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ARASTIRMA

Oksidatif Strese Maruz Kalan Ratlarin Eritrositlerinde Lipid
Peroksidasyonu Olugsumu Uzerine Meyve Fenolik Bilesiklerinin
Koruyucu Rolu

Bu calisma, kayisi (Hacihaliloglu) ve iziim (Banazi Karasi) meyvelerinin metanolik ekstraktlarinin
FeCl,+H,0, enjeksiyonu ile oksidatif stres olusturulan sigan eritrositlerindeki lipid peroksidasyon,
protein ve glutatyon miktarlari Gzerindeki etkilerinin belilenmesi amaci icin yapildi.

Malatya kayisilarindan Hacihaliloglu ile Gzim tirlerinden Banazi Karasi olgun dénemlerinde toplandi.
Meyvelerin flavonoid ve resveratrol igeriklerinin belirlenmesinden sonra hayvan gruplari olusturuldu.
Calismada 36 adet erkek Wistar sican kullanildi. Sigcanlar deneme 6ncesi adaptasyon saglamak
amaciyla bir hafta slreyle standart olarak fare yemi ve su ile ad libitum beslendi. Sonra tesadufi
olarak alti esit gruba ayrilan hayvanlara meyve ekstraktlari ile Fenton reaktifi intraperitonal yolla alti
hafta boyunca giin asiri olarak enjekte edildi.

Calisma sonunda kayisi ve uzum ekstraktlarindaki polifenolik bilesiklerin eritrositlerde lipid
peroksidasyon olusumunu engelleyici etkiye sahip oldugu saptandi. Ayrica meyve ekstraklarindaki bu
molekdillerin protein ve glutatyon dlzeyleri izerine etkili oldugu tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Eritrosit, glutatyon, lipid peroksidasyon, Prunus armeniaca, Vitis vinifera.

The Protective Role of Composites of Fruit Phenolic on The Occuring of lipid
Peroxidation in Erythrocyte of Rats Sustained Oxidative Stress

In this study, it is aimed the effect on the amounts of protein, glutathione and lipid peroxidation in the
erythrocyte of rats composed oxidative stres and FeCl,+H,0, injection of methanolic extracts of fruits
such as apricot (Hacihaliloglu) and grape (Banazi Karast).

Hacihaliloglu from apricots of Malatya and Banazi Karasi from kinds of grapes were picked up
maturely. After flavonoid and resveratrol contents of fruits were determined, animal groups were
created.

Total of 36 male rats were used in the study. Before the experiment, the rats were fed ad libitum by
mouse fed and tap water for one week in order to adaptation. Then, the animals distinguished to 6
equal group by chance were injected with the extracts of fruits and Fenton reagent as the way
intraperitonal during the 6 weeks as every other day.

At the and of the study, it is concluded that polyphenolic composites in the extracts of apricot and
grape had a protective effect for the formation of lipid peroxidation in erythrocyte. Furthermore, it was
also determined that these molecules in the extracts of fruits had effect on the levels of protein and
glutathione.

Keywords: Erythrocyte, glutathione, lipid peroxidation, Prunus armeniaca, Vitis vinifera.

Girig

Serbest radikal biyokimyasi dikkatleri Uzerinde toplayan bir konu olup, oksijeni
metabolize eden bitiin canlilarda olusur ve etkisiyle istenmeyen hicre 6limleri, kanser ve
diyabet gibi hastaliklar meydana gelir. Serbest radikallerin olusumu hiicredeki antioksidan
savunma sistemlerini asarsa membrandaki yag asitleri serbest radikallerle reaksiyona
girerek peroksidasyon Urlnlerini olustururlar. Eritrositler siirekli olarak hicre ici ve hiicre
digi serbest radikallere maruz kalir ve bu nedenle poliansature yag asitlerince zengin olan
eritrosit zarlari farkli mekanizma ile lipid peroksidasyonuna (LPO) ugrar (1-5).

GunUimuzde vyapilan c¢alismalar oksijen radikallerinin gideriimesinde sadece
organizmadan kaynaklanan savunma sistemlerinin yeterli olmadigini géstermektedir.
Ozellikle yapilan arastirmalarda organizmada meydana gelen oksidatif hasarlara karsi
digsardan alinan antioksidanlarin da oldukga etkili olabilecegdi saptanmistir (6-8).

