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1. GIRIS ve AMAC

Findik, yag asidi bilesimi (6zellikle tekli doymarms yag asitleri), vitaminleri
Ozellikle vitamin E, esansiyel amino asitleri, antioksidan fenolikleri, fitokimyasallar: ve
diyet lifleri sayesinde saglikli besin olarak 6nemli bir yere sahiptir (1, 2). Bu 6zellikleri ile
gunltk diyetle findigin alinmasi, aterosklerotik kardiyovaskiler hastaliklardan korunmada
ve tedavisinde yararli oldugu bazi calismalarda rapor edilmistir(3, 4, 5, 6). Findiktan
zenginlestirilmis beslenmenin insanda, kan basinci degerlerinde disme, serum total
kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid degerlerinde azalma gibi olumlu etkilerinin oldugu
cesitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (7, 8, 9). Bilesiminde yer alan poliansature
yag aditlerinin, serbest radikal oksidasyonuna yatkin olmasi nedeniyle asin findik
tiketilmesinde kagimlmas: gerekmektedir (10, 11) . Oksidan stres altinda serbest radikal
reaksiyonlariile lipidler, proteinler, DNA ve karbohidratlar degisime ugramakta ve toksik
etkilerini gostermektedirler.

Eritrosit membrar protein, lipid ve karbohidratlardan olusur. Ozellikle fosfolipid
ve serbest kolesterolden olusan lipidler membranin yaklasik % 50'sini  olusturur.
Eritrositler, membranlarinda yiksek coklu doymamis yag asitleri bulundurdugundan ve
hemoglobin vasitasiyla oksijen tasimasindan dolayr, reaktif radikallerin  primer
hedefleridirler. Oksijen kaynakli veya diger radikalerin neden olabilecegi lipid
peroksidasyonu ve proteinlerin oksidatif modifikasyonu sonucu membran fonksiyonlar
bozulur. Ayrica hemoglobin de oksidasyona ugrar. Ancak normal eritrositler yuksek
antioksidan kapasitesinden dolay1 oksidasyona direnclidirler. Revuelta ve ark (12),
oksidan ajana maruz birakildiginda, kolesterolle modifiye olmus eritrositlerin, kolesterol

uzaklastirilmis eritrositlere gore daha fazla peroksidasyona maruz kaldigini gozlemislerdir.



Findigin yamsindaki E vitamini, doymamis yag aditlerinin % 80'ninin tekli
doymamis yag asidi olmasi ve insan lipid ve lipoprotein metabolizmas Uzerine olan
hipolipidemik etkisine ait bilgilere dayarilarak; her gin dizenli findik tiketiminin lipid
peroksidasyonu sonucu olusacak, MDA ve protein oksidasyonu sonucu olusacak, karbonil
grubu, tiyol grubu veileri oksidasyon radikal trdnlerin tespiti ile membran deformasyonu

Uzerine findigin koruyucu etkisini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Eritrositler

Eritrositler yapisinda bulunan hemoglobine O2 baglayarak oksijenin tasinmasinda
rol alan kirmizi renkli hicrelerdir. Insan eritrositleri cekirdeksiz ve bikonkav disk
seklindedir. Caplar1 6-9 p kalinhiklari merkezde 1 p ve kenarlarda 2-2.5 p kadardir.
Eriskinlerin kemik iliginde yapilan eritrositlerin % 34 kadar1 hemoglobindir. Ve
nukleus,mitokondri,ribozom, lizozom, endoplazmik retikulum ve golgi aygiti gibi
organeller bulunmadigindan protein ve niklelk asit sentezi yapilamaz, lipid metabolizmasi
son derece kisithdir. Eritrositlerde karbonik anhidraz, katalaz, peptidaz, kolin esteraz,
anaerobik gligoliz yolu ve pentoz fosfat yolu enzimleri bulunur. ADP, ATP ve NADP*
eritrositlerin 6nemli yap taslaridir (13, 14). inorganik fosfat ve 2,3-difosfogliserat da
eritrositlerdeki 6nemli fosfor bilesikleridir. Eritrositlerdeki osmotik basing, plazmadaki
gibi % 0.9 luk NaCl cozdtisinin osmotik basincina esittir ve bu durum izotonik olarak
ifade edilir. Eritrositlerde K*, Na', C&*, Mg?* katyonlar: ile CI- ve HCO; anyonlan
bulunur; en dnemli katyon, K"’ dur. Hemoglobinin yapisindaki Fe*? seklinin korunmasi,
dusik Na" ve yiiksek K" diizeyinin siirdiriilmesi, hemoglobin ve diger proteinlerdeki tiyol
gruplaninin oksidasyonunun 6nlenmesi eritrosit membran ve iskeletinin korunmasi icin
enerji gerekmektedir. Yasamlarint korumak ve slrdirebilmek icin gerekli enerjiyi
glukozdan saglarlar. Glukozun anaerobik glikoliz ve pentoz fosfat yolunda yikilimi,

eritrositlerin enerji gereksinimini karsilar.
2.1.1. Eritrosit Membram
Eritrosit membrammn % 49'u protein, % 44’ U lipid ,% 7's karbohidrattan olusur.

Eritrosit membraminda iki tir protein bulunmaktadir. Integral proteinler adi verilen

proteinler, lipid tabakalanna skica baglanmslarcir; ekstrinsik proteinler adi verilen



proteinler ise integral proteinlere kovalent olmayan baglar ile baglanan periferik
proteinlerdir. Insan eritrosit membran lipidierinin % 25ini kolesterol, % 60’1
fosfogliserid, % 5-10'unu glikolipid, geri kalanini kolesterol esterleri, serbest yag asitleri,
sulfatidler, triacilgliseroller olusturur. Eritrosit membramnda hicre ici ile hicre disi
arasinda iyon dengesini saglayan pompa sistemleri bulunur; bu pompa sistemleri,
Na'/K*ATPaz ve Ca®‘ATPaz gibi enzimlerin etkisiyle calisirlar (15).

2.1.1.1. Eritrosit Membran Lipidleri

Biyolojik membranlarin en énemli lipid bilesenleri fosfolipidier ( fosfogliseridier
ve sifingomiyelin), glikolipidler ve kolesteroldir. Eritrosit membraninin % 25’i kolesterol,
% 15'i glikolipid, % 60’1 fosfolipid ve bu % 60'inda % 30'u fosfotidilkolin, % 14'U
fosfotidilserin, % 28'i fosfotidiletanolamin, % 25'i sfingomiyelindir. Eritrosit membranim
tekli, coklu ve doymamis yag asidi icerigine sahiptir. Tekli doymamis yag asidi (MUFA)
igeriginin ( % 20 ) blydk kismini oleik asit ( 18: 1) ( % 19 ), coklu doymamis yag asidi
(PUFA) igeriginin ( % 37 ) blyudk bir kismin linoleik asit ( 18:2 ) ( % 14 ) ve arasidonik
asit  (20:4) (% 11), doymus yag asidi (SFAS)icerigininde (% 43 ) buyuk bir kismin
pamitik asit ( 16:0) ( % 30) ve stearik asit ( 18:0) ( % 11 ) olusturmaktadir. Kolesterol
lipid cift tabakaya kovalent baglarla tutunmadigi icin, plazma membranindan igeriye ve
disariya serbestce hareket edebilirler (16). Bu 0Ozelligi nedeniyle kolesterol plazma
lipoprotenlerine ya da lipoproteinlerden membrana aktarilabilmektedir. Kolesterol

membran akiskanligim dizenler; artirabilir ya da azaltabilir.
2.1.1.2. Eritrosit Membran Proteinleri

Eritrosit membran proteinleri integral ve periferal proteinleri olarak iki baglikta
incelenilir. Eritrosit membran proteinlerinden bant 3 ve glikoforin, integral proteinlerdir;
spektrin, bant 4, aktin, ankirin ise periferal veya ekstrinsik proteinlerdir. Spektrin, o ve
spektrin adh verilen 2 ayn polipeptid zincirinden olusan periferal bir proteindir. Bu a ve
rezidulerininin amino (-NH2) ve karboksil (-COOH) uclar1 birbirine gore antiparaleldir.
Membran iskeletinin ana proteinidir. iskelet kompleksinin lipid ikili tabakayla bagdasmast,
spektrin ile glikoforin A veya C arasandaki bagla gerceklesir. Spektrin molekulleri, protein
4.1, protein 4.9, adusin ve tropomiyozin gibi kompleks aktin filamentleriyle etkileserek iki



boyutlu bir ag halinde baglanmustir. Aktin, spektrin ve protein 4.1 ile etkileserek stabilize
edilirler. Ankirin, spektrin B zinciriyle, anyon kanalinin sitoplazmik kisminda N-terminal
ucu arasinda yer aan piramid seklinde bir protein olup protein 4.2'yi baglayan bir bolgeye
de sahiptir. Bir veya daha fazla sayida yag asidinede baglanabilir. Bant 4.1, spektrin-actin
ag orgusunu degisime karst korur ve eksikligi degisken iskelet yapismn bir araya
toplanmasina sebep olur. Protein 4.1, bir veya birkag transmembran proteinide
baglayabilir. Membran agirliginin % 1,5'ini teskil eden ve % 60’1 karbohidrat olusturan
glikoforinin sitozole bakan yizeyini spektrin-aktin kompleksine baglar. Glikoforin A ve
glikoforin C'nin sitoplazmik kiamlariyla etkilesim halindedir. Glikoforin A ile etkilesimi,
polifosfoinositidlerle dizenlenmektedir. Fosfotidil inositol 4,5 bisfosfat bu integral
proteine takildiginda, protein 4.1 glikoforine baglanir.

Bant 3

!
Karbohidrat Birimleri ' Palladin ( bant 4.2)

., /

Lipid Tabakasi
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Sekil 1: Eritrosit membran Proteinleri (17)
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Bant 3, en belirgin anyon degistiricilerden biridir. Klorir-bikarbonat anyon
degisiminde gorev air. Kirmizi hiicre membrani, CO,’in kanla tasinmasinda ve hiicre pH

snin tamponlanmasinda anahtar rol oynayan bir anyon kanali olan bant 3'G ihtiva




etmektedir. Bant 3'Gn C-terminal sitoplazmik kuyruguda karbonik anhidraz 11 (CAIl)’yi
baglar. Bant 3 yapisana bagladigi enzimleri inhibe eder. Toplam membran proteinlerinin %
5ini teskil eden bant 4.2 bant 3'Un sitoplazmik bolgesiyle etkileserek bant 3'Un anyon
transportunun diizenlenmesinde rol oynar. (18).

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (Bant 6), oksidasyondan sorumlu glikolitik bir
enzimdir. Her biri birbirinin aym olan ve yapisinda bir tane SH grubu ihtiva eden dort
polipeptid rezidistine sahiptir. Bu enzimin aktif bolgesinde bulunan tek bir SH grubu
oksidasyona ugrar. Soz konusu substrat, baslangictaki dehidrogenaz tzerindeki bir sisteinil
kismi ile birleserek tiyohemiasetal teskil eder. Bu oksidasyonla ortadan kaldirilan
hidrojenler, NADH teskil etmek izere, NAD" e transfer olurlar. En son olarak fosforilaz
yoluyla inorganik fosfat eklenir. 1,3 bisfosfo-gliserat tesekkil eder ve yinede SH gruplu
serbest enzim agiga cikar. Bu oksidasyon sirasinda saliverilen enerji, bir yiksek enerjili
kikart bag1 olusturularak alikonulur. Bu bag fosforiliz’ den sonra 1,3 bisfosfo-gliseratin 1
nolu pozisyonunda bir yiksek enerjili fosfat bag haline gelir.

