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1. GIRIS

Ateroskleroz giinlimiizde gelismis iilkelerde en basta gelen 6liim nedenidir (1).
Ateroskleroz olusumu i¢in risk faktorleri arasinda lipit bozukluklari, hipertansiyon,
insiilin rezistansi, sigara kullanimi, yetersiz fiziksel aktivite, obezite, yas, erkek
cinsiyet ve genetik faktorler sayilabilir. Lipit bozukluklar1 adi altinda toplanan
durumlar ise yiiksek serum total kolesterolii (hiperkolesterolemi), yiiksek LDL
(disiik yogunluklu lipoprotein)-kolesterol ve diisik HDL (yiiksek yogunluklu
lipoprotein)-kolesterol diizeyleridir (2).

Kolesterol ve doymus yag asitlerinin diyetle yliksek miktarlarda alinmasi direk
olarak LDL kolesterol diizeylerini ylikseltir (2). Hiperkolesteroleminin artmis
oksidatif stres ve buna bagli lipit peroksidasyonuna yol agtig1 da gosterilmistir (3).
Serbest radikaller ve lipit peroksidasyon {riinleri LDL’nin  oksidatif
modifikasyonuna yol acarak ateroskleroz patogenezinden sorumlu tutulmaktadirlar.
LDL’nin oksidasyonunun ateroskleroz patogenezindeki rolii bir ¢ok in vitro ve in
vivo caligsmalarla gosterilmistir ve yogun arastirmalara konu olmaktadir (4,5).
LDL’nin oksidasyonunun ateroskleroz olusumundaki roliine dayanarak, cesitli
antioksidanlarin bu olusum iizerindeki olas1 Onleyici rollerine yonlendirilmis ¢ok
sayida ¢alismalar vardir. Arastirmalara konu olan antioksidanlar i¢inde askorbik asit
(C vitamini), alfa-tokoferol (E vitamini), beta-karoten, ubikinon (koenzim Q10),
bioflavonoidler ve selenyum yer almaktadir (2). Bu antioksidanlar i¢inde E vitamini
yagda ¢oziinen en giiglii antioksidan ajandir. C vitamini de suda ¢oziinen gii¢lii bir
antioksidan olup E vitamininin rejenerasyonunda rol almaktadir. Bu nedenle C ve E
vitaminlerinin kombine kullaniminin daha yararli olabilecegi sdoylenmektedir (6-8).
Laboratuvar hayvanlarinda yapilan c¢esitli ¢alismalar antioksidanlarin antiaterojenik
ozelliklerini desteklemektedir (9,10). Tiimii olmamakla birlikte baz1 epidemiolojik
veriler diyetle alinan antioksidanlarin KAH (koroner arter hastaligi) riskini
diistirdligii goriisiine destek vermektedir (10).

Bu calismada yiiksek kolesterollii diyetle beslenmenin cesitli organlardaki
oksidan-antioksidan sistem {izerinde ne gibi etkilere yol actigimin ve antioksidan
vitaminler olan C ve E vitaminlerinin birlikte kullaniminin bu etkiler ve

hiperkolesterolemi {lizerindeki olasi rollerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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Bu amagla normal beslenen, yiiksek kolesterollii diyetle beslenen ve yiiksek
kolesterollii diyetle beslenip C ve E vitaminleriyle desteklenen ratlardan
(siganlardan) kan alinarak biyokimyasal parametreleri ¢alisilmis ve bu hayvanlardan
cikarilan bobrek, kalp, karaciger ve testis dokularinda, lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak kabul edilen malondialdehit (MDA) diizeyleri, endojen siliperoksit
tiretiminde rol oynayan ksantin oksidaz (XO) enzim aktivitesi, antioksidan enzimler
olan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (KAT)

aktiviteleri ile antioksidan potansiyel (AOP) degerleri dl¢iilmiistiir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz orta ve biiylik capli arterlerin kan akimini azaltabilen veya
tikayabilen subintimal kalinlagmalariyla (aterom) karakterize bir arterioskleroz
formudur. Gelismis iilkelerdeki en sik O6lim nedeni aterosklerozdur (1).
Aterosklerotik lezyonun bulundugu yere gore klinik sonuglar degiskenlik gosterir,
ornegin koroner arterin aterosklerozu miyokard enfarktiisii ve anjina pektorise yol
acarken, merkezi sinir sistemini besleyen arterlerin aterosklerozunda felg ya da gegici
iskemik atak goriilebilir. Aterosklerotik lezyonlar siklikla kan akiminin bozuldugu
yer olan arterlerin ayrim noktalarinda olusur (1).

Aterosklerotik plak, birikmis intraselliiler ve ekstraselliiler lipitler, diiz kas
hiicreleri, bag dokusu ve glukozaminoglikanlardan olusur. Aterosklerozun
belirlenebilen en erken lezyonu lipit yiiklii koptlik hiicrelerinin olusturdugu yagh
cizgilenmedir. Bu daha sonra, bag dokusuyla c¢evrilmis intimal diiz kas hiicreleri ile
intraselliiler ve ekstraselliiler lipitten olusan fibr6z plaga doniisiir.

Ateroskleroz olusumunun major risk faktorleri arasinda lipit bozukluklari,
hipertansiyon, diabetes mellitus (DM), sigara kullanimi, obezite, yetersiz fiziksel
aktivite, aterojenik diyet, yas, erkek cinsiyet ve genetik faktorler yer almaktadir. Lipit
bozukluklari ad1 altinda yiiksek serum total kolesterol, yiiksek serum LDL-Kkolesterol
ve disik serum HDL-kolesterol diizeyleri tanimlanmaktadir. Major risk
faktori olmaya aday diger lipit bozukluklar1 arasinda hipertrigliseridemi,
artmis lipoprotein artiklari, artmis lipoprotein a ve kiigiik LDL partikiilleri
bulunmaktadir. Major risk faktérii olmaya aday lipit dist durumlarsa
hiperhomosisteinemi, trombojenik-hemostatik faktorler, inflamatuar belirtegler ve
bozulmus aglik glukozudur (2).

Aterosklerozun baglangict lipoprotein birikimi ve modifikasyonu ile baslar.
Yagl c¢izgilenme aterosklerozun baglangic lezyonudur. Bu erken lezyonlarin
olusumu en sik olarak arter duvarinin intima bdlgesindeki lipoprotein iceriginin
artmasindan kaynaklaniyor goriinmektedir. Bu lipoproteinlerin, lipitten zengin

yapilarin arter duvarinda kalmasini uzatan ekstraselliiler matriks yapilarina
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baglandiklart ve boylece intimada biriktikleri diisiiniilmektedir. Intimanin
ekstraselliiler boslugunda bulunan &zellikle matriks makromolekiillerine bagli olan
lipoprotein partikiilleri kimyasal modifikasyonlara ugrayabilirler. Lipoproteinlerin
boyle modifikasyonlara ugramasmin ateroskleroz patogenezinde Onemli bir rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Intimanin ekstraselliiler boslugunda plazma
antioksidanlarindan ayrilmig bulunan lipoproteinler oksidatif modifikasyonlara
Ozellikle duyarhidirlar. LDL’nin oksidasyonu sonucu, lipit ve protein yapilari
oksidatif modifikasyona wugrarlar. Lipitlerin oksidasyonu ile hidroperoksitler,
lizofosfolipitler, oksisteroller ve yag asitlerinin aldehidik yikim driinleri olusur.
Apoprotein yapilarinin modifikasyonu sonucu peptid iskeletinde yikim ve bazi amino
asit kalintilar1 olusur. Diyabetik hastalarda hiperglisemi sonucu lipoproteinlerin non-
enzimatik glikasyonunun da aterogenezde rolii oldugu diisiiniilmektedir (1).

