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1.0ZET

An Siitii Ekstraktinin t-BHP ile Uyarilmis Oksidatif Hasara Karsi1 Koruyucu

Etkilerinin Incelenmesi

Arn siitii bal arillan1 tarafindan degisik bitkilerden toplanarak iiretilen yapiskan
recinemsi bir maddedir. Ar siitiinlin etkisi arilarin bitkilerden topladigi antioksidan
etkili bilesenlerine baghdir. Fenolik bilesikler antioksidan o6zellikler gostermektedir.
Polifenoller indirgeyici ajan olma, metal selatlama ve serbest radikal siipiiriicii 6zellik
gosterir. Arastirmacilarin son ¢alismalarina gore eritrosit membranlarinin dis yiizeyinde
bulunan proteinler serbest radikaller i¢in kolay hedeftirler. Bu ¢alismadaki amacimiz
hasarl1 eritrosit hiicre modellerini kullanarak ar siitii ekstraktinin koruyucu etkisini
arastirmaktir. Bu calismada kolay elde edilebilmesi ve akut oksidatif hasar
calismalarinda siklikla kullanilan bir model olmasindan dolayi eritrosit hiicreleri segildi.
Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasart mekanizmalarini kapsayan
calismalarda siklikla kullanilan bir bilesiktir. Saglikli bireylerden etik kurul onayi ile
alinan kanlardan eritrosit hiicreleri izole edildi. Elde edilen eritrosit paketi kontrol, ar1
stitii ekstrakti, pozitif kontrol (kuersetin) ve negatif kontrol (t-BHP) olarak dort gruba
ayrildi. Eritrosit paketlerine dncelikle ekstrakt muamelesi ve ardindan t-BHP muamelesi
uygulandi. Daha sonra negatif kontrolde olusacak hasara karsi ari siitiiniin koruyucu
etkilerini gormek icin malondialdehit (MDA) diizeyleri ve antioksidan enzim
aktiviteleri ¢aligildi. Ar siitii grubunda MDA degerleri negatif kontrole gore anlamli
derecede diisiik bulundu (p<0.05). Sonug olarak ilk defa ari siitii ekstraktinin in vitro
sartlarda insan eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile uyarilmis oksidatif hasara kars1 koruyucu
etkiye sahip olabilecegi belirlenmistir. Bu ¢aligmanin gelecekte yapilacak in vitro ve in

Vivo ¢aligsmalara yardimer olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Ar siiti, Eritrosit, Oksidatif Stres, t-BHP



2. SUMMARY

Investigation of Protective Effect of Royall Jelly Against Oxidative Damage
Induced by t-BHP

Royal jelly is an adhesive resinious matter produced by bees picking from various
plants. Major parts of royal jelly contain flavonoids, phenolic compounds and essential
oils. Phenolic compounds exhibit antioxidant properties. Polyphenols have reductive
agent property, metal chelating and free radical scavenging properties. The proteins on
the outer surface of the resultant erythrocyte membranes are easy to target by free
radicals. It is also an efficient model for the oxidative damage due to the ease of
erythrocyte elution and its use as a cell model in studies. The aim of this study is to
investigate the protective capacity of royal jelly extract using damaged erythocyte cell
models. Tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) is an organic peroxide that causes oxidative
damage in human erythrocyte cells. Erythrocyte cells were isolated from blood taken by
healthy ethics committee approval. The obtained erythrocyte package was divided into
four groups as control, Royal jelly extract, positive control (quercetin) and negative
control (t-BHP). Erythrocyte packages were first treated with extract and then with t-
BHP treatment. Malondialdehyde (MDA), enzyme activite were evaluated to determine
the protective effects of the Royal jelly against the negative control. MDA values were
significantly lower in the Royal jelly group than in the negative control group (p<0.05).
In this study, we first observed that the Royal jelly extract was protective against
oxidative damage caused by in vitro conditions in t-BHP-induced erythrocyte cells. It is
thought that this work will guide future in vitro and in vivo experiments. Tertiary
butylated hydroperoxide (t-BHP) is a substance used in studies on mechanism of
oxidative cell damage. As a result, it has been determined for the first time that aqueous
Turkish royal jelly extract may have protective effect against t-BHP induced oxidative
damage in human erythrocyte cells in vitro. The obtained data is the pioneer of various
in vitro and in vivo studies. It is envisaged that pollen may be used as an alternative
food supplement without this work.

Key Words: Antioxidants, Erythrocyte, Oxidative Stress, Royal jelly, t-BHP.



3. GIRIS ve AMAC

Son yillarda insan sagligini artirmada ve hastaliklarin olusumunu 6nlemede etkili
"fonksiyonel gida" iiriinlere karsi tiiketicilerin ilgisi giderek artmaktadir. Fonksiyonel
gidalar arasinda popiiler olan ve diyetle alinan ar1 iiriinlerinin igerdikleri fizyolojik aktif
bilesenler nedeniyle hastaliklara kars1 etkinligi ile ilgili yapilan arastirmalarin sayis1 giin

gectikce artmaktadir (1-3).

Bu fonksiyonel ar1 iiriinleri arasinda yaygin olarak kullanilanlardan biri de ar
sttiidiir. Art siitii (royal jelly), geng is¢i bal arilarmin hipofarengal (yutak alt) ve
mandibiilar (alt ¢ene) bezlerinde yapilan ve salgilanan, ar1 kovaninin 6zel bir
maddesidir. Geng larvalarm ve eriskin kralige arilarin temel gida kaynagidir. Isci arinm
kralice artya doniligiimiiniin yegane sorumlusudur. Ar siitiiniin bilesiminin % 50-60’1
sudur. Kuru agirligin yaklasik % 17-45’ini proteinler, % 18’sini karbohidratlar, % 3-
6’smm1 lipidler ve % 1-2’sini de mineraller olusturmaktadir. Yapilan bilimsel
calismalarda ar1 siitii’niin norotrofik, hepatoprotektif, hipotensif, antitiimor, antibiyotik
ve anti-inflamatuvar gibi farmakolojik aktiviteleri belirtilmistir. Ayrica art siitiiniin
iceriginde yer alan flavonoidler sayesinde yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugu
da bilinmektedir. Bu ar1 {iriinlerinin yani sira fenolik igerik bakimindan zengin baz1 bitki
tiirlerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesine yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmis ve
yapilmaya da devam edilmektedir. Ar siitii ¢ok eski yillardan beri geleneksel tipta
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi, antioksidan, antibakteriyel, antifungal, yara
tyilestirici ve antikarsinojenik gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu bir¢ok bilimsel
calisma ile gosterilmistir. Bu ari iiriinlerinin yan1 sira fenolik igerik bakimindan zengin
baz1 bitki tiirlerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesine yonelik bir¢cok ¢alisma

yapilmis ve yapilmaya devam edilmektedir (4-7).

Biyolojik sistemlerde elektron alici molekiiller "serbest radikaller" olarak
adlandirilirlar. Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevlerine de "oksidanlar" denir.
Oksidanlarin hedef molekiillerden elektron alma yetenekleri nedeniyle, bu hedef
molekiillerin yapisin1 ve fonksiyonlarini1 degistirerek hiicre membranini, DNA ve RNA
gibi genetik materyali ve degisik enzimatik olaylar etkileyerek hiicre hasarlara yol
actig1 bilinmektedir. Serbest radikallerin diyabet, iskemi reperfiizyon hasari, kanser,

yaslanma ve kas hastaliklar1 gibi patolojik tablolara yol agtigina dair bulgular



bulunmaktadir. Biyolojik membranlar oksidanlarin saldirilarina karst duyarhdirlar.
Lipid peroksidasyonun en Onemli iiriinlerinden olan malondialdehit (MDA), hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi

olumsuz sonuglara neden olabilir (8-10).

Canli organizmalarda serbest radikal hasarina karst organ ve dokular1 korumak
igin siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz
(GST) ve katalaz (CAT) enzim sistemleri ile flavonoidler, seruloplazmin, transferrin,
indirgenmis glutatyon (GSH), askorbik asit (vitamin C), B-karoten ve alfa-tokoferol gibi
son derece kompleks enzimatik olmayan antioksidan sistemler mevcuttur (10, 11).

