± 9 13/2

27,87 ± 3,4 27,01 ± 3,1 26,43 ± 2,9 26,30 ± 2,8



Tablo7: Çalışma grubunun dört döneme ait rutin biyokimya parametreleri.

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlıkabul edildi, a; I.dönem değerine göre anlamlıdır. b; II. dönem değerine göre anlamlıdır.
* “Tekrarlıölçümlerde varyans analizi” ne göre “p” ve “F” değerleri. ** “Friedman analizi” ne göre “p” ve “χ2” değerleri.

Tablo 8: Hiperkolesterolemik şahısların dört döneme ait rutin biyokimya parametrelerinin fındık diyeti öncesi ve sonrası
farklarıve yüzde değişimleri

∆Değişim (mg/dL) % Değişim

FÖ FS

P

FÖ FS

P

Kolesterol - 17,3 ± 13 15,3 ± 21,3 0,003 -8,03 ± 6,1 8,6 ± 12,1 0,003

Trigliserid - 19,3 ± 28,8 6,9 ± 49,5 0,012 - 11,6 ± 13,9 9,1 ± 33,3 0,009

HDL-K 1,7 ± 3,1 - 0,93 ± 4,3 0,060 3,9 ± 7,8 - 1,3 ± 10,6 0,065

LDL-K - 12,9 ± 11,1 10,9 ± 18 0,005 - 8,2 ± 6,9 9,3 ± 13,5 0,005

Apo A-I 4,9 ± 17,1 5,1 ± 15 0,814 4,7 ± 15,3 5,3 ± 13 0,861

Apo B - 1,8 ± 14,3 6,1 ± 15,8 0,289 - 1,5 ± 13,1 7,3 ± 16,3 0,311

P < 0,05 istatistiksel olarak anlamlıkabul edildi.

0. gün 30.gün 60.gün 90.gün P F* X2**

Kolesterol (mg/dL) 239 ± 18 216 ± 23a 198 ± 25a 214 ± 22a 0,001 25,350

Trigliserid (mg/dL) 205 ± 137 165 ±116 145± 102a,b 152 ± 90 0,106 6,120

HDL-K (mg/dL) 41 ± 6,9 42,4 ± 7 44,1 ± 8,5a,b 43,2 ± 7,6 0,041 4,084

LDL-K(mg/dL) 165 ± 25 150 ± 28a 137 ± 25a 148 ± 21a 0,001 36,428

Apo A-I (mg/dL) 135 ± 14,3 128 ± 17 133 ± 19,3 137 ± 13,7b 0,107 3,029

Apo B (mg/dL) 132 ± 18,5 113 ± 14,4a 112 ± 20,3a 118 ± 19a 0,001 18,949
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Fındık tüketiminin etkisini gözlemek amacıyla 60. gün ile 30 gün (Fındık öncesi=

FÖ) ve 60. gün ile 90. gün (Fındık sonrası=FS) değerlerin farklarıve yüzde değişimleri

hesaplandı(Tablo 8). Kolesterol, Trigliserid ve LDL-K değişimleri, FÖ ve FS dönemlerde

anlamlıfark gösterdi.

Değişimler arasındaki ilişkide incelendi. Fındık öncesi dönemde yüzde değişimleri

yönünden, HDL-K ile trigliserid arasında anlamlınegatif (r = -0,622 ; P = 0,013), LDL-K

ile kolesterol (r = 0,746 , P = 0,001), Apo A-I ile HDL-K (r = 0,746 ; P =0,001), Apo B ile

kolesterol (r = 0,693 ; P = 0,04) ve Apo B ile LDL-K (r = 0,546 ; P = 0,002) arasında

anlamlıpozitif ilişki olduğu tespit edildi. Fındık sonrasıdönemde ise HDL-K ile trigliserid

arasında anlamlınegatif (r = -0,534 ; P = 0,04) bir ilişki görülürken, kolesterol ile LDL-K

(r = 0,751 ; P = 0,001) ve apo B (r = 0,922 ; P = 0,001), LDL-K ile HDL-K (r = 0,581 ; P

= 0,023) ve Apo B (r = 0,819 ; P = 0,001) arasında anlamlıpozitif ilişkiler bulundu.