Ekstraselliiler lipit birikiminden sonra lokositlerin (monosit ve lenfositler)
bolgeye toplanmasi yagl ¢izgilenme olusumunun ikinci basamagidir. Arter endotel
hiicrelerinin ylizeylerinde bulunan I6kositler i¢cin adezyon molekiil ya da reseptorlei
bu toplanmadan sorumludurlar. Bu molekiiller; vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
(VCAM-1), interselliler adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ve P-selektindir.
Lizofosfatidilkolin (LDL oksidasyon iirlinl)) VCAM-1 ekspresyonunu artirabilir.
Laminar shear giicleri VCAM-1’i baskilarlar, ayn1 zamanda endotel tarafindan
tiretilen nitrik oksiti (NO) artirirlar. NO diisiik diizeylerde lokal antiinflamatuar etki
gostererek lokal VCAM-1 ekspresyonunu simnirlar. Arter ayrim noktalarinda
genellikle laminar akim bozukluklari olmaktadir, bu durum aterosklerozun ayrim
noktalarinda daha sik goriilmesini aciklayabilir. Lokositler arter endoteline
yapistiktan sonra endotel katmanina penetre olur ve intimaya yerlesirler. interldkin-1
(IL-1) ve tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a) gibi sitokinler endotel hiicrelerindeki
VCAM-1 ve ICAM-1"i artirirlar. Modifiye lipoproteinler damar duvar hiicrelerinden
sitokin salimimini indiikledikleri i¢in, bu olay lipoproteinlerin birikmesi ve
modifikasyonu ile 16kosit toplanmasi arasinda bir baglanti kurulmasini saglayabilir.
Ayrica okside LDL 16kositlerin kemotaksisini de artirabilir.

Intimaya yerlestikleri zaman mononiikleer fagositler makrofajlara farklilasirlar
ve lipit yiikli koplk hiicrelerine doniisiirler. Mononiikleer fagositlerin kopiik

hiicrelerine doniisiimii lipoprotein molekiillerinin reseptdor bagimli endositozunu
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gerektirir. Iyi tanmimlanmis LDL reseptdrlerinin  bu almi  gerceklestirdigi
diistiniilebilir. Ancak genetik degisiklikler nedeniyle effektif LDL reseptorlerinden
yoksun hastalarin ve hayvanlarin da yaygin arteriyel lezyonlara sahip olduklar1 ve
ayrica da makrofajdan tliremis kopik hiicrelerinden zengin ekstraarteriyel
ksantomalar1 oldugu goriilmiistiir. Dahasi, ekzojen kolesterol alimi ve hiicre igi
yiiksek kolesterol diizeyleri LDL reseptorlerini baskilamaktadir. Boyle yiiksek
kolesterol diizeylerinde hiicre yiizeyindeki LDL reseptorleri azalabilir. Makrofaj
scavenger (¢opgii, temizleyici) reseptorleri ise, hiicre i¢i kolesterol diizeyleriyle
kontrol edilemezler ve okside LDL’yi taniyarak endositozu gerceklestirirler. Copgii
reseptorlere sahip olan makrofajlar ekstraselliiler bosluktaki lipitleri emerek
lipoproteinleri, gelismekte olan lezyon bolgesinden uzaklastirabilirler. Bazi lipit
yuklii makrofajlar arter duvarini terk edebilir ve arterden lipitin temizlenmesinde
islev gorebilirler. Lipit birikimi ve sonucunda aterom olusumu, eger arter duvarina
giren lipit miktar1 maktofajlarca ya da bagka yollarla uzaklastirilan lipit miktarin
asarsa gergeklesir. Bazi lipit yiiklii makrofajlarin zamansiz 6liimii veya apoptosis
sonucu necrotik core denilen lipitten zengin merkezli bir aterosklerotik plak olusur.
Mononiikleer fagositler tarafindan iiretilen ¢ok sayida biiyiime (growth) faktorii veya
sitokinler aterosklerotik plakta biriken diiz kas hiicre ¢ogalmasini ve ekstraselliiler
matriks tiretimini uyarabilirler (1).

Ozetleyecek olursak; yagl c¢izgilenme kopiik hiicreleri olarak da bilinen
kolesterol yiiklii makrofajlar1 igerir. Diiz kas hiicrelerinin lezyonda ¢ogalmasiyla
daha ileri bir lezyon olan fibréz plak olusur. Kalsifikasyon, asir1 ekstraselliiler lipit

birikimi ve necrotik core olusumuyla da gelismis lezyon meydana gelir.

2.1.1. Aterosklerozun Oksidasyon Hipotezi

LDL, damarda aterosklerozun erken evrelerinde 6nemli rol oynadig: diisiiniilen
okside-LDL’ye doniismek {izere oksitlenir. Okside-LDL birgok biyolojik 6zelliklere
sahiptir; ornegin, dolasimdaki monositler i¢cin kemoattraktandir, hiicre ¢ogalmasini
ve sitotoksisiteyi indiikler. Endotel hiicreleri ve makrofajlar1 uyararak monosit
kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve makrofaj koloni-stimiile edici faktor (MCSF) gibi

gesitli sitokinlerin liretimini de indiikler. Dahasi, okside LDL endotel hiicreleri ve
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monositleri uyararak hiicre ylizeyinde adezyon molekiillerinin ekspresyonuna yol
acar. Monositten tliremis makrofajlar okside-LDL’yi ¢Opgli reseptorler yoluyla
tantyarak alir ve kopilik hiicrelerine doniisiirler. Arter duvarindaki kalinlagsmayi
artiran diiz kas hiicre ¢ogalmasi da sitokinler ve okside-LDL’nin indiiklemesiyle
gerceklesir (11).

LDL oksidasyonunun olast mekanizmalar1 arasinda serbest radikaller, reaktif
oksijen tiirleri (6rnegin; siiperoksit), bakir ve demir iyonlar1, lipooksijenazlar,

homosistein, miyeloperoksidaz ve reaktif nitrojen tiirleri suglanmaktadir (11).

2.2. Kolesterol

Viicuttaki temel lipitlerden biri olan kolesterol yiiksek molekiil agirlikli
doymamus bir steroid alkol olup, bir perhidrosiklopentantrolin halkasi ve 8 karbonlu

bir yan zincir igerir.

Sekil 2.1: Kolesteroliin yapisi.

Kolesterol tiim hiicre zarlarinin yapim ve onariminda, safra asit ve D vitaminin
sentezinde kullanilir, ayrica tiim steroid hormonlarin Onciiliidiir. Ester formunda
ticiincli karbondaki OH grubu yerini bir yag asidi alir. Dolagimdaki kolesteroliin iicte
ikisi kolesterol esteri halindedir. Kolesteroliin eksojen (diyetle) ve endojen (6zellikle
karacigerde sentezlenir) kaynaklar1 vardir (12).

Kolesterol  dolagimda  lipoproteinler  i¢inde  tasmnir.  Lipoproteinler

yogunluklarina gore asagidaki gibi siniflandirilirlar:
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- Silomikronlar

- Cok diisiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL)

- Ara (intermediate) yogunluklu lipoproteinler (IDL)

- Diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL)

- Yiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)

LDL’nin agirhiginin yaklasik % 50°si kolesterolden olusur ve kolesterolden en
zengin lipoproteindir. Ultrasantrifiij yontemleri kullanilarak degisik buytiklik ve
kompozisyona sahip LDL parcaciklar1 saptanmistir. Daha kiigiik ve yogun LDL
pargaciklarinin daha yiiksek KAH riskine yol agtig1 gosterilmistir (12).