2.2. Oksidan Antioksidan Sistem

2.2.1. Serbest Radikaller ve Oksidan Sistemler

Okside gjanlarin basinda serbest radikal gelir. Bunlar tzerinde eslenmemis elektron
tasiyan atom veya molekillerdir. Cok kisa dmurli olmalarina karsin, radikal olmayan
maddeler ile reaksiyona girip onlan da radikal yaparak bir dizi zincir reaksiyonu baslatir.
Birgok radikal olusturmalarindan dolay: oldukca tehlikelidirler. Bu tanima en fazla reaktif
okdgjen turleri uymaktadir. Stperoksid ( Oz ) ve hidroksi radikali (‘OH) en kuvvetli serbest
radikaller olarak bilinirler. Serbest radikaller yalnizca lipidleri okside etmekle kalmayip
aynt zamanda proteinler, karbohidratlar ve DNA Uzerinde de hasara yol agarlar.
Proteinlerin peptid baglarinin hidrolizi, distlfid bag1 olusumu ve ¢apraz baglanma ile ¢
boyutlu yapisimi ve dolayisi ile fonksiyonlarim degistirirler. DNA Uzerindeki hasar ise
mutasyon olusturmak sureti ile gerceklesir.

Eritrositlerdeki  intraselliler reaktif oksijen tdrlerinin  biydk  kaynag
oksihemoglobinin otooksidasyonudur.

Serbest radikaler vicutta antioksidan savunma mekanizmasinin  kapasitesini

astiklar1 zaman ¢esitli bozukluklara yol acarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi



biyomolekdillerin tim siniflar: ve tim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelli gi gostererek
hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (19-23) (Tablo 1)

Tablo 1: Serbest radikallerin hiicredeki baglica zararl1 etkileri (22).

Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde capraz baglanmal ar
Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbohidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu
Nukleik asit bazlar Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar
Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kukdrtli amino asitler Protein denatlirasyonu ve ¢aprazlanma
Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Petid zincirlerinde kopma
Denatirasyon

Nuklelk asitler Tek vecift iplikgik kirnlmalart

Proteinlerde capraz baglar
Baz icermeyen bolgeler
Hiyaluronik asit Sinovya sivi akigskanliginda degisme
Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde ¢apraz baglanmalar
Organel ve hiicrelerde capraz baglanmalar

Serbest radikallerin vicutta ¢cok genis bir etki alani vardir. Akciger ve solunum
sistemi (kistik fibroz), kalp ve kardiyovaskiler sistem (aterosikleroz), barsaklar (Croh'n
hastalig1), karaciger (hepatit, sentez bozukluklar), pankreas (diabet), testisler (infertilite),
genel vicut sistemleri (immin yetmezlik) serbest radikallerin rol aldigi patolojik
olaylardir.

Serbest radikallerin  koroner arter hastaligindaki baslhica etkileri lipid
peroksidasyonudur. Ozellikle coklu doymamis yag asitleri (PUFA)  reaktif oksijen
turlerinin basl ica hedefidir (24, 25).

2.2.1.1. Protein Oksidasyonu

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme
dereceleri icerdikleri aminoasit bilesimine baglidir. Doymamis bag ve stlfir iceren amino
asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gdmis

proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir.



Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen turevleri veya oksidatif stres
urinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir. Protein oksidasyonunun
biyokimyasal sonuclann enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarimn kaybi,
proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis
yatkinl ik, reseptor aracilikli endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler,
immunojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir.

Protein oksidasyonu reaksiyonlan ilk defa Swallow (26), Garrison (27) ile
Shuessler ve Schilling (28) adli arastirmacilarin ¢alismal ariyla aydinlatilmaya baslanmuistir.
Bu arastirmacilar protein oksidasyonuna yol acan ana mekanizmamn polipeptid
omurgasindaki gesitli amino asitlerin a-karbon atomlarindan OH' (hidroksil) radikalinin
etkisiyle hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucunda baglach gim saptamislardir.

Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica molekiler mekanizmalar protein
karbonil (PCO) olusumu (29-32) ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu,
protein tiyol (P-SH) gruplariin kaybi (33, 34), nitrotirozin (NT) (35-37) ve ileri
oksidasyon protein trtinlerinin (AOPP) (38, 39) olusumu olarak sralanabilir.

Reaktif turevlerin dogrudan proteinler (primer modifikasyon reaksiyonlar),
sekerler ve lipitlerle reaksiyona girmes sonucunda olusan Urinler, tekrar proteinler ile
reaksiyona girerek sekonder modifikasyon reaksiyonlarina yol agmaktadir. Reaktif tlrevier
ya peptit baglan ile ya daamino asit yan zincirleri ile reaksiyona girer (Sekil 2).

[apraz Bagh Protein

|

R R Oy d R
] C I N I
=NH-CHCC— 7%  —NH-C-CO- —NH-§‘-CD-

¥ wE gama 1znlan HO

Feor, OH
HO 2 ‘?:’ Fe' Hd, Fe '+ H'
HO, o,

R ij . HO, R HO+0; | HE R
1 2 [

—NH—(E:—GD-" : -NH-GI:—CG— ->Eb“"‘_ —NH-!I'}-CD-
OH O, o

= 2
*  ref Fe*s0H Fe Q

F** et oM’
Peptid Badimn Avnlmas

Sekil 2: Protein karbonil olusumunayol acan primer modifikasyon reaksiyonlari (40).



Polipeptit omurgasindaki a-karbon atomundan OH' radikali ile o-hidrojen atomunun
cikanlmasi sonucunda amino asit bakiyesi karbon merkezli radikal haline donusir (Sekil 2,
Reaksiyon c). Bu reaksiyona yol agcan OH' radikali suyun radyolizinden (x ve y isinlariyla)
veya H2O2'in metal katalizli yikimindan agiga cikar (reaksiyon a ve b). Olusan karbon
merkezli radikal molektller oksijen ile izl bir sekilde reaksiyona girerek (reaksiyon d)
daha sonra alkilperoksidi verecek olan akilperoksil radikal ara Grdndnd olusturur.
Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyon h) Gzerinden hidroksi protein tlrevini verir
(reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarinin pek cogunda Fe™ ve Cu® varliginda HO, ile
etkilesim 6nem tasir (reaksiyon e, g, i ). Bu metabolik yolda olusan alkil, akilperoksil, ve
alkoksi| radikal ara trtnleri ayni veyafarkl1 protein molekilindeki R yan zincirleri ile, yan
reaksiyonlar ile etkileserek yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna yol acar. Olusan
bu yeni karbon merkezli radikaler ile yukanidaki reaksiyonlar tekrarlamr. Oksijen
yoklugunda (reaksiyon d) gerceklesmez. Olusan karbon merkezli radikal diger bir karbon
merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna yol acar
(Sekil 2). Alkoksil radikainin olusumu (Sekil 2, Reaksiyon h ve g) peptit baginin diamit
veya a-amidasyon metabolik yollan ile ayrilmasina neden olur.

PCO (protein karbonil) olusumuna yol acan sekonder modifikasyon reaksiyonlari;
proteinlerin karbonhidrat ve lipid oksidasyon drlnleri ile reaksiyonlarini icermektedir
(Sekil 3). Lipid peroksidasyonu arasinda olusan aldehitler (4-hidroksi-2-nonenal,
malondialdehit), indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon Urtnlerinin proteinl erdeki
lizin amino asitleri ile reaksiyonu (glikasyon ve glikoksidasyon reaksiyonlari) sonucu
olusan reaktif karbonil tirevleri (ketoaminler, ketoal-dehitler, deoksiozonlar) protein
yapisina karbonil gruplarinin katilmasina yol acar (40). Lipitlerden turevienen adehitler
veya otooksidasyona ugramis sekerler Schiff bazi olusumu yolu ile proteinlerdeki amino
gruplarina baglanir.

2.2.1.1.1. Tiyol Gruplarimn Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol actig
gosterilmistir (33, 34). Sisteinin —SH grubu oksidatif ataga oldukca yatkindir ve —SH
gruplanindan degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S) proteinlerdeki distlfit
baglarinin olusumuna 6ncilik eder (29). —SH gruplarinin dislilfitlere ve oksiasitler gibi

diger oksitlenmis tlrevlere donisumu, radikal aracilikli protein oksidasyonunun en erken
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gbzlenebilen belirtisidir (41). Birgok arastirmact grubu elektron paramanyetik rezonans
teknig kullanarak peroksinitritin tiyol gruplar: ile reaksiyonu sonucu tiil radikallerinin
olustugunu gostermistir. Tiyol gruplarinin diger bir oksidasyon sekli 4-Hidroksinonenal’in,
proteinlerdeki —SH gruplarina Michadl reaksiyonu sonucunda tioeter bagiyla
baglanmasiyla gerceklesmektedir. Michael reaksiyonu geri dontsUmlU bir reaksiyondur
(40, 41) (Sekil 3B).

l‘l.:!N-P CI:-NH-P

A [Hcm-l},. —> ¢=0
CHO (HCOH)n-1
PNHy+ [HCOH]n ;H "
.? =N -

;Q PNH, é=0
IHCDH}n 1 (HCOH) -1

R R

P-Hi OH o
FSH 5-P
pUFA —223 A O "AA
OH o \ OH 0
P-NH;
s HN-P
on ©
CHO CH=NP CH-NHP GH=NP
CH, + PNH,—> | CH, _3 CH — CH
CHO cio T cHo CHow

Sekil 3: Glikasyon, glioksidasyon ve poliansatire yag asitlerinin (PUFA)
peroksidasyon Urunleri ile proteinlerin reaksiyonlart sonucu, protein karbonil gruplarinin

olusu-mu (Sekonder modifikasyon reaksiyonlari) (40).

A: Sekerlerin proteinlerdeki lizin amino gruplar: (P-NH2) ile reaksiyonu

B: Michad tipi katilma reaksiyonu ile 4-hidroksi-2-nonena’in proteinlerdeki lizin
P-NH2), histidin (P-His), veya sistein (P-SH) bakiyelerine baglanmasi

C: Proteinlerdeki amino gruplar: ile lipit peroksidasyon Urini malondialdehitin
reaksiyonu
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2.2.1.1.2. Tleri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu

Son zamanlarda protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri oksidasyon
protein Urlnleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) cesitli arastirmacilarin
dikkatini cekmeye baslamistir (38, 39, 42). AOPP, ditirozin igeren capraz bagli protein
drinleri olarak tammlanmaktadir (38). Diger taraftan AOPP nin yapisal olarak ileri
glikasyon son UrUnlerine benzedigi bildirilmektedir (39).

AOPP protein oksidasyonunun derecesini belirlanede duyarl1 bir belirtectir (38,
39). Witko-Sarsat ve arkadaslan (43) tarafindan yapilan calismada, AOPP dizeylerinin,
protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon son Urini olan
pentozidin dizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipit peroksidasyon marker': olan
tiyobarbitirik asit ile reaksiyona giren maddel erle korelasyon gogtermedigi bildirilmistir.

2.2.1.2. Lipid Peroksidasyonu

Biyolojik membranlarin yapisinda bulunan ¢oklu doymarmis yag asitleri (PUFA) ve
kolesterol, cogunlukla biyolojik sistemlerin Urini olarak meydana gelen oksitleyici
ganlann tesirine maruz kalarak dogal yapilanm kaybederler ve lipid peroksitlerine
dondsurler. Lipid peroksidasyonu enzim gerektirmeyen ve ileri safhalarinda yeni serbest
radikal olusumunu ve/veya ara lipid hidroperoksit Grdnlerinin meydana gelmes ile
karakterizedir. Lipid peroksidasyonunun baslangi¢c asamasi bir PUFA’nin metilen karbon
hidrojenine bir serbest radikalin saldiria ile baslar (Sekil 4, A). Olusan lipid radikali
molekiler oksijenin ile reaksiyona girerek peroksil radikalini meydana getirmek lzere
degisime ugrar ( Sekil 4, G). Bu sekilde oksidan Ozellik kazanmug lipid molekili
antioksidanlarin durumuna gore diger yag asitlerine etki ederek lipid hidroperoksitlerin
olusumuna aracilik eder. Bu sire¢ sonunda malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonena
(HNE) gibi son derece toksik ve proaterojenik molekiller meydana gelir (44-46).