Oksidatif stres; oksidan-antioksidan dengenin oksidan yoniine kaymasi sonucu
potansiyel hiicresel hasarlarin olusabilmesi durumudur. Oksidatif stres, serbest radikal
liretiminin artis1 ve/veya antioksidan savunmanin azalmasi sonucu olusabilmektedir
(12). Guiniimiizde fenolik bilesiklere ilgi antioksidan oOzellikleri nedeniyle oldukca
fazladir. Birgok arastirmaci polifenollerin indirgeyici ajan olma, metal selatlama ve
serbest radikal siipiiriicii 6zellik gosterdigini ortaya koymustur. Flavonoidler, biyoaktif
polifenoller olup lipid peroksidasyonunu oOnledigi, antiviral, antialerjik ve anti-
inflamatuvar gibi birgok biyolojik aktivitesinin oldugu bilinmektedir. insan diyetindeki
ar1 Uriinlerinin antioksidan kapasiteleri igerigindeki fenolik bilesiklerin bir sonucu
oldugu bilinmektedir. Serum ve eritrosit 6rneklerinde olusturulan oksidatif hasarin tek
tek flavonoid ilavesiyle azaltildigini gosteren c¢aligmalar mevcut olmakla birlikte

kuersetin bu tarz yayinlarda 6n plana ¢ikmaktadir (13-15).

Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasar1 mekanizmalarini
kapsayan calismalarda siklikla kullanilan bir bilesiktir. Organik hidroperoksitler alkil
radikallerine bir oksijen eklenmesi ve/veya peroksil radikallerinden bir hidrojen
atomunun c¢ikarilmast sonucu olusurlar. t-BHP sonradan diger alkoksil ya da peroksil
radikallerine ayrisabilir ve bu durum lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini

hizlandirabilir (16, 17).

Hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirleri arasinda yer alip ¢esitli mekanizmalarla
kendisinden daha reaktif olan reaktif oksijen tiirlerine doniisebilir ve hiicre

membranlarini kolayca gegebilme kapasitesine sahiptir (18, 19).



Yiiksek oranda H»O iiretimi ¢ok etkili antioksidan sistemlerle dengededir.
Dehidratasyon, diisiik ve yiiksek sicakliklar, asir1 radyasyona maruz kalma bu dengeyi
bozar. Artan H2O; protein, lipid ve niikleik asitlere hasar vermekle birlikte enzim
aktivasyonu, gen ekspresyonu, programlanmis hiicre 6liimii ve hiicresel hasari iceren
sinyal tepkilerini baglatmaktadir. Hiicrelerde H2O2 nin iiretimi siiperoksit radikalinden
SOD enzimi katalizorliigii ile gergeklestirilirken, eliminasyonu ise CAT ve GPx
enzimleri tarafindan saglanmaktadir. Bu sebeple antioksidan enzim aktivitesinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda SOD, CAT ve GPx seviyelerine ¢esitli

yontemlerle bakildigi goriilmektedir (20-22).

Son yillarda sistemik oksidatif stres derecesini belirlemek igin serum ve
eritrositlerde; lipid peroksidasyonu son fiiriinii MDA, protein oksidasyonu gostergesi
olarak nitrotirozin, DNA hasar1 belirteci olarak 8-oksoguanin, toplam oksidan kapasite
(TOK) ve toplam antioksidan kapasite (TAK) gibi belirtegler kullanilmaktadir (23-25).

Yapilan literatiir arastirmalarinda biyolojik membranlardaki serbest radikal
indiiklii oksidatif hasarlar ve bu hasarlara karsi ari siitii ekstraktlarinin etkinligini
degerlendirmek i¢in in vitro insan eritrositlerinde yapilmis sinirli sayida ¢alismaya

rastlanilmaktadir (26, 27).

Yapilan literatiir arastirmalarinda insan eritrosit hiicrelerinde, serbest radikal
indiiklii oksidatif hasarlar ve bu hasarlara karsi ari siitii ekstraktinin etkinligini
degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Buradan hareketle
hazirlanan ar1 siitii ekstraktlarinin biyomolekiilleri oksidatif hasara kars1 koruma

kapasiteleri bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. A Siitii

Bir ar1 kovaninda yetiskin kralice ve geng larvalar1 beslemek igin geng is¢i arilar
hipofaringeal bezinden salgilanan beyaz madde royal jelly olarak adlanir. Bu madde
daima kralige ve larvalar tarafindan tiiketilir ve depolanmaz. Bu yiizden geleneksel bir
aricilik tirtinli olmamistir. Kralice ve isci arilar arasindaki fark beslenmeleri ile ilgilidir.
Kralige 6miir boyu ar siitii tiiketirken, diger arilar sadece hayatlarin ilk 4 giinline kadar
ar1 stitii tiikketirler ve bu yiizden kralice aris1 fiziksel olarak ve gii¢ olarak diger arilardan

farkliliga sahiptir (28). Ar1 siitiiniin goriiniimii Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. Ar siitiin fizyolojik goriiniimii (28)

4.1.1. An Siitiiniin Fiziksel Ozellikleri

Arn siitii oldukca s1vi ve homojen bir maddedir. Macun kivaminda sar1 veya bej
renkli, keskin bir fenolik kokusu ve karakteristik bir eksi tad1 vardir. Yaklasik 1.1 g/cm?®
yogunluga sahiptir ve suda kismen ¢oziiniirdiir. Oda sicakliginda ve iizeri sicakliklarda

saklandiginda yavas yavas viskoz hale gelir (28).
4.1.2. An Siitiiniin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

Arn siitiiniin kimyasal olarak cogunlukla azotlu maddelerden olugsmustur. Bu

azotlu maddenin yaklasik % 73.9’u proteinlerdir. Ar siitlinde 6 ana proteinden 4’



glikoprotein yapisindadir. Azotlu maddelerin bilesenleri ise; % 2.3’0 serbest
aminoasitler ve % 0.16’s1 ise peptidlerdir. Bunlardan aspartik asit ve glutamik asit en
fazla bulunmaktadir. Serbest amino asitler i¢inde ise prolin ve lizin en fazla miktarda
bulunurlar. Ar siitiinde bagisiklik sisteminin anahtar bir eleman1 yani gamma globulin
bulunmaktadir. Kollajen ve glukoz oksidaz, fosfataz ve kolinesteraz gibi ¢ok sayida

enzim ve insiilin benzeri bir madde bulunmaktadir (29-31).

Serbest yag asitleri (FFA), lipid fraksiyonun % 80-90’1n1 olusturur. Bunlarin ¢ogu
kisa zincirli (8-10 karbon atomlu) hidroksi yag asitleri veya dikarboksilik asitlerdir. Ar1
stitiiniin toplam taze agirhigimin yaklasik % 1°1 ve kuru agirhigr yaklasik % 2-3’udiir. K,
Ca, Na, Zn, Fe, Cu ve Mn ar siitiiniin temel mineralleridirler. Bol miktarda vitamine
sahiptir. Her gram taze agirlik basina, 159-265 mg pantotenik asit, 80-350 pug inozitol ve
1.1-19.8 pg biotin igermektedir. Eser miktarda C vitamini bulunur. A, D, E ve K
vitaminleri ar1 slitinde bulunmaz. Ayrica radyoimmunolojik metodlarla ¢ok kiiciik

miktarda testosteron (0.012 g/g taze agirlik) varlig1 tespit edilmistir (29).

