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OZET

Bu caligmada, antioksidan 6zelligi bilinen yesil cay (Camellia sinensis L.) ve maydanoz
(Petroselinum crispum) bitkilerinin, fare karaciger dokular iizerinde MDA ve GSH

diizeylerine olan etkisi arastirilmaya c¢alisildi.

Calismada 8 adet kontrol, 16 adet uygulama olmak iizere toplam 24 adet Swiss albino
tipi fare kullanildi. Uygulama grubundaki 16 adet fare iki ayr1 gruba ayrilarak I. Gruba 3
g/L yesil cay, II. Gruba 0,464 g/kg maydanoz bitkileri 8 hafta boyunca her giin oral

olarak verildi.

Kontrol grubu ile yesil ¢ay ve maydanoz verilen fare gruplarindan alinan karaciger

dokularinda GSH ve MDA analizleri yapildu.

Bu ¢alismada, kontrol grubuna gore yesil ¢ay ve maydanoz verilen gruplarda GSH
seviyeleri artarken (p<0,05), MDA seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir
diistis  goriilmemistir.  Yesil c¢ay verilen grupla, maydanoz verilen grup
karsilastirildiginda ise yesil cayin GSH seviyesini maydanoza oranla istatistiksel olarak
daha fazla arttirdig1 goriilmiistiir (p<0,05). Yine yesil ¢ay verilen grupla maydanoz
verilen grup karsilastirildiginda ise MDA seviyelerinde istatistiksel olarak bir fark

goriilmemistir.

Sonug olarak bu ¢alismada maydanoz ve yesil ¢ayin antioksidan savunma sistemini

giiclendirdigi, lipit peroksidasyonunu ise degistirmedigi saptanmistir.
2008, 35 sayfa

Anahtar Kkelimeler: Malondialdehit (MDA), Rediikte Glutatyon (GSH), Antioksidan,

Yesil c¢ay (Camellia sinensis L.), Maydanoz (Petroselinum crispum), Fare.
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ABSTRACT

In this study, was tried to find out the effect of gren tea (Camellia sinensis L.) and

parsley (Petroselinum crispum) are known with their antioxidant features to levels of

MDA and GSH on mice liver tissue.

In the study, total 24 Swiss albino were used that 8 of them were control and 16 of them
were practise. By diving into, 16 Swiss albino of practice group, to first group, 3g/L
gren tea and to second group, 0,464g/kg parsley were given orally everyday during 8

weeks.

GSH and MDA were analysised on liver tissues taken from mice groups given gren tea

and parsley with control group.

In this study, while GSH levels have been increasing (p<0,05) on groups given green
tea and parsley as to control group, it hasn’t been seen a significant decreasing on MDA
levels statistically. When compared to group given green tea with group given parsley,
it has been seen that gren tea much increases to GSH levels in comparison with parsley
statistically (p<0,05). Again, when compared to group given green tea with group given

parsley, it hasn’t been seen a difference on MDA levels statistically.

In conclusion, in this study, it has been fixed that parsley and gren tea make strong the

antioxidant defence system, but it doesn’t change the lipid peroxidation.
2008, page 35

Key words: Malondialdehyde (MDA), Reduced Glutathione (GSH), Green tea, Parsley,

Antioxidant, Mice.
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1. GIRiS

Son yillarda, tibbi ve aromatik bitkiler ile bunlardan elde edilen aktif maddelere
gosterilen ilginin artmasi, bu bitkilerin insan saglig iizerindeki etkilerini saptamaya
yonelik caligmalar1 giindeme getirmistir. Bu nedenle birgok bitki antimikrobiyal ve
antioksidan Ozellikler gostermektedir. Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi

yapisindaki sekonder komponentlerin miktariyla yakindan iligkilidir [1].

Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi yapilarindaki fenolik bilesiklerle iligkilidir. Bu
bilesikler icerisinde en fazla bulunanlar1 flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik
terpenlerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme, metal
iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet (tekli) oksijen olusumunu

engelleme veya azaltma gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [1].

Havug, narenciye, cilek, elma, frambuaz, brokoli, ginkobloba, siyah ve yesil cay,
maydanoz, soya fasulyesi, tahillar, lahana, kabak, patates, domates, salatalik gibi sebze
ve meyveler flavonoidlerce zengin kaynaklardir. Bu sebze ve meyvelerin giinliik

diyetlerle tiiketilmesi, bir antioksidan kapasite olusturulmasi agisindan 6nemlidir [2].

Cay diinyada en ¢ok tiiketilen icecektir. Yilda tiiketilen 2,5 milyon ton c¢aym %78’
siyah ¢ay, %20’si yesil ¢ay ve %2’si oolong cayidir. Taze ¢ay (Camellia sinensis L.)
yapraklarinin kismi fermantasyonuyla oolong c¢ayi, kontrollii fermantasyonu ile ise
siyah ¢ay {retilir. Cayin antioksidan etkili bilesikleri olan polifenoller kuru ¢ayin
%35’1ni olustururlar. Baglica polifenoller, flavanoller (katesinler), flavonoller, flavonlar
ve fenolik asitlerdir. Hem siyah hem de yesil ¢aydaki en oOnemli kimyasallar
katesinlerdir. Cayin polifenolik bilesikleri, lipit peroksidasyonunu dnleyerek ve serbest

radikal siipiiriicii 6zellikleriyle antioksidan etki gosterirler [3].

Ulkemizde ve Orta Asya’da yapraklari sebze olarak tiiketilen maydanoz (Petroselinum
crispum) (Mill.) A. W. Hill (Umbelliferae) ayn1 zamanda tibbi 6zellikleri de olan bir
bitkidir. Karoten, vitamin B;, B, ve C kaynagi olup, ayn1 zamanda demir gibi diger
minerallerce de zengin olan yapraklar, kok ve meyvalar gibi diiiretik, karminatif,
antispazmodik, antiromatizmal, ekspektoran, emanogog, antimikrobiyal, yaslanmay1

geciktirici ve histamin salinimini azaltict etkilere sahiptir. Ayrica bitki flavonoid



(apigenin, luteloin, apiin, miristisin), furanokumarin (psoralenler), ugucu yag, sabit yag

ve oleorezin bakimindan da zengindir [4].

Yasayan organizmalar i¢in énemli bir komponent olan oksijen (O;) “serbest oksijen
radikalleri (SOR)” olarak bilinen reaktif tiirlerini (siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit
ve hidroksil radikali) birgok kez iiretebilmektedir. Bu radikaller O;’nin suya
rediiksiyonu ile olusmaktadir. Normalde bu radikallerin iiretimi yavas olup, ortamdan
hiicre icerisinde bulunan “serbest radikal temizleyicileri (SRT)” tarafindan yok edilir.
SRT’nin bir grubunu enzimatik antioksidanlar [glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH),
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz (GR)], diger grubunu nonenzimatik antioksidanlar [rediikte
glutatyon (GSH), iirik asit, vitamin A, C, E] olusturmaktadir [5, 6]. Bununla birlikte,
SOR miktarlar1 yaslanma, infeksiyon, radyasyon, kanser, ateroskleroz ve yaralanma gibi

cesitli patofizyolojik durumlarda artmaktadir [7].