Lipid peroksidasyonu membran igeriginin polimerizasyonuna sebep olur (47).
Membrandaki poliansature yag asitlerinin serbest radikallerin etkisiyle oksidasyonu
sonucu olusan oksidatif trinler malondialdehit (MDA) yada 4-hidroksi-2 nonena (4HNE)
gibi aldehitler ve diger hidroksialkenaller meydana gelir. 4HNE ve diger adehitler gibi
toksik haberdlerde molekller seviyede oksidatif hasara arabuluculuk ederler. Bu oksidatif
urinler proteinler ve niklek asit gibi farkli makromolekdiller ve disiik molekdl agirlikl
tiyoller ve glutatyon ile reaksiyona girerler. Membrandaki bu hasar membran
akiskanligimn degisimine ve hiicre deformasyonuna sebep olur.
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Sekil 4: Lipid peroksidasyon mekanizmasi (20).

CHz R-CH=CH-,



13

Sekil 4 Gizerinden gosterilen mekanizmada;

: Baslama

: Dien konjugasyonu ve serbest radikal stabilizasyonu
: MolekUler oksijen saldirist

: Lipid peroksi radikali

: Lipid endoperoksi radikali

: Molekdl ici diizenleme

QT =T oW >

Radikal zincir reaksiyonu ( Bu reaksiyonda oksidan ¢zellik kazanan lipid
molekuld, diger yag asitlerine etki ederek lipid peroksitlerin olusumunu saglarlar
(48, 49).

H: Lipid hidroperoks parcalanmasi

reaksiyonlarini gostermektedir.

2.2.2. Antioksidan Sistem

Oksijenli solunum yapan organizmal arda metabolizmanin bir sonucu olarak serbest
radikaller denen reaktif atom veya bilesikler meydana gelir. Norma metabolizmada
cogunlukla yikici etkilere sahip olan bu radikallerin bertaraf edilmes icin antioksidan
savunma sistemleri mevcuttur. Hicre icinde olusan detoksifikasyon islemleri genellikle
enzimler tarafindan gergeklestirilir. Antioksidan sistemin enzimatik olmayan kismin ise
bazi vitaminler ve spesifik proteinler olusturur (Tablo 2). Normal sartlarda antioksidan ve

oksidan sistem arasinda bir denge vardir (Sekil 5).
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Sekil 5 : Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (50).
Bazi durumlarda oksidatif stresin artmasi dengenin oksidan tarafa kaymasina yol
acar. Bu durum antioksidan sistemin yetersiz olmasi ya da oksidan 6zelligin artmasi

sebebiyle meydana gelebilir (51).

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

Enzimatik Enzimatik Olmayan
Slperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albumin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-F) Askorbat (vit C) Transferin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-P,) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon Stransferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

2.3. Sert Kabuklu Meyveler ve Findik

Sert kabuklu meyveler besin degerleri yuksek, yagl yiyeceklerdir. Pek cok sert
kabuklu meyvenin kalorisinin yaklasik % 80’ i yagdan gelir ve bu yilizde iginde doymamus
yag asitleri agirhktadir. Tablo 3 de bazi sert kabuklu meyvelerin 100 graminda bulunan
yag asidi, E vitamini, arginin, metiyonin ve folik asit miktarlan verilmistir (52-54). Arginin
NO’ in 6ncl molekild, metiyonin vaskilo-toksik 6zellik gosteren homosisteinin 6nct

molekllt olmasi, folik asit ise homosisteinin metiyonine dontstiimi ve miktar1 azaldigi
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zaman tetrahidrobiopterin geri dontsimunde yer alarak nitrik oksit sentaz disfonksiyonuna

neden olmasi ile oldukca 6énemlidir.

Tablo 3: Bazi sert kabuklu meyvelerin 100 graminda bulunan yag asidi, e vitamini, arginin
ve metiyonin miktarlarn (52-54).

Findik Ceviz Badem Yer Fistigi

Doymus Yag asidi (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
o-linolenik asit (g) 0,15 9,1 04 0

a-tokoferol (mg) 15,03 1,8 25,87 8,33
v-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

Yapilan bir ¢cok calismada plazma kolesterol dizeyleri tizerine sert kabuklu meyvelerin
(badem, ceviz, findik gibi) tiketiminin etkileri degerlendirilmistir (55). Gunluk 84-100 g
sert kabuklu meyve tiuketiminin serum total kolesterol dizeyini % 10-20 azalttig:
gozlenmistir (56).

Sert kabuklu meyveleri haftada 1 kereden az tiketen insanlarla 1-4 kez tiketen
insanlar arasinda karsilastirma yapildiginda, haftada 1-4 kez tiketme ile koroner kalp
hastaliklarindan 6lme riskinin % 25 azaldig1 gorulmuistir. Tuketim sikhg: haftada 5 ya da
daha fazla oldugunda ise bu riskin % 50 oraminda azaldigi belirtilmistir. Sert kabuklu
meyvelerin tiketimi sadece kalp hastaliklarina karsi koruyucu degil, aym zamanda émar
uzunluguna da katkida bulunmaktadir (57).

Y apilan literattr taramasina gore, badem ile yapilan 3 (50-100 g/gun), yer fistigi
ile yapilan 2 (35-68 g/guin) ceviz ile yapilan ise 4 (40-84 g/gln) calismada kontrol diyeti ile
beslenenlere gore total kolesterolde % 2-16, LDL kolesterolde % 2-19 arasinda bir dusis
gordlmuUstir. Buna gore gunde 50-100 g olmak Uzere, haftada 5 kez ya da daha fazla sert
kabuklu meyve tiketimi, normolipidemik ve hiperlipidemik kisilerde total kolesterol ve
LDL kolesteroltin anlamli olarak azalmasina neden olmaktadir(57).

Son yillarda yapilan bir¢ok arastirma sert kabuklu meyveler sinifindan olan findik
tuketiminin insan beslenmesi tizerinde olumlu etkilerinin oldugunu ortaya koymustur (58).

Findik bitkiler aleminde Fagales takimimin Betulaceae familyasindan Corylus

cinsine aittir. Findik yag ve protein aciandan degerli bir kaynaktir. Yenebilen 100 g ic
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findik, 55-66 g yag, 11-15 g protein, 12-17 g karbonhidrat, 8-10 g lif icerir ve yaklasik 650
kcal. enerji saglar (59). Findik yagi bilesimi Uzerine yapilan calismalarda bilesimce
zeytinyagina benzedigi ve tim cesitlerde de en fazlaolelk asidin (18:1) bulundugu ve bunu
arayla linoleik (18:2), pamitik (16:0), stearik (18.0) ve linolenik (18:3) asitlerin izledigi
belirlenmistir. Tablo 4 te findigin 100 graminda bulunan yag asitleri ve miktarlar

verilmistir (60).

Tablo 4: Findigin 100 graminda bulunan yag asitleri ve miktarlan (60).

Doymamis yag asitleri (g)
MUFA PUFA
14:0 16:0 18:0 toplam 16:1 18:1 20:1 toplam 18:2 18:3 toplam

012 312 1,27 46 021 4863 01 49 583 0,15 6

Doymus yag asitleri (g)

Findikta bulunan protein miktar1 bitkisel kaynakl: proteinler icin Onemli
sayilmaktadir, yiksek miktarda arginin icerirler. Findik ve findik yagi E vitamininin en iyi
dogal kaynagidir. Her giin sadece 25-30 g findik gunlik E vitamini ihtiyacinin tamamin
karsilamaktadir. Findik ve findik yagimn vicutta karbohidrat, protein ve vyag
metabolizmasnda dizenleyici rolti olan bazi B grubu vitaminler (B1, B2 ve 6zellikle B6
vitamini) igin 6nemli bir kaynak oldugu saptanmistir (58). Ayrica kalsiyum, magnezyum,
fosfor ve potasyum basta olmak Uzere iyi bir mineral kaynagidir. Tansiyonu
dengelenmesinin yan sira sodyum bakimindan diustk fakat mineraller bakimindan zengin
olan findik ve findik yagi, demir ve cinko icin en iyi kaynaklardan biridir (58). Findik ve
findik yaginin bir 6nemli 0Ozelligi de findikta bulunan sterollerden beta-sterol’ tin
bagirsaktan kolesterolin emilimini azaltmasidir (58, 60, 61). Findikta bulunan Iif,
kolesterol 6ncl molekdllerinin ve glukozun emilimini azatarak kan glukozunun ve
kolesteroltin yikselmesinin énlenmesinde yardimer olur. Folik asit, B2 ve B6 vitaminleri
koroner kalp hastaligi ve sinir sisteminin islevinin bozulmasinda risk faktori olan
homosistein dizeyinin yiukselmesini onleyici etki yapar (61). Fincigin icerdigi yuksek
miktardaki E vitaminin LDL oksidasyonunu oOnleyerek koroner kalp hastaligi riskini
azaltic etkis belirlenmistir (61). Findigin saglikli besenme agisndan uygun niteliklere
sahip ve yuksek enerji saglayan bir besin maddesi olmasinin yaninda son yillarda yapilan
calismalarla findikta ok yiksek dizeylerde bulunan tekli doymamis yag asidi oleik asidin
(% 82 oleik asit, % 12 linoleik asit, % 15 pamitik asit ve % 1 stearik asit) kanda
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kolesteroltin yikselmesini onledigi ve boylece kalp ve damar hastaliklarina karsi koruyucu
etki gosterdigi tespit edilmistir (58, 60, 62).

Arastirmalar gostermistir ki doymus yag oraninin disiik ve MUFA oramimin yuksek
oldugu diyetler plazma lipid dizeylerinin kontroliinde etkili olmaktadir. Findikta yiksek
oranda bulunan oleik asidin insanda kan sekerini duzenledigi, serum toplam kolesterol ve
apo B dizeylerini azalttigi, apo Al dizeyini arttirchgi gosterilmistir (60). Bu etkiler
sonucunda diizenli findik tiketiminin koroner kalp hastal1g1 riskini azaltacagi ongorulebilir
(58). Turk Kardiyoloji Derneginin 2002 yilinda yayinladigi “Koroner Kalp Hastalig-
Korunma ve Tedavi Kilavuzu' nda’ findik, MUFA (oleik asit) ve PUFA (linoleik asit), B
ve E vitamininden zengin bir besin kaynag: olarak saglikli beslenme diyetinin bir pargas
olarak yer amaktadir (58). Durak ve ark.” min yaptigi1 ¢calismada saglikl1 bireylerin normal
diyetlerine ginde kilogram basina 1 g olacak sekilde 30 gin boyunca findik ilave
edilmistir. 30. giin sonunda findik tuketiminin toplam kolesterol, LDL kolesterol ve MDA
diizeylerini dustrdigi, HDL kolesteral, trigliserid dizeylerini ve antioksidan potansiyelini
arttirdigr gozlenmistir (7). Tavsanlar Uzerinde yapilan bir calismada findik yaginin
hiperkol esterolemik diyetle beslenen tavsanlarda plazma ve eritrosit MDA ve konjuge dien
miktarlarim distrdigl saptanmustir (63). Tavsanlar Uzerinde yapilan baska bir calismada
findik yagimn hiperkolesterolemik diyetle beslenen tavsanlarda aort toplam kolesterol,
MDA ve konjuge dien duizeylerini distrdigi saptanmistir (64).