"Bu calisma, Firat Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP) 'nin 1652 ve 1670
no’lu projeleri tarafindan desteklenmisgtir.
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Giderek artan sayida bilimsel g¢alisma besin
bilesenlerinin saglik tGzerinde olumlu etkilerinin olduguna,
kardiyovaskuler hastaliklar, kanser ve osteoporoz gibi
hastaliklarin énlenmesine katkida bulunduduna iligkin
sonuglar vermektedir (9-11). Siklikla tlkettigimiz sebze
ve meyvelerde bulunan fitokimyasallar oksidanlarin
yakalanmasi yani sira detoksifiye edici enzimlerin
aktivasyonu, immuin sistemin uyarilmasini, hucre
¢ogalmasi ve apoptozuna iligkin gen ekspresyonunu,
hormon metabolizmasi ile antibakteriyal ve antiviral
etkileri diizenleyerek de etkili olur (12, 13).

Lipid peroksidasyona bagl olarak ortaya c¢ikan
metabolik bozukluklar yalnizca yasa ve zamana bagli
degil cevresel faktorler ve yasam tarzi ile ilgilidir. Bu
nedenle gunuimizde hastaliklara yakalanma riskini
azaltmada ve hastaliklar sonucu goérilen 6lim oranlarini
disliirmede insan diyetindeki besinlerin igerikleri dnemli
bir rol oynamaktadir.

Son yillardaki bilimsel ¢alismalar diyet ile hastaliklar
arasindaki iligkiyi acik bir sekilde ortaya koymus olup,
epidemiyolojik galismalar diyetin kronik hastaliklarin
onlenmesindeki roliine isaret etmektedir. Beslenme
aliskanliklarinin daha fazla meyve, sebze ve tahil
tiketecek sekilde degistiriimesi serbest radikallerin
etkilerinin azalmasini saglamakta ve buna paralel olarak
da kronik hastaliklarin énlenmesinde etkin ve pratik bir
yaklasim olarak karsimiza ¢cikmaktadir (14).

Bu galismada hiicre membran yapisi tUzerinde énemli
hasarlara neden olan LPO’nun Onlemesinde Diinya’da
sikga tlketilen kayisi ve (zim meyvelerinin metanolik
ekstraktlarinin rat eritrositlerindeki etkilerinin arastiriimasi
amaclandi. Ayrica aragtirma ile bu ekstraktlarin protein
ile glutatyon miktarlar Gzerindeki etkileri de belirlendi.

Gereg ve yontem

Deneysel uygulamalar, Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu'ndan onay alinarak gerceklestirildi
(Karar no: 02.05.2008/17).

Deney Hayvanlari: Deneysel calismalarda, canli
agirliklari ortalama olarak 192 g (192 £ 30 g) olan toplam
36 adet iki aylik Wistar albino cinsi erkek sigan kullanildi.
Bu sicanlar adaptasyon amaciyla bir hafta boyunca
standart fare yemi ile beslendi ve su alimi serbest
birakildi. Daha sonra siganlar alti gruba ayrildi. Bu
gruplar ve gruplara verilen madde konsantrasyonlari
asagida belirtilmigtir:

1. Kontrol grubu

2. H,O, (Hidrojen Peroksit)+ FR (Fenton Reaktifi)

grubu

. Kayisi grubu
. Uziim grubu
. FR+H,0»+Kayisi grubu
6. FR+H,0,+Uziim grubu

Kontrol grubuna dimetil sulfoksid (DMSO) verildi.
Radikal grubuna 100 ml distile su i¢in 100 yl H202 ve 0.1

a b~ W
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g FR karistirihp 500 yl giin asirt olmak Uzere siganlara
intraperitonal yolla enjekte edildi. Meyveler ise 50/250
oraninda %85 lik metanol ile ekstrakte edildi.
Kullaniimaya hazir hale getirilen ekstraktlar gruplara 500
pl glin asin olmak Uzere intraperitonal yolla enjekte
edilip, uygulama 60 gunluk sire sonunda tamamlandi.
Bu surenin sonunda bir gece dncesinden yemleri alinan
sicanlarin 12 saatlik aglik periyodundan sonra kan
ornekleri eter anestezisini takiben median laparotomi
sonrasinda kalpten punksiyon ile EDTA’lI tiiplere alindi
ve analize kadar -20°C’de bekletildi.