An siitiinin diger bilesikleri; biopeptin ve neopterin (iki heterosiklik madde),
serbest halde bazi niikleotidler, adenozin, iiridin, guanozin ve sitidin, AMP, ADP ve
ATP, asetil kolin (1 mg/g kuru agirlik) ve glukonik asit (taze agriligin % 0.6’s1)’dir

(29). A siitiinlin bilesimi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Ari siitiiniin bilesimi (29, 30)

Minimum Maksimum
Su % 57 % 70
Proteinler (N*6.25) Kuru agirligin % 17°si Kuru agirligin % 45’1
Sekerler Kuru agirligin % 18’si Kuru agirligin % 52’si
Lipidler Kuru agirligin % 3.5°1 Kuru agirligin % 19°u
Mineraller Kuru agirligin % 2’si Kuru agiligin % 3’1

4.1.3. An Siitiiniin Biyolojik Ozellikleri

An  siiti cok sayida biyolojik aktiviteye sahiptir. Ornegin; antitiimdr,
antihiperkolesterolemik, antioksidatif, antihipertansif, anti-inflammatuvar, yara
iyilestirici, immiinolojik, antibakteriyel ve insiilin benzeri etkilere sahiptir. Bu

etkilerden dolay1 yaklasik otuz yildir ar1 siitii ticari olarak tibbi {irlinler, beslenme ve



kozmetikte genis oranda kullanilmaktadir. Ar siitii ile ilgili ilk kez 1950 yilinda Fransiz
ar1 yetistiricileri tarafindan ar siitiiniin 6zelliklerini inceleyen makaleler yaymlanmigtir.
Ari siitli glinimiizde genis 6l¢iide bilinmekte ve tiiketilmektedir. Ama klinik etkileri ile

ilgili bilimsel olarak ciddi derecede eksikler vardir (32).
4.1.4. An Siitiiniin Etkileri
4.1.4.1. Antioksidan Etki

Son zamanlarda ar1 siitiinlin antioksidan etkisi ile ilgili 6nemli ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Hayvan galismalarinda 6zellikle ar1 siitiiniin antioksidan etkisi
tizerinde lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ispatlanmigtir. Ari siitiinin DNA’y1

oksidatif hasardan muhafaza ettigi ortaya ¢ikmistir (33).
4.1.4.2. Norotropik Etki

Hafiza gelistirici, yashlik Onleyici, enerji arttirici, hiperaktifligi azaltict gibi

etkilerden dolay ar1 siitiiniin nérotropik etkileri vardir (33).
4.1.4.3. Insiilin Benzeri Etkisi

Diyabet ile miicadele eden hastalarda kan sekerini normal seviyede tutmak i¢in ar1
siitii kullanilir. Bu ¢aligmalar Cin ve Japonya’da ileri seviyede yapilmaktadir. Insiiline
benzer peptidler ve farkli bilesikler ar1 siitiinde oldugu i¢in kan sekeri seviyesi azaltir.

Memelilerde bulunan insiilin yapisi ar1 siitiinde bulunan insiiline ¢ok benzerdir (33).
4.1.4.4. An Siitii ile Tlgili insanlar Uzerinde Yapilan Calismalar

Insanlar iizerindeki ilk ¢alismalar 1959-1962 yillarinda baslamis ve ilk adimlar
cok zor oldugu i¢in ar siitiiniin iizerindeki ¢alismalarin ayritilart ve kullandigi
parametreler ve yan etkileri anlamakta ¢ok zorlanilmistir. Ari siitii kalp ve damar
hastalarinda serum lipit seviyesinin azalmasina neden olur. Ayrica insanlarda cinsel
istegi arttirir. Losemi ve lenf bezi kanseri olan 4-7 yas araligindaki 8 ¢ocuk {izerinde
yapilan bir ¢aligmada kahvalti 6ncesinde giinlik bir gram ari siitii tiiketiminin bu
cocuklarin kanlarinda nétrofil, 16kosit ve lenfosit hiicrelerinin sayisini anlamli olarak
arttig1 ve bu ¢ocuklarin genel durumlarinin iyilestigi ve kilo aldiklar1 gézlemlenmistir
(34).



Diger bir calismada Yamada ve arkadaglari tarafindan ar1 siitliniin insan
lenfositlerindeki immiinoglobiilin yapisini uyardigi ve meme kanserli kadinlarda IgM ve

1gG’yi artirdig1 gosterilmistir (35).

Nagai ve arkadaslar1 propolis ve ari siitii gibi ar1 tirtinlerinin antioksidan etkilerini
arastirdiklar1 bir ¢alismada, saf bal ve propolisin antioksidan aktivitesinin ari siitiine
gore daha fazla oldugunu gostermislerdir. Serbest radikallerin uzaklastirilmasinda ise

propolis ve ar1 siitiiniin en etkili tiriinler oldugunu gostermislerdir (36).
4.2. Serbest Radikaller

Bazi atomlarin son orbitallerinde eslenmemis elektronlar mevcuttur ki bu
molekiillere serbest radikaller denir. Bu molekiilerdeki ¢iftlenmemis elektronlar oldukca
yiiksek enerjiye sahip olup olduk¢a kararsiz ve reaktiftirler. Diger molekiillerden
elektron alarak veya vererek kararli hale geldikleri ig¢in katyon, anyon veya nétral
formda olabilirler (37).

Katyon ve anyon molekiilleri serbest radikallere sahip olduklar1 zaman R harfi ile
gosterirler. Negatif ve pozitif isareti ile alic1 veya verici radikal olarak tanimlanirlar.
Serbest radikaller canli bir hiicreye veya membran i¢ine giris yapabilmesi i¢in bazi
enzimler tarafindan tasinmasi gerekiyor, bu durumda, serbest radikaller hedef
molekiilden elektron alarak taginirlar ve o molekiiliin yapisi ve isleminin de§ismesine

sebep olurlar (38).

Serbest radikaller bazi durumlarda hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar
ve diger dnemli molekiillere hasar verebilirler ki, bu hasar bazi 6nemli kalp ve damar
hastaliklari, kanser, bagisiklik sistemin zayiflamast ve beyin hastaliklart gibi
bozukluklara neden olabilirler. Oksijen molekiilii serbest radikallerin kaynagi olarak
tamimlanir. Hiicre metabolizmasinda, elektron tasima sisteminde, reaktif oksijen ve

nitrojen tiirleri (ROS, RNS) rutin olarak iiretilir (39).
4.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu
Serbest radikaller farkli bilesiklerin olusumuna neden olabilirler.

1. 1Iki serbest radikalin yan yana gelmesi ile ortaklasmamis elektronlar birbirine
yaklagir ve bir kovalent bag olustururlar ve her iki molekiil de &zelliklerini
kaybederler (40).



H +H — H2
2. Serbest radikal, bir serbest olmayan molekiille reaksiyona girer ve yeni bir

radikal olusturur.

Serbest radikalin ortaklasmamis elektronu baska bir molekiilden elektron alabilir

ve eslesir hale gelir (okside edici radikal).
X—-e+X"

3. Serbest radikal, ortaklasmamis elektronunu diger bir radikal olmayan

molekiile verebilir (rediikte edici radikal).
X+Y->X"+Y"
4. Radikal bir bilesik, radikal olmayan bir bilesige katilabilir.
X +Y — [X-Y]
5. Radikal, hidrojen bagindan ( C-H ) bir hidrojen atomu koparabilir.
CH+OH" — C" + H20

Bundan dolay1 serbest radikaller, radikal olmayan bilesiklerle zincirlesme

reaksiyonlari ile birbirine doniisebilirler (41).

Bu nedenlerden dolay: reaktif oksijen tiirleri iki ana bagliga ayrilir: Radikaller ve
non-radikaller (42). Tablo 2’de biyolojik 6neme sahip olan reaktif oksijen tiirleri

verilmistir (43).

Tablo 2. Biyolojik 6neme sahip olan reaktif oksijen tiirleri (43)

Radikaller Non-Radikaller
Stiperoksit (O2°) Hidrojen peroksit
Hidroksil (OH") Hipokloroz asit
Peroksil (ROO™) Ozon

Alkoksil (RO) Singlet oksijen
Hidroperoksit (HO2") Peroksinitrit
Nitrik oksit (NO") Hidroperoksit
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4.2.2. Serbest Radikal Tiirleri
4.2.2.1. Siiperoksit Radikalleri (O2")

Oksijen molekiilii indirgenmis oldugu zaman, 6zellikle mitokondriyal solunum
zincirinde, 6nemli bir reaktif radikal molekiile doniistir ki bu reaktif molekiil stiperoksit
radikali olarak adlanir. Bu reaktif radikal molekiili bircok biyomolekiillerin
doniisiimsiiz zarar gérmesine yol acar. Ozellikle membran’daki lipidlerin doymamis yag

asit bilesenlerine saldirarak membran yapisini bozar (44).
O2 + é — O (siiperoksit radikali)
H202 + O2" - OH" + OH + O2
4.2.2.2. Hidroksil Radikali (OH")

En giiclii serbest radikal molekiiliidiir. Oldukg¢a reaktiftir ve ozellikle lipidler,
proteinler, niikleik asitler gibi makromolekiillerin yapilarini hemen bozabilir. Hidroksil
(OH"), redoks zincirin metal iyonlarmi olusturmak i¢in, H20> ile reaksiyona girer (45).
Siiperoksit radikalinden, hidroksil radikali Haber-Weiss reaksiyonu ile elde edilebilir
(46).