Bu tez ¢alismasinda; yesil ¢ay ve maydanozun oksidatif stres ve antioksidan kapasite
izerine etkilerininin belirlenmesi ve yesil ¢ayin m1 yoksa maydanozun mu daha gii¢li
antioksidan etkiye sahip olduklarini deney hayvani olarak secilen Swiss albino tipi
farelerin karaciger dokusunda MDA ve GSH degerlerinin degisimleri {izerine

gosterilmesi ve bu etkilerinin aragtirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aromatik Bitkilerin Genel Ozellikleri

Dogada yetisen 300’e yakin bitki familyasinin yaklasik 1/3’{ ugucu yag igermektedir.
En fazla ugucu yag iceren familyalar ise Pinaceae, Laureceae, Myrtaceae, Rutaceae,
Laminaceae (Labiatae), Apiaceae (Umbelliferae), Zingiberaceae, Asteraceae
(Compositae), Piperaceae, Irridaceae, Chenopodiaceae, Verbenaceae, Brussicaceae ve
Ranunculaceae’dir. Bu familyalardan bazilar1 ayr1 bir neme sahiptir. Ornegin Labiatae
familyasinda bulunan, bircok Akdeniz ve Avrupa Ulkeler’inde iiretimi yapilan Thymus,
Lavandula, Melissa, Mentha tirleri ve diger bazi bitkiler degerli ucucu yag
kaynaklaridir. Bu nedenle, adi gecen familyadaki bir¢ok bitki antimikrobiyal ve
antioksidan ozellikler gostermektedir. Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi
yapisindaki  sekonder komponentlerin  miktariyla  yakindan  iligkilidir.  Bu
komponentlerin miktar1 bireysel (morfogenetik, ontogenetik, diurnal ve ekolojik
faktorler), genetik ve genom farkliliklarindan dolayr bitkiden bitkiye degismektedir.
Lamiaceae bitkilerinde ugucu yaglarin miktar ve bilesimi; 1s1k, bitkinin besin

maddelerinden yararlanilabilirligi ve mevsime gore degismektedir [1].
2.1.1. Aromatik Bitkilerin Antioksidan Aktiviteleri

Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi yapilarindaki fenolik bilesiklerle iligkilidir. Bu
bilesikler igerisinde en fazla bulunanlari flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik
terpenlerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri temizleme, metal
iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet (tekli) oksijen olusumunu
engelleme veya azaltma gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler, lipitlerin
ve diger biyomolekiillerin (protein, karbonhidrat, niikleik asitler) serbest radikallerce
okside olmalarini1 engellemek i¢in aromatik halkalarindaki hidroksil gruplarda bulunan
hidrojeni verebilmektedirler. Aromatik bitkilerin kimyasal bilesimi bircok etmene bagl
olarak farklilik gosterdiginden, antioksidan etkileri de degisebilmektedir. Tiirkiye’de
yetisen ve yetistirilen 31 ¢esit aromatik bitkinin antioksidan etkisini aygicegi yaginda
inceleyen Akgiil ve Ayar, en giiclii antioksidan etkiye biberiyenin sahip oldugunu ve
bunu sirasiyla adagayi, sumak, kekik, mercankdsk ve zahterin takip ettigini

belirlemiglerdir [1].



Fonksiyonel besinlerden biri olan flavonoidler antioksidan ozellikleri olan
fitokimyasallardir. Birgok kronik hastaligin gelismesinde serbest oksijen radikallerinin
rolii oldugundan fitokimyasal polifenoliklerden olan flavonoidler giderek daha cok
onem kazanmaktadir. Tiim flavonoidler 3'-4'dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan
aktiviteye sahiptir. 5' pozisyonda ek OH-grubuna sahip olmalarinda ise antioksidan
aktivite daha da giliclenmektedir. Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin
oksidaz, lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile
selat olusturarak, diger antioksidanlar ile etkilesime girerek ve siiperoksit anyonlari,
lipid peroksil radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak
gostermektedirler. Havug, narenciye, ¢ilek, elma, frambuaz, brokoli, ginkobloba, siyah
ve yesil ¢ay, maydanoz, soya fasulyesi, tahillar, lahana, kabak, patates, domates,
salatalik gibi sebze ve meyveler flavonoidlerce zengin kaynaklardir. Bu sebze ve
meyvelerin giinlikk diyetlerle tiiketilmesi, bir antioksidan kapasite olusturulmasi

acisindan énemlidir [2].
2.1.2. Antioksidan Ozellige Sahip Bitkiler

Cay Camellia sinensis olarak bilinen bitkilerin yapraklarindan elde edilmektedir. Cay
yapraklarin1 dokmeyen daima yesil olan bir bitkidir, yaz-kis yapraga sahiptirler. Siirglin
doneminde siirglinlerin cay bitkisinde siirekli olusabilmesi i¢in yagmurun fazla ve
sicakligin uygun olmasi gerekir. Cay bitkisinde gen¢ yapraktan yasliya dogru gidildikce
polifenol miktar1 azalmasi, yani yapraktaki kaliteyi etkileyen tipik maddelerin geng
yaprak ve tomurcukta toplanmis olmasindandir. Cayin antioksidan, antikanserojenik ve

antiaterosklerotik 6zelliklere sahip oldugu belirtilmektedir [8-11].

Epidemiyolojik ¢aligmalarda ¢ay tiiketiminin kalp krizi, koroner kalp hastaliklari, bazi
kanserler ve karaciger rahatsizliklar riskini azalttigi gosterilmistir. Cay bilesiklerinin
farelerde karsinojenezi 6nledigi ispatlanmistir. Yesil caydan izole edilen ¢ay katesinleri
ve teaflavinlerin (bilhassa teaflavingallat) antiviral (6rn., grip), antibakteriyel (6rn.,
karyojenik bakteri, Streptococcus mutans, Helicobacter pylori) ve agiz kokusunu

Onleyici ag1z deodoranti etkileri gosterilmistir [3].

Umbelliferae ailesinin iiyesi olan maydanoz besin olarak kullanilabildigi gibi eczaciliga

ait parfim ve kozmetik endiistrisinde de kullanilir. Tiirkiye’de bitki bahgeleri ve



tarlalarinda yetistirilen maydanoz iilke disina ihrag edilir. Maydanoz tohumlar1 kuvvetli
ditiretik (idrar soktiiriicli) aktiviteye, yiiksek esansiyel yag kapasitesine sahiptir.
Maydanozun bitkisel kimyasi incelenerek flavonoidler, karotenidler, askorbik asit,

tokoferol ve ugucu bilesiklerin varlig1 ortaya ¢ikarilmistir [12].

Yucca olarak bilinen ‘Yucca schidigera’ ve Agavaceae bitki familyasindan olan Yucca
schidigera Amerika Birlesik Devletlerinin Giineybatis1 ve Meksika Collerinde yetisen
bir ¢6l bitkisidir. Bu bitkinin saponin igerigine bagli olarak amonyak baglayici, lireaz
faaliyetini Onleyici, bagirsak epitel hiicrelerinde yiizey gerilimini diisiiriicii,
antiprotozoal, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan 6zellikleri ile dikkat ¢cekmekte;
ayrica ruminantlar ve tek mideli hayvanlarda besin maddelerinin sindirimini ve
emilimini, hayvanlarin yasama giiciinii, iirlin verimi ve Kkalitesini olumlu yonde

etkiledigi ortaya konmustur [2].

Nar (Punica granatum) ortadogudaki birgok kiiltiiriin halk hekimliginde hastaliklardan
korunmak i¢in kullanilmaktadir. Narmn toplam agirligimin yaklasik %52°si yenilebilir
kismi olan meyve agirligt olup bunun %781t nar suyundan %?22’si de c¢ekirdek
kismindan olugmaktadir. Saf nar suyu (NS) C vitamini ile antosiyaninler, punikalajin,
ellajik ve gallik asit gibi polifenolik bilesikler icermektedir. Nar giiniimiizde kanser
Onleyici, antiproliferatif, apoptotik, HIV-I inhibitoér, mikrobisit, kardioprotektif,
antihiperlipidemik gibi 6nemli yararl etkileriyle ¢ok popiiler olmustur. Bunlara ilaveten
bir¢cok arastirmada (10-12) nar ve nardan elde edilen yan iirlinlerin gii¢lii bir serbest

radikal stipiiriicii ve etkili bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir [13].

Soya fasulyesi (Glycine max L.) bitki proteini ve gida biitiinleyici olarak gida
endiistrisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kanser dahil gesitli kronik hastaliklari
onleme ve tedavi etme Ozellikleri yaygin sekilde incelenmistir ve soya ununun
antioksidan o6zellikleri gosterilmistir. a -Tokoferol ve 6 -tokoferol soya yaginin baslica
antioksidan bilesikleridir. Soya fasulyesinin diger antioksidan bilesikleri izoflavonlar,
fosfolipitler, aminoasitler, fitik asit ve peptitlerdir. Sirinjik, vanilik, kafeik, ferulik, p-
kumarik ve p-hidroksibenzoik asit gibi antioksidan etkili fenolik asitler de soya

fasulyesinde mevcuttur [3].