inceleme Materyali: Calismada kullanilan meyve
ornekleri Malatya ilinden mevsimsel dénemlerinde 2008
yaz aylarinda toplandi. Kayisi tirlerinden Hacihaliloglu
Darende ilgesinden tiiketilme olgunluguna eristiginde
agaclardan toplandi. Uziim tiirlerinden Banazi Karasi ise;
Banazi kasabasindan temin edildi. Calismada kullanilan
meyve oOrnekleri steril posetler icine konularak analiz
yapilincaya kadar -60°C’de tutuldu.

Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi: Kayisi (Prunus
armeniaca) ve uzum (Vitis vinifera) i¢cin 50/250 oraninda
metanol ekstrakti hazirlandi. Ekstraktlar blenderda 6rnek
bitki grubunun ¢ozlcller igerisinde pargalanmasiyla elde
edildi. Blenderde pargalama igleminden sonra &érnekler
santrifiij edildi (5000 rpm +4°C). Santrif(ij sonunda elde
edilen supernatantdan rotovapor kullanilarak g¢oézuculer
ortamdan uzaklastirildi. Kullaniimaya hazir hale getirilen
ekstraktlar -60°C’ de donduruldu.

Resveratrol ve Flavonoid igeriginin Belirlenmesi:
Flavonoidlerin kromatografik analizi i¢in 5 ym i¢ ¢apinda
PREVAIL C18 (15x4.6 mm) ters-faz kolon kullanildi.
Mobil faz  olarak %1 asetik  asit  iceren
metanol/su/asetonitril (46/46/8, v/v/v) karisimi kullanild
(15). Katesin ve naringin icin 280 nm, rutin, mirisetin ve
morin igin 254 nm, resveratrol icin 306 nm dalga boyu
kullanilarak RHPLC (Radyo Yiksek Performansli Sivi
Kromatografi) ayrimini takiben DAD (Diode-Array
Dedektor) tarafindan bu flavonoidlerin élgimi yapildi.
Akis hizi 1.0 ml/min ve enjeksiyon degeri 10 yL olarak
ayarlandi. Analizlerin kromatogafik pikleri reaksiyon
surelerinin karsilastiriimasi ve standart referanslarinin
UV spektrumlari ile dogrulandi. Miktar dlgimu standart
metot kullanimiyla pikin birlestirme yoluyla
gerceklestirildi. Tum kromatogafik islemler 25°C’de
yapildi.

Lipid peroksidasyon Miktarinin  Olgiilmesi:
EDTA'lI tiplere alinan kan o&rnekleri +4°C’de 5000
rom’de 10 dakika slre ile santrifiij edilip, serum ile
eritrosit kismi ayrildi. Eritrosit érneklerinin LPO diizeyinin
O6lcimi  Ohkawa ve ark.’nin  metodunda bazi
modifikasyonlar yapilarak HPLC cihazinda floresan
dedektér ile Olguldu  (16). Bunun igin eritrosit
pelletlerinden 1g tartildi ve 2ml olarak serum fizyolojik
ilavesinden sonra santrifij edildi. Elde edilen
stipernatantdan 500 pl alindi, 0.084 N H,SO,4 ‘den 6 ml
ve %10'luk PHA’dan 3ml olarak ilave edildikten sonra
oda sicakliginda 5 dakika bekletilip 5000 rpm’de 10
dakika santriflj edilerek Ust sivi atildi. Kalan pellet
Uzerine 1ml distile su ilave edilip ¢dézindikten sonra 1 ml



Cilt : 25, Sayi : 1

% 3'lik hidroklorik asit ve 1ml % 0.6’k TBA eklendi ve
95°C’de 60 dakika bekletildi. Bu siire sonunda soguyan
orneklere 3 ml butanol ilave edilip, santrifij edildikten
sonra sUpernatantdan 1ml viallere alinarak élgiim HPLC
cihazinda floresan dedektor ile gerceklestirildi.