4.3. Eritrosit Membran Oksidan-Antioksidan Sistem Parametre Bulguları

Fındık yedirildikten sonra yani 60. gündeki değerler ilk geliş(0. gün) değerleri ile

karşılaştırıldığında; eritrosit membranlarında, lipid peroksidasyonunu gösteren MDA

değerlerinde anlamlıartma, protein oksidasyonu göstergesi olan ileri protein oksidasyon

ürünlerinde (AOPP) ise anlamlıbir azalma belirlendi. Tiyol grubu (-SH) seviyelerinde ise

anlamlıbir değişme gözlenemedi (p>0,05). Ayrıca hem oksidasyon kapasitesi göstergesi

olan toplam oksidan statü (TOS) ve hem de antioksidan kapasite göstergesi olan toplam

antioksidan statü (TAS) anlamlıbir şekilde artışgösterdi (p<0,05). TAS/TOS oranlarında

istatistiksel olarak anlamlıbir farklılık bulunamadı(Tablo 9).

Fındık öncesi ve fındık sonrasıdönemler arasında eritrosit membranıoksidan-

antioksidan sistem parametrelerinin değişimleri, istatistiksel olarak anlamlıfarklılık

göstermedi (Tablo 10).
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Tablo 9: Hiperkolesterolemik bireylerin eritrosit membranıoksidan-antioksidan sistem değerleri.

0. gün 30.gün 60.gün 90.gün F* P

MDA (nmol/mg protein) 181 ± 26 191 ± 34 203 ± 43a 188 ± 36 6,998 0,019

TOS (nmol/mg protein) 62 ± 19 76 ± 22 84 ± 39a 72 ± 24 8,110 0,013

TAS (μmol/mg protein) 0,44 ± 0,12 0,47 ± 0,10 0,55 ± 0,21a 0,47 ± 0,09 9,594 0,008

T. SH (nmol/mg protein) 89 ± 16 79 ± 20 83 ± 24 81 ± 21 2,331 0,149

AOPP (nmol/mg protein) 6,67 ± 0,64 5,51 ± 1,53a 5,56 ± 1,47a 5,72 ± 1,53a 6,227 0,026

TAS/TOS 7,54 ± 2,04 6,45 ± 1,62 6,74 ± 1,19 7,07 ± 1,97 4,99 0,042

P <0,05 istatistiksel olarak anlamlıkabul edildi, a; I.dönem değerine göre anlamlıdır.
* “Tekrarlıölçümlerde varyans analizi” ne göre “p” ve “F” değerleri.

Tablo10: Hiperkolesterolemik bireylerin eritrosit membranıoksidan-antioksidan denge değerlerinin fındık diyeti öncesi ve sonrasıfarklarıve
yüzde değişimleri.

∆Değişim % Değişim

FÖ FS

P

FÖ FS

P

MDA (nmol/mg) 12 ± 58 -15 ± 44 0,191 9,22 ± 30,4 -5,28 ± 19,2 0,191

TOS (nmol/mg) 7,25 ± 47,2 11,79 ± 45,2 0,570 17,11 ± 57,6 -4,25 ± 42,8 0,394

TAS (μmol/mg) 0,078 ± 0,23 -0,076 ± 0,16 0,233 21,56 ± 48,8 - 6,28 ± 29,3 0,211

T. SH (nmol/mg) 3,15 ± 20,2 -1,88 ± 18,4 0,570 6,58 ± 30,9 0,92 ± 22,4 0,650

AOPP (nmol/mg) 0,054 ± 2,4 0,16 ± 1,7 0,394 14,57 ± 68,8 7,22 ± 31,8 0,394

TAS/TOS 0,29 ± 1,8 0,32 ± 2,1 0,910 11 ± 36 6,7 ± 34 0,776

P <0,05 istatistiksel olarak anlamlıkabul edildi.
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Eritrosit membranında incelenen parametreler arasındaki ilişki 0., 30., 60. ve 90.

günde sadece MDA ile TOS arasında pozitif yönde anlamlıolup tablo 11 gösterilmektedir.

Tablo 11: Hiperkolesterolemikşahıslarda dört dönemdeki eritrosit membran MDA ve
TOS arasındaki ilişkiler.

TOS
r P

Başlangıç 0,735 0,002
30.gün 0,865 0,001
60.gün 0,900 0,001

M
D

A

90.gün 0,739 0,002

Fındık öncesi ve fındık sonrasıdönemlerdeki % değişimlerde de yine MDA ve TOS

arasında anlamlıpozitif ilişki görüldü (Şekil 10).