Fe*? + H202 — Fe*3+ OH + OH"
Cu* + H202 — Cu*? + OH + OH"
4.2.2.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit eslenmemis elektrona sahip olmadigi icin genellikle reaktif
Oksijen tiirleri bashigr altinda yer alir. Yani normalde serbest radikal degildir. H20:
zay1f bir oksidasyon ajanidir bu yiizden proteinler ve enzim igeren tiyol gruplarini direk
etkileyebilir. H202’nin en onemli &zelligi bu ki kolaylikla hiicre membranindan
gecebilir, siiperoksit bu ozellige sahip degildir. Bu yiizden H20,, verdigi hasardan
dolay1 hiicreler ve hiicre membranlarin arasinda bir tasiyic1 gérevi vardir. Siiperoksit
radikali diger radikaller gibi kisa yar1 6mre sahiptir bu nedenle siiperoksit dismutaz
enziminin katalizledigi dismutasyon reaksiyon sonucunda hidrojen peroksit ve oksijene

dontistir (47).

202 +2H" - H02+ 02
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4.2.2.4. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP)

t-BHP, hidroksit olan organik bir peroksit bilesiktir. Kimya endiistrisinde yaygin
olan ¢esitli oksidasyon proseslerinde kullanilir. Organik peroksitler doymamis kimyasal
baglarla patlayici polimerizasyona neden olabilirler ve giiglii inorganik beyazlatma
ajanlaridirlar. t-BHP memeli hiicrelerinde hizla niifuz eder ve sitokrom Psso veya
hemoglobin ile serbest radikal ara iiriinlerine metabolize edilebilir. Bunlar daha sonra
lipit peroksidasyonunu baglatabilir, hiicre biitiinliigiinii etkiler ve hiicresel molekiiller ile
kovalent baglar olusturabilirler. t-BHP ile maruz kalan hiicrelerde kalsiyum kaybi ve
serbest sitozolik kalsiyum konsantrasyonun hizli bir sekilde artmasina sebep olur ve
endoniikleazlarin aktivasyonunuda sitoteksisitenin baslangicinda rol alir. t-BHP’nin
membran degisiklikleri, GSH tiikkenmesi, hiicre proteinlerine zarar vermesi ve

cogunlukla DNA hasarina neden olabilir (10).

Hsc%O/OH
HsC

Sekil 2. t-BHP’nin agik kimyasal formiilii

Sekil 2’deki organik hidroperoksitler alkil radikallerine bir oksijen eklenmesi

veya peroksil radikallerinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucu olusurlar.
4.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hiicreler ve dokularin yapisini1 bozarak DNA ve niikleotit yapilt
koenzimlerin yapilarini tahrip ederler. Enzim aktivitesinde ve lipit metabolizmasinda
degisikliklere neden olurlar. Membran proteinlerine hasar vererek tasima sisteminin
bozulmasina neden olurlar. Serbest radikaller bir¢ok hastaliklarda rol alirlar. Iskemi
hasar1, Parkinson, Alzheimer, akut renal yetmezligi, diyabet, bobrek yetmezligi, bronsit,
kanser, yaslanma gibi bozukluklara neden olurlar. Son yillarda yapilan arastirmalara
gore, serbest radikaller, miyokard enfarktiisii, norolojik ve kas hastaliklari, katarakt ve

astim gibi hastaliklarla ilgili oldugu ortaya ¢ikmigtir (48).
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4.3. Oksidatif Stres

Serbest radikallerin olugsma hiz1 ve ortadan kaldirma hizi bir organizmada denge
halindedir. Bu dengenin bozulmasiyla hasar verici bir durum ortaya ¢ikar ki bu duruma

oksidatif stres denir (49).

Bu durumda olusan hasar, DNA yapisina, protein, lipid ve karbohidrat yapilarinda
modifikasyona sebep olur. Son yilarda oksidatif stres bazi ¢ok onemli hastaliklara yol
acan bir mekanizma olup ve bazen 6lum nedeni olabilir. Ateroskleroz, diyabet, kanser,
kronik inflamatuvar hastaliklar, santral sinir sistemi bozuklar1 gibi fizyopatolojik
olaylarda, hiicre yaslanmasi ve hiicre yikimi, hiicre hasar1 ve hiicre o6limi gibi

durumlara sebep olabilir (50).
4.3.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari
Antioksidanlar 4 yolla oksidan molekiillerin zarar verici islemlerini engellerler.
4.3.1.1 Siipiiriicii (Scavenging) Etki
Antioksidan, oksidan bilesigi bir zayif oksidan bilesigine ¢evirir.
4.3.1.2 Bastirici (Quencher) Etki

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak, aktiviteleini
azaltan ve inaktif sekle doniistiiren mekanizmadir. A vitamini ve flavanoidler bu tarz bir

etkiye sahiptirler.
4.3.1.3 Onanea (Repair) Etki

Oksidanin verdigi hasar1 tamaminm1 ortadan kaldirma seklinde gerceklesir.
Antioksidan 6zellige sahip polifenolik bilesikler, DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini

ve ekspresyonlarinin indiiklemesini gerceklestirirler.
4.3.1.4. Zincir kiric1 (Chain breaking) etki

Antioksidan bilesik, serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak,
oksidanlarin fonksiyonlarin1 engellerler. Bu tiir etki hemoglobin, E vitamini ve

mineraller de géstermektedir (51).
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4.3.2 Antioksidan Enzimler
4.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD (EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikal anyonun hidrojen peroksite
katalizleyen antioksidan enzimdir.
- SOD
20, +2H 5 H,0,+ 0,
Stiperoksit radikalinin detoksifikasiyonun ilk asamasi SOD enzimi tarafindan

gerceklestirilir. Tkinci asamada katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler H2O2 nin

suya doniistiiriilmesini gerceklestirirler (52).
4.3.2.2 Katalaz

CAT (EC 1.11.1.6) homotetramerik bir enzimdir. Bu enzimin yapisinda dort tane
hem grubu ve dort tane de NADPH mevcuttur. Molekiil agirligi 244 kDa olan bir
enzimdir. Tiim alt birimlerde enzim kararliliginda rol oynayan NADPH i¢ermektedir.
Tipkt hemoglobinin hem gruplar1 gibi oksijenle reaksiyona girer bu yiizden saniyede
yaklasik 10" mol H,02’i H,0 ve O;’e déniistiirebilmektedir (53).

CAT
2 HIC}I —_— > 2 Hg(:} + 'Dg

Bu enzimin aktivitesinin yogun oldugu bdlgeler: karaciger, bobrek, miyokard,

cizgili kaslar ve eritrositlerdir (54). CAT fizyolojik sartlarda, H202 konsantrasyonunu

dengede tutar ve hiicrelerde H202’nin birikimini engeller ve oksidatif tehlikelere kars

korur (55).
4.3.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) dort selenyum igeren tetramerik yapida
sitozolik bir enzimdir. Esas biyolojik rolii organizmay1 oksidatif hasardan korur. GSH-
Px; H20:> ve lipit hidroperoksitlerinin indirgenmesini katalizler. Glutatyonun insanlarda

sekiz tanimlanmis farkli izoformu (GPx1-8) mevcuttur (56).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullamilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri ve malzemeler

Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme Marka
Calkayici Niive, SL 350

Dondurucu Argelik, Altus (-20 °C), Thermo
Etiiv Gallenkamp

Hassas Terzi

Inkiibator

Karistirici

Manyetik Karistirici
Mikropleyt Okuyucu
Otomatik Pipet 0.5-10 pL
Otomatik Pipet 10-100 uL
Otomatik Pipet 1000 pL
Otomatik Pipet 1-5 mL
Otomatik Pipet 20-200 uL
PH-metre