Glutatyon Miktarinin Olgiilmesi: Eritrosit
pelletlerinin yas agirigi belirlendi. Once bes ml Tris-
EDTA tamponu ile yikandi. Yikama sonunda elde edilen
supernatant alinip, glutatyon miktari Elman reaktifi
kullanilarak 412 nm’de spektrofotometrik olarak belirlendi
(17).  Eritrosit  pelletlerindeki  glutatyon  miktarinin
hesaplanmasinda mg/g hicre pelleti miktari cinsinden
belirlendi.

Total Protein Miktarinin Olgiilmesi: Orneklerin total
protein miktarlarinin  élcimu Lowry yodntemine gbre
yapllip, sonrada 750 nm'de  balnk'a  karsi
spekrofotometrede okundu (18).

istatistik Analizi: Istatistiksel analiz icin, SPSS 15.0
software programi kullanildi. Kontrol grubu ile deneysel
gruplari arasindaki karsilastirma varyans analizi
(ANOVA) ve LSD (En kiiglik anlamli fark analizi) testleri
kullanilarak yapildi. Sonuglar meantSEM olarak verildi.
Anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.

Bulgular

Meyve Orneklerinin Flavonoid ve Resveratrol
icerikleri: Flavonoid analizi sonuglarina gére; meyve
orneklerinde rutin ve katesin flavonoidlerinin ylksek
oranda bulundug@u, diger flavonoidlerin ise daha disuk
oranlarda bulundugu belirlendi (Tablo 1). Flavonoid
miktarina gore meyve ornekleri karsilastirildiginda ise
Uzim (Banazi karasi) Orneklerinin katesin ve rutin
miktarinin kayisi (Hacihaliloglu) 6érnegine goére daha fazla
seviyede bu flavonoidleri igerdigi gdzlemlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Meyve ekstraktlarinin flavonoid ve resveratrol
icerigi (ug/1 g)

Flavonoidler Hacihaliloglu Banazi Karasi
Katesin 891.33+37.29 1980.00+2.88
Rutin 566.66+2.25 769.33+2.33"
Resveratrol 18.1620.28 2.16+0.16
Mirisetin 10.50+0.00 Eser Miktarda
Morin 2.16x0.76 ~ Eser Miktarda
Naringenin 0.66+0.28 Eser Miktarda
Toplam 1489.47 2751.49+5.37

* =p<0.05, ** =p<0.01, *** =p<0.001.

Meyve Ekstraktlarinin Eritrosit’ deki Lipid
Peroksidasyon Olusumu Uzerine Etkisi:
Eritrositlerdeki lipid peroksidasyonu dulzeyinin kontrol
grubuna goére FR grubunda oldukga belirgin miktarda
arttigi  belirlendi (p<0.001) (Sekil 1). Buna Kkarsilik
Darende-Hacihaliloglu (DH) ve Banazi Karasi (B) verilen
gruplarda LPO seviyesinin azaldigi ve bu azalmanin da
B grubunda daha belirgin oldugu tespit edildi (p<0.05,
p<0.01) (Sekil 1). Meyve ornekleri kendi aralarinda
karsilastiriidiginda, o6zellikle Banazi Karasi verilen
gruplardaki LPO dizeyinin kayisi gruplarina gére daha
belirgin dizeyde azaldigi belirlendi. Fenton reaktifi
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grubuna gore ise DH+FR ve B+FR gruplarindaki MDA-
TBA miktarinin fazla diizeyde azaldigi gézlemlendi.

Meyve Ekstraktlarinin Eritrositte Glutatyon Miktari
Uzerine Etkileri: Eritrositlerde  glutatyon (GSH)
dizeyinin kontrole kiyasla tim gruplarda belirgin
oranlarda azaldigi ve bu azalmanin da, FR ile DH+FR
gruplarinda daha belirgin oldugu gézlendi (p<0.001)
(Sekil 2). FR grubu ile karsilastirldiginda, D+FR ve
B+FR gruplarinda glutatyon belirgin oranda arttigi
saptandi.