Şekil 10: 30.gün ve 60.gün (FÖ), 60.gün ve 90.gün (FS) MDA ve TOS yüzde
değişimleri arasındaki ilişkiler.
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4.4. Eritrosit Osmotik Frajilite Bulguları

Şekil 11’dede görüldüğü gibi eritrosit yapısında meydana gelen hemolizin başladığı

ve bittiği değerler (% 0,4-0,7 NaCI derişimi) arasında osmotik frajilite değerlerinde zaman

dilimleri arasında istatistiksel bir farklılık bulunamadı(P<0,05).

Şekil 11: Dört farklızaman dilimine ait osmotik frajilite değerlerinin
karşılaştırmalıgrafiği



5.TARTIŞMA

Sert kabuklu meyveler sınıfından olan fındık (Corylus avellana L.), yağasidi,

protein, karbohidrat, vitaminler, mineraller, diyet lifi, fitosteroller, tokoferoller, sikualenler,

antioksidanlar, fenolikler ve fitokimyasal bileşimlerinden dolayısağlıklıbeslenmede

önemli yer teşkil eder. Fındığın besleyici ve doyumsal özellikleri, onu gıda ürünleri için

benzersiz ve ideal bir gıda haline getirmektedir. Çeşidine göre değişmekle birlikte 100 g

fındık başına yaklaşık olarak 47-65 g yağ, 16-28 g karbohidrat ve 13-25 g protein

(glutamat, arginin, aspartat ve lösince zengin) ihtiva etmektedir (1, 2). Özellikle yüksek

miktardaki monoansature yağ asidi (oleik asit) ve E vitamini içeriği sayesinde

kardiyovasküler hastalıklara karşıkoruyucu etkiye sahiptir. Yapısında bulunan özellikle α-

tokoferoller ve polifenoller, fındığın antioksidan kapasitesinden sorumludurlar.

Bu çalışmaya, 15 hiperkolesterolemik birey dahil edilerek 0. günde yani şahısların

ilk gelişlerinde, 30. günde yani ideal kilolarına göre günlük kalori kısıtlamasıyapılarak

hipokolesterolemik diyet uygulandıktan sonra, 60.günde yani günlük kalori

ihtiyaçlarının % 20 si fındık olacak şekilde (saat 10:00-11:00 arasıve saat 15:00-16:00 arası

olmak üzere iki kere) diyet uygulandıktan sonra ve son olarak 90.günde yani günlük

ihtiyaçlarıkadar fındıksız hipokolesterolemik diyet uygulandıktan sonra olmak üzere dört

kez kanlarıalındıve bu kanlarda serum lipid parametreleri, eritrosit ozmotik frajilitesi ve

eritrosit membranılipid ve protein oksidasyonu incelendi. Fındığın normal öğünlerle

alınan besinlerle etkileşimini azaltmak için günlük fındık alınımıikiye bölündü, su dışında

ilave içecek ve gıda alınımına müsaade edilmedi.

Çalışmada yer alan bireylerin vücut kitle indeksleri ve vücut ağırlıkları60. ve 90.

günde 30. güne göre anlamlıolarak azalmıştır. Durak ve ark. (7), sağlıklıbireylerin normal

diyetlerine günde kilogram başına 1 g olacak şekilde 30 gün boyunca fındık ilave ederek

yaptığıçalışmada vücut ağırlıklarının değişmediği gözlemlemişlerdir. Koçyiğit ve ark’ları

(53) günlük kalori miktarının % 20’ sini oluşturacak şekilde 3 hafta boyunca çam fıstığı

tüketmişsağlıklınormolipidemik bireylerde vücut kitle indekslerinin değişmediğini
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saptamışlardır. Hiperkolesterolemik bireylerde de vücut ağırlığıve vücut kitle indeksinin

sert kabuklu meyve tüketimi ile değişmediği gözlenmiştir. Yapılan çalışmalar badem (84)

ve cevizin (85, 86) hiperkolesterolemik bireylerin vücut ağırlıklarınıetkilemediğini ortaya

koymuştur. Bunlara ilaveten epidemiyolojik çalışmalar sert kabuklu meyve tüketim sıklığı

ile vücut kitle indeksi arasında ters ilişki olduğunu göstermektedir. “Adventist Health

Study” ve “Nurses’ Health Study” gibi on binlerce kişinin katıldığıçok genişkohort

çalışmalarında sert kabuklu meyve tüketimi ile vücut kitle indeksi arasında negatif ilişki

olduğu rapor edilmiştir (87). 6.080 kişinin yer aldığıbir başka çalışmada ise (Multi-Ethnic

Study of Atherosclerosis, MESA) sert kabuklu meyve ve tohum tüketim sıklığıile vücut

kitle indeksi arasında ters ilişki olduğu gösterilmiştir (88). Sert kabuklu meyvelerin sık

tüketiminin tokluk hissini arttırması, yüksek miktardaki protein ve doymamışyağasidi

içeriği nedeni ile dinlenme halinde metabolik hızıarttırmasıve yetersiz sindirilmeleri

nedeni ile fekal yağkaybının artıp kullanılabilir enerjinin azalmasıkilo kaybının sebepleri

olarak düşünülmektedir ( 87, 89).