Santrifiij

Sogutmal1 Santrifiij

Mettler Toledo, AB204-S
Shel Lab Shaking Incubator, Heraeus
Ika Vortex Genius 3

Ikamag RH

Versa Max Microplate Reader
Eppendorf

Eppendorf

Socorex

Socorex

Eppendorf

Hanna Instuments HI 2211
Eppendorf 5810

Beckman Coulter Allegra 64R

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve c¢ozeltiler Tablo 4’te

verilmistir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢6zeltiler

Kullanilan Kimyasal Madde, Cozelti Marka
Amonyum siilfat Merck
Bakiar (II) kloriir (CuCly) Sigma
Bovine serum albémin (BSA) Sigma
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,) Merck
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma
Etanol Sigma
Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) Merck
Gliserol Sigma
Hirojen peroksit (H20.) Sigma
Kloroform Merck
Ksantin Sigma
Ksantin oksidaz Sigma
Kuersetin Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) Merck
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Merck
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO.) Merck
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma
Sodyum karbonat (Na2COs) Merck
Sodyum kloriir (NaCl) Merck
Sodyum meta-arsenit Merck
Siiperoksit dismutaz (SOD) standarti Sigma
Tersiyer-biitil hidroksit (t-BHP) Sigma
Tiyobar bitiikrik asit (TBA) Sigma
Trikloro asetik asit (TCA) Sigma

5.2. Yontem
5.2.1. An Siti Ekstraktinin Hazirlanmasi

Dondurulmus ar1 siitii 6rnegi derin dondurucudan alinip oda sicakliginda
¢oziinmesi saglandiktan sonra 4 g tartildi ve hacmi PBS ile 8 mL’ye tamamlandi (500
mg/mL). 10.000 g’de 30 dakika santrifiijlendi. Bu 6rnekten 50.000, 40.000, 30.000,
20.000, 10.000 pg/mL’lik diliisyonlar PBS ile hazirlandu.
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5.2.2. Eritrosit Hiicre izolasyonu

Etik kurul onayr alindiktan sonra, KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvari’'nda ¢alisan 15 goOniilliiden (sigara, alkol, ila¢ kullanmayan, kronik
rahatsizlig1 olmayan, agir egzersiz yapmayan) onam formu esliginde 3’er adet EDTA’l1
tiipe (eritrosit eldesi icin) kan Ornegi alindi. Alinan kanlar 1690 x g’de 10 dakika
santrifiij edilip siipernatantlar1 ayrildi. Siipernatantlar1 ayrilan kanlara hacimlerinin 2
katina kadar izotonik tuz ¢ozeltisi ilave edildi, tiipler birka¢ defa hafifce ters-diiz edilip
santrifiij edildi. Ara yiizeyde beyaz bir tabaka seklinde duran lokositler ve iist kisim
uzaklagtirildi. Bu yikama islemi iist kisim berraklasana kadar devam ettirilerek eritrosit
paketleri hazirlandi.  Eritrosit paketlerinin  KTU Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvari’nda hematokrit (Hct) ve hemoglobin (Hb) degerleri dl¢iildii. Hematokrit
orani deneylerde % 10 olacak sekilde % 0.9’luk NaCl ile seyreltildi. Hazirlanan eritrosit
paketleri aligotlanip -20 °C’de saklandi.

Kullanilan Cozeltiler

%0.9’luk NaCl: 9 g NaCl tartilip bir miktar saf su ile ¢oziilip hacmi 1 L’ye

tamamlandi.
5.2.3. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP) Hazirlanmasi

1987.8 uL PBS steril 15 mL’lik falkon tiipe alind1. Uzerine stok t-BHP sisesinden
(7989 M) 125 pL konuldu ve iyice vortekslenerek tamamen ¢oziinmesi saglandi.

Boylece 50.000 uM konsantrasyonda ara stok olusturuldu.
Kullanilan Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH2PO4 ¢ozeltisi ve 6.08
mL 0.5 M K2HPO4 ¢ozeltisi %0.9°1luk NaCl ¢ozeltisinde karigtirilip pH 7.4’e ayarlandi

ve ¢Ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.
5.2.4. Kuersetin Hzairlanmasi

1 mg kuersetin numunesi tartildi ve 1 mL DMSO c¢ozeltisi ilavesiyle
vortekslenerek tamamen ¢ozlinmesi saglandi. 1 000 pg/mL’lik ¢alisma stogu hazirlandi.

Daha sonra bu stoktan ¢esitli konsantrasyonlarda ara stoklar hazirlandi.
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5.2.5. Deneyde Kullanilacak t-BHP Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak olan t-BHP dozunun bulunmasi igin farkli dozlarda t-BHP
hazirlandi. Optimum hasar1 olusturacak oksidan konsantrasyonunu bulmak igin eritrosit
paketler iizerin ¢esitli konsantrasyonlarda t-BHP eklenip, 1 saat 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra eritrosit paketlerinde MDA ol¢liimii gerceklestirilerek kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiliksek (p<0.05) hasar olusturan 750 pM t-BHP

konsantrasyonu se¢ildi (Sonuglar EK 1°de verilmistir).
5.2.6. Deneyde Kullanilacak An Siitii Konsantrasyonun Belirlenmesi

50 mg/mL’lik ar siti ekstraktindan ¢esitli konsantrasyonlarda ara stoklar
hazirlandi. Eritrosit paketlerinin {izerine ¢esitli konsantrasyonlarda ari siitii eksrakti
eklenip, 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Onceden belirlemis oldugumuz dozda t-
BHP eklenerek 1 saat daha 37°C’de inkiibe edilip, MDA 6l¢iimii gergeklestirildi. MDA
sonuglarina gore optimum t-BHP’nin olusturdugu hasar1 kontrol grubuna en yakin
seviyede sonug aldigimiz konsantrasyon olan 30000 pg/mL secildi (Sonuglar EK 2°de

verilmistir).
5.2.7. Deneyde Kullanilacak Kuersetin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

1 mg/mL’lik kuersetin ekstraktindan ¢esitli konsantrasyonlarda ara stoklar
hazirlandi. Eritrosit paketlerinin {izerine ¢esitli konsantrasyonlarda (1-10 pg/mL)
kuersetin eklenip, 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra 750 uM t-BHP
eklenerek 1 saat daha 37°C’de inkiibe edilip, MDA Ol¢iimii gerceklestirildi. MDA
sonuclarina gore hem t-BHP’nin olusturdugu hasar1 kontrol grubuyla ayni seviyede
sonu¢ aldigimiz hem de negatif kontrole gore anlamli derecede disiikk (p<0.05)

konsantrasyon olan 2 pg/mL seg¢ildi.
5.2.8. Deney Gruplari

Deney gruplari Tablo 5°te olusturuldu. Pipetlemeler pL olarak yapildi.

18



Tablo 5. Deney gruplari
Hacim(pL) Kontrol An Siitii  Pozitif Kontrol  Negatif Kontrol

Grubu Grubu (kuersetin) t-BHP

Eritrosit

Paketi 2000 - 1967.6 1969.6

(Hct: % 10)
Arn Siitii _ 1969.6 _ -
(50000 pg/mL)
Kuersetin )
(2 ng/mL)
37°C’de 2 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.
t-BHP
- 30.4 30.4 30.4

(750 pM)

37°C’ de 1 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.

5.2.9. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini

Siiperoksit dismutaz aktivitesi, Sun ve Oberley (57) metoduna gore yapildi. Bu
metod, ksantin-ksantin oksidaz sisteminin olusturdugu siiperoksit radikallerinin nitro
blue tetrazolium (NBT)’u indirgeyerek olusturdugu mavi-mor rengin 560 nm’de verdigi
absorbansin spektrofotometrik olarak Olciilmesidir. Eritrositlerdeki SOD’un ortamdaki
siiperoksit radikallerini uzaklastirmas1 sonucu optik dansitede meydana gelen

azalmadan SOD tarafindan katalizlenen reaksiyonun % inhibisyonu hesaplandi.
Kullanilan Cozeltiler

Etanol: kloroform karisimi (5:3): 50 mL etanol 30 mL kloroformla karistirildi.
0.3 mmol/L ksantin ¢ozeltisi: 3.65 mg ksantin 80 mL deiyonize suda ¢oziildii.
0.6 mmol/L EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA 40 mL deiyonize suda ¢oziildii.

150 pLL NBT Cozeltsi: 4.9 mg NBT 40 mL deiyonize suda ¢oziildii. NBT giinliik olarak

taze hazirlandi.
400 mM Na2COs Cozeltisi: 1.01 g Na2CO3 24 mL deiyonize suda ¢oziildii.

0.5 g/L BSA: 24 mL deiyonize suda 12 mg BSA ¢oziildi.
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167 U/L ksantin oksidaz cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orjinal siseden 101 pL alinip 2
mL’ye amonyum siilfatla tamamlandi. Ksantin oksidaz giinliik hazirlandu.