Sarimsagin (Allium sativum) igerisinde de fevkalade bir antioksidan olan siilfihidril bol
miktarda bulunmakta, ancak ¢ig sarimsak bu etkiyi gostermemekte, hatta istenmeyen
kismi bir oksidan etkiye sahip bulunmaktadir. Sarimsak, radyasyona karsida bir koruma
sagladigindan, serbest radikallerin zararinin azaltilmasina yardimci olmakta, bu beyanda
kanser ve prematiire yaglanma gibi dejeneratif hastaliklarin gelisme riskini de 6nemli
diizeyde azaltabilmektedir. Sarimsak ayrica hiicreleri serbest radikallerin zararindan
korumaya yardimeci olan sistein, glutamin, izoldsin ve metionin gibi aminoasitleri de
ihtiva etmektedir. Sarimsagin bu antioksidan 6zelligini hasadindan sonra alt1 ay kadar

muhafaza ettigi belirlenmistir [14].

Zeytinde bulunan fenol bilesikleri, sofralik zeytin veya zeytinyaginin oksidatif
stabilitesini ve duyusal 6zelliklerini etkiledigi i¢in olduk¢a dnemlidirler. Bunun disinda
fenol bilesenlerinin beslenme ve farmokolojik etkileri dogal antioksidatif ve
antimikrobiyel 6zellikleri bulunmaktadir. Ayrica bu islemler renk ve tadi etkilediginden
meyvenin islenmesinde de Onemlidirler. Meyvenin dogal savunma sisteminin

olusturulmasinda da fenol bilesenleri 6nemli rol oynamaktadir [15].

Kekik cinslerinin ortak 6zelligi, yliksek diizeyde ucucu yag icermeleri ve ugucu yagin
ana bilesenlerinin timol ve/veya karvakrol olmasidir. Bu maddeler kekige kendine 6zgii
kokusunu veren ve antioksidan 6zellik kazandiran fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler
ucucu yaglarin % 78-82’sini olusturmaktadir. Kekigin antioksidan etkisi genellikle
vitamin E ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Farkli diizeylerde kekik ugucu yag
ilavesi, dondurulmus tavuk ve hindi etlerinde lipid oksidayonunu o&nemli diizeyde

azaltmistir [1].

Kirmizi ac1 biber (Capsicum annuum L.)’in etkin ac1 maddesi kapsaisinin viicut 1s1sin1
indiikledigi, enerji harcanmasini ve kan akimini arttirdigi ve oksidatif stresi onledigi
bildirilmektedir. Yapilan c¢alismalarda kapsaisinin serumda kolesterol diizeyini de
etkiledigi ile bildirilirken; cesitli ¢aligmalar kapsikumun kan serum kolesterolii ve
trigliserid degerlerini azaltmak yoluyla, ateroskleroz gelisme riskini azalttigini

gostermektedir [16].



2.2. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu bir zincir reaksiyonu olup, daha ileri peroksidasyonu baglatan
serbest radikalleri i¢cin devamli bir kaynak saglar. Lipit peroksidasyonu; fosfolipit,
glikolipit, gliserid ve steroidlerin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin oksidan
maddeler araciligiyla alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi iiriinlere
yikilmasini kapsayan, potansiyel olarak yikici etkileri olan zincir reaksiyonudur. Bu

sekilde meydana gelen membran hasar1 geri doniistimsiizdiir [17, 18].

Serbest oksijen gruplarinin dokulara yonelik olarak meydana getirdikleri hasar ve
bunlarin 6nemli sonuglarindan biri olan lipit peroksidasyonunun siddetini belirleyen en
onemli kriterlerinden biri malondialdehit (MDA) diizeylerinin tespit edilmesidir. MDA,
yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir. Fakat lipit
peroksidasyonunun derecesiyle iyi iliski gosterir. Lipit peroksidasyonu sonucu MDA
kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilmekte olup, oksidatif stres Olc¢iimlerinde

kullanilir. Ayrica MDA plazmada ¢6ziiniir oldugundan idrarda da saptanabilir [17].

Uclii ya da daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehit
(MDA) iiretimiyle sonuglanmaktadir. Membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve
capraz baglanmalarina neden olan MDA; deformabilite, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki belirleyicilerin kiimelesmesi gibi i¢ membranin bazi
Ozelliklerini degistirmektedir. Ayrica diffiize olabildiginden DNA’nin nitrojen bazlar
ile reaksiyona girebilmektedir. MDA bu 6zelliklerinden dolay1r mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik bir bilesiktir [17, 19].
2.2.1 Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi

Biyolojik membranlarda serbest radikallerle uyarilan lipit peroksidasyonu Baglama,

Yayilma ve Sonlanma reaksiyonlar1 olmak iizere {ic asamada gerceklesir [20].
2.2.1.1. Baslama

Peroksidasyon, serbest radikallerin doymamais yag asitlerinin yan zincirindeki metilenik
karbonlardan hidrojen atomu ¢ikartmak i¢in yaptiklari atakla baglar. Demir ve bakir gibi

eslenmemis elektronlara sahip olan gecis iyonlarinin varligi peroksidasyonun baslamasi



icin gereklidir. Hidrojen atomunun zincirden c¢ikarilmasi karbon atomu {iizerinde
eslenmemis bir elektron birakir ve karbon merkezli radikal (L.) olusumuna yol agar.
Aerobik hiicrelerde sik goriilen bu olay radikallerin molekiiler diizenleme ile
konjugedien sekline ¢evrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek peroksi

radikalini (LOO.) tiretmesidir.
2.2.1.2 Yayllma

Bu peroksi radikali diger bir peroksi radikali ile birlesir ya da membran proteinleri ile
etkilesebilir. Fakat en Onemlisi peroksi radikallerinin membrandaki komsu yan
zincirlerden hidrojen atomu c¢ikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonu
yaymalaridir. Bdylece yan zincirlerden hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile her defasinda

lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni bir peroksi radikali olusmaktadir.
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Sekil 1: Lipit peroksidasyonunun kimyasal yolu [20].




Peroksidasyon, bir kere basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve ylizlerce

yag asidi zincirleri lipit hidroperoksitlerine ¢evrilebilmektedir.
Yayilma zincirinin uzunlugu bir¢ok faktore baghdir;

1. Membrandaki lipit/protein orani; Membran proteini ile etkilesen radikalin sansi

membranin protein igerigi arttikca yiikselir.

2. Yag asidi bilesimi radikalin membranda doymamis yag asidi iceriginin artmasi
peroksidasyona olan duyarliligi arttirmaktadir. Halbuki kolesteroliin varligi
peroksidasyonu  baskilamaktadir.  Normal  insan  eritrositlerinde  lipit
peroksidasyonunun derecesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda
belirgin bir negatif korelasyon bulunmustur. Plazma membraninda kolesteroliin
varlig1 bazi radikallerin yollariin kesilmesine neden oldugu gibi yag asidi zinciri ile

kolesteroliin hidrofobik halkasinin etkilesmesi membranin i¢ yapisini degistirir.
3. Oksijen konsantrasyonu.

4. E vitamini gibi zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlarin varligi: Biyolojik
membranlarda serbest radikal toplayicisi olarak gorev yapan E vitamini kendi
hidrojen atomunu peroksi radikallerine vererek hidroperoksitlerin olusumuna yol
acarlar. Bu hidroperoksitler daha sonra glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile
kendilerine karsilik gelen nontoksik hidroksi bilesiklerine ayrilmaktadir.