Hipokolesterolemik diyet sonrası, şahısların total kolesterol, trigliserid, LDL-

kolesterol ve apo B seviyeleri düşüş, HDL-kolesterol ve apo A-I seviyeleri yükseliş

gösterdi. Ancak bu değişimlerden sadece total kolesterol, LDL-kolesterol ve apo B anlamlı

idi (p<0.05). Diyetlerine fındık katıldıktan sonra ise, kolesterol (% 8,03), trigliserid (%

11,6), LDL-kolesterol (% 8,2) ve apo B (% 1,5) seviyeleri düşmeye, HDL-kolesterol (%

3,9) ve apo A-I (% 4,7) seviyeleri yükselmeye devam etti. Bu değişiklikler, başlangıç ile

anlamlıiken, sadece trigliserid ve HDL-K 30.gün ( fındık öncesi dönem) ile istatistiksel

olarak anlamlıidi. 90.günde ise total kolesterol (% 8,6), trigliserid (% 9,1), LDL-kolesterol

(%9,3) ve apo B (% 7,3) seviyelerinin yükselişe, HDL-kolesterol (% 1,3) seviyesinin

düşüşe geçtiği görüldü. Ancak bu değişiklik fındık yedirildikten sonra gözlenenden

istatistiksel olarak farklıdeğildi.

Diyetle alınan yağların plazma lipid düzeyleri ve lipoproteinlerin yağasidi bileşimi

üzerinde etkili olmasıateroskleroz ve koroner arter hastalığıgelişiminde oldukça önemlidir.

Doymuşyağoranının düşük ve monoansature yağasitleri (MUFA) oranının yüksek olduğu

diyetler plazma lipid düzeylerinin kontrolünde etkili olmaktadır. Fındıkta yüksek oranda

bulunan MUFA ile zenginleştirilmişbeslenmenin plazma toplam kolesterol, trigliserid,

LDL kolesterol ve HDL kolesterol düzeyleri üzerindeki olumlu etkilerini gösteren

çalışmalar mevcuttur (90, 8, 9). Ortalama trigliserid ve apo A değerlerinde istatistiksel

olarak anlamlıbir değişme gözlenmemiştir. Durak ve ark.(7) sağlıklıbireylerde fındığın
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toplam kolesterolü % 6, LDL kolesterolü % 19 düşürdüğü, HDL kolesterolü % 7,

trigliseridi % 25 ve toplam antioksidan potansiyeli % 20 yükselttiğini gözlemişlerdir Sert

kabuklu meyve tüketiminin hiperkolesterolemik bireylerde de lipid profili üzerine etkili

olduğu birçok çalışma ile gösterilmiştir. Ros ve ark. (91) hiperkolesterolemik bireylere

enerjinin % 32’ sini oluşturan MUFA yerine cevizin yer aldığı“Akdeniz Diyeti” benzeri

bir diyet uygulamışlar ve toplam kolesterol ve LDL kolesterol düzeylerinin azaldığını

bulmuşlardır. Azalan kolesterol düzeyi ile artan alfa-linolenik asit ve γ-tokoferol arasında

korelasyon tespit etmişlerdir. Bu bulgu sert kabuklu meyvelerin kolesterolü düşürmelerinin

yanında kalp hastalıklarından korunmada etkili olmalarının diğer bir sebebini

açıklamaktadır. Zambon ve ark. (92) cevizle benzer bir çalışma yapmışlar ve toplam

kolesterol, LDL kolesterol, VLDL kolesterol, trigliserid, apo B, apo AI ve Lp (a)

düzeylerinin daha da azaldığınıgözlemişlerdir. Hiperlipidemik bireyler üzerinde badem ile

yapılan başka bir çalışmada toplam kolesterol ve LDL kolesterol miktarlarının düştüğü

tespit edilmiştir (84). Garg ML ve ark’larının hiperkolesterolomik şahıslar üzerinde yaptığı