0.8 mmol/L CuCl2 ¢ozeltisi: 5.37 mg CuCl, 50 mL deiyonize suda ¢oziildii.
Glinliik taze hazirlandi.

2 mol/L amonyum siilfat: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize suda ¢oziildii.

SOD standartlar:: 20, 16, 0.5, 0.313, 0.125 U/mL’lik SOD standartlar1 ve kor ¢ozeltisi

hazirlandi.

Reaksiyon karistimi: 80 mL 0.3 mM ksantin ¢ozeltisi, 40 mL 0.6 mM EDTA ¢ozeltisi,
40 mL 150 uM NBT ¢ozeltisi, 24 mL 400 mM Na,CO3 ¢ozeltisi, 12 mL 1g/L

BSA karistirildi. Reaksiyon karigimi hazirlanirken hacimler hesaplanip biitiin maddeler

ayn1 kapta karistirildi.
Deneyin Yapihisi

100 uL eritrosit paketi 900 uL soguk saf su ile karistirilip hemoliz edildi. Elde edilen
hemolizata 800 pL etanol:kloroform (5:3) karisimi eklenip vortekslendi. 18000 g’de
4°C’de bir saat santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant SOD ve CAT aktivitesinin yani
sira TAK ve TOK ol¢iimiinde kullanildi. Tablo 6’da SOD’un aktivitesi ol¢limii

verilmistir.

Tablo 6. SOD aktivitesi 6l¢timii

Cozeltiler Hacim (mL)
Reaksiyon Karigimi 1.225
Stipernatant 0.25
Ksantin Oksidaz 0.025

25°C’de 20 dakika inkiibasyona (karanlikta) birakildi.
Bakir Klortir 0.5

560 nm’de absorbans 6l¢iildii.

Tablo 6’de ifade edildigi gibi ¢esitli islemler yapild1 ve 560 nm de absorbanslar
Olciildii. Hesaplamalar % inhibisyon olarak hesaplandi. Sekil 3’deki standart grafigi

SOD aktivitesinin logaritmas1 almmarak Sekil 4’daki lineer standart grafigine
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doniistiiriildii. Bu grafikten yararlanilarak % inhibisyonlar SOD

aktivitesine

doniistiiriildii. Sonuglar hemoglobin miktarina boliinerek U/g Hb olarak hesaplandi.

(A Koér — A numune)

% Inhibisyon = x 100
A Koér
80 -
70 -
60 -
y =4,5219In(x) + 61,863
S 50 - R?= 0,992
2
2 40 -
N -
£
¥ 30 -
20 -
10 -
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Standart SOD Aktivitesi (U/mL)
Sekil 3. Standart SOD aktivitesi ve % inhibisyon grafigi
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Sekil 4. Log standart SOD aktivitesi ve % inhibisyon grafigi
5.2.10. Eritrosit Katalaz Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesi, temel prensibi amonyum molibdatin hidrojen peroksit ile
olusturdugu sar1 renkli kompleksin 405 nm’de absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanan

Goth (58) metoduna gore yapildi.
Kullanilan Cozeltiler

60 mM sodyum potasyum fosfat tamponu (pH 7.0): 5.37 g KH2PO4 ve 3.65 g
NazHPO4. 2H20 yaklasik 750 mL saf suda ¢6ziildii, pH 7.0’a ayarland1 ve hacmi 1 L’ye

tamamlandi.

32.4 mM amonyum molibdat ¢ozeltisi: 1.89 g amonyum molibdat, 50 mL saf

suda ¢ozildii.

65 mM H20:2 ¢ozeltisi: 327 pL % 30’luk H202, 50 mL fosfat tamponunda

¢oOziildii. HoO» ¢6zeltisi taze hazirlandi.
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Tablo 7. CAT aktivitesi 6l¢timii ve yapilan islemler

Cozeltiler Numune Kor 1 Kor 2

Numune 20 uL - -

Tampon - 20 uL 120 uL

t-BHP’li tampon 100 pL 100 uL -
37°C’de 1 dakika bekletildi

Amonyum molibdat ¢6zeltisi 100 pL 100 puL 100 pLL

405 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 7’de ifade edilen islemler yapildi. Olgiilen absorbans degerleri asagidaki
denklemde yerlerine konularak katalaz aktivitesi hesaplandi. Sonuglar hemoglobin

miktarlaria boliinerek U/g Hb olarak ifade edildi.

S (A Ko, — Amumune) x 271
Katalaz aktivitesi (U/(mL) =

(A Ko, — A Korp)

5.2.11. Eritrosit Malondialdehit Seviyesinin Belirlenmesi

Eritrosit MDA seviyesi Stocks ve Dormandy metoduna gore gergeklestirildi. Bu
metod MDA’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)’in 1sitilmasi sonucu olusan

pembe renkli kompleksin 532 nm’de absorbansinin dl¢iilmesi esasina dayanir.
Kullanilan Cozeltiler:

Fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS): 1.76 mL 0.5 M KH2POj4 ¢ozeltisi ve 6.08 mL 0.5
M K2HPO4 ¢ozeltisi % 0.9’luk NaCl c¢ozeltisinde karistirllip pH 7.4°e ayarlandi ve

¢ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlandi.
0.4 M Sodyum azid: 2.6 g NaN3 100 mL PBS’de ¢oziildii.

TBA cozeltisi: 0.1 g TBA 500 pL 1IN NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilerek bir miktar saf su

ilave edilip 1sit1ld1. Iyice ¢oziindiikten sonra hacmi 10 mL’ye tamamlanir.
% 28’lik trikloro asetik asit cozeltisi: 14 mg TCA 50 mL saf suda ¢oziildii.

Sodyum arsenit ¢ozeltisi: 0.52 g sodyum meta-arsenit 20 mL % 28’lik TCA’da

¢Ozildii.
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Standart ¢ozeltileri: MDA standartlar1 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313 nmol/mL

konsantrasyonlarda hazirlandu.

Tablo 8. Eritrosit MDA 6l¢timii ve yapilan islemler

Cozeltiler Hacim(pL)
Eritrosit paketi 300
Azitli PBS ¢ozeltisi 2700
37°C’de 10 dakika karistirilir.
PBS c¢ozeltisi 3000
37°C’de 2 saat calkalayici lizerinde inkiibasyona birakildi. Hiicre siispansiyonu
olusturuldu.
Stispansiyon 900
TCA — Arsenit 600
1690 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

Stipernatant ve Standartlar 300

TCA 100

TBA 100

15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

Sogutulduktan sonra mikropleyte aktarildi ve 532 nm’de absorbanslar1 okundu.

Tablo 8’da ifade edildigi gibi islemler gercgeklestirildi. Sekil 10°daki MDA
standart grafiginden yararlanilarak oOrneklerdeki MDA konsantrasyonu hesaplandi.

Belirlenen MDA diizeyleri hemoglobin degerlerine boliinerek ifade edildi.
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0,8

y=0,017x+ 0,0409
R? = 0,9979

0,7
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MDA Standart Konsantrasyonu ( nmol / ml)

Sekil 5. MDA standart grafigi

5.2.12. Eritrosit Toplam Oksidan Kapasitesi Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin toplam oksidan kapasitesi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak
olgiildii. Olgiim, testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi iizere drneklerin icerdigi
oksidan molekiillerin ferrdz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan,

kolorimetrik yontemle yapildi. Sonuglar umol H2O> esdegeri/L olarak belirtildi (59).
5.2.13. Eritrosit Toplam Antioksidan Kapasitesi Seviyesinin Belirlenmesi

Orneklerin total antioksidan kapasitesi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak
olgiildii. Olgiim yontemi ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS*
katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanmaktadir.
Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziinlir bir analogu olan troloks kullanildi.

Sonuglar mmol troloks esdegeri/L olarak ifade edildi (59).
5.3. Istatiksel Analiz

Veriler SPSS 22 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket
programina aktarilarak, istatistiksel olarak degerlendirildi. Normal dagilima
uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uyan ikiden
fazla bagimsiz gruplarin degerlendirmesinde One Way ANOVA ve post-hoc Tukey
testleri, normal dagilima uymayan ikiden fazla parametrenin degerlendirilmesinde ise

Kruskal-Wallis testi ve ikili parametre icin Mann Whitney-U testi uygulandi. Elde
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edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (x = S.D) olarak ifade edildi ve

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Eritrosit Toplam Oksidan Kapasite (TOK) Seviyesi

Gruplarin toplam antioksidan kapasite seviyeleri, Tablo 9 ve Sekil 6’da gosterildi.