HDL en kii¢iik lipoprotein tiiriidiir ve toplam plazma kolesteroliiniin yaklasik %
20-35’ini tasir. Ancak kolesterolii dokulara tasiyan LDL’nin tersine, HDL

dokulardaki fazla kolesterolii karacigere geri tasir (reverse transport) (12).

2.3. Serbest Radikaller

Son yoriingesinde bir veya daha ¢ok sayida eslenmemis elektron bulunan atom
ya da molekiile serbest radikal denir (13). Cok reaktif maddelerdir, gesitli
tepkimelerde oksidan ve rediiktan olarak gorev yapabilirler. Lipit peroksidasyonunda
da rol alirlar.

Serbest radikallere siiperoksit (O2™), hidroksil (OH-), peroksil (LOO'), alkoksil
(LO"), hidroperoksil (HOO), nitrik oksit (NO-) ve nitrojen dioksit (NO2) radikalleri
ornek gosterilebilir.

Serbest radikaller 3 degisik yolla olusabilirler (14):

- Bir molekiiliin kovalent baginin molekiiliin her bir pargasinda eslesmis

elektronlardan bir tanesinin kalacak bigimde (homolitik) boliinmesiyle;
(AB>A+B)

- Bir molekiilden tek bir elektron kaybi ya da bir molekiiliin kovalent
bagindaki iki elektronun bir atomda kalacak bigimde (heterolitik)
boliinmesiyle;

(A>A*+e)yada(A B> A:r+BY)
- Bir molekiile tek bir elektron eklenmesiyle;

(A+e > A)
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Biyolojik ortamlarda serbest radikal olusumunda en sik goriilen yol molekiile
bir elektron eklenmesidir. Serbest radikaller pozitif ya da negatif yiiklii olabilecekleri
gibi yiiksiiz (nétr) de olabilirler.

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijenin tamamlanmamis indirgenmesiyle ya da elektron diizeninin
degismesiyle olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT) stiperoksit (O2) ve hidroksil (OH)
radikali ile radikal olmayan ancak c¢ok reaktif bir molekiil olan hidrojen peroksit
(H20>), singlet oksijen, hipoklorik asit (HOCI), peroksinitrit (ONOO"), hidroperoksil
(HO2), lipit hidroperoksit (LOOH), nitrik oksit (NO-) ve nitrojen dioksiti (NO2)
kapsamaktadir (15).

Molekiiler oksijen (O2) dis yoriingesinde eslenmemis 2 elektron igerdigi i¢in bir
diradikaldir. Bu elektronlar birbirine paralel iki farkli spinde yer alirlar.
Termodinamik olarak oksijen kararli hale gecebilmek igin, daha az serbest enerji
iceren suya doniismek amaciyla (atom basina 2, molekiil basina 4) ek elektron almak
ister. Ancak, oksijen molekiiliindeki elektronlarin dagilimi nedeniyle spin uyumlu bir
elektron ¢ifti alamaz. Bunun yerine elektronlar1 birer birer alir ve boylece siliperoksit

(O2) anyon radikali olusur (15).

O2+e > 0y

O2: 16 proton, 16 elektron, yiiksiiz, diradikal.

O2: 16 proton, 17 elektron, negatif yiiklii, siiperoksit anyon radikali.

Stiperoksit anyon radikalinin hiicre i¢i en onemli kaynagi elektron transport
zincirindeki kacak elektronlar olmakla birlikte (15), molekiiler oksijenden cesitli
yollar araciligiyla olusabilir (13,16-18):

- NADPH’1in NADPH oksidaz ile oksitlenmesi sirasinda,

- Ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan oksitlenmesi sirasinda,

- Indirgeyici ajanlarin mitokondriyal elektron transport sistemi tarafindan

oksitlenmesiyle,
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- Gegis metallerinin varliginda monoaminler, flavinler ve hemoglobinin
otooksidasyonuyla,
- Molekiiler oksijenin P-450 enzim sistemince tek elektronla indirgenmesiyle
ve
- Molekiiler oksijenin nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan arjinin ya da
tetrahidrobiopterin eksikliginde tek elektronla indirgenmesi sirasinda.
Eger molekiiler oksijene 2 elektron tasinirsa hidrojen peroksit (H2O2) olusur
(15). Biyolojik sistemlerde bu genellikle siiperoksit dismutaz (SOD) enzimince
katalizlenen ya da kendiliginden olusan 2 siiperoksit molekiiliiniin girdigi reaksiyonla

gerceklesir:

207"+ 2H" 2> H202+ O2

Bu reaksiyon bir dismutasyon reaksiyonudur ve siiperoksit anyon
radikallerinden biri oksidan (ylikseltgeyici) digeri rediiktan (indirgeyici) rol
oynamaktadir (15). Sitokrom P-450, D-amino asit oksidaz, asetil koenzim A oksidaz
ve irik asit oksidaz enzimleri de molekiiler oksijene 2 elektron tasiyarak H20O>
olusumuna yol agabilirler. Hidrojen peroksit molekiilii bir radikal degildir, ancak
halen 2 elektron daha alma isteginde olan kararsiz bir yapidadir. Gegis metalleri olan
ferrdz demir (Fe*?) ve kuprik bakir (Cu*) H,0,’ye bir elektron vererek O-O baginin
acilmasina, bdylece de hidroksil (OH-) radikali olusturma kapasitesine sahiptir (15).

H202+ Oz~ > OH: + OH + O2 (Haber-Weiss reaksiyonu)

Bu reaksiyon yukaridaki gibi kendiliginden olabilir ancak gecis metalleri
tarafindan katalizlendiginde daha hizl1 gerceklesir.

02 + Fe™ > 0, + Fe*?
H,0, + Fe*? > OH + OH" + Fe*? (Fenton reaksiyonu)

Hidroksil radikali yar1 Omrii oldukca kisa ancak ¢ok tahrip edici bir

molekiildiir. Ayrim gdstermeksizin her tiirlii organik molekiilii oksitleyebilir (19).
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Molekiiler oksijende eslenmemis ancak paralel spinlerde bulunan elektronlarin
spinlerinin anti paralel hale gegmesiyle daha kararsiz olan singlet oksijen olusur. Bu
molekiil de bir diradikaldir.

Nitrik oksit (NO:) L-arjinin amino asidini molekiiler oksijeni kullanarak

oksitleyen NOS enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla sentezlenir (20).

L-arjinin + Oz - Sitriillin+ NO:

Nitrik oksit molekiiler oksijenle reaksiyona girerek nitrojen dioksiti (NOz2’)
olusturabilir. Bu radikal de H.O: ile reaksiyon vererek hidroksil radikalini meydana
getirebilir. Nitrik oksit H20, ya da O™ ile reaksiyona girerek onlardan daha oksidan
bir ajan olan peroksinitriti (ONOO") olusturabilir. Bununla birlikte, nitrik oksitin
antiaterojenik etkileri olduguna yonelik ciddi bulgular da vardir (11).

Giiclii bir oksidan ajan olan HOCI, genellikle immiinolojik olarak aktive
edilmis fagositlerde, miyeloperoksidaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla H20>

ve CI" (kloriir) anyonundan olusur (11).