çalışmada, 17 kişiye (erkek) 1 ay boyunca sert kabuklu meyve yedirilmişve LDL

kolesterol konsantrasyonunun anlamlıbir şekilde azaldığıve HDL kolesterolün trigliserid

üzerinden anlamlıbir değişim olmadan arttığıgözlenmiştir (90). Sabate ve ark. 18

normolipidemik şahsın yarısına bir ay boyunca günlük enerji ihtiyaçlarının % 20 sini

karşılayacak şekilde fındık yedirmişve çalışma sonunda fındık diyeti uygulanan şahıslarda

toplam kolesterol değerlerinde düşme gözlemişlerdir (8). Iwamoto ve ark’larının yaptığı

bir çalışmada 55 hiperkolesterolemik bireye (yaşlarıortalama 56) günlük alınan tekli

doymamışyağmiktarının % 35 i çıkarılarak bunun yerine fındık diyeti verilmiştir. Fındık

diyeti sonunda toplam kolesterol seviyelerinin bayanlarda ve erkeklerde anlamlıbir şekilde

azaldığıbulunmuştur (9).

Diyetin serum lipoprotein içeriğini değiştirdiği ve bundan dolayısürekli değişim

halinde olan eritrosit membran içeriğinide değiştirdiği yapılan çalışmalarla ortaya

koyulmuştur. Bazıaraştırmacılar, membran kolesterolünün bir antioksidan olarak görev

alabileceğini (93) ve eritrosit membranını oksidan strese karşı koruyabileceğini

önermişlerdir (94). Ayrıca kolesterolün hemoglobinle etkileştiği ve hemoglobinin yeni bir

kolesterol taşıyıcısıolabileceği ileri sürülmüştür (95). Kolesterol lipid çift tabakaya

kovalent bağlarla tutunmadığıiçin, plazma membranından içeriye ve dışarıya serbestçe

hareket edebilirler. Bu özelliği nedeniyle kolesterol plazma lipoprotenlerine yada

lipoproteinlerden membrana aktarılabilmektedir. Membran kolesterol içeriğinin



44

değişmesiyle, hücre deformasyonunda meydana gelen değişmeleri gözlemek için eritrosit

hücrelerinde osmotik frajilite tayinleri yapılmaktadır. Osmotik frajilitenin ölçümü , in vitro

olarak hücre membranıve yağasitlerinin etkileşiminin göstergesi olduğu için yararlıbir

indikatör yöntemdir. Osmolik frajilitedeki değişimin nedeni; (% 0.2-0.9’ lık) NaCI ‘ün

konsantrasyon artışıyla oluşan osmotik basınç değişimi sonucu oluşan hemoliz olayıdır.

Osmolik frajilite, kısa zincirli yağ asitlerinin konsantrasyonlarına ve hidrokarbon

zincirlerinin miktarlarına bağlıolarak etkilenmektedir. İzo-C4 ve izo-C5’ in her ikiside

dallanmışkarbon zincirleri olduklarıiçin normal karbonlulara göre osmotik frajiliteyi

zayıflatıcıetki gösterirken düz karbonlular osmotik frajiliteyi arttırmaktadır. Monoansature

yağasitlerinin içeriğindeki monokarboksilik asitler eritrosit membranındaki fosfolipid

alanıetkileyerek osmotik basıncızayıflatır. Etkilenme derecesi hücre membranındaki

hidrofobik hidrokarbon zincirlerinin uzunluğu, boyutu, biçimine bağlıolarak değişir (96).

Bu çalışmada, dört farklızaman diliminde alınan kanlarda eritrositlerin osmotik

frajilitesi değerlendirildi. Ancak farklızamanlara ait osmotik frajilite değerleri arasında

farklılık görülmedi. Kempaiah ve ark’ları(97), osmotik frajilite değerlerinin kontrol

grubuna göre hiperkolesterolemik şahıslarda artmışolduğunu ifade etmişlerdir. Muller ve

ark’ları(98) hiperlipidemiye bağlıolarak eritrosit membran yapısında bazıönemli

farkların olduğunu bulmuşlar, fakat hiperkolesterolemik şahıslar ve sağlıklışahısların

membran akışkanlığıarasında herhangi bir anlamlıfark bulamamışlardır.