2.2.1.3. Sonlanma

Demir ve bakir iyonlar1 veya bu iyonlarin fosfat esterleri ile olusturdugu basit selatlar
(Fe™ ADP), hem, hemoglobin ve miyoglobin iceren bazi demir proteinleri lipit
hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozunma
reaksiyonlarinin iriinlerini; etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH,
ROH ve RCHO gruplarini igeren kisa zincirli yag asitleridir.
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2.2.2. Biyolojik Sistemlerde Lipit Peroksidasyonunun Sonuglari

Lipit peroksidasyonu sonucu ag¢ia c¢ikan iirlinler, membran permeabilitesini ve
mikroviskozitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Membrandaki yag asitlerinin
peroksidasyonuyla olusan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin ve sistein gibi aminoasitleri igeren yapisal proteinlerin oksidasyonu,
membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akiskanligin azalmasina neden
olmaktadir. Lipit hidroperoksitleri ve lipit peroksi radikalleri serbest oksijen radikalleri
gibi ayni hiicrenin bir¢ok komponentiyle reaksiyona girerek selliiler ve metabolik

fonksiyonlar tizerinde toksik etkilerini su sekilde gosterirler:

v Membrana bagli reseptdrlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna yol agarlar.
v Membranin salgilama fonksiyonunun kaybina neden olurlar.
v Trans membran iyon gradiyentini bozarlar. Ca™ gibi iyonlara karsi nonspesifik

permeabiliteyi arttirirlar.

v Mitokondride oksidatif fosforilasyonu olumsuz yonde etkilerler.

v Mikrozomal enzim aktivitelerinde degisikliklere yol agarlar.

v Subselliiler organellerin (lizozom gibi) biitiinliigliniin kaybolmasina neden
olurlar [20, 21].

2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar vardir.
Bu koruyucu mekanizmalarin bir kism1 serbest radikal olusumunu 6nlerken, bir kismi
ise olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini dnlemektedir. Bu islevleri yapan
maddelere genel olarak Antioksidanlar denir. Diger bir ifadeyle, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu ve bunlarin organizmada olusturdugu hasar1 6nlemek icin viicutta
sekillenen savunma mekanizmalarima Antioksidanlar veya Antioksidan Savunma

Sistemleri denir [18, 22].
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Memeli hiicrelerinde oksidan {iriinlere karst korunma bazi prensipler icinde
gerceklesmektedir. Oksidanlarin organizmadaki diizeylerini arttirici etkenlerin ve risk
faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi ilk yapilmasi gereken girisim
olmalidir. Ikinci girisim ise ROP’larla tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar1 bir ya da
birka¢ basamaginda kirmaktir. Ugiincii miicadele yolu, olusan mediyatdrlerle aktive
olan inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asir1 birikimini
onlemektir. Oksidan molekiillerle miicadelede iizerinde durulacak esas girisim ise belirli
diizeyi asmis oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren
antioksidanlardir. Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda

farklidirlar [23].

Insanda belli baslh hiicre ici antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’un yapisinda bakir, ¢inko ve
manganez; GSH-Px’de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim
olarak da adlandirilirlar. Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre disi ortamda antioksidan
savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin,

bilirubin, B-karoten ve oc-1 antitripsin sorumludur [23].

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tespit edilebilen alti degisik mekanizma ile
gosterirler. Bu mekanizmalar birbirinden bagimsiz veya bir arada isleyebilmektedir [22,

24, 25].

1- Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2- Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek

yapidaki iiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini dnleyebilirler.

3- Membran lipitlerini direkt etkileyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni (‘O5)

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

4- Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere gevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.
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5- Metal iyonlarini baglayarak, reaktif gruplarn (OH, Fe™/Fe /O, kompleksleri gibi)
veya lipit peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumunu

Onleyebilirler.

6- Zinciri kirabilirler. Yani, zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini

onleyebilirler.

Bir oksidatif zincirde antioksidanlar farkli basamaklarda etki gdosterirler. Lipit
peroksidasyonunu (LPO) yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile onleyenler
“Koruyucu Antioksidanlar’® olarak adlandirilir. Besinci mekanizma ile etki eden
antioksidanlar koruyucu olmakla birlikte reaksiyon sirasinda tiiketilebilir ya da
tiketilemezler. Altinct mekanizma ile etki eden zincir kirici antioksidanlar ise

radikallerle kompleks yaptiklarinda kirma reaksiyonu siirecinde tiiketilirler [22].
2.3.1. Fenolik maddeler

Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en onemli gruplarini olustururlar. Bunlar
bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir. En yaygin bitkisel
fenolik antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve
fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir. Flavonoidler pek ¢ok bitkide ve yiyecekte
bulunan, bitkiye sari, kirmizi ve mavi tonlarinda renk veren pigmentlerin baslica
kaynagimi olusturan kuvvetli antioksidan oOzellige sahip polifenollerdir. Meyve
kabuklarinda yogun miktarda bulunur. Flavonoidler ¢cok sayida meyveler, sebzeler ve
iceceklerde (kirmizi sarap, iizim suyu ve ¢ay) bulunur. Proantosiyanidin; ¢ok 6zel bir
bioflavonoidtir. Kesfedilen en kuvvetli dogal antioksidanlardan biridir. Fenolik

bilesikler ve onlarin baz tiirleri otooksidasyonun 6nlenmesinde ¢ok etkilidirler [26].
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2.3.2. Dogal antioksidanlarin kaynaklari

Dogal antioksidan kaynaklari; baharatlar, sifali bitkiler, c¢aylar, yaglar, tohumlar,
tahillar, kakao kabugu, hububatlar, meyveler, sebzeler, enzimler, proteinlerdir.
Aragtirmacilar flavonoitler (quercetin, kaemferol, myricetin), katesinler veya fenoller
(carnosol, rosmanol, rosamaridiphenol) ve fenolik asit (carnosic acit, rosmarinic acit)
gibi cesitli kisisel antioksidanlar1 kapsayan bitki o6zleri kadar iyi olan C vitamini

tokoferoller ve karotenoitler de yogunlasmislardir [26].

Dogal antioksidanlarin ana kaynagi olarak bitki 6zleri ve baharatlar ortaya cikar, iirlin
gelistiriciler sentetik antioksidanlara alternatif olarak bitki Ozlerini degerlendirdiler.
Yine de; tohum yaglari, findik/ceviz yagi, tahil hububat yaglari, baklagiller, hayvani
tiriinler ve mikrobiyel kaynaklar dogal antioksidanlarin ana kaynaklaridirlar. Buna
ragmen anilan dogal iirlinler antioksidanlarin saf kaynaklar1 olarak nitelendirilemezler,

ancak iireticiler bu kaynaklar1 dogal antioksidanlarin elde edilmesi i¢in kullanirlar [26].
2.4. Glutatyon (GSH)

Ik defa 1890 yilinda ‘philothion’ olarak adlandirilan glutatyon (gamma-glutamil-
sisteinil glisin) RH, formiilii ile gosterilmistir. Daha sonra bilesik glutatyon olarak
adlandirilmig, glutamat ve sisteinden olusmus bir dipeptid oldugu ileri siiriilmiistiir.
1929 yilinda ise Kendall ve arkadaslari tarafindan bugiinkii gamma-glutamil-sisteinil

glisin adiyla bilinen bir tripeptid oldugu bildirilmistir [27, 28].
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Sekil 3: Glutatyon (GSH) molekiilii [29].

Glutatyon (GSH) hemen hemen tiim aerobik canlilarda en yaygin olarak bulunan, diisiik
molekiil agirlikli intraselliiler tiyol bilesigi olup biitiin canli hiicrelerde milimolar (0,5-
10 Mm), plazmada ise mikromolar (uM) derisimlerde bulunur. Tripeptid yapisinda olan
GSH molekiilli, gamma-glutamil kopriisii ve siilfidril grubu seklinde iki kisimdan

meydana gelmistir [27, 30].

Hiicre icerisinde belirli miktarlarda bulunan GSH’1n, protein ve DNA sentezi, transport,
enzim aktivitesi, metabolizma ve olusan oksidatif strese karsi hiicre savunmasi gibi ¢ok
onemli biyolojik fonksiyonlart oldugu bilinmektedir. Cok yonlii fonksiyonlarinin
olmasindan dolay1 GSH, enzim mekanizmalari, makromolekiil biyosentezi, ara
metabolizma, ila¢ metabolizmasi, radyasyon, kanser toksisitesi, transport
mekanizmalari, immiinoloji, endokrinoloji ve yaslanma gibi degisik konularda yapilan

arastirmalar i¢in onemli bir yer tutmaktadir [27, 28].