2.4. Lipit Peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirlerinden biri ¢oklu doymamis yag asidi (CDYA)
molekiiliinden bir hidrojen atomu kopardigi zaman karbon merkezli bir lipit radikali
(L") olusur. Bu lipit radikaline bir oksijen molekiilii katilarak lipit peroksil radikali
(LOO') meydana getirir. Lipit peroksil radikali baska bir CDYA’den bir hidrojen
atomu alip kendisi lipit hidroperoksite (LOOH) doniisiirken yeni bir lipit radikali
olusturur. Olusan lipit hidroperoksit kolaylikla dekompoze olarak lipit alkoksil (LO")
radikali haline gelir. Bu baglangic ve ilerleme (propagasyon) evrelerini yikim
(degradasyon) evresi izler ve lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA olusur.
Bu zincirleme reaksiyonlar E vitamini gibi bir antioksidan ajanin devreye girerek
fenolik hidrojenini vermesi ya da iki peroksil radikalinin birlesmesiyle sonlanir.
Ateroskleroz olusumunda suglanan LDL oksidasyonu da bir lipit peroksidasyon

stirecinin sonucudur (21).
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Baslangic:

LH+ROT > L

flerleme:

L+ 02 > LOO

LOO -+ LH -> LOOH + L

Yikim:

LOOH + MDA

Sonlanma:

LOO: + LOO- - LOOL+0: (Reaktif olmayan {iriinler)
L -+ LOO - LOOL

L+L > LL

LOO: + Vit E> LOOH+Vit Eoks

LOO: + Vit Eoks> LOOH+ Reaktif olmayan tiriin

2.5. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidan savunma mekanizmalar serbest radikallere karsi etkilerini baglica

4 yolla gosterirler (19):

Radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi

Radikal olusumunun sinirlandirilmasi

Olusan radikallerin detoksifiye edilmesi

Oksidatif hasara ugramis yapilarin onarimi veya ortamdan uzaklastirilmasi
Oksitlenebilecek bir maddeyle aym1 ortamda ancak ona gore ¢ok daha diisiik
konsantrasyonda bulunup, o yapmin oksitlenmesini Onleyen ya da geciktiren
maddeye antioksidan denir (22). Antioksidanlar yapilarina, yerlesimlerine,
kaynaklarina, ¢oziintirliiklerine ve etkilerine gore siniflandirilabilirler. Antioksidanlar

yapilaria gore enzim olanlar ve enzim olmayanlar olarak ikiye ayrilirlar.
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2.5.1. Enzim Olan Antioksidanlar

2.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi siiperoksit anyonunun H20> ve molekiiler
oksijene c¢evrildigi reaksiyonu katalizler (15). SOD enziminin Cu-Zn, Mn ve Fe
iceren 3 tip izoenzimi vardir. Insanda ise SOD enziminin 2 izoenzimi bulunur. Bakir
ve ¢inko igeren CuZn-SOD sitozolde, mangan igeren Mn-SOD mitokondride ¢alisir.

Demir igeren Fe-SOD okaryotlarda bulunmaz.

O+ 02+ 2H" > H,02+ O3

Bu reaksiyonda SOD enzimi siiperoksit anyon radikalinden birini kullanarak
digerini oksitlemektedir. Bu enzimin temel gorevi hiicre yapilarini siiperoksitin
zararl etkilerine kars1 korumaktir. Reaksiyon SOD tarafindan katalizlendigi zaman
spontan reaksiyona gore yaklasik olarak 4000 kat daha hizli ger¢ceklesmektedir. Bu

da SOD enziminin antioksidan savunmadaki 6nemini gostermektedir.
2.5.1.2. Katalaz

Katalaz (KAT) enzimi H2O2’nin su ve molekiiler oksijene ¢evrildigi reaksiyonu
katalizleyen bir hemoproteindir. Dort tane hem grubu igerir. Hiicre i¢indeki asil
yerlesimi peroksizomdur. Bu enzim de SOD’ye benzer bi¢imde 2 hidrojen peroksit
molekiiliinden birini kullanarak digerini oksitler (14,15).

H202 + H202 2 2H20 + O2

2.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Indirgenmis glutatyon (GSH) varliginda H.O, ve lipit peroksitlerin

parcalanmasinda rol alir. Aktif bolgesinde 4 tane selenyum atomu igerir. Enzim
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sitozolde bulunur. Bu enzim lipit peroksitleri de indirgeyebilir ve bu nedenle lipit

peroksidasyonunun dnlenmesinde 6nemli role sahiptir (15).

H202 + 2GSH - GS-SG + 2H20
LOOH + 2GSH - GS-SG + LOH + H20

2.5.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Hidrojen peroksitin indirgenmesi sirasinda GSH oksitlenir. GSH-Px’in
etkisinin siirebilmesi igin oksitlenmis glutatyonun (GS-SG) yeniden indirgenmesi
gerekir. Bu reaksiyon NADPH bagimli bir flavoprotein olan GSH rediiktaz
tarafindan katalizlenir.

GS-SG + NADPH + H* > 2GSH + NADP*

2.5.1.5. Sitokrom Oksidaz

Mitokondride elektron tagima (solunum) zincirinin son basamaginda yer alan

ve bakir igeren bu enzim siiperoksit anyonunun suya doniislimiinii saglar.

407"+ 4H" + 4e" > 2H>0

2.5.1.6. Glutatyon Transferaz

Aragidonik ve linoleik asit hidroperoksitleri basta olmak iizere lipit

peroksitlerine kars1 selenyumdan bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterir.

LOOH +2GSH - GSSG + LOH + H20
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2.5.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.5.2.1. E Vitamini

Yagda ¢oziinen bir vitamin olan E vitamini yalnizca bitkilerce sentezlenen
tokoferol ve tokotrienollerin bir karigimidir (a-, B-, y-, 6-tokoferol ve a-, B-, y-, 6-
tokotrienol). Tiimi kromanik bir ¢ekirdek ve alifatik bir yan zincire sahiptir.
Iclerinde a-tokoferol en yiiksek antioksidan giice sahiptir. Bitkisel yag ve tohumlar
zengin E vitamini kaynaklaridir. insanlarda E vitamini besinsel yaglarla birlikte ince
bagirsagin proksimal kismindan emilerek silomikronlarin iginde lenf sivisina,
ardindan da sistemik dolasima geger. Burada endotelyal lipoprotein lipaz etkisiyle
silomikronlar hidrolize ugrar, E vitaminin bir boliimii plazmaya salinir ve hiicreler
tarafindan almnir. Karacigere gelen silomikron artiklarindaki tokoferoller LDL
reseptorleri araciligiyla alinir, hepatositlerde yiiksek miktarda bulunan a-tokoferol
tastyict protein (a-TTP) 06zel olarak o-tokoferolii VLDL’nin sentezlendigi
organellere gonderir. Kana salinan VLDL lipoprotein lipaz tarafindan LDL’ye
doniistiiriilirken, a-tokoferol de kanda en ¢ok LDL ve HDL fraksiyonlarinda (% 90),
ozellikle de LDL’de bulunur (6).

CH
CH, 3

Sekil 2.2: E vitamininin yapisi.
E vitamini yagda ¢ozilinen en giiclii antioksidandir. Peroksinitritten tiireyen
serbest radikalleri temizler, CDYA’den lipit hidroperoksitlerinin olusumunu 6nler

(zincir reaksiyonunu kirict 6zellik), LDL’nin yapisinda yiiksek konsantrasyonlarda

bulunmasi itibartyla LDL’yi oksidasyona karst korur. Aterosklerotik siirecte hiicre
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adezyonunu, diiz kas hiicre ¢ogalmasini, plateletlerin adezyon ve agregasyonunu
inhibe ettigine yonelik bilgiler vardir (6).