Eritrosit membranının % 40 ılipid ( fosfolipid ve kolesterol), % 52 si protein, ve %

8 i karbohidrattır. Eritrosit mebranında yağasitlerinin miktarsal dizilimi şöyledir : doymuş

yağasitleri > çoklu doymamışyağasitlerinden (PUFA) > tekli doymamışyağasitleri

(MUFA). Bunlardan özellikle, doymuşyağasitlerinden palmitik asit ve stearik asit,

PUFA’lardan linoleik asit ve araşidonik asit, ve MUFA’lardan oleik asit yüksek

miktardadır (16). Eritrosit membranlarıyüksek çoklu doymamışyağasitlerinin içeriği ve

yüksek oksijen içeriğinden dolayıoksidatif hasara maruz kalmaktadırlar. Lipid peroksil

radikalleri membran lipidlerini lipid hidroperoksidlere dönüştürerek membranın yapısınıve

fonksiyonunu değiştirmektedir. Lipid peroksidasyonunun son ürünlerinden birisi de

malondialdehit (MDA)’dır. Serbest radikallerin etkisiyle membran lipidlerinin

peroksidasyonu sonucu oluşan MDA, membran sertliğinin artmasına sebep olur (62, 7).

Bu çalışmada, eritrosit membranıMDA değerleri fındık yedirilen zaman

diliminde(60. günde) hipokolesterolemik diyet öncesi zaman dilimine (0. güne) göre

yüksek olmasına rağmen fındık öncesi zaman dilimine (30. güne) göre anlamlıyükseklik
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bulunamadı. Balkan ve ark’ları(99) fındık yağıiçeren diyetle beslenen tavşanlarda plazma

MDA değerlerinin artmışolduğu gözlenmiştir. Ancak hiperkolesterolemik tavşanlarda

fındık sonrasıplazma MDA değerlerinin düşük olduğunu rapor etmişlerdir. Özdemirler ve

ark’ları(100) MDA değeri hiperkolesterolemik şahıslarda daha yüksek bulunmuşlardır.

Bu çalışmada, eritrosit membranıtoplam oksidan statü (TOS) fındık diyetinin

etkisiyle % 7,25 artmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlıbir fark bulunamadı. Sadece

60. gün ile 0. gün arasında anlamlıbir fark vardı. Tüm kan toplanma dönemlerinde eritrosit

membranıMDA seviyeleri ile TOS seviyeleri arasında istatistiksel olarak anlamlıilişki

bulundu (P<0.002). Ayrıca bunların fındık zaman dilimi (r=0,829 ; P<0.001) ve fındık

sonrası(r=0,707 ; P<0.003) zaman dilimindeki % değişimleri arasında da oldukça anlamlı

bir ilişki görüldü. Toplam antioksidan statü (TAS), hipokolesterolemik diyet, ve fındık

ilaveli diyetle artışgösterdi. Fındık sonrasıTAS, 60.günde başlangıça göre anlamlıyüksek

iken, TAS’daki artış, fındık öncesine (30.gün) göre istatistiksel olarak anlamlıdeğildi.

TAS/TOS oranında istaistiksel olarak anlamlıbir fark bulunamadığıiçin fındığın eritrosit

mebranlarındaki toplam oksidan-antioksidan dengeyi değiştirmediği görüldü.

Eritrosit membran iskeleti, eritrosit şeklini muhafaza etmede fonksiyon gören bir

protein ağıile çevrelenmiştir. Eritrosit iskeletinin en önemli proteinleri, spectin, aktin, bant

3 bant 4.1 ve ankirindir. Eritrosit membran proteinlerindeki herhangi bir hasar,

eritrositlerin anormal şekil almasına, yapısal bozukluklara ve sonuçta anemiye neden

olabilir (100). Oksidanlar, -spektrin ve protein 4.1’e hasar vererek spektrin-4.1-aktin

kompleksi oluşumunu engellerler. Protein 4.1’de 7 tane sistein kalıntısımevcuttur (101).

Proteinlerin oksidasyonu sonucu, protein tiyol gruplarının kaybı, ileri oksidasyon

protein ürünleri (AOPP) oluşur. Reaktif ürünler ya peptid bağlarıile ya da doğrudan amino

asit yan zincirleri ile reaksiyona girerler. Oksidatif değişikliğe uğramışproteinler ya düşük

molekül ağırlıklıürünlere ayrılırlar ya da yüksek molekül ağırlıklıürünleri oluştururlar.