Meyve Ekstraktlarinin Eritrositteki Total Protein
Miktani Uzerine Etkileri: Eritrositlerde toplam protein
diizeyinin kontrol grubuna gore bitin gruplarda belirli
oranlarda azaldigi ve bunun da B ve B+FR gruplarinda
daha belirgin oldugu gézlemlendi (p<0.001) (Sekil 3).
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Sekil 1. Meyve ekstraktlarinin eritrosite MDA-TBA

seviyesi lizerine etkisi

Kontrol grubuna gore karsilastirma; b<0.05, c:p<0.01

d:p<0.001.

FR grubuna gore karsilastirma; *** =p<0.001.
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Sekil 2. Meyve ekstraktlarinin eritrositte glutatyon miktari
Uzerine etkileri

Kontrol grubuna goére karsilastirma; a:p>0.05, b<0.05,
¢:p<0.01 d:p<0.001.

FR grubuna gére kargilastirma; * =p<0.05, ** =p<0.01,
*** =p<0.001.
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Sekil 3. Meyve ekstraktlarinin eritrositte total protein

miktari Uzerine etkileri

Kontrol grubuna gore karsilagtirma; b<0.05, c:p<0.01

d:p<0.001.

Tartisma

Calismamizda hidrojen peroksit ve demir uygulamasi
sonucu olusabilecek oksidatif hasari belirleyebilmek igin
lipid peroksidasyonunun son Urind olan MDA tayin
edildi. Bu hasara karsi gelisebilecek antioksidan
savunmay gosterebilmek icin de GSH ve toplam protein
dizeyleri saptandi. Arastirmamizda kontrol grubuna gére
demir grubunda LPO diizeyinin oldukga belirgin miktarda
arttigi belirlenmistir (p<0.001). Bu grupta MDA diizeyinin
yuksek olmasi bize deney siresince uyguladigimiz
dozun sicanlarda oksidatif hasara neden oldugunu
gOstermektedir. Birgok arastirici da benzer sekilde farkl
dozlarda demir yiklemesinin lipid peroksidasyonunu
arttirarak hasar olusturdugunu bildirmektedir (5,22,23).
Normal olarak tim dokularda dusik dizeyde lipid
peroksidasyonu  gorulir. Bu durum  antioksidan
sistemlerle kontrol edilemedidi zaman 6zellikle membran
lipidlerinin bozulmasina yol agarak oksidatif hasara
neden olur. Bulgularimiza gére uyguladigimiz dozun lipid
peroksidasyonunu baglattigi  soylenebilir.  Arastirma
sonucunda kayisi ve uzUm ekstraktlarinin  sican
eritrositlerinde  olusturulan LPO’ya kargl koruyucu
etkilerinin oldugunu tespit edilmigtir. Bu etkinin ise
Ozellikle meyvelerin igerdigi fitokimyasal bilesiklere bagl
olarak acgiga ciktigr seklinde degerlendiriimektedir.

Bu degerlendirmemizi destekleyen bitkisel kaynakl
¢ogu arastirmada da in vivo sartlarda olusturulan
oksidatif strese kargli fitokimyasallarin  koruyucu
etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Feng ve ark.,
c¢alismalarinda yeni dogan ratlarda Gzim ¢ekirdek
ekstraktinin beyinde hipoksi iskemik hasari azalttigini ve
lipid peroksidasyonunu 6nledigini bildirmiglerdir (19).
Obah ve ark., beyin dokusunda Fe*" ile indiiklenen lipit
peroksidasyonuna karsi vyesil ve kirmizi biberlerin
koruyucu etkisini  arastirmiglardir ~ (20). Biber
ekstraktlarinin rat beyninde basal hem de Fe™ ile
induklenen lipit peroksidasyonunda MDA olusumunu
Onemli odlcide azalttigini belirlemiglerdir. Bu koruyucu
etkinin ise biberlerin igerdigi fenolik bilesiklere bagl
olarak olustugunu ileri sirmusglerdir.