GSH bir¢ok reaksiyonda koenzim olarak gorev yaparken ilaglar ve diger yabanci
maddeler, metabolik aktivite sirasinda olusan Gstrojen, prostoglandin ve lokositler gibi
bilesiklerle konjugatlar olusturarak metabolizma olaylarina katilmaktadir. Hiicre disina

tagimabilen GSH membranda bulunan y-glutamil tanspeptidaz (GGT) enziminin
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etkisiyle aminoasitlerle birlesip bunlarin transportunda rol oynamaktadir. GSH hiicre
membrant ve yakin ¢evrelerinde olusan indirgenme tepkimelerine katilir, plazmaya ve
diger hiicrelere gegebilir. Bu bakimdan glutatyonun, sisteinin depo ve transport formu

oldugu diistiniilmektedir [27, 30].

Glutatyonun biyosentezi, sitozolde iki asamada meydana gelmektedir.

1. Asama
y-Glutamilsistein
.. lisi tet e .
Glutamat + sistein + ATP Glisin sentetaz » y-Glutamilsistein + ADP Pi
Mg
2. Asama
Glutatyon
senteta
v-Glutamilsistein + glisin + ATP ‘ » v-Glutamilsisteinil glisin +ADP + Pi
K+

GSH hiicre i¢i diizeylerinin diizenlenmesi amaciyla, Glutamil sistein sentetazi,

nonallosterik feed-back inhibisyon yoluyla kontrol etmektedir [27, 30].

Glutatyon biyosentezinde inhibitor etkili bir bilesik olan biitionin siilfoksinin, y-glutamil
sisteinil sentetaz enzimini inhibe eder. Bu bilesik glutamin sentetaz inhibitorii olan
metionin sililfoksim’in anologudur. Metionin stilfoksim, y-glutamil sistein sentetaz
enzimini de inhibe eder. Metionin siilfoksim ATP tarafindan fosforillenerek enzimin

aktif bolgesine geri doniislimsiiz olarak baglanir [27, 28].
2.4.1 Glutatyon Metabolizmasi
Glutatyon metabolizmas1 genel olarak asagidaki sekilde 6zetlenebilir [27, 28].

GSH’un sentez ve yikimini gosteren genel reaksiyonlar (Reaksiyon 1-5) arasindadir.
Gammaglutamil dongiisii olarak da adlandirilan Meister Dongiisii ile aminoasitlerin
hiicre zarindan transportu saglanir. Bu dongiide GSH, GSSG ve konjugatlarinin yikimi
membrana bagli bir enzim olan y-glutamil transpeptidaz (GGT) tarafindan baglatilir. Bu
reaksiyon sonunda y-glutamil aminoasitleri, y-glutamil glutatyon ve glutatyon meydana
gelir. y-glutamil aminoasitleri basta bobrek olmak tizere diger organ ve hiicrelere serbest

aminoasitlerden daha hizli tasinir.
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GSH’un oksidasyonu (Reaksiyon 12) ya enzimatik olmayan sekilde ya da glutatyon
tiyol transferaz (Reaksiyon 10) ve glutatyon peroksidaz (Reaksiyon 9) enzimlerinin
aktivitelerine bagli olarak gerceklesir. Glutatyon disiilfit rediiktaz (Reaksiyon 11)
tarafindan katalizlenen reaksiyon ile GSH transferaz enzimleri i¢in substrat; peroksidaz

enzimleri ve tiyol transferazlar i¢in ise indirgeyici gii¢c saglamis olur.

Glutatyonun okside (GSSG) ve rediikte (GSH) formlari, bazi endojen ve eksojen
bilesikler ile konjuge olurlar (Reaksiyon 7) ve olusan S-konjugatlarlarin glutamat
kalintilar1  y-glutamil transpeptidaz etkisi ile uzaklastirilirken (Reaksiyon 3)
pargalanmay1 takiben meydana gelen dipeptit (Reaksiyon 6) asetilasyon ile
merkapturat’a (Reaksiyon 8) doniisiir. Merkapturik asit sentezi olarak da bilinen bu yan

yol ile asetillenen bazi ilaglarin toksik etkileri GSH tarafindan ortadan kaldirilir.
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Sekil 4: Glutatyon Metabolizmasi [27].
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AA: Aminoasitler, 1: y-glutamil sistein sentetaz, 2: GSH sentetaz, 3 ve 3a: y-glutamil
transpeptidaz, 4: y-glutamil siklotransferaz, 5: 5-Oksoprolinaz, 6 ve 6a: Dipeptidazlar,
7: GSH-S-Transferaz, 8: N-Asetilaz, 9: GSH Peroksidaz, 10: Transhidrojenazlar, 11:
Glutatyondisiilfit rediiktaz(GSSG), 12: O, tarafindan GSH’1n oksidasyonu.

Glutatyonun dokulardaki diizeyinin diizenlenmesinde y-glutamil transpeptidazin (GGT)
rolii oldugu diisiiniilmektedir. GSH’un karacigerdeki sentezi ile bobrek dokusundaki
GGT enzimi tarafindan yikimi arasinda bir denge vardir. Bu denge vasitasiyla GSH’un

dolasimda sabit diizeylerde kalmasi saglanir.
2.4.2. Glutatyonun Biyokimyasal Onemi

Glutatyon metabolizmada meydana gelen serbest oksijen tiirlerinin yikict etkilerine
karst hiicreleri koruyan en Onemli antioksidan maddelerden birisidir. Glutatyon
hiicrelerde okside (GSSG) ve rediikte (GSH) formda bulunur ve antioksidan etkisini bu
iki form arasindaki dongiisii sirasinda gergeklestirmektedir. GSH’1n esas reaktif grubu
SH grubu, serbest radikallerin ortaklanmamis elektronu ile baglanarak radikal

olusumunu azalmaktadir.

Lipit peroksidasyonunun olusumu ile GSH konsantrasyonu azalirken, GSSG
konsantrasyonu yiikselir. Cevre, metabolizma ve bireye bagli bir¢ok faktoriin etkisiyle
organizmada oksidatif stres artabilir ve buna bagl olarak da serbest radikal olusumu
artar. Dolayisiyla hiicreleri bu serbest radikallerin yikici etkilerine karsi korumakla
gorevli GSH diizeyleri de degismektedir. Hiicrelerde oksidatif stres artarken genellikle
GSH diizeyleri diiser, bununla birlikte GSSG seviyeleri yiikselir [27, 28].

Glutatyonun organizmada iistlendigi biyolojik gorevler sunlardir;

v Endojen peroksitler ve serbest radikallerin yikimi

v Zararl bazi1 bilesiklerin detoksifikasyonunu saglamasi
v Aminoasitlerin membran transportunda yer almasi

v Proteinlerdeki —SH grubunu korumasi

v Bazi enzimler i¢in koenzim goérevi yapmasi
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v Disiilfit degisim reaksiyonlarina katilmasi
2.5. Karaciger Hiicrelerinin Oksidatif Stresle Iliskisi

Karacigerde bes tiirde hiicre bulunmaktadir: hepatositler, endotel hiicreleri, kuppfer
hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel hiicreleri. Tiim hiicrelerin %80 ini
hepatositler teskil etmektedir. Bu bes hiicre tiiriiniin hepsi oksidatif stresle iliskili

hicrelerdir.

a) Hepatosit: Bu hiicreler, organizmada yag metabolizmasinin merkezi
konumundadirlar. Intestinal liimenden hepatositlerin olusturduklar1 safra tuzlarinin
teskil ettigi migeller sayesinde absorbe olan yag asitleri, karacigere gelerek metabolize
olmakta veya kahverengi yag dokusunda trigliserid olarak depolanmaktadirlar. Bu arada
yag asitlerinin bir kismi mitokondria’da B-oksidasyon siirecine girmekte ve olusan
enerji organizmanin 1sisinin muhafazasini saglamaktadir. Karaciger, yag asitlerinin beta
oksidasyonunu gergeklestiren mitokondria’da dis ve i¢ olmak iizere iki membran
bulunmaktadir ve yag asitlerinin oksidasyonu i¢ membrana yakin bir bdlgede yer

almaktadir.