S6zu edilen bu calismalar findik ve findik yagimin kardiyovaskiler hastal iklardan
korunmada ve tedavisinde biyik onem tasicigini gostermektedir. Bu durum findik ve
findik yaginda bulunan PUFA’ nden linoleik asitin kolesterol diizeylerini distrtci etkileri
ile desteklenmektedir. Ancak PUFA’ nin vicutta serbest radikal oksidasyonuna yatkin
olmas nedeni ile asir1 tiketiminden kaginilmas: gerekti gi unutulmamalicir. Ozetle doymus
yag asidi yonunden fakir, MUFA yo6nunden zengin, PUFA miktan yeterli ve antioksidan
potansiyeli yiksek olan findik ve findik yagina gunlik diyette (yagdan gelen enerjinin %
20" sini gegmeyecek sekilde) yer verilmesi, aterosklerotik kardiyovaskiler hastal iklardan
korunmada ve tedavisinde yararl: olacaktir (59).
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2.4. Hiperlipidemi ve Findik

metabolizma hastaligidir. Bu tlr hastalarin toplam kolesterol LDL-kolesterol ve trigliserid
seviyelerinde artis yada HDL -kolesterol seviyesinde azalis gozlenmektedir. Ancak LDL -
kolesterol yuksekligi major lipid anormaligidir (65). LDL’ nin yuksek konsantrasyonu
eritrosit sekil bozuklugu ile iliskilidir (66, 67). Ulusal kolesterol egitim programinin
(NCEP) bdlirledigi kolesterol ve trigiliserid degerleri  verilmistir (Tablo 5). Birkag
calismada sert kabuklu meyvelerin, serum lipid seviyeleri ve sonradan gelisecek olan
koroner arter hastalig: Uizerine yararl etkiye sahip oldugu gozlenmistir (68, 69). Schick ve
ark ve Vaya ve ark’lannin yaptig1 calismalarda hiperkolesterolemik sahislarda membran
kolesterol konsantrasyonun arttigi gozlenmistir (70, 71). Kolesterol orani artmis
membranlarda hiicre deformasyonu artar ve bu durum aterosklerozun ilerlemesine neden
olabilir (72, 73).

Tablo 5: NCEP ATP Il kolesterol ve trigliserid siniflamast (74).

mg/dL mmol/L

LDL-kolesterol

Optimum <100 <26

Optimuma yakin 100-129 2.6-3.3

Sinirda yuksek 130-159 34-4.11

Y Uksek 160-189 4.12-4.89

Cok yuksek > 190 >4.9
Toplam kolesterol

Normal <200 <5.2

Snirda yuksek 200-239 5.2-6.18

Y Uksek > 240 > 6.2
HDL-kolesterol

DusUk <40 <1.0

Y Uksek > 60 >1.6
TG

Normal <150 <1.7

Sinirda yuksek 150-199 1.7-2.2

Y Uksek 200-499 2.3-5.63

Cok yiuksek > 500 > 5.64




3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Otoanalizor (ROCHE/HITACHI Moduler Sistem, DPP)

Nefolometre (DADE BEHRING, BN 1)

Santrifij (EPPENDORF 5810)

Mikrosantrifij (BECKMAN COULTER, Microfuge 18 Centrifuge)
Spektrofotometre (SHIMADZU, UV-1601 UV/Visible Spectrophotometer)
Sicaklik ayarlayicisi (SHIMADZU)

Mikroplate okuyucusu (VERSAmMax)

HPLC (AGILENT 1100)

HPLC Kolonu (ZORBAX ECLIPSE XDB-C18)

Diyaliz Torbas (SIGMA, D 9777)



3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

AlblUmin (Sigir 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 safliginda, MERCK)
Sodyum Di Hidrojen Fosfat (MERCK)
Sodyum Hidroksit (MERCK)

Sodyum bikarbonat (MERCK)

Sodyum Karbonat (MERCK)

Sodyum potasyum tartarat (MERCK)
2-tiobarbtirik asit (SIGMA)

Tris (hidroksimetil)-aminometan (MERCK)
Troloks (56510, FLUKA)

Sodyum bi Fosfat (MERCK)

Sodyum Klorir (MERCK)

Sllfurik asit (CARLO ERBA)

Bakir siilfat (SIGMA)

Batillenmis hidroksi tolien (SIGMA)

Asetik asit (MERCK)

Potasyum di hidrojen fosfat (MERCK)
Potasyum bi hidrojen fosfat (MERCK)
DTNB (SIGMA)

N-asetil sistein (SIGMA)

Potasyum klortr (MERCK)

Potasyum iyodiir (TEKNIK KIMYA)
Ksilenol oranj (MERCK)

Gliserol (BIRKA)

Demir 2 amonyum silfat (MERCK)
O-dianizidin dihidroklorir (SIGMA)
Hidrojen peroksit (MERCK)
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3.2. Metod

3.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Bu caisma NCEP ATP Il kriterlerine gore ilag tedavisi gerektirmeyen
hiperkolesterolemik gonulli sahislar Gzerinde yapilmistir. Calismada yaglan 27 ile 59
arasinda degisen 13 bay, 2 bayan toplam 15 kisi yer almistir. Calisma grubunu olusturacak
Kisilerin calismaya baslanmadan once lipid profilleri tespit edilerek hiperlipidemik olup
olmadiklar: belirlenmistir. Koroner arter hastaligi, hipertansiyon, diabet, obezite ve baska
sistemik hastaliklari olanlar ve diizenli ilag kullananlar ¢alisma grubuna dahil edilmemistir.
Sahidlara, olculen vicut kitle indeksi, vicut agirhgr ve yag yizdelerine gore, ideal
anirlara gelebilmeleri icin baslangictan itibaren bir ay boyunca kontrol diyeti
uygulanmistir (I1.donem). Takip eden ikinci bir aylik periyotta diyetlerine enerji
ihtiyacmn % 20 sini karsilayacak sekilde findik eklenmistir (111.donem). Yenmes
gereken gunltk findik miktarimin yaris sabah saat 10.00-11.00 arasinda, diger yaris da
Ogleden sonra saat 15.00-16.00 arasinda olmak Uzere ikiye bolunerek tiketilmistir. Son
periyotta ise findiksaz kontrol diyeti uygulanmustir (IV.donem). Bireylerden galismanin

baslangicinda (I.dénem), 30.gtinde, 60.guinde ve 90. glinde kan alinmustir.

Bir gecelik (12 saatlik) aglik donemini takiben bireylerden antikoagilansz ve
Img/mL EDTA iceren antikoagulanli vakumlu tUplere yaklasik 20 mL venbéz kan
ainmigtir. TUpler 3000 rpm’de 15 dakika santrif(j edilerek serum ve plazmalar elde
edilmis, guinliik analizler disinda kullanilacak 6rnekler — 80 °C’ de saklanmustir.

3.2.2. Biyokimyasal Analizler

Serum total kolesterol (TK), trigliserid (TG), HDL-kolesterol (HDL-K), LDL-
kolesterol (LDL-K) tayinleri ROCHE/HITACHI Moduler Sistem otoanalizoriinde orijinal
kitleri kullanilarak gergeklestirildi. Apolipoprotein Al (ApoAl) ve apolipoprotein B
(ApoB) tayinleri nefolometre (DADE BEHRING, BN 11) cihaz:1 ile monoklonal

immunopresipitasyon prensibine dayanilarak yapilmistir.
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Otoandizoérlerde tayin edilen tim parametreler gunlik kalite  kontrol

uygulamalarinin ardindan yapilmustir.

3.2.3.0smotik Frajilite

Bu test izoosmotik sodyum klorlr konsantrasyonundan baslanarak (% 0,9), giderek
azalan osmolaritedeki tuz konsantrasyonuna sahip ortama konan eritrositlerin hemoliz
olma oramnin Olcimine dayalidir. Normade hemoliz yaklasik % 0,7 lik NaCl
konsantrasyonunda baglar ve % 0,4 1Uk NaCl’ de hemoliz % 100 dir (75).

Kullanilan Cozeltiler

10 mM Sodyum Fosfat Tamponu: 05199 g NaH,PO, . 2H,0 ve 1,7848 g
Na,HPO, . 7H,0 tartilip 750 mL de ¢ozlildi ve pH’'s1 7,4’ e ayarlandi. Daha sonra son

hacim 1L’ ye tamamlandh.

%01,02,03,035,04,045,05,055,0,6,0,7,0,9luk NaCl c¢ozeltileri bu
tampon ile hazirlandh.

Deneyin Yapilist

Osmotik Frajilite Dacie ve Lewis (75) tarafindan tanimlanan yonteme gore yapildi.
Eritrosit paketinin hacmi ile 10 mM sodyum fofat tamponunda hazirlanmis farkl
konsantrasyonlardaki NaCl (% 0, 0,1,0,2,0,3,0,35,04,0,45,05, 055,06, 0,7,
0,9) cozeltisinin hacmi 1:200 olacak sekilde koyuldu. Daha sonra tupler kibarca ters diz
edilerek kanstirldi. 25°C da 30 dk. bekletildikten sonra 1500 x g de 10 dk santrifijj edildi
ve 540 nm deki absorbanslan kaydedildi. Ayni islemler suya gérede yapildi ve bulunan

degere gore % hemoliz olma oranlar1 hesaplandi.
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3.2.4. Eritrosit Membran (GHOST)’inin Elde Edilmesi

Eritrosit membranlarinin elde edilmess H.Hamaguchi ve H. Cleve'in eritrosit
ghostu elde etme yontemi modifiye edildi (76). 120 mL kan 3000 rpm’de 10 dk. ve 4°C’de
yiiksek devirli sogutmali santrifijle santrifijjlendi. Ust kismunda kalan plazma ve |6kosit
tabakas su trompu ile alindi. Daha sonra eritrositler, % 0,9 NaCl-5 mM Tris-SOa
( pH = 7,4) tamponu kullanmlarak Uc¢ kez slispansiyon yapildi. Her slispansiyon 3000
rom’'de 5 dk. santriflj edildi. Bu yikama islemi sonucunda yaklasik 30-40 mL eritrosit
paketi elde edildi. Eritrosit paketleri yaklasik 5 hacim 10 mM Tris0,1 mM EDTA-SO,
( pH = 7,4) ile siispanse edildi. ilk siuispansiyon 13000 rpm’de 20 dk. santrifijjlendi. Bu
sekilde eritrositler hemoliz edilmis oldu. Daha sonra yine aym tampon kullanmlarak yapilan
stispansiyonlar 20000 rpm’ de 10’ ar dakika santrifiijlendi. Bu sekilde 5-7 kez yikama islemi
yapilarak hemoglobin uzaklastirilmis oldu.

Kullanilan Cozeltiler
1.% 0,9 NaCI-5mM Tris-H,SO,4 (pH = 7,4)

9 g NaCl, 1000 mL deiyonize suda ¢ozuldi. Boylece izotonik ¢ozelti hazirlanmis
oldu. 0,606 g Tris, 750 mL izotonik cozeltide ¢ozildih. 05 M H,SO, ile pH 7,4'e
ayarlandi. Son hacim yine izotonik ¢ozeltiyle 1000 mL’ye tamamlandi.

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

1,211 g Trisve 0,037 g EDTA 750 mL’ ye kadar deiyonize suda ¢ozildi. 0,5 M
H,SO, ile pH 7,4 e ayarlandi.Daha sonra son hacim 1000 mL tamamlandh.

3.2.5.GHOST ’un Diyalizi

Eritrosit mebran’inda diyaliz EDTA’'y1 ve diger safsizliklari uzaklastirmak
amaciyla yapildi. Diyaliz isleminde seliloz membrandan yapilmis diyaliz torbasi (Sigma,
D 9777) kullanldi. Yar: gecirgen bir zar olan diyaliz torbas EDTA ve kicik molekillerin

disan gikmasinaizin verirken tamponun da iceri girmesini saglar. Bunun sonucu olarak ta
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diyaliz srasinda membran ylzey alam artar. Denge konsantrasyonuna erisildiginde,

¢cozunenlerin dagilim her iki yonde de ayni olmaktadir (77).

Kullanilan Cozeltiler

1.10 mM EDTA-10 mM PBS, pH 7,4: 4,36 g NaaHPO,.2H,0, 1,86 g NaH,PO,,
0,148 g N&EDTA bir miktar % 0,9'luk NaCl ¢ozeltisinde ¢ozildi. pH’ st kontrol
edildi ve son hacim % 0,9’ luk NaCl ¢ozeltisi ile 4 L’ ye tamamlandh.