Bunlarla birlikte E vitaminin prooksidan 6zellikleri oldugunu gosteren yayinlar
da vardir. Bu durum a-tokoferoksil radikali C vitamini ya da ubikinol-10 tarafindan
indirgenmezse olabilmektedir (23). Ancak in vivo fizyolojik kosullarda prooksidan

etki gosterip gostermedigi heniiz netlik kazanmamugtir.

2.5.2.2. C Vitamini (Askorbik Asit)

Suda ¢oziinen bir vitamin olan C vitamini organizmanin normal metabolik
islevleri i¢in gerekli bir molekiildiir. insanlar C vitaminini sentezleyecek enzimin
geninden yoksun olduklar1 i¢in diyetle alinmasi zorunludur. Taze meyve ve
sebzelerde bol miktarda bulunur. C vitamini kollajen, karnitin ve ndrotransmitterlerin
biyosentezinde goérev yapan bir ¢ok enzimin kofaktoriidiir. Bu reaksiyonlarda C
vitaminin temel rolii ¢esitli mono- ve di-oksijenazlarin aktif merkezlerindeki metal

iyonlarini indirgemektir. Bu 06zellik C vitamininin indirgeyici potansiyelinden

kaynaklanmaktadir (24).
HO
E @)
HO =0
HO OH

Sekil 2.3: C vitamininin yapisi.

C vitamini biyolojik sivilarda 6nemli bir suda ¢oziinen antioksidandir; H202’ye
kars1 ¢ok etkili olmamakla birlikte reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini temizleyici
(scavenging) o6zellige sahiptir. Boylece diger yapilar1 oksidatif hasara karsi korur. E
vitaminini o-tokoferoksil radikalinden rejenere ederek bir ko-antioksidan olarak

davranma 6zelligi de vardir. Bu 6nemli bir islevdir, ¢iinkii in vitro ¢alismalarda C
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vitaminin yoklugunda E vitaminin prooksidan gibi davrandigi gosterilmistir (25,26).
Ancak bu iligkinin in vivo nasil sonuglar verdigi heniiz agik degildir.

Iki ana 6zelligi C vitaminini ideal bir antioksidan kilar (24). Birincisi; hem
askorbat hem de ondan tiireyen askorbil radikalinin diisiik tek-elektron indirgeyici
potansiyele sahip olmasidir. Bu diisiik indirgeyici potansiyelleri fizyolojik kosullarda
tim radikal ve oksidanlarla reaksiyona girerek onlar1 indirgemelerini saglar. Bu
nedenle biyolojik ortamlarda oksidan reaksiyonlar1 sonlandirici gorev yapan bir
antioksidan olarak bilinir. Ikinci temel 6zelligi ise, kendisinden tiireyen askorbil
radikalinin kararli yapis1 (stabilitesi) ve diisiik reaktivitesidir. C vitamini redoks aktif
bir madde oldugu icin gecis metal iyonlarinin varliginda prooksidan 6zellikler de
gosterebilir. Ancak, bu olay serbest ve redoks aktif metal iyonlarinin varligir ve C
vitamini konsantrasyonunun bu metallere oranla c¢ok az oldugu durumlarda

gercgeklesebilir ki, normal kosullarda biyolojik ortamlarda beklenmez.

2.5.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon hiicrede en ¢ok bulunan tiyol igeren bir bilesik olup; glutamat, sistein
ve glisinden sentezlenir. N-asetilsistein hiicre i¢i GSH sentezinde kullanilan sisteinin
stabil ve etkili bir Onciilidiir. Diyetle alinan glutamatin hemen tamami ince
bagirsaktan ilk geciste katabolize olur. Bu nedenle glutaminin glutaminazla hidrolizi
ve a-ketoglutarat ile dalli-zincirli amino asitlerin transaminasyonu GSH sentezinde
kullanilan glutamatin temel kaynaklaridir. Hiicresel antioksidan sistemin temel bir
elemant olan GSH’1n 6zellik ve gorevleri asagida 6zetlenmistir (27):

- Ekzojen ve endojen bir antioksidandir,

- GSH’tan olusan glutatyon radikali (GS-) bir prooksidan olmakla birlikte
baska bir GS- ile birleserek yiikseltgenmis (okside) glutatyonu (GSSG)
olusturur, o da NADPH bagimli GSH rediiktaz tarafindan GSH’a
indirgenir,

- Cesitli ksenobiyotiklerle GSH transferazin katalizledigi reaksiyonlara girer,

- GSH dogrudan (GSH-Px) ya da dolayli enzimatik reaksiyonlarla ROT ni

temizler,
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- Hiicresel oksidasyon-rediiksiyon dengesinin diizenlenmesinde 6nemli roller

oynayan tiyol proteinleriyle etkilesime girer.

2.5.2.4. Karotenoid ve retinoidler

Cesitli sebze ve meyvelerde bitkisel pigment olarak bulunan karotenoidlerin,
flavin ve porfirinlerin zararli etkilerini ve singlet oksijeni baskilayici, peroksil
radikallerini temizleyici 6zelligi vardir. Likopen ve B-karoten (A vitamini Onciilii)

LDL’nin yapisinda bulunan ve antioksidan 6zellikleri bilinen retinoidlerdir (27).

2.5.2.5. Melatonin

En zararli radikallerden olan OH: radikalini ortadan kaldirabilen ¢ok giiclii bir

antioksidandir. Lipofilik 6zelligiyle genis bir alanda antioksidan aktivite gosterebilir.

2.5.2.6. Ubikinonlar

Insanlarda bulunan temel ubikinon yapis1 ubikinon 10 (koenzim Q) dur.
Elektron tasima zincirinde gorev yapmasinin yani siwra E  vitamininin

rejenerasyonunda rol almaktadir (23).

2.5.2.7. Diger Antioksidanlar

Antioksidan olarak bilinen diger ajanlar asagida siralanmistir (27):
- Urik asit

- Mannitol

- Bilirubin

- Flavonoidler

- Seruloplazmin

- Albumin

- Ferritin
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Transferrin
Haptoglobin
Hemopeksin
Sistein
Salisilatlar
Arjinin
Sitriillin
Glisin
Taurin
Histidin
Fitat
Polifenoller

a-lipoat

2.6. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu aerobik (oksijenli) ortamda yasamin

kaginilmaz sonucudur. Saglikli bir organizmada ROT olusumu ile enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri arasinda bir denge vardir. Bu

dengenin, ROT iretiminin artmasi ve/veya antioksidan savunma sistemlerinin

zayiflamasi nedeniyle, bozulmasi durumunda oksidatif stres denilen durum ortaya

cikar (29). Oksidatif stres asagida ornekleri verilen bir ¢ok patolojik duruma katkida
bulunmaktadir (11,30-48):

Ateroskleroz

Iskemik hastaliklar (Kalp hastaligi, inme, barsak iskemisi)

Hipertansiyon

Preeklempsi

Norolojik hastaliklar (Multiple skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, amyotropik lateral skleroz, miskiiler distrofi)

Infamatuar hastaliklar (Vaskiilit, artrit, glomerulonefrit, sistemik lupus
eritematosuz, erigskin solunum distres sendromu)

Hemokromatosiz
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- AIDS

- Amfizem

- Qastrik tilser

- Alkolizm

- Sigara i¢imiyle iligkili hastaliklar

Boylesine genis bir hastalik grubunda serbest radikallerin asir1 iiretiminin
nedeni oksidatif metabolizmanin her hiicre i¢in gerekli bir kaynak olmasidir. Eger bir
hiicre herhangi bir sekilde hasara ugrarsa bu mitokondriyal hasara ve bunun
sonucunda da siliperoksit tiretimine yol acacaktir (15). Bu nedenle antioksidan
savunma mekanizmalarmin desteklenmesi bir ¢ok patolojik durumda ortaya

cikabilecek zararlarin azaltilmasina katkida bulunabilir.