Elektronlar sonu¢ olarak sitokrom sisteminde oksijene aktarilmakta ve su
olusturulmaktadir. Her iki H,O molekiilii olusumu icin oksijene dort elektron
aktarilmaktadir. Heniiz elektron sayisin1 tamamlayarak notral hale gelmemis ve tek
elektron ihtiva eden oksijen molekiilii, O, (Singlent oksijen) serbestlesmesi tehlikeli bir
yapidir ve sitokrom C sistemi i¢inde elektronlar1 tamamlanincaya kadar siki bir sekilde
tutulmaktadir. Serbestlestigi zaman bu radikal bulabildigi her sistemden elektron
kopartmaya calismakta ve Ozellikle mitokondria ve hiicre membranma lipit
peroksidasyonu yoluyla hasar vermektedir. Fizyolojik kosullarda da az miktarda
serbestlesen oksijen radikallerini fizyolojik antioksidan savunma, ciddi bir hasar

olusmadan notralize edebilmektedir.

Hepatositteki, serbest oksijen radikalleri (ROS)’nin tek kaynagi mitokondria degildir.
Sitozolde bulunan P450E1 (CYP2E1) mikrozomal oksidasyon sistemi de 6zellikle fazla
miktarda alkol aliminda ve ila¢ metabolizmasi esnasindaki indiiksiyonla 6nemli bir

ROS kaynag haline gelebilmektedir. iste hepatositin cesitli nedenlerle strese maruz
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kalmas (alkol, ilag, hipoksi, viral infeksiyon, immunolojik hasar) halinde serbestlesen
oksijen radikalleri, antioksidan defansin koruma kapasitesini astiklarinda hiicre hasari
ve Oliimiine yol agabilmektedirler. Bunun nedeni ise oksidatif potansiyelin ¢ok gii¢lii

olmasi olabilecegi gibi, antioksidan savunmanin zayiflig1 da olabilir.

b) Endotel hiicreleri: Karaciger olduk¢a vaskiiler bir organ oldugundan endotel
hiicrelerinden zengindir. Endotel hiicreleri de oksidatif hasardan ciddi sekilde
etkilenmektedirler. Aslinda fizyolojik dozlardaki bazi serbest radikaller karaciger
sirkiilasyonunun optimal olarak gerceklesmesinde yararhidirlar ve bunlarin disinda NO
(nitrik oksid) gelmektedir. Endotel hiicrelerinde eNOS (endotelyal nitrik oksid sentetaz)
ve kuppfer hiicresinde iNOS (inducible nitrik oksid sentetaz) tarafindan NO karaciger
mikrosirkiilasyonun siirdiiriilmesine hem gerektiginde vazodilatasyon saglayarak, hem
de kanin sekilli elemanlarinin endotel duvarina adhezyonunu engelleyerek yararh
olmaktadir. Ancak serbest oksijen radikallerinin suprafizyolojik dozlara g¢ikmasiyla
kuppfer hiicrelerinden fazla miktarda serbestlesen ICAM gibi adhezyon molekiilii
tabiatindaki sitokinler, kanin sekilli elemanlarinin endotel hiicrelerine adhezyonuna yol
acarak mikrosirkiilasyonu tikayabilmektedirler. Bu, hepatositlerde iki yonlii zarara yol
acmaktadir: Bir yandan hepatositler hipoksiye maruz kalmaktadirlar, 6te yandan da
endotel hiicrelerinin tahrip olmasiyla oOnlerindeki bariyerden mahrum kalmalar
dolayistyla immun hiicrelerin atagina acik hale gelmektedirler. Alkole bagl karaciger
hasarinda lipit peroksidasyonunun {iriini olan malondialdehit (MDA) ve 4-
Hidroksinonenal gibi iiriinler, alkol metabolizmas1 iiriinii olan asetaldehit ile kompleks
yapilar olusturmakta ve bu antijenik yapilar CYP2E1 sistemine baglanip hiicre

yiizeyinde eksprese olarak, T lenfositlerini atrakte etmektedirler.

¢) Kuppfer hiicreleri: Kuppfer hiicreleri perisiniisodial alanda yer alan lokal
makrofajlardir. Kuppfer hiicrelerinde olusturulan sitokinler yeterli seviyede olduklar
zaman hepatositte, ¢esitli zararli etkenlere karsi savunma olusturabilirler. Fakat bu
sitokinler asir1 miktarlarda ve siirekli salgilanmalar1 halinde, hepatositlerde bizzat hasar
nedeni de olabilmektedirler. Bu sitokinlerin baginda TNF-a gelmektedir ve hepatositte
(mitokondria veya CYP2EIl’de) olusan ROS kuppfer hiicresini uyararak TNF-a
olusumuna yol agmaktadir. TNF-a etkisiyle mitokondrial ATP tiikenmekte, caspase

sistemi aktive olmakta ve hepatosit apoptoza ugramaktadir. Fakat ROS diizeyi
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yiikseldiginde caspase sistemi asilmakta ve nekroz tarzinda daha zararl bir hiicre 6liimii
ortaya ¢ikmaktadir. Burada MMPT (mitochondrial membrane permeability transition)
fenomeni de etkilidir. Oksidatif strese yanit olarak kuppfer hiicresi fazla miktarda NO
ve TGF-f da iiretmektedir. NO bir bakima oksidatif stresin zararinin sinirlanmasina
katkida bulunmaktadir, ¢iinkii serbest oksijen radikallerini baglamaktadir. Ancak bu
baglanma esnasinda olusan peroksinitrat siiratle dispose edilemedigi taktirde nitrosative

strese yol agmakta ve lipit peroksidasyonu ile sonuglanmaktadir.

d) Stellat hiicreler: Bir denizyildiz1 goriiniimiinde olan bu hiicreler, sintiosid duvarinda

bulunmakta ve yiiksek miktarda retinol icermektedirler.

e) Safra kanah epitel hiicresi: Safra kanallar1 baslangi¢larini iki hepatosit arasindaki
safra kanalcigindan almakta ve gitgide birleserek biliylik safra kanallarini
olusturmaktadirlar. Safra kanali epitel hiicrelerinin tahribatiyla karakterize immiinolojik
hasara 6rnek hastaliklardan birisi olan primer sklerozan kolanjit’de ROS hasarinin da

rol oynadig1 bilinmektedir [31].
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. MATERYAL
3.1.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmada, 24 adet (26-31 gr) Swiss albino tipi fare kullanildi. Hayvanlar disi erkek
ayirimi yapilmaksizin ii¢ esit gruba ayrildi. 12 saat 151k ve 12 saat karanlik, yaklasik
2242°C sicaklik ve nem oranit %50+5 olan bir ortam saglandi. Her giin I. Gruba
(Kontrol grubu) standart fare yemi ve su verilirken, II. Gruba (Yesil ¢ay grubu) 3 g/L
yesil ¢ay [32], (Camellia sinensis L.) yapraklar1 kurutulmus 3 gram yesil ¢ay tartilarak
0zel olarak demlenip sogutularak hazirlanmig ve oral yolla verildi. III. Gruba ise
hayvanlarin canli agirliklar1 tartilarak canli agirlik bagina 0.464 g/kg maydanoz
(Petroselinum crispum) mikserde sap ve yaprak kisimlarin1 ayirmaksizin pargalanarak
oral yolla verildi. Bu islemlere 8 hafta (56 gilin) boyunca her giin tekrar edildi. Deney

hayvanlarinin beslenmesinde pelet buzagi yemi (Toros Yem) kullanildi.
3.1.2. Cahismada Kullanilan Aletler
Spektrofotometre (UV/VIS/Spectrophotometer, T60 UV/VIS, England)
Vorteks (Yellow line, USA)
Santrifiij (Universal 16R, Germany)
Calkalayic1 (Heidolph promax 2020, Germany)
Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Switzerland)
PH metre (HANNA HI221 microprocessor Ph meter)
Manyetik karistiric1 (Niive, MK 318, Tiirkiye)
Derin dondurucu (Bosch, Germany)

Buzdolab1 (Bosch, Germany)
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Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl, Ependorf,
Varipette 4710, Germany)

Is1s1 ayarlanabilir su banyosu (Clifton, England)
IKA-WERKE Ultra Turrax T.25 basic tipi homojenizatdr
3.1.3. Calismada Kullanmilan Sarf Malzemeleri
TBA (Sigma)
TCA (Merck)
DTNB (Sigma)
Perchloric acid %60 (Merck)
Trisma (Merck)
K>;HPO4 (Merck)
KH,PO4 (Merck)
KCI (Merck)
NaOH (Merck)
1,5 ml’lik ependorf mikro santrifiij tiipleri
Otomatik pipet uclari
10 mI’lik cam ve polyetilen santrifiij tiipleri
3.1.4. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler
- Doku Homojenizasyonunda Kullanilan Cozeltiler
0,1 M Potasyum Fosfat Tamponu / 0.15 M KCIl cozeltisi (pH: 7,4)

17.418 ¢ K,;HPO4
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0.15 M KCI (11.475 g/L ¢ozeltisinde 1 L’ye tamamlanir.)