Reaktif oksijen türevlerinin proteinlerle etkileşimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve

lizin gibi çok sayıda amino asit yanzincirinde veya proteinlerin peptit omurgasında oluşan

oksidatif hasara bağlıolarak protein karbonil ürünleri meydana gelir. Serbest radikaller,

proteinlerin tiyol (-SH) gruplarına etki ederek tiil radikali (-S
.
) proteinlerdeki disülfit

bağlarının oluşumuna yol açarlar (102, 103). Tiyoller ve diğer sülfür bileşikleri,

oksidasyon ürünlerini yakalayarak veya oksidasyona maruz kalmışmolekülleri tamir

ederek antioksidan etkilerini gösterirler (104). Proteinlerin oksidatif stres belirteci olarak
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son zamanlarda ileri oksidasyon protein ürünleri (AOPP) kullanılmaktadır (105). AOPP,

ditirozin içeren çapraz bağlıprotein ürünleridir (105).

Bu çalışmada eritrosit membranıAOPP değerleri fındık sonrasında ilk geliş

değerlerine göre düşük bulunmasına rağmen fındık öncesine göre anlamlıbir değişiklik

görülemedi. Diğer taraftan tiyol grubu değerlerinde de tüm zaman dilimleri arasında

istatistiksel olarak anlamlıbir fark bulunamadı. Koter ve ark., tip-2 hiperkolesterolomik

şahıslarda eritrosit membran SH grubu seviyesini düşük bulmuşlardır (106). Özdemir ve

ark. Hiperkolesterolemik şahısların eritrosit membranında MDA ve karbonil grubu

seviyesini yüksek, sülfidril grubu seviyesini düşük bulmuşlar ve hiperkolesterolemik

bireylerin eritrosit membranlarının oksidatif strese maruz kaldıklarınıifade etmişlerdir

(100).

Sonuç olarak, hiperkolesterolemik şahısların diyetlerine fındık eklenmesi, plazma

lipid parametrelerine etki etmesine ilaveten eritrosit membranı lipid ve protein

oksidasyonunu da etkilemişancak oksidan-antioksidan dengeyi bozmamıştır. Bu konuya

aydınlık kazandırılabilmesi için bu hastalarda eritrosit membranıile daha ayrıntılı

çalışmalara ihtiyaç vardır. Çalışmalar tez kapsamıdışında olup proje çerçevesinde devam

edecektir.



6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER

6.1. Sonuçlar

Hiperkolesterolemik bireylerin diyetin 0., 30., 60. ve 90. gündeki değerleri

karşılaştırıldığında;

1. Vücut kitle indeksleri ve vucut ağırlıkları, hem diyetin etkisi ile ve hem de fındık tüketimi

ile azalma gösterdi.

2. Aterojenik lipid parametrelerin seviyeleri hem diyetin etkisi ile ve hem de fındık tüketimi

ile azaldı.

3. MDA değerlerinde başlangıç değerine göre istatistiksel olarak anlamlıbir fark bulundu

ancak fındık öncesi 30.güne göre istatistiksel olarak anlamlıbir değişim bulunamadı. TOS

değerlerinde başlangıç değerine göre meydana gelen artışistatistiksel olarak anlamlıbulundu

ancak fındık diyeti öncesi döneme göre istatistiksel olarak anlamlıbir fark yoktu. Yapılan

korelasyonlarda TOS ile MDA arasında istatistiksel olarak anlamlıbir korelasyon bulundu

(r = 0,900 ; P<0,05).

4. TAS değerlerinde başlangıç değerine göre meydana gelen artışistatistiksel olarak anlamlı

bulundu ancak fındık öncesi 30.güne göre istatistiksel olarak anlamlıbir fark yoktu.

5. TAS/TOS değerlerinde, zaman dilimine bağlıolarak anlamlıbir değişim gözlenmedi.

6. AOPP değerlerinde başlangıç değerine göre meydana gelen azalışistatistiksel olarak

anlamlıbulundu ancak fındık öncesi 30.güne göre istatistiksel olarak anlamlıbir değişim

yoktu. T.SH değerlerinde zaman dilimleri arasında istatistiksel olarak anlamlıbir fark

bulunamadı(P>0,05).

6.2. Öneriler:

1. Numune sayısıartırılarak daha genişbir çalışma yapılabilir.

2. Eritrosit membran proteinlerindeki muhtemel değişiklikleri gözlemleyebilmek amacıyla

poliakrilamid jel elektroforezi yapılabilir.

3. Yapısal değişiklikleri incelemek amacıile Na+-K+ ATPaz ve diğer membran proteinlerinin

aktiviteleri bakılabilir.