Tablo 9. Eritrosit TOK seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit TOK (umol H20: esdegeri/L) ANOVA, p
Kontrol 21.38 +£1.772

Arn Siitii Ekstrakti 19.02 £ 0.52

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 17.14 £2.14° 0.032
Negatif Kontrol (t-BHP) 20.20 £0.12

a-c Post-hoc Tukey testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).

25

a d
I b c I
0 I I

Kontrol Ari SGtQ Ekstrakti Kuersetin t-BHP

= [ N
o (6] o

umol H,0, esdeger /L

(6]

Sekil 6. Eritrosit TOK seviyeleri

Caligmamizda elde edilen bulgulara gore, ari siitii ekstrakti grubunda negatif
kontrol grubuna gore toplam oksidan kapasite anlaml1 derecede diisiik bulundu.

6.2. Eritrosit Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Seviyesi

Gruplarin TAK seviyeleri, Tablo 10 ve Sekil 7°de gosterildi.
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Tablo 10. Eritrosit TAK Seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit TAK (mmol troloks esdegeri/L) ANOVA, p
Kontrol 1.68+0.11

Ar Siitii Ekstrakti 2.16 +0.35°

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 2.14+£0.18° 0021
Negatif Kontrol (t-BHP) 1.60 + 0.08¢

b-d, c-d Post-hoc Tukey testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).

3
b
2,5 c
)
~
a2 a
)
T d
]
E 1,5
o
=
o 1
€
€
0,5
0
Kontrol Ari Stl Ekstrakti Kuersetin t-BHP

Sekil 7. Eritrosit TAK seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; ar siitii ekstrakt grubu negatif kontrol
grubuna gore toplam antioksidan kapasite anlamli derecede yiiksek bulundu.

6.3. Eritrosit MDA Seviyeleri

Gruplarin MDA seviyeleri, Tablo 11 ve Sekil 8’de gosterildi.
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Tablo 11. Eritrosit MDA Seviyeleri

Grup (n=3) Eritrosit MDA (nmol/g Hb)  Kruskal-Wallis, p
Kontrol 1.41+0.172
Arn Siitii Ekstrakt: 1.53 +0.47°

- ) 0.023
Pozitif Kontrol (Kuersetin) 2.82 +0.54°
Negatif Kontrol (t-BHP) 115.55 + 1.50¢

a-c, a-d, b-c, b-d, c-d Mann-Whitney U testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).

140
120
100
80
60

40

MDA (nmol / g Hb)

20

a b ¢
0 — —— i

Kontrol arisuti kuersetin t-BHP
Sekil 8. Eritrosit MDA seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit paketlerinde ar1 Siitii ekstrakt
grubunun MDA seviyesi, negatif kontrole gére anlamli derecede diisiik bulundu. MDA
seviyesinin anlamli derecede diisiik olmas1 oksidatif hasar1 6nlemek icin verilen 30000
pg/mL ar1 siitii ekstraktinin antioksidan etki gostererek, reaktif oksijen radikallerinin
temizlenmesi sonucu, lipid peroksidasyonunu oOnleyici yonde etki ettigini

gostermektedir.
6.4. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Gruplarin SOD aktiviteleri, Tablo 12 ve Sekil 9°da gosterildi.
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Tablo 12. Eritrosit SOD Aktiviteleri

Grup (n=3) Eritrosit SOD Aktivitesi (U/g Hb) ANOVA, p
Kontrol 629.7 + 39.40% 0.0001
Arn Siitii Ekstrakti 358 +£13.53

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 597.8 £ 8.15°

Negatif Kontrol (t-BHP) 874.2 + 50.96¢

a-c, a-d Post-hoc Tukey testine gére anlamli fark bulundu (p<0.05).
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900
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d
a
C

600
500
400 b
300
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100

0

Kontrol Ar1 SUtQ Ekstrakti Kuersetin t-BHP

Stiperoksit Dismutaz Aktivitesi (U/g Hb)

Sekil 9. Eritrosit SOD Seviyeleri

Calismamizda elde edilen bulgulara gore; eritrosit lizatinda, ar1 siitii ekstrakt
grubunun negatif kontrole goére SOD enzim aktivitesinin anlamli derece diisiik
bulunmasi, oksidatif hasar1 6nlemek icin verilen 30000 pg/mL ari siitii ekstraktinin
antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini uzaklagtirarak ya da
metabolize ederek, SOD enzimin aktivitesinin bu radikallerden etkilenmesini
engellemek suretiyle tiiketimini azalttig1 ve endojen antioksidan sistemi gii¢lendirdigini

gostermektedir.
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6.5. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktivitesi
Gruplarin CAT aktiviteleri, Tablo 13 ve Sekil 10’da gosterilmistir.

Tablo 13. Eritrosit CAT Aktiviteleri

Grup (n=3) Eritrosit CAT Aktivitesi (U/g Hb) ANOVA, p
Kontrol 23738 +41.02°

Ar Siitii Ekstrakt 22191 + 4510°

Pozitif Kontrol (Kuersetin) 24559 £ 971°¢ 0.042
Negatif Kontrol (t-BHP) 29736 + 2806°

b-d Post-hoc Tukey testine gore anlamli fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 10. Eritrosit CAT seviyeleri
Caligmamizda elde edilen bilgilere gore, eritrosit lizatinda, ar1 siitii ekstrakt
gurubunu negatif kontrole gore CAT enzim aktivitesinin anlamli derece diisiik
bulunmasi, oksidaitf hasart 6nlemek i¢in verilen 30000 pg/mL ar siitii ekstraktinin
antioksidan etki gostererek ortamdaki serbest oksijen radikallerini uzaklastirarak ya da
metabolize ederek, CAT enzimin aktivitesinin bu radikallerden etkilenmesini
engelemek suretiyle tiiketimini azalttifi ve endojen antioksidan sistemi giiclendirdigi

gostermektedir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Insanoglu eski zamanlardan beri dogal firiinlerden farkli yontemlerle
faydalanmaktadir. Bu dogal iirlinlerden biride ar1 iriinleridir. Ar {irtinleri eski
zamanlardan beri 6nemli besin maddesi olarak ve tedavi amagli kullanilmistir. Bu
tirtinler cografi olarak farkli bolgelerde yetisirler ve bunun ic¢in farkli icerige sahip
olabilirler. Yani her bolgenin kendine has ar1 iiriinleri iiretilmektedir. Giiniimiizde bu ar1
irtinleri hem tedavi amagli ve hem gida olarak tiiketilir. Bu tirlinlerden biri ar siitiidiir

(4-7).

Tarihi kayitlara gore ari siitiiniin insanlar tarafindan ilk kullanimi Antik Yunan
donemine dayanmakta olup Olimpus Tanrilarma sunulan Olimsiizlik yiyecegi
icerisinde kullandigi belirtilmistir. Ayn1 donemde tarihgiler insanlarin bal petekleri
icerisinde bal, larva, polen ve ar siitii varken kiyip taze olarak tiikettigini rapor
etmislerdir. Aristo ar1 siitliniin ar1 toplulugundaki fonksiyonunu ve kralige ariya etkisini
ilk kesfeden kisi olup, fiziksel giicli ve diisiinme kapasitesini artirmak i¢in Ozellikle
okulunda kahvaltida bal ve ar siitii karisimin1 hazirlattigi, Antik Misirda Kleopatra’nin
kozmetik olarak ar1 siitii kullandig1 ve kendisinin giizelligini ar1 siitiine bor¢lu oldugunu,
firavun’un genellikle ar siitii tiikettigi ve ayn1 donemlerde ar1 siitlinlin giiclin sembolii

oldugunu bildirilmistir (60).

An siitli antioksidan, norotropik, insiilin benzeri, kan diizenleyici, antitiimor,
antibiyotik, antialerjik, anti-inflammatuvar aktivite ve yara iyilestirici gibi birgok etkiye
sahiptir. Ar siitii farkli fizyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip bircok ozellik
barindirir. Bir¢ok hastaligin olusumunda rol alan oksidan molekiilleri yok ederek,
antioksidan enzimlerin aktivitelerini uyararak, intraselliiler oksidatif stresi azaltarak,
nitrik oksit ve peroksit radikallerini de direkt olarak temizleyerek etkili olmaktadir.
Ayrica endojen savunma sistemlerini harekete gecirerek ve farkli fizyolojik siiregleri

diizenleyerek dolayli koruma saglayabilir (60).