2.10 mM PBS,pH 7,4: EDTA hari¢ ¢ozelti 1’ deki gibi hazirland.

3. 100 mM NaHCO;-10 mM Na,EDTA, pH 7.4: 84 g NaHCO; ve 3,722 ¢
NaEDTA bir miktar deiyonize suda ¢ozuldi. pH'st HCl ile 7,0'a ayarland.
Deiyonize suile hacim 1 L’ ye tamamlandh.

Diyaliz Torbalarimin Hazirlanist ve Diyalizin Yapilist

Diyaliz torbalart yaklasik 10-15 cm ebatlarda kesildi, 100 mM NaHCO;10 mM
NaEDTA (pH 7,4) cozeltis icerisinde, 60°C'de 2 saat boyunca sirekli ve yavasca
kanstinlarak agilmas saglandi. 10 mM EDTA-10 mM PBS ( pH 7,4) ¢Ozeltisi ile yikandi
aym ¢ozelti icinde 4°C’ de saklandh.

Elde edilen GHOST'lar (SDS ile bir gece 4°C de bekletildi) 1,5 mL’lik
ephendoflara yerlestirildikten sonra kapaklar kopartildi ve agzlann kicik lastikler
yardimiyla diyaliz torbalariyla kapatildi ve kapak kismi asagi yonde olacak sekilde 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 degistirilerek, 4°C’ de, karanlikta ve
strekli kanstinlarak diyaliz edildi. ik asamada EDTA’l1 tampon kullamimasinin nedeni
diyaliz sirasinda gegen uzun stirede meydana gelebilecek oksidasyona engel olmaktir.

3.2.6. GHOST ta Protein Tayini

Izole edilen GHOST ta protein tayini Lowry metodu (78) ile yapildi. Bu metodun
prensibi proteinin ilk 6nce alkali ortamda bakir iyonlar1 ile muamele edilmesine ve daha

sonra Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifinin (Fosfotungstik-fosfomolibdik asit) bakir ile
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muamele edilmis proteinlerde yer aan tirozin ve triptofan amino adtleri tarafindan
indirgenmesi esasina dayanir. Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifinin protein ile reaksiyonu

sonucu olusan mavi rengin optik dansitesi spektrofotometrede 660 nm’ de oIl Ur.

Kullanilan Cozeltiler

1. Reaktif I : %2 Cu:S04.5H,0: 2 g CuSO4.5H20 bir miktar distile suda ¢ozultp
hacmi distile su ile 100mL’ ye tamamlandh.

2. Reaktif II: %2 Sodyum Potasyum Tartarat: 2 g Sodyum potasyum tartarat bir
miktar distile suda ¢ozultp hacmi distile su ile 100mL’ye tamamlandh.

3. Reaktif A: 0,1 N NaOH c¢ozeltisinde %2 Na,COs: 2 g NaoCOsz, 100mL 0,1 N
NaOH c¢ozeltisinde hazirlandh.

4. Reaktif B: Alkali Bakir Reaktifi: Reaktif |, Reaktif IlI, Reaktif A siras: ile
1:1:100 oraminda karistirilch, taze hazirlandh.

5. Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi: 2 N Folin reaktifi 1:1 oraninda distile su ile
seyreltildi, taze hazirlandh.

6. Standartlar: Sigir Serum Albiimini: 0,02 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL,
0,15 mg/mL, 0,2 mg/mL konsantrasyonlarinda albumin standartlar1 hazirlandi.

Deneyin Yapilisi

Lowry metodunun hassasiyeti 2-100 pg arasindadir. Bu nedenle GHOST 20 kat
distile su ile seyretilmistir. Arkadaki tabloya gore pipetlemeler yapilip 660 nm’' de
absorbanslan okunarak standart grafik yardimiyla sonuclar bulunmustur (Sekil 6).
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Kor (uL) Standart (uL) Numune (uL)
Digtile Su 200 - 180
Standart - 200 -
Numune - - 20
Reaktif B 1000 1000 1000
Vorteksle karistinldiktan sonra oda s.cakh ginda 10 dk. bekletildi.
Folin reaktifi (1N) 100 100 100

Vorteksle karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dk. bekletildi.
660 nm’ de absorbanslar1 okundu.

y = 1,2755x + 0,005
R? = 0,9968

Absorbans (660 nm)

0 L) L) L) L) L]
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Albiimin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 6: Protein Standart Grafigi

3.2.7. GHOST’ta MDA tayini

Young ve Trimble'in (79) metoduna gore, lipid peroksidasyon Urind olan
malondialdehit (MDA)’ in tiyobarbitlrik asitle isitilmasiyla olusan kompleksin 536 nm de
uyarilmasi ve 555 nm yaydigi 1s51381n HPLC de floresan detektdrle olclimes esasina
dayanr.
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Kullanilan Cozeltiler

1. % 0,2’lik Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) : 0,02 g BHT 10 mL saf alkolde
¢Ozalur.

2.0,46 M Fosforik asit: % 85'lik fosforik asitten 1,551 mL alimp 50 mL’ye
tamamlanur.

3. % 0,6’k Tiyobarbitiirik asit: 0,3 g TBA 50 mL deiyonize suda 1sitilarak
¢OzulUr. 50 mL glasiyel asetik asit eklenir.

4.1 M NaOH: 4 g NaOH 100 mL deiyonize suda ¢ozul Ur.

5. 25 mM fosfat tamponu, (pH =6,4): 2,9368 g KH,PO, ve 0,5958 g K,HPO, 1 L
HPLC safliginda suda ¢ozulUr. pH’ s1 6,4’ e ayarlanir.

Deneyin yapilisi:

100 pL standart ve numune tiplere pipetlenir. Ve Uzerlerine 10 uL % 0,2 lik BHT

ve 600 pL 0,46 M fosforik asit pipetlenir. Vortekslenip oda sicakliginda 10 dk.
bekletilir. Tuplere 200 puL % 0,6 l1ik TBA eklendikten sonratekrar vortekslenir ve 90 °C’ de

su banyosunda 30 dk. sitilir ve 30 dk.’ min sonunda tupler sogutulur. Ependorflara 400 pL

numune ve standart konulduktan sonra tizerine 720 uL metanol pipetlenir.Ardindan 80 pL

1 M NaOH eklenerek asidin notrallesmesi ve proteinlerin gokmesi saglanir.

verilir.

Mikrofljde 5 dakika santriflj edilir.Sipernatan vialere konulur ve HPLC ye

Akis hizi: 1 mL/dak Kolon: C18 kolon
Enjeksiyon : 40 pL Mobil Faz: tampon:metanol (65:35)
Sicaklik :450C Detektor: floresan detektor (Ex:536, Em:555)

Hazirlanan standartlara gore yapilan standart grafiginden numunelerin

konsantrasyonlan hesaplandi.
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3.2.8. Eritrosit Membran Proteini Tiyol Seviyesinin Belirlenmesi

Tiyol seviyesini belirlemek icin Sedlak ve arkadaslarinin kullandigi method (80)
uygulandi. Bu yontem 412 nm'’ de spektrofotometrik okumaya dayalidir.

Kullanilan Cozeltiler

1. 0,2 M Tris Tamponu, (pH = 8,2) : 24,228 g Tristartildi ve 750 mL distile suda
¢Ozlldu. pH's1 0,2 M NaOH ile 8,2 ye getirildi ve son hacim 1L ye tamamlandh.

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

nitrobenzoik asit) tartildi ve metanolde ¢ozulUp son  hacim 50 mL ye tamamlandh.
3. Metanol: Saf metanol kullarld.

4.Standartlar: 1 mM , 0,5 mM, 0,250 mM ve 0,125 mM konsantarsyonlarina sahip
N-asetil sistein standartlar: hazirland.

Deneyin Yapihist

Arkadaki tabloya gore tiplere pipetlemder yapihip 412 nm’'de absorbanslari
okunarak elde edilen standart grafigine gore hesaplamalar yapilch (sekil 7).
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Numune Kori (uL) Standart (uL) Numune (uL)
Tris tamponu 800 750 750
Standart - 250 -
Numune 250 - 250
DTNB - 50 50
Metanol 3950 3950 3950

15 dk. icinde renk gelisti ve tlpler oda sicakliginda 3000xg’ de 15 dk. santrifdj edildi.

412 nm’ de absorbandlar1 okundu.

0,16 -
0,14 1
0,12 1

0,1 -
0,08 1
0,06 4
0,04 1
0,02 1

y =0,0001x + 0,0132
R?=0,994

Absorbans (412 nm)

0 200 400 600 800

Konsantrasyon (mmol/L)

1000 1200

Sekil 7: Tiyol grubu standart grafi gi

3.2.9. ileri Okside Protein Uriinii

Ileri oksidasyon protein Uriin seviyesini belirlemek icin Witko ve arkadaslarinmn

kullandigi method (81) bazi degisikliklere ugratilarak uygulandi. Bu yontem 340 nm’de

spektrofotometrik okumaya dayalidir.
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Kullanilan Cozeltiler

1.PBS, (pH = 7,4): 16 g NaCl , 0,4 g KCI , 04 g KH,PO,, 4,338 g NgHPO; .
7H20 tartilip 1750 mL distile suda ¢6zuldu ve pH si1 7.4’ e getirildikten sonra son
hacim 2 L ye tamamland.

2.1,16 M KI: 9,628 g KI tartildh ve distile suda ¢ozulip hacmi 50 mL ye
tamamlandh.

3.Asetik asit: Saf olarak kullanldi.

Deneyin Yapilisi

ELISA kuyucuklarina asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilip 340 nm’' de
absorbandar okunarak 261 mM™ molar absorbtivite katsayis degerine gore hesaplama
yapilmistir.

Kor (uL) Numune (uL)
PBS 2000 1600
Numune - 400
Kl 100 100
2 dk. bekletildi.
Asetik asit 200 200

340 nm’ de absorbanslar1 okundu.

3.2.10. Toplam Oksidan Kapasite

Toplan oksidan kapasiteyi belirlemek icin Ozcan EREL’in olusturdugu
kolorimetrik bir method (82) kullanldi. Bu method asidik ortamda farkl1 oksidan turleriyle
Fe? ‘nin Fe™e yikseltgenmes ve Fe™ iin ksilenol oranj ile meydana getirdigi renk
degisiminin 590 nm’ de okunmasina dayalidir.
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Kullanilan Cozeltiler

1. Reaktif 1

25 mM H>SOy4: 1,3873 mL % 96’11k (d= 1,84 g/cm3) HoSO4 distile suda ¢ozultp
hacmi 1L tamamlanch.

0,114 g ksilenol oranj, 8,19 g NaCl, 98,9 mL gliserol 25 mM H>SOg ile ¢odzulUp
hacmi 1 L tamamlanch.

2.Reaktif 11

0,098 g (NH,4),Fe(SO,), , 0,1586 g o-dianizidin dihidroklorir tartilch ve 25 mM
H>SOu4ile ¢ozuldi ve son hacim 50 mL ye tamamlandi.

3.Standartlar: 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 ve 100 pmol H,O, Eg/L olacak sekilde
hazirlandh.

Deneyin Yapilisi

ELISA kuyucuklarina asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilip 590 nm'de
absorbandlann okundu ve elde edilen Al degeri A2 degerinden c¢ikarildi. Bu absorbans
degerine karsilik gelen konsantrasyon miktar: elde edilen standart grafi ginden hesaplandi.
(sekil 8).

Kor (uL) Standart (uL) Numune (uL)
Reaktif | 225 225 225
Digtile su 35 - -
Standart - 35 -
Numune - - 35

A1: 590 nm’deilk okuma yapildi.