2.7. Serbest Radikallerin Biyolojik Ortamlarda Ol¢iimii

Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki aktivitelerini 6l¢en altin standart bir
yontem olmamakla birlikte, kullanilan ve kabul goren bir ¢ok yontem vardir. Bunlar
3 grup altinda toplanabilir (49):

1. Endojen antioksidan diizeylerinin Ol¢iimii (antioksidan enzim aktiviteleri,

C ve E vitamin konsantrasyonlart)

2. Serbest radikal aktivitesinin dolayli gostergeleri (lipit peroksidasyon

iriinleri-MDA, DNA oksidasyon iiriinleri, protein oksidasyon {irlinleri),

3. Serbest radikal aktivitesinin direk belirleyicisinin dl¢timii (elektron spin

rezonans (ESR) ¢alismalari).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu arastirma Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onayland1 (Ek 1). Bu ¢aligmada 24 adet Sprague Dawley 1rki albino, erkek cinsiyette
rat (sican) kullanildi. Deney hayvanlar1 Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden saglandi. Ratlar, 12 saat 151tk 12 saat karanlik
ritminde 1siklandirilan, 224+2°C’de 1sitilan odalarda, ¢esme suyu ve standart pelet rat
yemiyle (Van Yem Fabrikasi, Van) beslendiler, su ve yem alimlar1 serbest birakildi
ve standart plastik kafeslerde (Degisim Ltd., Istanbul) barindirildilar. Calismanin
baslangicinda hayvanlar 275 + 35 (Ort. £ SD) gram agirhigindaydilar. Deney
hayvanlari, her birinde sekizer adet rat olacak sekilde, rasgele 3 gruba ayrildi.
Kontrol grubu (Grup-1) 3 ay boyunca standart pelet rat yemiyle beslenirken, grup-2
ve grup-3’teki hayvanlar standart pelet rat yemiyle hazirlanmis % 4 kolesterol, % 1
kolik asit ve % 0,5 tiyourasil igeren yiiksek kolesterollii yemle beslendiler (50,51).
Grup-3’teki hayvanlara ¢alisma siiresince haftada 3 kez C ve E vitamini verildi (C
vitamini 100 mg/kg i.p; E vitamini 60 mg/kg i.m) (52,53). Gruplardan ¢alisma basi
ve sonunda, hafif eter anestezisi altinda, kalp i¢i (intrakardiyak) girisimle kan
almarak biyokimyasal parametreleri Ol¢iildii. Biyokimyasal parametrelerin
olgiimiinde Roche Modular otoanalizér ve kitleri kullanildi. Ug aym sonunda
hayvanlar derin eter anestezisi altinda sakrifiye (kurban) edilerek bobrek, kalp,
karaciger ve testis dokulari ¢ikarildi. Cikarillan dokular -20°C sicaklikta derin
dondurucuda saklandiktan sonra ¢alisma gilinlinde dondurucudan alinarak
agirliklarinin 5 kati hacimde (% 20 w/v) serum fizyolojik i¢inde homojenize edildi.
Doku homojenatlar1 4000 x g’de 20 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra elde
edilen silipernatanlarda protein konsantrasyonlar1 Lowry yontemiyle belirlendi ve
uygun seyreltmelerle ayni doku tiirli i¢in tiim silipernatanlarin  protein
konsantrasyonlari esitlendi. Bu slipernatanlarda oksidan ve antioksidan parametreler
(MDA diizeyi, AOP degeri ve SOD, KAT, GSH-Px ve XO enzim aktiviteleri)
olgiildii.
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3.2. Gerecler

3.2.1. Cihazlar

B. Braun Melsungen marka homojenizator,

Heraus marka Labofur 200 model sogutmali santrifiij,

Spektrofotometre; Unicam marka, HeAios-o model,

Ayarlanabilir ve sabit otomatik pipetler, cam pipetler,

Vestel marka derin dondurucu (-20°C) ve Argelik marka sogutucu (+4°C),
Hassas elektronik tart1 (Sartorius Basic marka),

Roche Modular otoanalizor.

3.2.2. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler Sigma firmasindan saglanmistir.

3.3. Protein Miktar1 Olciim Yéntemi (Lowry Yontemi)

Doku  homojenatlarindan  elde edilen slipernatanlarin ~ protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde Lowry’nin protein 6lgiim yontemi kullanildi
(54). Bu yontem fosfotungstik asit ve fosfomolibdik asitin, Cu*2-protein kompleksi
ile proteinlerin triptofan ve tirozin igeren rezidiileri tarafindan, molibden mavisi ve
tungsten mavisi olusturmasi prensibine dayanir. Olusan kompleksin absorbansi 700
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak  Olgiilir. Sonu¢ protein
konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Analizde kullanilan reaktiflerin hazirlanigi
asagidadir:

A reaktifi: 0.5 gr CuSO4.5H,0 ve 1 gr sodyum sitrat 100 ml distile suda
¢Oziiliir.

B reaktifi: 20 gr Na2CO3 1 L 0,1 N NaOH iginde ¢oziiliir.

C reaktifi: 50 ml B reaktifine 1 ml A reaktifi eklenir.

D reaktifi: 10 ml Folin-Cioceltau reaktifine 10 ml distile su eklenir.
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Folin-Ciocalteau Fenol Reaktifinin hazirlanisi: 100 gr sodyum tungstat
(Na2WO0O;s-2H20) ve 25 gr sodyum molibdat (Na2Mo0Os-2H>0) 700 ml distile suda
¢oziildii. Uzerine 50 ml % 85°lik o-fosforik asit ve 100 ml derisik HCI eklendi. 10
saat siireyle hafif ates altinda reflux aparatinda kaynatildi. 150 gr lityum siilfat
(Li2SO4) ve 50 ml H20 eklendi, 3 damla brom damlatildi. Karisim 15 dakika siireyle
kondenser (yogunlastiric1) olmadan kaynatildi (fazla bromu buharlagtirarak
uzaklastirmak i¢in). Soguyunca distile suyla 1 litreye tamamlandi.

Deneyin yapilisinda asagidaki protokol kullanildi.

Tablo 3.1: Protein miktar1 6l¢im yontem protokolii.

KOR NUMUNE (Nm)
SUPERNATAN 10 ul
DISTILE SU 500 ul 490 ul
C REAKTIFI 2,5ml 2,5 ml

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra hem kér hem de numune
tiiplerine 0,25 ml D reaktifi eklenir. Oda sicakliginda 30 dakika daha inkiibe
edildikten sonra 700 nm dalga boyunda kor ve numunenin absorbansi (optik dansite,
OD) distile suya kars1 spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Protein konsantrasyonunun
hesaplanmasi i¢in alblimin standardindan yararlanildi. Buna gore faktor degeri 20

alinarak, hesaplama asagidaki formiille yapildi.

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = (ODnm - ODkasr) x Faktor (F)

3.4. Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Olciim Yéntemleri

3.4.1. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iim Yéntemi

Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA bir oksidasyon gostergesi

olarak kullanilmaktadir. Dahle’nin spektrofotometrik yonteminin temeli MDA ile
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tiyobarbiturik asitin (TBA) olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm dalga
boyunda verdigi absorbansin Sl¢iilmesine dayanir (55). Bu yontemde elde edilen
sonu¢, MDA disindaki bazi maddeler de bu reaksiyonu verebildigi icin, TBA ile
reaksiyona giren maddeler (substances) anlaminda TBARS olarak da
adlandirilmaktadir (56,57). Bu analizde kullanilan reaktifler ve hazirlanislar
asagidadir:

Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM) 2,13 gr Na2HPOg ile 11,56 gr KH2PO4 tartilip
distile suda ¢oziiliip hacim 1 litreye tamamlanarak hazirlanir.