Cozeltinin pH’s1 NaOH ile manyetik karistiricida pH: 7.4’e ayarlanir.

- GSH Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler
Trisma

48,46 gr Trisma

1000 ml distile suda ¢6ziiniir.

pH HClI ile 8,9’a ayarlanir.
% 10’ luk TCA Cozeltisi
DTNB Cozeltisi

0,099 gr DTNB

25 ml absolut metanolde ¢oziiniir ve koyu renkli sisede dolapta saklanir.
- MDA Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler
TBA

0,67 gr TBA

60 ml % 10’luk perklorik asitte ¢oziiniir.

100 ml distile su ile tamamlanur.

4 °C’de saklanur.

% 10’ luk TCA Cozeltisi
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Renk Ayraci
3 kistim TCA + 1 kisim TBA

Serum fizyolojik su
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3.2. METOT

Uygulanan metotlarin rutin hale getirilmesi i¢in arastirmaya baslamadan 6nce gerekli 6n
caligmalar yapildi. Arastirmadan daha iyi sonuglarin alinmasi amaciyla en duyarh
metotlarin  kullanilmasina ¢alisildi. Homojenizat hazirlanmasi asagida belirtildigi

sekilde yapildi.

8 hafta sonra uygun laboratuar kosullarinda karaciger dokular1 alind1 ve diger islemlere
kadar -20 ©°C’de derin dondurucuda bekletildi. Derin dondurucudan c¢ikarilan
karacigerler homojenizasyon islemi i¢in tartilarak 1 gram doku basina 9 ml kadar (1:10)
potasyum fosfat tamponu ile homojenizasyon tiipiine alindi. 60 sn 13500 rpm’de ultra
turrax T.25 tipi homojenizatorde homojenize edildi, sonra santrifiij tiipiine bosaltildi.
Bundan sonra 3500 rpm’de 5 dk. 4 °C’ de santrifiij edildi. Santrifiijjden c¢ikan
numunelerin siipernatant kismi ependorf tiiplere alindi. Tortu kismi atildi. Ependorf
tiipteki stipernatanlar -20 °C’de MDA ve GSH olclimleri i¢in derin dondurucuda

saklandi.
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3.2.1. Dokuda Lipit Peroksidasyonu (MDA) Tayini

Dokuda lipit peroksidasyonu (MDA) belirlemek i¢in Placer ve ark. [33] nin tanimladig1

spektrofotometrik yontem kullanildi.
3.2.1.1. Prensip

pH’nin 3,4 oldugu aerobik bir ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA) ile iist kisimdaki
organik tabakanin 100 °C’de inkiibasyonu, lipit peroksidasyonunun sekonder bir {irlinii
olan malondialdehidi (MDA) olusturmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir
kompleks yapar. Pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iimii ile lipit

peroksidasyonu saptanir.

Standart egri ¢izimi i¢in 1, 1, 3, 3 tetraethoxypropane’den 10ul alindi. Daha sonra 10 ml
absolut etanolde ¢oziilerek +4 °C’de koyu bir sisede saklandi. Bu stok ¢ozeltiden farkl
konsantrasyonlarda calisma c¢ozeltileri hazirlanarak standart egri ¢izildi. Belirlenen

absorbans degerleri MDA standart egrisinden nmol/gr. yas doku olarak hesaplandi.
3.2.1.2. Metot

Her tiipe 0,2 ml siipernatant, {izerine 2 ml renk ayraci konuldu ve tiipler portiipe
yerlestirildi. Tiiplerin agizlarina tipa konularak 10 dk. kaynar suda kaynatildi. Tiipler
kaynar sudan ¢ikartildiktan sonra musluk suyunda sogutularak yine musluk suyu
konulmus bir kapta 10 dk. bekletildi. Kor i¢in de yine bir tiipe 0,2 ml serum fizyolojik
ve 2 ml renk ayraci (3 kisim TCA + 1 kisim TBA) konuldu. Sonra tiipler 3000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiiplerin {izerindeki siipernatanttan 2 ml
alimarak quartz tiipe konuldu ve 532 nm’de absorbans degerleri okundu.

Spektrofotometre kore karst sifirlandi.
3.2.2. Dokuda GSH Tayini

Dokuda GSH diizeylerini belirlemek i¢in Sedlak ve Lindsay [34]’in tanimladigi

spektrofotometrik yontem kullanildi.
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3.2.2.1. Prensip

GSH’nin siilfidril grubunun asitte ¢oziinerek, tiyol grubunun enzimatik veya kimyasal
islemler ile Olgiilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini olusturur. Belirlenen

absorbans degerleri GSH standart egrisinden pmol/gr. yas doku olarak hesaplandi.
3.2.2.2. Metot

0,1 ml homojenizat alind1. Uzerine 0,5 ml %10’luk TCA konuldu ve 3000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildi. Siipernatanttan 0,5 ml alinarak {izerine 2 ml Tampon II konuldu ve
hazirlanan DTNB’den 0,1 ml konularak 5 dk. bekletildi ve 412 nm’de distile suya karsi
okundu. GSH standartlar1 da ayn1 protokol gergeklestirilerek calisildi ve standart egri
cizilerek miktar tayini yapildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Coklu gruplar arasinda farklarin
belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi kullanildi ve gruplar arasinda farklar
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile belirlendi, gruplar arasinda p degerinin 0,05 den

kiiciik oldugu degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda; kontrol grubu GSH degeri 10,4+0,9 umol/gr. yas doku,
yesil ¢ay grubu GSH degeri 35,8+8,9 umol/gr. yas doku, maydanoz grubu GSH degeri
ise 262 umol/gr. yas doku olarak saptanmustir.

Yine yaptigimiz ¢alisma sonucunda; kontrol grubu MDA degeri 3,5+1,3 nmol/gr. yas
doku, yesil ¢ay grubu MDA degeri 2,5£1,1 nmol/gr. yas doku, maydanoz grubu MDA

degeri ise 2,2+0,6 nmol/gr. yas doku olarak saptanmustir.

Yaptigimiz calismada yesil cay ve maydanoz verilen grupla kontrol grubu
karsilastirildiginda, deneme gruplari ile kontrol grubu arasinda GSH diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,05) gosterdigi gozlenmistir. Yesil ¢ay verilen
grupla maydanoz verilen grup karsilastirildiginda, bu diger taraftan yesil ¢ay verilen
grupta GSH diizeylerinin maydanoz verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir

artis (p<0,05) gosterdigi tespit edilmistir.

Yesil ¢cay ve maydanoz verilen grupla kontrol grubu karsilastirildiginda deneme gruplari
ile kontrol grubu arasindaki MDA diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermedigi gdzlenmistir. Ayni sekilde, yesil ¢cay verilen grupla maydanoz verilen grup
karsilastirildiginda bu ikisi arasindaki MDA diizeylerinin de istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik gostermedigi gozlenmistir.
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a, b, c: Farkli harfler arasinda istatistiksel olarak fark (p<0,05) vardir.

Grafik 1. Calisma gruplarinda doku GSH diizeyleri
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Grafik 2. Calisma gruplarinda doku MDA diizeyleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Pek ¢ok arastirmaci da yesil ¢cay ve maydanoz bitkilerinin ¢esitli deney hayvanlarinin
dokularinda olusmus oksidatif strese karsilik antioksidan savunma sisteminde meydana
gelen degisiklikler degerlendirilmistir. Biz de bu calisma ile igerdigi flavonoidler,
polifenoller, katesinler (yesil ¢ay), apigenin, luteolin, apiin, miristisin (maydanoz) v.b.
bilesiklerin antioksidan Ozelligi yesil ¢ay ve maydanoz bitkilerinin deney hayvani
olarak secilen Swiss albino tipi farelerde MDA ve GSH diizeylerini nasil
etkileyebilecegini saptamaya calistik.