Resaktif I 11 11 11

A2: 590 nm dalga boyunda 3. ve 4. dk.’lardaki ikinci okuma yapildi.
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y=37836x-2.53 r=0,995
y =378.36 x —2.53

'g‘ 0,15 - r = 0,995
&
v 0,1 -
=
= 0,05 -
[
(=}
2 )
< 0
0 10 20 30 40 50

pmol H, 0, Eq/ L

Sekil 8 : Toplam oksidan kapasite icin standart grafigi

3.2.11. Toplam Antioksidan Kapasite

Fenton reaksiyonun sonucu hidroksil (OH') radikalinin Uretimi ile baslatilan etkili
serbest radikal reaksiyonlarinda olusan renkli dianizidil radikainin 444 nm’de
spektrofotometrik 6lciimine dayali bir yontemdir (83).

Kullanilan Cozeltiler

1.Reaktif I

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

75 mM KCI: 5,591 g KCI tartildi ve distile su ile ¢ozulUp son hacim 1000 mL ye

tamamlandh.

800 mL KCI ve 200 mL HCI cozeltisi karistirildi.( pH 1,8).

10 mM o-dianizidin dihidrokloriir: 3,17 g o-dianizidin dihidroklortr yukarida
olusturulan karisim ile ¢6zuldi ve son hacmi 1000 mL ye tamamlandi.

45 nM Fe(NH,),(S0y), . 6H,0: 0,01764 g F&(NH,)2(SO,), . 6H,0 tartildh veicine
o-dianizidin dihidroklortr eklenmis olan karisim ¢ozettisine eklenip ¢ozuldu ve son
hacim 1000 mL ye tamamlanch.

2.Reaktif 11
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7,5 mM H,0,: 0,641 mL H,0, yukanda olusturulan KCI + HCI (800 mL + 200
mL) karisiminda ¢ozul Up son hacmi 1000 mL ye tamamlanch.
3.Standartlar: 2 mM, 1 mM, 0,5 mM ve 0,25 mM konsantrasyonlara sahip troloks

satandartlart hazirland.

Deneyin Yapilist

ELISA kuyucuklarina asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapildi. Resktif |
eklendikten sonra 444 nm de yapilan okuma reaktif |1 eklendikten sonra 444 nm de yapilan
okumadan cikarilarak elde edilen absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon degeri
asagidaki standart grafi gnden hesapland: (Sekil 9).

Kor Standart Numune
Distilesu 5uL - -
Standart - 5uL -
Numune - - SuL
Reaktif | 200 L 200 pL 200 L

R1: 444 nm deilk okuma yapildi.

Reaktif |1 10 uL 10 uL 10 uL

R2: 444 nm de 3 yada 4. dk’lardaikinci okuma yapild.

0,45 -
0,4 1

0,35 N \\
0,25 -

0,15 -

o
w
1

o
N
1

y = -0,0776x + 0,4002
2 —
0.05 - R? = 0,9874

0 L) L) L) L) L]
0 0,5 1 15 2 2,5

Konsantrasyon (mmol/L)

Absorbans (444 nm)
o
-

Sekil 9: Toplam antioksidan kapasite icin standart grafigi
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3.3. istatistiksel Analizler

Her dort doneme ait degerler aritmetik ortalama ve standart sapma (X = SD) olarak
ifade edildi. Parametrelerin normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-Simirnov” testi
yapilarak belirlendi. Normal dagilima uyan parametreler “Tekrarli dlcimlerde tek yonlu
varyans andlizi” yapilarak degerlendirildi. Normal dagilima uymayan parametrelere 6nce
“Friedman” testi uygulandi. Grup i¢i parametreler arasindaki iliski ve ylzde degisimler
arasindaki iliski “Pearson” veya “Spearman” korelasyon testi kullamlarak incelendi.
p<0,05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi. “Tekrarli 6lgimlerde tek yonll
varyans analizi” yapilarak degerlendirilen parametreler icin “F’ degerleri, “Friedman” testi

uygulanan parametreler icin “x** degerleri verilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Calisma grubuna ait demografik veriler tablo 6' te sunulmustur. Calismada yer aan
bireylerin viicut kitle indeksleri ve vicut agirliklar: 60. ve 90. giinde 30. giine gbre anlaml1
olarak azaldig1 gozlendi ( Fg = 25,467 ,Pig = 0,001)( Femi = 22,946, Pemi = 0,001).

Tablo 6: Calisma grubuna ait demografik veriler.

Vicut A girliklart (kg)

Yag  Cinsyet " = = "
() (EK) 0. giin 30.giin 60.giin 90.giin
82+14 795+137 779+134 775+134
Viicut Kitle Indeksi (kg/m?)
n=15 439 13/2 0. giin 30.giin 60.giin 90.giin
2787+34 2701+31 2643+29 2630+28

4.2. Rutin Biyokimyasal Parametre Bulgulan

Calisma grubuna ait rutin biyokimya parametreleri tablo 7'te gortlmektedir.

Kolesterol, LDL-K ve ApoB-1 degerlerinde baslangica gore diger zaman dilimlerinde
meydana gelen azalis istatistiksel olarak anlamli iken trigliserid ve ApoA-1 degerlerinde
baslangi¢, 30.glin, 60.gin ve 90.gin numunelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gbzlenmedi. HDL-K degerleri, 60. glinde, baslangi¢ ve 30. guin’lere gore anlaml yuksek

bulundu.



Tablo7: Calisma grubunun dort doneme ait rutin biyokimya parametreleri.

0. giin 30.giin 60.giin 90.giin P F X
Kolesterol (mg/dL) 239+18 216+ 23° 198 *+ 25° 21422 0,001 25,350
Trigliserid (mg/dL) 205+ 137 165%116 145+ 102%° 152+ 90 0,106 6,120
HDL-K (mg/dL) 41+69 424+7 441+85* 432+76 0041 4,084
LDL-K (mg/dL) 165 + 25 150 + 282 137 + 252 148+21% 0,001 36,428
Apo A-l (mg/dL) 135+ 143 128+ 17 133+193  137+137° 0,107 3,029
Apo B (mg/dL) 132+185 113+144% 112+203* 118+19" 0,001 18,949

p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi, a; I.donem degerine gore anlamlidir. b; 1. donem degerine gore anlamlidir.
* “Tekrarl 6lclimlerde varyans analizi” ne gére“p” ve“F’ degerleri. ** “Friedman analizi” ne gbre“p” ve“y*" degerleri.

Tablo 8: Hiperkolesterolemik salislarin dért doneme ait rutin biyokimya parametrelerinin findik diyeti 6ncesi ve sonrasi
farklar: ve ylizde degisimleri

ADegisim (mg/dL) P % Degisim P

FO FS FO FS
Kolesterol -17,3+13 15,3+21,3 0,003 -8,03+6,1 86+121 0,003
Trigliserid -19,3+28,8 6,9+49,5 0,012 -11,6+139 91+333 0,009
HDL-K 1,7 £31 -0,93 +43 0,060 39+78 -13+106 0,065
LDL-K -129 +£11.1 10,9 +18 0,005 -82+69 93+135 0,005
Apo A-| 49+17,1 51 +15 0,814 47 +153 53 +13 0,861
ApoB -1,8 +14,3 6,1 +158 0,289 -15 %131 73 +163 0311

P < 0,05 istatistiksel olarak anlaml: kabul edildi.

oc
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Findik tdketiminin etkisini gbzlemek amaciyla 60. gin ile 30 gin (Findik 6ncesi=
FO) ve 60. gin ile 90. giin (Findik sonrasi=FS) degerlerin farklan ve yuzde degisimleri
hesapland: (Tablo 8). Kolesterol, Trigliserid ve LDL-K degisimleri, FO ve FS donemlerde
anlaml fark gosterdi.

Degisimler arasindaki iliskide incelendi. Findik oncesi dénemde ylzde degisimleri
yonunden, HDL-K ile trigliserid arasinda anlamli negatif (» = -0,622 ; P = 0,013), LDL-K
ilekolesterol (r = 0,746, P = 0,001), Apo A-l ileHDL-K (» = 0,746 ; P =0,001), ApoB ile
kolesterol (r = 0,693 ; P = 0,04) ve Apo B ile LDL-K (»r = 0,546 ; P = 0,002) arasinda
anlaml pozitif iliski oldugu tespit edildi. Findik sonras dénemde ise HDL-K ile trigliserid
arasinda anlaml1 negatif (» = -0,534 ; P = 0,04) bir iliski goriltrken, kolesterol ile LDL-K
(r=0,751; P =0,00])veapo B (r = 0,922 ; P = 0,00]), LDL-K ileHDL-K (r = 0,581 ; P
=0,023)ve Apo B (r = 0,819 ; P = 0,001) arasinda anlaml1 pozitif iliskiler bulundu.

4.3. Eritrosit Membran Oksidan-Antioksidan Sistem Parametre Bulgulari

Findik yedirildikten sonra yani 60. giindeki degerler ilk gelis (0. giin) degerleri ile
karsilastirildiginda; eritrosit membranlarinda, lipid peroksidasyonunu gosteren MDA
degerlerinde anlaml1 artma, protein oksidasyonu gostergesi olan ileri protein oksidasyon
drdnlerinde (AOPP) ise anlaml1 bir azalma belirlendi. Tiyol grubu (-SH) seviyelerinde ise
anlaml bir degisme gozlenemedi (p>0,05). Ayrica hem oksidasyon kapasitesi gosterges
olan toplam oksidan statli (TOS) ve hem de antioksidan kapasite gostergesi olan toplam
antioksidan statii (TAS) anlamli bir sekilde artis gosterdi (p<0,05). TAS/TOS oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Tablo 9).

Findik 6nces ve findik sonras dénemler arasinda eritrosit membran oksidan-
antioksidan sistem parametrelerinin degisimleri, istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermedi (Tablo 10).



Tablo 9: Hiperkolesterolemik bireylerin eritrosit membran: oksidan-antioksidan sistem degerleri.

0. giin 30.giin 60.giin 90.giin F P
MDA (nmol/mg protein) 181 + 26 191 + 34 203 + 43° 188 + 36 6,998 0,019
TOS (nmol/mg protein) 62+ 19 76+ 22 84 + 39° 72+ 24 8,110 0,013
TAS (umol/mg protein) 0,44+ 0,12 0,47 + 0,10 0,55+ 0,21° 0,47 + 0,09 9,594 0,008
T. SH (nhmol/mg protein) 89+ 16 79+ 20 83+24 81+21 2,331 0,149
AOPP (nmol/mg protein) 6,67 + 0,64 5,51+ 1,53 5,56 + 1,47° 5,72+ 1,53% 6,227 0,026
TASTOS 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 anlaml1 kabul edildi, & 1.donem degerine gore anlamlidr.
* “Tekrarh olcimlerde varyans analizi” ne gore “p” ve“F’ degerleri.

Tablo10: Hiperkolesterolemik bireylerin eritrosit membram oksidan-antioksidan denge degerlerinin findik diyeti 6ncesi ve sonrasi farklar: ve

yUzde degisimleri.

ADegisim P % Degisim P
FO FS FO FS
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+57,6 425+ 428 0,394
TAS (umol/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 + 30,9 092+ 224 0,650
AOPP (nmol/mg) 0,054 +24 0,16+ 1,7 0,394 14,57 + 68,8 7,22+31,8 0,394
TAS/ITOS 029+1,8 03221 0,910 11+ 36 6,7+ 34 0,776

P <0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

8¢
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Eritrosit membraminda incelenen parametreler araandaki iliski 0., 30., 60. ve 90.

gunde sadece MDA ile TOS arasinda pozitif yonde anlaml1 olup tablo 11 gdsterilmektedir.

Tablo 11: Hiperkolesterolemik sahislarda dort donemdeki eritrosit membran MDA ve

TOS araandaki iliskiler.