TBA ¢ozeltisi (% 2 w/v) hazirlamak i¢in 200 mg katt TBA 10 ml distile suda
¢Ozilir.

Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v) 100 gr katt TCA’nin 500 ml 0,6 N HCI’de
¢oziilmesiyle hazirlanir.

Etil alkol (% 95°lik, v/v).

Olgiim yonteminde asagidaki protokol kullanilir.

Tablo 3.2: MDA diizeyi 6lgim yontem protokolii.

NUMUNE KOR
SUPERNATAN 100 pl 100 pl
ETIL ALKOL (% 95) 1ml 1ml
FOSFAT TAMPONU 1 ml 1 ml
TCA 1mil 1ml
TBA 1 ml

Deney tiipleri 30 dakika kaynar suda inkiibe edildikten sonra 20 dakika siireyle
6000 x g santrifiij edilir. Kor tiiplerine 1 ml TBA ¢6zeltisi spektrofotometrik 6lgtim
sirasinda konulur ve 532 nm dalga boyunda distile suya karsi, tiim numune ve kor
tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 dlgiiliir.

MDA’nin  hesaplanmasinda MDA standardinin  verdigi  absorbanstan
yararlanildi. Bu amagla tetraetoksipropan (MA: 220,3; d=0,92; % 96) MDA

standardi1 olarak kullanildi.

33



Tetraetoksipropanin (TEP) molaritesinin hesaplanmasi: Yogunlugu (d) 0,92
olduguna gore 1 litresi 920 gr eder, % 96’lik bir ¢dzelti oldugu i¢in de bunun 883,2
grami TEP’dir. MA 220,3 olduguna gore 1 litre TEP stok ¢ozeltisinde 4 mol TEP
vardir, buna gore de molaritesi 4 M’dir. Bu stok ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat
seyreltilerek 10 uyM MDA standardi elde edildi ve bu standart kullanilarak deney
protokolii uygulandigir zaman standardin OD’si 0,152 ve standart kortiniin OD’si de
0,090 olgiildii. Buna gore AOD(St) 0,062 olarak hesaplandi. Numunenin OD’sinden
koriin OD’si c¢ikarilarak AOD(Nm) elde edildikten sonra asagidaki formiil
kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi.

AOD(St)/ AOD(Nm) = C(St)/ C(Nm)

C(Nm) = AOD(Nm) x C(St) / AOD(St)

C(Nm) = AOD(Nm) x 10 uM (MDA) / 0,062

C(Nm) = AOD(Nm) x 161,3 uM (MDA) = nmol/ml (MDA)

Elde edilen sonug, protein konsantrasyonuna (mg/ml) boliinerek nmol/mg

cinsinden MDA degerleri bulundu.

3.4.2. Antioksidan Potansiyel (AOP) Degeri Ol¢iim Yontemi

AOP 6l¢iim yontemi ksantin-ksantin oksidaz sistemi kullanilarak elde edilen
stiperoksit radikalinin in vitro ortamda balikyagindaki CDYA’ne saldirarak yeni
MDA olusturmas: temeline dayanir (58). Olusan MDA 6l¢liimiinde Dahle’nin
spektrofotometrik yontemi kullamldi (55). Olgiilen yeni olusmus MDA diizeyleri
AOP ile ters orantili olarak yorumlandi. Buna gore, yliksek MDA olusumu diisiik
AQOP anlamma gelirken diisik MDA olusumu yiiksek AOP anlamina gelmektedir.
AOP degerinin hesaplanmasinda 1 {iinite (U), MDA olusumunu % 50 azaltan
antioksidan gii¢ olarak tanimlanmistir.

Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM) 2,13 gr Na2HPOg ile 11,56 gr KH2PO4 tartilip
distile suda ¢oziiliip hacim 1 litreye tamamlanarak hazirlanir.

TBA ¢ozeltisi (% 2 w/v) hazirlamak i¢in 200 mg kat1 TBA 10 ml distile suda

¢Oziiliir.
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Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v) 100 gr katt TCA’nin 500 ml 0,6 N HCI’de
¢oziilmesiyle hazirlanir.

Etil alkol (% 95°lik, v/v).

Ksantin oksidaz (XO) enzim ¢ozeltisinin hazirlanisinda 25 pl XO 1 ml
3,2 M amonyum siilfat i¢cinde ¢oziildii.

Ksantin ¢ozeltisi 7,6 mg kati ksantin 5 ml distile suda (1-2 damla NaOH
damlatilarak) ¢oziilerek hazirlandi.

Kullanilan balikyagi (50 pl) aseton (2 ml) i¢inde ¢dziilerek hazirlandi.

AOP 6l¢lim yonteminde asagidaki protokol uygulandi.

Tablo 3.3: AOP degeri 6l¢iim yontem protokolii.

NUMUNE KOR 1 KOR 2
SUPERNATAN 100 ul 100 pl
ETIL ALKOL (% 95) 100 pl 100 pl 100 pl
FOSFAT TAMPONU 100 pl 10 pl
BALIKYAGI 10 ul 10 ul
KSANTIN 50 ul 50 ul 50 ul
KSANTIN OKSIDAZ 50 pl 50 pl 50 pl

Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra asagidaki protokolle devam edilir.

ETIL ALKOL (% 95) 0,9 ml 0,9 ml 0,9 ml
FOSFAT TAMPONU 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml
TCA 1ml 1ml 1ml
TBA 1ml 1ml 1ml

Tiim deney tiipleri 30 dakika kaynatilarak inkiibe edildikten sonra, 20 dakika
sireyle 6000 x g santrifiij edilir ve 532 nm dalga boyunda distile suya karsi
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absorbanslar1  Olciiliir.  AOP  degerlerinin  hesaplanmasinda agsagidaki formiil

kullanilmis ve bu ¢aligmadaki hesaplamalarda F degeri 20 alinmustir.

AOP (U/mg) = [(K1lop+K20p-Nmop)/(K1lop+K20p)] X F / [Prot. kon. (mg/ml)]

3.4.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

Bu yontemin temeli ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan
stiperoksit radikalinin SOD enzimince ortadan kaldirilamadiginda reaksiyon
ortaminda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin indirgenmesi esasina
dayanir (59). Indirgenmis NBT 560 nm dalga boyunda en iyi absorbans veren
menekse rengi olusumuna neden olur. Eger ortamda SOD aktivitesi varsa bu rengin
olusumunu oOnleyecektir. Buna gore SOD enzim aktivitesi (1 U), NBT’nin
indirgenmesini % 50 inhibe eden enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

Analizde kullanilan reaktifler ve hazirlaniglar1 asagidadir:

Reaktif 1’in hazirlanisi (Toplam hacim 490 ml):

— Ksantin 9,1 mg alinip toplam hacim 200 ml olacak sekilde distile suda

birka¢ damla 1 N NaOH ile ¢oziiliir.

— NBT 12,3 mg alinir distile su ile 100 ml hacme tamamlanur.

— EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) 25 mg alip distile su ile 100 ml hacme

tamamlanir.

— Na2COs3 2,54 gr aliip distile su ile 60 ml hacme tamamlanur.

— Bovin (s181r) alblimin 30 mg alinip distile su ile 30 ml hacme tamamlanarak

¢Ozulir.