Vardi ve ark., calismalarinda rat bagirsaginda
oksidatif hasara karsi kayisi ve 3-karotenin koruyucu etki
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gOsterebildigini  ifade etmislerdir. Kayisi  eklenen
gruplarda MDA seviyelerinde azalma oldugu ifade
edilirken, antioksidan enzim duzeylerinde ise artis
oldugunu  bildirmislerdir ~ (21).  Konyalioglu  ve
Karamenderes Turkiye’de dogal olarak yetisen Achillea
(civanpercemi) bitkisinin insan eritrosit ve l6kositlerinde
H2O, ile indliklenen oksidatif strese karsi koruyucu
etkisini arastirmislar, calisma sonunda Achillea tirlerinin
lipit peroksidasyonunun Onlenmesinde dogal bir
antioksidan kaynagr oldugunu bildirmiglerdir (22).
Eritrositler Gzerinde yapilan bagka bir arastirmada ise
Mangifera indica (Mango)'nin HzO3 ile indiklenen lipit
peroksidasyonuna karsi eritrositlerde diren¢ olusturdugu
belirlenmistir (23).

Arastirmamizda bu hasara karsi gelisen
nonenzimatik savunma sistemi olarak GSH aktivitesine
bakildiginda eritrositlerde kayisi ve Gzim ekstraktlarinin
LPO {zerindeki olumlu etkilerinin glutatyon seviyesi
lzerinde ayni etkiye sahip olmadidi seklinde ifade
edilmistir. Meyve kontrol gruplarinda daha belirgin olan
bu farkliligin sebebinin ise; meyvelerin fenolik iceriginden
dolayi, eritrositlerde antioksidan bilesiklere gerek
kalmadan LPO’nun engellenmesinden kaynaklandigi
seklinde distiniimektedir.

Bu sonuglarin yaninda yaptigimiz ¢alismada, Fenton
reaktifi verilen gruplarda glutatyon seviyesinin azaldigi
belirlenmistir.  Glutatyon  oksidatif  strese  kargl
savunmanin en dnemli basamagini olusturmaktadir (24).
Oksidatif stresin zayif oldugu durumlarda devreye giren
adaptasyon mekanizmalari sonucunda GSH dizeyi
artmaktadir. Ancak; oksidatif stresin gugli oldugu
durumlarda zayiflayan adaptasyon mekanizmalarina ve
artan GSSG olugsumuna bagh olarak GSH dizeyi
azalmaktadir (25, 26). Hiicre igerisinde GSSG’'nin GSH’a
rediksiyonunu kataliziemekle goérevli olan enzim,
glutatyon disilfid rediktaz (G; EC 1.6.4.2) olarak
bilinmektedir. ~ Sitozolde yerlesen enzim, aktivitesi
sirasinda bir kofaktdr olan nikotinamid adenin dintkleotid
fosfata (NADPH) gereksinim duymaktadir. GSSG
miktarinin artmasi da NADPH uretim yollarindaki
herhangi bir bozuklugu gostermekte veya enzimin
inaktivasyonu sonucu hiicre i¢ci GSH miktarinin azalmasi
anlamina gelmektedir. Calismamizda benzer sekilde
glutatyonda azalmaya neden olan faktérin Fenton
reakrifi oldugunu sonucuna varilmistir. Cinki sitozolik
NAD(P) dehidrogenaz ve NAD malik enzimleri demir
iyonu tarafindan inhibe edilerek buna bagh olarak ta
pentoz donglsl enzimlerinin inhibisyonu ile hucrelerde
NADPH'In varligi azalir. Bdylece reaktif oksijen tlrlerine
olan duyarlihdin artmasi ile antioksidan savunma sistemi
basarisizliga ugrayarak glutatyon miktarinda azalma
gerceklesebilir. Kisaca O6zetlemek gerekirse deney
gruplarimizda GSH seviyelerinin kontrol grubuna goére
diisiik belirlenmesi, Fe™ yiiklemesi sonucu ortaya gikan
reaktif oksijen turlerine karsi GSH duzeyinin yetersiz
kaldigini gésterebilir ya da sentez mekanizmasinda bir
azalma s6z konusu olabilir.

Sonu¢ olarak; hidrojen  peroksit ve demir
enjeksiyonunun siganlarda eritrosit lipid
peroksidasyonunu arttirdigini buna karsilik kayisi ve
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Uzim ekstraktlarindaki polifenolik bilesiklerin
eritrositlerde olusan LPO olusumunu engelleyici etkiye
sahip oldugu saptanmistir. Ayrica, meyve
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