TOS
r P
<Df Baslangic 0,735 0,002
s 30.gun 0,865 0,001
60.gun 0,900 0,001
90.gun 0,739 0,002

-100

arasinda anlaml1 pozitif iliski goralda (Sekil 10).
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Findik 6ncesi ve findik sonrasi dénemlerdeki % degisimlerde de yine MDA ve TOS

r=0,829 ; P<0,001
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Sekil 10: 30.giin ve 60.gin (FO), 60.giin ve 90.giin (FS) MDA ve TOS ylizde

degisimleri arasindaki iligkiler.
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4.4. Eritrosit Osmotik Frajilite Bulgular:

Sekil 11’ dede goruldigt gibi eritrosit yapisinda meydana gelen hemolizin bagladi g
ve hittigi degerler (% 0,4-0,7 NaCl derisimi) araanda osmotik frajilite degerlerinde zaman
dilimleri arasndaistatistiksel bir farklilik bulunamach (P<0,05).

120 - — Baslangic
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o
!

% Hemoliz Orani

N B OO @
o O O o o
\ \ \ \
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0,2 0,4 0,6 0,8 1
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Sekil 11: Dort farkli zaman dilimine ait osmotik frajilite degerlerinin
karsilastirmal1 grafi gi



5. TARTISMA

Sert kabuklu meyveler smfindan olan findik (Corylus avellana L.), yag asidi,
protein, karbohidrat, vitaminler, mineraller, diyet lifi, fitosteroller, tokoferoller, sikuaenler,
antioksidanlar, fenolikler ve fitokimyasal bilesimlerinden dolayr saglikli beslenmede
Onemli yer teskil eder. Findigin besleyici ve doyumsal Ozellikleri, onu gida Urtnleri igin
benzersiz ve ideal bir gida haline getirmektedir. Cesidine gbre degismekle birlikte 100 g
findik basina yaklasik olarak 47-65 g yag, 16-28 g karbohidrat ve 13-25 g protein
(glutamat, arginin, aspartat ve l6since zengin) ihtiva etmektedir (1, 2). Ozellikle yiiksek
miktardaki monoansature yag asidi (oleik asit) ve E vitamini icerigi sayesinde
kardiyovaskiler hastaliklara kars1 koruyucu etkiye sahiptir. Y apisinda bulunan 6zellikle o-
tokoferoller ve polifenoller, findigin antioksidan kapasitesinden sorumludurlar.

Bu calismaya, 15 hiperkolesterolemik birey dahil edilerek 0. giinde yani saislarin
ilk gelislerinde, 30. giinde yani ideal kilolarina gore gunlik kalori kisittamas: yapilarak
hipokolesterolemik diyet uygulandiktan sonra, 60.giinde yani gunlik kalori
ihtiyaclarinin % 20 s findik olacak sekilde (saat 10:°-11:%° arasi ve saat 15:%°-16: aras
olmak Uzere iki kere) diyet uygulandiktan sonra ve son olarak 90.giinde yani ginlik
ihtiyaclan kadar findiksiz hipokolesterolemik diyet uygulandiktan sonra olmak Uzere dort
kez kanlan alindi ve bu kanlarda serum lipid parametreleri, eritrosit ozmotik frajilitesi ve
eritrosit membran lipid ve protein oksidasyonu incelendi. Findigin norma 6gunlerle
alinan besinlerle etkilesimini azaltmak icin giinluk findik alimimu ikiye bolindd, su disinda
ilave igecek ve gida a1nimina musaade edilmedi .

Calismada yer aan bireylerin vicut kitle indeksleri ve vicut agirliklar: 60. ve 90.
gunde 30. guine gore anlaml1 olarak azalmistir. Durak ve ark. (7), sagikl1 bireylerin normal
diyetlerine gunde kilogram basina 1 g olacak sekilde 30 gun boyunca findik ilave ederek
yaptigi calismada vicut agirliklarinin degismedigi gbzlemlemislerdir. Kogyi git ve ark’lari
(53) gunluk kalori miktarinin % 20’ sini olusturacak sekilde 3 hafta boyunca ¢am fistigi
tuketmis saglikli normolipidemik bireylerde vicut kitle indekslerinin degismedigini
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saptamiglarcir. Hiperkolesterolemik bireylerde de vicut agirligi ve vicut kitle indeksinin
sert kabuklu meyve tiketimi ile degismedigi gozlenmistir. Yaplan calismalar badem (84)
ve cevizin (85, 86) hiperkolesterolemik bireylerin vicut agirliklarini etkilemedigini ortaya
koymustur. Bunlara ilaveten epidemiyolojik calismalar sert kabuklu meyve tuketim sikligi
ile vucut kitle indeksi arasinda ters iliski oldugunu gostermektedir. “Adventist Health
Study” ve “Nurses’ Health Study” gibi on binlerce kisinin katildigi ¢ok genis kohort
calismalarinda sert kabuklu meyve tiketimi ile vicut kitle indeks arasinda negatif iliski
oldugu rapor edilmistir (87). 6.080 kisinin yer aldig bir baska ¢alismada ise (Multi-Ethnic
Study of Atherosclerosis, MESA) sert kabuklu meyve ve tohum tuketim skhg ile vicut
kitle indeks arasinda ters iliski oldugu gosterilmistir (88). Sert kabuklu meyvelerin sik
tuketiminin tokluk hissini arttirmasi, yiksek miktardaki protein ve doymamis yag asidi
icerigi nedeni ile dinlenme halinde metabolik hizi arttirmas: ve yetersiz sindirilmeleri
nedeni ile fekal yag kaybimin artip kullanulabilir enerjinin azalmasi kilo kaybimn sebepleri
olarak disunulmektedir ( 87, 89).

Hipokolesterolemik diyet sonrasi, sahislarin total kolesterol, trigliserid, LDL-
kolesterol ve apo B seviyeleri dists, HDL-kolesterol ve apo A-l seviyeleri yukselis
gosterdi. Ancak bu degi simlerden sadece total kolesterol, LDL-kolesterol ve apo B anlaml1
idi (p<0.05). Diyetlerine findik katildiktan sonra ise, kolesterol (% 8,03), trigliserid (%
11,6), LDL-kolesterol (% 8,2) ve apo B (% 1,5) seviyeleri dismeye, HDL-kolesterol (%
3,9) ve apo A-l (% 4,7) seviyderi yukselmeye devam etti. Bu degisiklikler, baslangic ile
anlamli iken, sadece trigliserid ve HDL-K 30.gun ( findik oncesi donem) ile istatistiksel
olarak anlaml idi. 90.glindeise total kolesterol (% 8,6), trigliserid (% 9,1), LDL -kolesterol
(%9,3) ve apo B (% 7,3) seviyelerinin yukselise, HDL-kolesterol (% 1,3) seviyesinin
distse gectigi goruldi. Ancak bu degisiklik findik yedirildikten sonra gézlenenden
istatistiksel olarak farkl degildi.

Diyetle alinan yaglarin plazma lipid dizeyleri ve lipoproteinlerin yag asidi bilesimi
uzerinde etkili olmasi ateroskleroz ve koroner arter hastaligi gelisiminde oldukga 6nemlidir.
Doymus yag oramnin distk ve monoansature yag asitleri (MUFA) oraninin yiksek oldugu
diyetler plazma lipid dizeylerinin kontroliinde etkili olmaktacir. Findikta yiksek oranda
bulunan MUFA ile zenginlestiriimis beslenmenin plazma toplam kolesterol, trigliserid,
LDL kolesterol ve HDL kolesterol dizeyleri Uzerindeki olumlu etkilerini gbsteren
caligmalar mevcuttur (90, 8, 9). Ortalama trigliserid ve apo A degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisme gbzlenmemistir. Durak ve ark.(7) saglikl1 bireylerde findigin



toplam kolesteroli % 6, LDL kolesterolii % 19 dusUrdugu, HDL kolesteroli % 7,
trigliseridi % 25 ve toplam antioksidan potansiyeli % 20 yukselttigini gozlemislerdir Sert
kabuklu meyve tuketiminin hiperkolesterolemik bireylerde de lipid profili Uzerine etkili
oldugu bircok calisma ile gosterilmistir. Ros ve ark. (91) hiperkolesterolemik bireylere
enerjinin % 32" sini olusturan MUFA yerine cevizin yer aldig1 “Akdeniz Diyeti” benzeri
bir diyet uygulamislar ve toplam kolesterol ve LDL kolesterol dizeylerinin azaldiginm
bulmuslardir. Azalan kolesterol duizeyi ile artan alfa-linolenik asit ve y-tokoferol arasinda
korelasyon tespit etmislerdir. Bu bulgu sert kabuklu meyvelerin kolesterol (i disirmelerinin
yaninda kap hastaliklanndan korunmada etkili olmalarinin  diger bir sebebini
aciklamaktadir. Zambon ve ark. (92) cevizle benzer bir calisma yapmislar ve toplam
kolesterol, LDL kolesterol, VLDL kolesterol, trigliserid, apo B, apo Al ve Lp (9
diizeylerinin daha da azaldigim gbzlemislerdir. Hiperlipidemik bireyler Gzerinde badem ile
yapilan baska bir calismada toplam kolesterol ve LDL kolesterol miktarlarnnin disttgl
tespit edilmistir (84). Garg ML ve ark’ larinin hiperkolesterolomik sahislar Uizerinde yapti g1
caismada, 17 kisiye (erkek) 1 ay boyunca sert kabuklu meyve yedirilmis ve LDL
kolesterol konsantrasyonunun anlamli bir sekilde azaldigi ve HDL kolesteroltn trigliserid
Uzerinden anlamlt bir degisim olmadan arttigi gbzlenmistir (90). Sabate ve ark. 18
normolipidemik sahsin yarisina bir ay boyunca gunlik enerji ihtiyaclarimn % 20 sini
karsilayacak sekilde findik yedirmis ve ¢alisma sonunda findik diyeti uygulanan sahislarda
toplam kolesterol degerlerinde diisme gozlemislerdir (8). Iwamoto ve ark’larimin yaptigi
bir calismada 55 hiperkolesterolemik bireye (yaslari ortalama 56) gunlik alinan tekli
doymamis yag miktarinin % 35 i ¢ikarilarak bunun yerine findik diyeti verilmistir. Findik
diyeti sonunda toplam kolesterol seviyelerinin bayanlarda ve erkeklerde anlamli bir sekilde
azaldig1 bulunmustur (9).

Diyetin serum lipoprotein igerigini degistirdigi ve bundan dolay: strekli degisim
halinde olan eritrosit membran iceriginide degistirdig yapilan calismalarla ortaya
koyulmustur. Bazi arastirmacilar, membran kolesteroltnin bir antioksidan olarak goérev
alabilecegini (93) ve eritrosit membranim oksidan strese karsi  koruyabilecegini
Onermislerdir (94). Aynca kolesteroltin hemoglobinle etkilestigi ve hemoglobinin yeni bir
kolesterol tasiyicist olabilecegi ileri sUrilmUstir (95). Kolesterol lipid cift tabakaya
kovalent bag arla tutunmadig: icin, plazma membranindan iceriye ve disariya serbestce
hareket edebilirler. Bu 0Ozelligi nedeniyle kolesterol plazma lipoprotenlerine yada

lipoproteinlerden membrana  aktanlabilmektedir. Membran kolesterol iceriginin



degismesiyle, hiicre deformasyonunda meydana gelen degismeleri gozlemek icin eritrosit
hicrelerinde osmotik fragjilite tayinleri yapilmaktadir. Osmotik frgjilitenin 6lgima , in vitro
olarak hiicre membran ve yag asitlerinin etkilesiminin gostergesi oldugu icin yararl bir
indikator yontemdir. Osmolik frajilitedeki degisimin nedeni; (% 0.2-0.9' 1ik) NaCl ‘Un
konsantrasyon artisiyla olusan osmotik basing degisimi sonucu olusan hemoliz olayidir.
Osmolik frajilite, kisa zincirli yag asitlerinin konsantrasyonlarina ve hidrokarbon
zincirlerinin miktarlarina bagl olarak etkilenmektedir. izo-C4 ve izo-C5' in her ikiside
dallanmis karbon zincirleri olduklar1 icin normal karbonlulara gore osmotik frajiliteyi
zayiflaticr etki gosterirken diz karbonlular osmotik frajiliteyi arttirmaktadir. Monoansature
yag aditlerinin icerigindeki monokarboksilik asitler eritrosit membranindaki fosfolipid
alant etkileyerek osmotik basinci zayiflatir. Etkilenme derecesi  hiicre membramindaki
hidrofobik hidrokarbon zincirlerinin uzunlugu, boyutu, bicimine bagli olarak degisir (96).