7. ÖZET

FINDIK TÜKETİMİNİN HİPERKOLESTEROLEMİK ŞAHISLARIN ERİTROSİT

MEMBRANI LİPİD VE PROTEİN OKSİDASYONUNA ETKİSİ

Fındık (Corylus avellana L.), yüksek miktardaki tekli doymamışyağasidi (oleik

asit) ve E vitamini içeriği nedeni ile kardiyovasküler hastalıklara karşıkoruyucu etkiye

sahiptir.

Eritrosit membranılipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu belirlemek

amacıyla 15 hiperkolesterolemik birey çalışmaya dahil dahil edildi ve dört kez kanları

alındı; hipokolesterolemik diyet öncesi (0. gün), hipokolesterolemik diyet sonrası(30.gün),

60.gün) hipokolesterolemik diyet + Fındık tüketimi sonrası(60. gün) ve son olarak

hipokolesterolemik diyet sonrası(90). İşlenmemiş fındık tüketimi, günlük enerji

ihtiyaçlarının % 20’sine karşılık gelmekte idi.

Diyetin etkisi ile serumda aterojenik lipid parametreleri anlamlıdüşük bulundu.

Eritrosit membranlarında, 60. günde 0. güne göre, lipid peroksidasyon göstergesi olan

malondiadehit (MDA) seviyesinde anlamlıartma (P<0,05), protein oksidasyonu

göstergesi olan ileri protein oksidasyon ürünlerinde (AOPP) ise anlamlıbir azalma

(P<0,05) gözlendi. Tiyol grubu seviyelerinde ise anlamlıbir değişim elde edilmedi. Diğer

taraftan hem toplam oksidan statü (TOS) ve hem de toplam antioksidan statü (TAS)

seviyelerinde anlamlıbir şekilde artışbulundu (P<0,05). Ancak oksidan-antioksidan denge

göstergesi olan TAS/TOS oranında istatistiksel olarak anlamlıbir farklılık tespit edilemedi.

Son olarak, eritrosit ozmotik frajilite değerlerinde dönemler arasında istatistiksel olarak

anlamlıbir değişiklik görülmedi.

Sonuç olarak, fındık tüketimi hiperkolesterolemik bireylerin eritrosit membranı

lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu seviyelerini etkilediği ancak toplam oksidan

antioksidan dengeyi etkilemediği kanaatına varıldı.

Anahtar Kelimeler: Fındık, Hiperkolesterolemi, Eritrosit Membranı, Lipid

Peroksidasyonu, Protein Oksidasyonu



8. SUMMARY

THE EFFECTS OF HAZELNUT CONSUMPTION ON ERYTHROCYTE
MEMBRANE LİPİD AND PROTEIN OXIDATION IN

HYPERCHOLESTEROLEMIC INDIVUDUALS

Hazelnut (Corylus avellana L.) has a protective effect on cardiovascular disease

because of its high content of monounsaturated fatty acid (oleic acid ) and vitamin E.

In the present study, 15 hypercholesterolemic individuals were included to

determine erythrocyte membrane lipid peroxidation and protein oxidation and their bloods

were taken four times; before hipocholesterolemic diet (0th day), after hipocholesterolemic

diet (30th day), after hipocholesterolemic diet with hazelnut consumption (60th day), and

finally after hipocholesterolemic diet (90th day). Natural hazelnut diet corresponded to 20

% of their dairy energy.

The atherogenic lipid parameters were found significantly decreased as a result of

diet. In erythrocyte membranes, a sinificant increased in the levels of the malondialdehyde

(MDA) as the lipid peroxidation product but a significant decreased in the levels of the

advanced protein oxidation products (AOPP) as protein oxidation indicator were observed

in the day 60 when compared the day 0 (P<0.05). No significant change was obtained in

the thiol levels. On the other hand, the significant increases (P<0.05) were found in the

levels of either total oxidant status (TOS) or total antioxidant status (TAS). But no

significant difference was not obtained in the propotion of TAS/TOS as an indicator of

oxidant-antioxidant balance. Finally, no sitatistically significant change was observed in

the levels of erythrocyte osmotic fragility.

It was concluded that hazelnut consumption in hypercholesterolemic individuals

affected lipid peroxidation and protein oxidation of erythrocyte membranes but did no

change total oxidant-antioxidant balance.

Keywords: Hazelnut, Hypercholesterolemia, Erythrocyte Membrane, Lipid

Peroxidation, Protein Oxidation.
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