Yesil c¢ay, polifenol bilesenleri Camellia sinensis yapraklarinin oksidasyona
ugratilmadan dehidretasyonundan elde edilmektedir. Bu nedenle, yesil cay katesin,
grubundan monomerik polifenolleri yiiksek diizeyde igerir. Theaflavinler, thearubiginler
gibi polifenoller ile katesinlerin yesil ¢ayin, antioksidan etkilerinden sorumlu oldugu
disiiniilmektedir [35]. Cayda bulunan ¢ok giiclii antioksidan etkisinin flavonoitlerin
oldugu ve bu flavonoitlerin hiicreleri serbest radikal hasarlarindan, C ve E

vitaminlerinden ¢ok daha fazla korudugu gosterilmistir [36].

Yesil cay polifenol fraksiyonlari H,O, olusumunu tesvik eden 12-o-tetradekanoil
porbol-13-asetat (TPA)’1 ve 8-hidroksideoksi guanozin olusumunu inhibe etmektedir.
Cay preparatlarmin TPA tarafindan tesvik edilen epidermal ornitin dekarboksilaz,
protein kinaz C, lipoksigenaz ve siklogenaz gibi kanser ilerlemesiyle ilgili enzimleri
inhibe etttigi bilinmektedir. Epigallokatesin gallatin prostat ve meme tlimdrlerinin
biiylimesini 6nledigi, ek olarak deri, mide, kolon ve akciger kanserlerini, teaflavinlerin
akciger ve yemek borusu kanseri olusumunu inhibe ettigi bildirilmektedir [37]. Cay
fenolikleri farelerde deri ve akciger tiimorii olusumunda, hiicre cogalmasini 6nlemekte,
saf katesinlerle teaflavinler hiicre olusumu ve biiyiimesini inhibe etmektedirler. Bunlarin
kanseri Onlemesi, aktivator protein 1 (AP1) aktivitesinin inhibisyonuyla olmaktadir
[38]. Yesil ¢aymn kansere kars1 koruyucu etkisinin, icerigindeki katesinlerle saglandigi
belirtilmektedir [39].
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Fareler iizerinde yapilan bir calismada [40], ¢ayin sekonder fenolik maddelerinin,
organizma i¢in tehlikeli radikalleri toplama yetenegi olan SOD oksidasyonunu
Onleyerek, stiperoksit dismutaz’in aktivitesini arttirdigi ve hiicresel lipitlerin oksidasyon
iriinli olan MDA miktarmi diisiirdiigli gosterilmistir. Farelerde gama 1sm1 ile SOR
olusturulmus ve bu yolla DNA hasar1 indiiklenmistir. Oral olarak verilen flavon-3-ols
(katesin)’un bir DNA hasar1 gostergesi olan cekirdegi parcalanmig retikiilositlerin
olusmasini dnledigi saptanmistir. Yine farelerde gama 1sin1 sonras1 olusmus karaciger
lipidlerindeki oksidatif hasar epigallokatesin-3-gallat (EGKG)’in bir ay siireyle oral
verilmesi ile %33 oraninda diizeltmistir. Ayrica flavonoitlerin SOR’la indiiklenen LDL

oksidasyonunu vitamin C ve vitamin E’den daha gii¢lii olarak inhibe ettikleri

bildirilmistir [41, 42].

Yine flavonoitlerin karaciger ve testis dokularindaki lipit peroksidasyon MDA ve GSH
diizeyleri lizerine etkilerinin arastirildigl bir ¢alismada [13], flavonoitlerin doku lipit
peroksidasyon diizeylerinde 6nemli bir azalma sagladigi, GSH diizeylerinin de, belirgin

olarak artt1g1 tespit edilmistir.

Yaptiklart calismalarda [32, 43] ratlara oral olarak yesil c¢ay verilmesinin kan
serumunda ve karacigerde lipit peroksidasyonunu istatistiksel olarak diistirdiiglinii

bildirmislerdir.

Etanol verilerek lipit peroksidasyonu olusturulmus ratlara yesil ¢ay verilmesinin MDA
diizeylerini digiirdiigii bildirilmistir [44, 45]. Bizim yaptigimiz c¢alismada ise
flavonoitlerin karaciger dokularindaki MDA diizeyleri lizerinde istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Bunun nedeni dejenerasyona neden
olabilecek bir faktdriin olmamast H,O; olusumunu arttirmadigi ve buna baglh olarakta
TPA’nin az olusmasi gosterilebilir. Ote yanda yesil ¢ay verilen ratlarda karaciger GSH
diizeylerinin istatistiksel olarak artis gosterdigini belirten calismalarla [32, 43]

calismamiz paralellik géstermektedir.

Aragtirmacilar [44, 45] etanol uygulamas1 yapilarak lipit peroksidasyonu olusturulmus

ratlara yesil ¢cay verilmesinin GSH diizeylerini arttirdigini bildirmislerdir.
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Maydanoz (Petroselinum crispum) ile daha dnce yapilmig invivo ¢alismalarda bitkinin
metanol ekstresinin sican beyin homojenizatlarinda lipit peroksidasyonunu azalttigi,
ayrica antiradikal aktiviteye sahip oldugu ve bitkinin yaprak ekstrelerinin giiclii
antimikrobiyal etkisinin bulundugu rapor edildigi, bitkinin ig¢erdigi bir flavon olan
apigeninin etkin bir antioksidan madde oldugu da bildirilmistir. Etnobotanik bir
calismada ise Filistin’de P.crispum ve E. Sativa’nin cilt hastaliklarinin tedavisinde, yine
ayni ¢alismada P. crispum’un igerdigi miristisin den dolay1 prostat kanserinin tedavisin

de kullanildigi rapor edilmistir [4].

Peter ve ark.nin [46], yaptig1 bir ¢alismada ise dondurularak kurutulan maydanoz
(Petroselinum crispum) ve kisnis (Coriandrum sativum)’in yaprak ve govdelerinden
metanol ve su ile ekstre elde edilip antioksidan ve antibakteriyel aktivitelerine bakildig,
maydanoz ve kisnis arasinda metanol ve su ekstraktlarinda fenol cesitliligi oldugu
goriilmiis ayrica Bacillus subtilis ve Escherichia coli mikroplarina karsi antimikrobiyal
ozelliklerine de bakilarak, hem maydanozun hem de kisnisin serbest radikallere karsi
antioksidan aktivite gosterdikleri, B. Subtilis ve E. Coli mikroplarmma kars1 da

antimikrobiyal 6zellik gosterdigi bildirilmistir.

Ozsoy ve ark.nin [12], yaptign bir c¢alismada ise streptozotosin etkisi ile diyabet
olusturulmus ratlarda maydanoz ekstraktinin ve glibornuride’nin karaciger dokusu
lizerine etkisi arastirilmis, maydanoz verilen grupta karaciger LPO seviyesinde diisiis,

GSH seviyelerinde ise artis meydana gelmistir.

Bizim yaptifimiz ¢alismada ise maydanozun lipit peroksidasyon iiriinlerinden biri olan
MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi tespit
edilmistir. Diger taraftan, maydanozun GSH diizeylerini istatistiksel olarak arttirdig:

gozlemlenmistir (p<0,05).

Polifenollerin endojen antioksidan enzimlerden biri olan GSH ve lipit peroksidasyonun

bir gdstergesi olan MDA iizerine nasil bir etki gosterecegini ortaya koymaya ¢alisildi.
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Yesil cay maydanoza oranla GSH seviyesini daha fazla arttirarak maydanoza gore daha
giiclii bir antioksidan 6zellik tasidigint gostermistir (p<0,05). Gruplar arasinda MDA
diizeylerinin degismemesinin nedeni ise herhangi bir yolla yapay olarak lipit
peroksidasyonuna neden olacak kimyasal madde verilmemesi veya bu isleme tabi

tutulan bir grup olusturulmamasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonugta maydanoz ve yesil ¢ayin savunma sistemini destekledigi ve bu konu ile ilgili

caligmalara literatiir olusturacagi diisiiniilmektedir.
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