Bu calismada, dort farkli zaman diliminde alinan kanlarda eritrositlerin osmotik
frajilites degerlendirildi. Ancak farkli zamanlara ait osmotik frajilite degerleri arasinda
farklihk gordlmedi. Kempaiah ve ark’lari (97), osmotik frajilite degerlerinin kontrol
grubuna gore hiperkolesterolemik sahislarda artmis oldugunu ifade etmislerdir. Muller ve
ark’lart (98) hiperlipidemiye bagli olarak eritrosit membran yapisanda bazi 6nemli
farklann oldugunu bulmuslar, fakat hiperkolesterolemik salislar ve saglikli saluslarin
membran akiskanlig1 arasinda herhangi bir anlamli fark bulamamuglardir.

Eritrosit membranimin % 40 1 lipid ( fosfolipid ve kolesterol), % 52 si protein, ve %
8 i karbohidrattir. Eritrosit mebraninda yag asitlerinin miktarsal dizilimi soyledir : doymus
yag asitleri > coklu doymamis yag asitlerinden (PUFA) > tekli doymamis yag asitleri
(MUFA). Bunlardan 0zellikle, doymus yag asitlerinden pamitik asit ve stearik asit,
PUFA’lardan linoleik asit ve arasidonik asit, ve MUFA’ladan olek asit yiksek
miktardadir (16). Eritrosit membranlar yiksek coklu doymamis yag asitlerinin igerig ve
yiksek oksijen iceriginden dolay1 oksidatif hasara maruz kalmaktadirlar. Lipid peroksil
radikalleri membran lipidlerini lipid hidroperoksidlere donUsttrerek membramn yapisim ve
fonksiyonunu degistirmektedir. Lipid peroksidasyonunun son drunlerinden biris de
malondialdehit (MDA) dir. Serbest radikalerin  etkisiyle membran lipidlierinin
peroksidasyonu sonucu olusan MDA, membran sertli ginin artmasina sebep olur (62, 7).

Bu calismada, eritrosit membrani MDA degerleri findik yedirilen zaman
diliminde(60. gunde) hipokolesterolemik diyet dncess zaman dilimine (0. gine) gore

yuksek olmasna rggmen findik dncesi zaman dilimine (30. giine) gore anlamli yikseklik



bulunamadi. Balkan ve ark’lar1 (99) findik yag: iceren diyetle beslenen tavsanlarda plazma
MDA deserlerinin artrms oldugu gozlenmistir. Ancak hiperkolesterolemik tavsanlarda
findik sonrasi plazma MDA degerlerinin diisiik oldugunu rapor etmislerdir. Ozdemirler ve
ark’lart (100) MDA degeri hiperkolesterolemik sahislarda daha yiksek bulunmuslardir.

Bu calismada, eritrosit membran: toplam oksidan statti (TOS) findik diyetinin
etkisiyle % 7,25 artmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunamad. Sadece
60. gln ile 0. giin arasnda anlamli bir fark vardi. Tim kan toplanma donemlerinde eritrosit
membram MDA seviyeleri ile TOS seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
bulundu (P<0.002). Ayrica bunlarin findik zaman dilimi  (r=0,829 ; P<0.001) ve findik
sonras (r=0,707 ; P<0.003) zaman dilimindeki % degisimleri arasinda da oldukca anlaml1
bir iliski goruldi. Toplam antioksidan statli (TAS), hipokolesterolemik diyet, ve findik
ilaveli diyetle artis gosterdi. Findik sonrasi TAS, 60.glinde baslangiga gore anlamli yuksek
iken, TAS daki artis, findik 6ncesine (30.glin) gore istatistiksel olarak anlamli degildi.
TAS/TOS oraninda istaistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadig: igin findigin eritrosit
mebranlarindaki toplam oksidan-antioksidan dengeyi degi stirmedigi goruldu.

Eritrosit membran iskeleti, eritrosit seklini muhafaza etmede fonksiyon goren bir
protein ag1 ile cevrelenmistir. Eritrosit iskeletinin en dnemli proteinleri, spectin, aktin, bant
3 bant 4.1 ve ankirindir. Eritrosit membran proteinlerindeki herhangi bir hasar,
eritrositlerin anormal sekil amasna, yamsal bozukluklara ve sonugta anemiye neden
olabilir (100). Oksidanlar, B-spektrin ve protein 4.1'e hasar vererek spektrin-4.1-aktin
kompleks olusumunu engellerler. Protein 4.1’ de 7 tane sistein kalintts mevcuttur (101).

Proteinlerin oksidasyonu sonucu, protein tiyol gruplarinin kaybs, ileri oksidasyon
protein Urtinleri (AOPP) olusur. Reaktif Griinler ya peptid baglari ile ya da dogrudan amino
asit yan zincirleri ile reaksiyona girerler. Oksidatif degisiklige ugramis proteinler ya distk
molekul agirliklt Urinlere ayrilirlar ya da yuksek molekul agirliklt Grunleri olustururlar.
Reaktif oksijen tUrevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve
lizin gibi ¢cok sayida amino asit yanzincirinde veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan
oksidatif hasara bagli olarak protein karbonil Griinleri meydana gelir. Serbest radikaller,
proteinlerin tiyol (-SH) gruplarina etki ederek tiil radikali (-S) proteinlerdeki disiilfit
baglarinin olusumuna yol acarlar (102, 103). Tiyoller ve diger sulfur bilesikleri,
oksidasyon Urtnlerini yakalayarak veya oksidasyona maruz kalmus molekdlleri tamir
ederek antioksidan etkilerini gosterirler (104). Proteinlerin oksidatif stres belirteci olarak
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son zamanlarda ileri oksidasyon protein trtinleri (AOPP) kullamlmaktadir (105). AOPP,
ditirozin iceren capraz bagli protein runleridir (105).

Bu calismada eritrosit membrant AOPP degerleri findik sonrasinda ilk gelis
degerlerine gore dusik bulunmasina ragmen findik 6ncesine gére anlamli bir degisiklik
gorulemedi. Diger taraftan tiyol grubu degerlerinde de tim zaman dilimleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunamad:. Koter ve ark., tip-2 hiperkolesterolomik
sahislarda eritrosit membran SH grubu seviyesini diisik bulmuslardir (106). Ozdemir ve
ark. Hiperkolesterolemik saislarin eritrosit membramnda MDA ve karbonil grubu
seviyesini yuksek, stlfidril grubu seviyesini dustk bulmuslar ve hiperkolesterolemik
bireylerin eritrosit membranlarinin oksidatif strese maruz kaldiklann: ifade etmislerdir
(100).

Sonug olarak, hiperkolesterolemik sahuslarin diyetlerine findik eklenmesi, plazma
lipid parametrelerine etki etmesine ilaveten eritrosit membram lipid ve protein
oksidasyonunu da etkilemis ancak oksidan-antioksidan dengeyi bozmamstir. Bu konuya
aydinlik kazandirilabilmes icin bu hastalarda eritrosit membramt ile daha ayrintil
calismalara ihtiyag vardir. Calismalar tez kapsami disinda olup proje cercevesinde devam
edecektir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Hiperkolesterolemik bireylerin diyetin 0., 30., 60. ve 90. gindeki degerleri
karsilastirildiginda;
1. Vcut kitle indeksleri ve vucut agirliklari, hem diyetin etkisi ile ve hem de findik ttketimi
ile azalma gosterdi.
2. Aterojenik lipid parametrelerin seviyeleri hem diyetin etkisi ile ve hem de findik tUketimi
ile azaldi.
3. MDA degerlerinde baslangic degerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
ancak findik 6ncesi 30.gline gore istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim bulunamadi. TOS
degerlerinde baslangi¢ degerine gore meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
ancak findik diyeti oncesi doneme gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Yapilan
korelasyonlarda TOS ile MDA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulundu
(r =0,900 ; P<0,05).
4. TAS degerlerinde baslangic degerine gére meydana gelen artis istatistiksel olarak anlaml:
bulundu ancak findik dncesi 30.gline gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
5. TAS/ITOS degerlerinde, zaman dilimine bagli olarak anlamli1 bir degisim gozlenmedi.
6. AOPP degerlerinde baslangic degerine gore meydana gelen azalis istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu ancak findik 6ncesi 30.gline gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim
yoktu. T.SH degerlerinde zaman dilimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamad: (P>0,05).

6.2. Oneriler:
1. Numune sayisi artirilarak daha genis bir calisma yapilabilir.
2. Eritrosit membran proteinlerindeki muhtemel degisiklikleri gozlemleyebilmek amaciyla
poliakrilamid jel elektroforezi yapilabilir.
3. Yopisa degsiklikleri incelemek amaci ile Na™-K™ ATPaz ve diger membran proteinlerinin
aktiviteleri bakilabilir.



7. OZET

FINDIK TUKETIMININ HIPERKOLESTEROLEMIK SAHISLARIN ERiTROSIT
MEMBRANI LiPiD VE PROTEIN OKSIDASYONUNA ETKISi

Findik (Corylus avellana L.), yuksek miktardaki tekli doymamis yag asidi (oleik
asit) ve E vitamini igerigi nedeni ile kardiyovaskuler hastaliklara karsi1 koruyucu etkiye
sahiptir.

Eritrosit membrani lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu belirlemek
amaciyla 15 hiperkolesterolemik birey calismaya dahil dahil edildi ve dort kez kanlari
alinds; hipokolesterolemik diyet 6ncesi (0. gtin), hipokolesterolemik diyet sonras (30.giin),
60.gun) hipokolesterolemik diyet + Findik tiuketimi sonrast (60. gun) ve son olarak
hipokolesterolemik diyet sonras (90). Islenmemis findik tiketimi, gunlik enerji
ihtiyaclarinin % 20’ sine karsil ik gelmekte idi.

Diyetin etkis ile serumda aterojenik lipid parametreleri anlamli distk bulundu.
Eritrosit membranlaninda, 60. ginde 0. gine gore, lipid peroksidasyon gostergesi olan
malondiadehit (MDA) seviyesinde anlamli artma (P<0,05), protein oksidasyonu
gosterges olan ileri protein oksidasyon Urinlerinde (AOPP) ise anlamli bir azama
(P<0,05) gozlendi. Tiyol grubu seviyelerinde ise anlamli bir degisim elde edilmedi. Diger
taraftan hem toplam oksidan statti (TOS) ve hem de toplam antioksidan statti (TAS)
seviyelerinde anlamli bir sekilde artis bulundu (P<0,05). Ancak oksidan-antioksidan denge
gostergesi olan TAS/TOS oramnda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi.
Son olarak, eritrosit ozmotik frajilite degerlerinde donemler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gorilmedi.

Sonug olarak, findik tuketimi hiperkolesterolemik bireylerin eritrosit membram
lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu seviyelerini etkiledigi ancak toplam oksidan
antioksidan dengeyi etkilemedigi kanaatinavarildi.

Anahtar Kelimeler: Findik, Hiperkolesterolemi, Eritrosit Membrani, Lipid
Peroksidasyonu, Protein Oksidasyonu



8. SUMMARY

THE EFFECTS OF HAZELNUT CONSUMPTION ON ERYTHROCYTE
MEMBRANE LIPID 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 (30" day), after hipocholesterolemic diet with hazelnut consumption (60" day), and
finally after hipocholesterolemic diet (90" 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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