Bizde bu ¢alismada ar siitii ekstratlarinin etkisini eritrositler iizerinde inceledik ve
ar1 siitiine farkli konsantrasyonlarda t-BHP ilave ederek eritrositler tizerindeki etkisini
gozlemledik. Calismamizdan elde edilen sonuglara gore eritrosit paketlerinde ar1 siitii
ekstrakt grubunun MDA seviyesi, negatif kontrole gore istatiksel olarak anlamli

derecede diisiik bulundu. MDA seviyesinde anlamli fark olmasi bu sonucu ele verir ki,
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oksidatif hasar1 dnlemek i¢in verilen 50000 pg/mL’lik konsantrasyonda kullanilan ar
stitii ekstraktlarinin antioksidan etki gostererek reaktif oksijen radikallerini temizlemesi
sonug, lipid peroksidasyonunu Onleyici yonde etki ettigini gostermektedir. Buna benzer
caligmalara gore ar1 siitiinlin gl¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu

dogrulanmistir.

Meltem Ugar’in yaptigi bir ¢alismada (2017), ar1 siitii insan saghigina pozitif
etkileri olan bir ar1 triinidiir. Fonksiyonel Bir besin maddesi olarak ar1 siitii
bilesenlerinin insan ve hayvanlarda biiyiime, yaslanma ve tiriime tizerindeki etkisini

belirtmisti (61).

Zeyneb Aslan’in yaptigi bir calismada (2014), ratlarda etilen glikoliin
olusturuldugu trolitiazise karsi ar1 siitiiniin antitirolitiatik etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gére ar1 siitiiniin anioksidatif sistemi destekledigi, lipid peroksidasyoun
azaltic1 etki ve en Onemli gostergesi olan MDA diizeyini tiim koruyucu ve tedavi
gruplarinda 6nemli sekilde azaltmis olmasi, oksidatif hasara karsi ari siitiiniin etkili
olabilecegini ortaya koymustur. Dikkat cekici bir 6zellik bu ki ar1 siitiiniin etkili
olabilecegini ortaya koymustur (62).

Azab ve arkadaglart (2011) yapilan bir ¢alismada, ratlar1 gama 1sinlara maruz
biraktiktan sonra doku hasari ve oksidatif stresin degerleri olousturuldu, daha sonra
gama 1sinlart maruz kalan ratlari ar1 siitii ile modiile edildiginde sadece ar1 siitii
uygulanan gruplarda bobrek NO degerleri énemli derecede diisiik olmustur. Gama
1sinlarindan sonra art siitii verilmis olan grublarin NO degerleri de sadece 1sinlanmis

ratlarin NO degerlerinden diisiik bulunmustur (63).

El-Nekeety ve arkadaslar1 (2010) yapilan bir calismada si¢anlara oksidatif stres ile
hasar verdikten sonra bu siganlar1 tedavi ve kontrol gruplar1 olarak ari siitii ile 3 hafta
boyunca 100 mg/kg veya 150 mg/kg oral sekilde verdikten sonra MDA seviyesinde

anlamli bir sekilde diizelme gozlenmistir (64).

Kanbur ve arkadaslar1 (2010) farkli ¢alismada farkli oksidatif stres ajanlar1 hasar
verici olarak kullandilar ve ar1 siitliniin etkisini incelediler. Bu calismalarda birinde
sodyum florid ve digerinde ise parasetamol ile oksidatif stres olusturdular.bu 3
calismada da ar siitii ilave edilen gruplarda MDA degeri diger gruplara gére anlamli

derecede diisiik bulmustur (65).
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An siiti normal fizyolojik sartlarda ve hem de oksidatif stres sartlarda
antioksidatif enzim aktivitelerini artirdigini ispatlamaktadir. Enzim aktivitelerindeki
artis an siitiin konsantrasyonu arttikca daha belirgin hale gelmektedir. Literatiirde ar1
sitii  yararli rolii bazi c¢alismalarda goriilse de t-BHP ile oksidatif stres,
gerceklestirildiginde ve ar siitiin koruyucu etkisine dair bir ¢alismaya rastlanil mustir.
Yapilan bu calismada ise t-BHP etkisine karsi ar1 siitiiniin koruyucu ve tedavi edici

etkisi arastirilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada ilk defa ar1 siitii ekstraktinin in vitro sartlarda, insan
eritrosit hiicrelerinde t-BHP ile indiiklenmis oksidatif hasara karsi koruyucu etkinligi
ortaya konuldu. Elde edilen bulgular in vitro ve in vivo calismalarin Onciisii
niteligindedir. Bu c¢alismalardan elde edilecek olumlu verilerle ari siitii alternatif,

tamamlayic1 dogal bir {irlin olarak kullanilabilecegin 6ngériilmektedir.
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9. EKLER

9.1. Ek 1. Deneyde Kullanmilacak t-BHP Konsantrasyonunun Belirlenmesi

MDA (nmol/g Hb)
(X +SD)
Kontrol *
4+£09
(0 mM t-BHP)
250 uM t-BHP 14+£1.6
500 uM t-BHP 201 +£2.1
750 uM t-BHP 272 £ 3.6
1000 uM t-BHP 304 +16.7
2000 uM t-BHP 101+6.9
*Negatif kontrol
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9.2. EKk 2. Deneyde kullanilacak An Siitii Konsantrasyonunun Belirlenmesi

MDA (nmol/gHb)
(X+SD)

Kontrol 4+09

35000 pg/MI Art Siitii 127.65 + 0.85
40000 ug/Ml1 Arn Siitii 173.91 £ 0.37
45000 pg/Ml An Siiti 197.8 + 0.67
50000 pg/Ml Ar Siitii 222.2 +0.56
Negatif kontrol* (t-BHP) 272.27 +3.6

*Negatif Kontrol: 750 uM t-BHP
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9.3. Ek 3. Goniillii Onam Formu

Bem . Eamadeniz Teknik Unfversitesi Tip Fakilbesinds
yimarilmskte olan “Cesithi am iiran ve bifld elstraldlarmm HO: veveya -BHFP ile myaniomeg
olsidadif hasara karm koroyocon etdlerinim incelepmesi™ adl arastrmaya denelk olarak kanbmays
eomillfldkle kabul ediyvonmm.

Bara, Ars Gor Fibra AKBULUT tarafmdan dogal apbicksidan pmaddelerin viscuriaks
antfick=3dan sisteme olan kafkrn we onens amlanlch. Ba gahsmada gelemeksal tedavi amach olarak
Eullamian dogal drimlenin (propolis, polen, an s wve gegitli bitkilernn) oksidan hasara karsa
konpooohigumm amgshnlacag ve beklenen somclanm abmmasy halinds o dogal @nimlerin
Sl Esidatif 1 . kil 1 kL foressind i 5ol ind
SonTlam ikl s i S L lamd

Yamlacak olan a gahsma dpin bir defaga pabaus bir gecelik achk sonmsmda kan verscegiom,
farkh olarak herbans bir dislem uyeplanmayacasy we daha soom ' kanlanda, koma fle flzlh

Ean alma i5lemi esmasmada gozlensbilecek istemmeyen etidler arasinda bapalma, agn weveya
meoramma  gibi alas bir soruma kargy gerekli tedbirlerin abmacag, delionama haber werensk
arasnmoadan gelinloe haklkomn oldogmm we kendirnle ilggli bir olosurbok hissemigmds Arg. (Gar
Fithra AFBULUT a (05390877245Y) noh relefondan 24 saat nlagabilece gins biliyeromm

Aragtrmanen 15 kisiyi kapsayan bir cabisma oldugomy biliyonmms

Arastmma  soooclanmn, egiim yva da biliosel amaglarla kullapshmas) smasinda bemio
bask: we zorlama olmak=izn kends nramis kyhlmayy kabual ediyonomm.

Tamsk / Wkl - HasaThenegin -
Ads Soyada : Adh Soyadh
Imeaza : Inyrasy
Telefomm : Andmee

Tel=fon

Acpchnlaram Hekine Ad Sovad ve Imeas:
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