Ksantin oksidaz (XO) ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 10 pl XO 1 ml 3,2 M amonyum
siilfatta ¢oziiliir.

CuCl; ¢ozeltisi 108 mg CuCly tartilip 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanir.

Numuneleri ¢alismadan Once Olgiilebilecek miktardaki aktiviteyi belirlemek
icin kac kat seyreltilecegini denemek gereklidir. Analiz asagidaki protokole gore

yapilir.
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Tablo 3.4: SOD aktivitesi 6l¢iim yontem protokolii.

NUMUNE KOR
REAKTIF 1 2,75ml 2,75 ml
SUPERNATAN 100 pl
X0 50 ul 50 ul

Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilir. Asagidaki sekilde devam edilir.

CuCl;

100 ul

100 ul

SUPERNATAN 100 ul

Kor ve numunenin absorbanslart 560 nm dalga boyunda distile suya karsi
okunur. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine konularak SOD

aktivitesi hesaplanir.

SOD aktivitesi (U/mg)=[(Kop-Nmop)/Kop] X F x Seyreltme fakt. / [Prt.kon.(mg/ml)]

Bu calismadaki hesaplamalarda F degeri 20 alinmustir.

3.4.4. Katalaz (KAT) Aktivitesi Ol¢iim Yontemi

Bu yontem hidrojen peroksitin 240 nm dalga boyunda verdigi absorbans
degerinin KAT enziminin katalizledigi reaksiyon sirasinda azalma gdstermesi ve bu
azalmanin spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanir (60). Absorbanstaki
dakikalik diisme hiz1 enzim aktivitesiyle dogru orantilidir. Bu analizde kullanilan
reaktifler asagida anlatildig1 gibi hazirlanmistir.

Fosfat tamponu (pH 7; 50 mM) Na:HPO4 ve KH2PO4 kullanilarak hazirlandi.

H20: stok ¢ozeltisinden (% 30 v/v) 0,2 ml alindi ve 100 ml fosfat tamponu (pH
7; 50 mM) ile seyreltilerek ¢alismada kullanilan H20> ¢ozeltisi elde edildi.

37



Deney, kuartz kiivete 0,01 ml fosfat tamponu (pH 7; 50 mM); 2,99 ml H20>
cozeltisi ve 0,01 ml slipernatan konularak distile suya karst 240 nm dalga boyunda
absorbansin 1 dakika izlenmesi protokoliine gore gerceklestirildi. Bir dakikanin
sonundaki absorbans farki (AOD) ve H202’in molar absorbsiyon Kkatsayisi
kullanilarak KAT aktivitesi hesaplandi. Bu protokole gore yapilan analizlerde KAT

enzim aktivitesi asagidaki formiille hesaplandi.

KAT aktivitesi (IU/mg) = (AOD/dk.) x F / [Protein konsantrasyonu (mg/ml)]

Bu ¢aligmadaki hesaplamalarda F degeri 7320 (bu ¢alismada testis dokusu igin
732) alinmistir.

3.4.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Ol¢iim Yéntemi

Bu yontem GSH (indirgenmis glutatyon) ile H202’in GSH-Px enziminin
etkisiyle su ve GSSG’e (yiikseltgenmis glutatyon) doniisiimiinii izleyen basamakta
GSH rediiktaz enziminin NADPH oksidasyonunu, olusan GSSG miktarina bagl
olarak gerceklestirmesi temeline dayanir (61). Bu reaksiyonda GSSG iiriini
olustukca NADPH yiikseltgenerek NADP’ye doniisecektir. Spektrofotometrik olarak
340 nm dalga boyunda NADPH absorbansinin diismesinin izlenmesiyle GSH-PX
aktivitesi belirlenir.

Bu analizde kullanilan reaktiflerin hazirlanis1 asagida anlatilmistir.

Fosfat Tamponu (pH 7; 50 mM fosfat; 5,6 mM EDTA) 4,2 gr Na;HPOq ile 2,72
gr KH2PO4 ve 2,08 gr EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) 1 litre distile suda ¢oziilerek
hazirlanir.

GSH ¢ozeltisi 250 mg kat1 GSH 5 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek elde edilir.

Katt NADPH 15 mg tartilip 2,5 ml fosfat tamponunda ¢oziiliir.

GSH Rediiktaz enzim ¢ozeltisinden 10 pl alinip 1 ml 3,2 M amonyum siilfatta
seyreltilir.

Sodyum azid 65 mg tartilip 5 ml fosfat tamponunda ¢oziiliir.

H20; stok ¢ozeltisinden (% 30 w/w) 15 pl alimip 5 ml fosfat tamponunda

¢Oziiliir.
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Deney protokolii asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 3.5: GSH-Px aktivitesi 6l¢iim yontem protokolii.

FOSFAT TAMPONU 2,5 ml
GSH 100 pl
NADPH 50 ul
GSH REDUKTAZ 100 pl
SODYUM AZID 100 ul
SUPERNATAN 100 ul

Spektrofotometre fosfat tamponuyla 340 nm dalga boyunda sifirlanir, maddeler
yukaridaki miktarlarda kuartz kiivete konulduktan sonra 1 dakika siireyle absorbans
izlenir ve elde edilen sonu¢ kor degeri olur. Ayni kiivete 100 ul H.O> eklenerek 1
dakika daha izlenir, bu kez elde edilen sonu¢ numune degeridir. Her iki deger
arasindaki fark (AOD) GSH-Px aktivitesiyle dogru orantilidir. Enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda AOD ve NADPH’in molar absorpsiyon katsayist kullanilir. Buna
gore GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmis ve F degeri

4800 alimmustir.

GSH-Px aktivitesi (mIU/mg)=(AOD/dk.) x F / [Protein kons. (mg/ml)]

3.4.6. Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesi Olciim Yontemi

Bu yontemin ilkesi ksantinden iirik asit olusumunun 293 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak oOlgiilmesidir (62). Olusan firik asitin absorbansi XO
aktivitesiyle dogru orantilidir.

Analizde kullanilan reaktifler ve hazirlaniglar1 asagidadir:

Fosfat tamponu (pH 7,5; 50 mM fosfat; 0,5 mM EDTA) 0,5 gr KH2POg4, 3 gr
Na;HPO4 ve 93 mg EDTA (Disodyum tuzu, dihidrat) tartilip distile suda ¢oziiliip,

toplam hacmin 500 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanir.
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Ksantin ¢ozeltisi (2 mM) 7,6 mg kati ksantin 25 ml fosfat tamponunda
¢oOziilerek hazirlanir.

Deney protokolii asagidaki gibi uygulanir.

Tablo 3.6: XO aktivitesi l¢lim yontem protokolii.

FOSFAT TAMPONU 2.8 ml
KSANTIN COZELTISI 0,1 ml
SUPERNATAN 0,1 ml

Deney tiipiindeki ¢ozeltinin absorbansi 293 nm dalga boyunda kuartz kiivet
kullanilarak distile suya karsi Olgiiliir. Ayni ¢ozeltiler oda sicakliginda inkiibe
edilerek absorbanslar1 1 ve 24 saat sonra tekrar olgiiliir. Olgiim degerleri arasindaki
fark (AOD) ve {irik asitin molar absorpsiyon katsayist kullanilarak enzim aktivitesi

hesaplanir. Buna gore XO aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

XO aktivitesi (mIU/mg) = (AOD/dakika) x F / [Protein konsant. (mg/ml)]

Bu calismadaki hesaplamalarda F degeri 3000 alinmastir.
3.5. Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Bulgularin istatistiksel analizleri SPSS for Windows (11.5.0; 2002) paket
program kullanilarak yapildi. Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma (Ort. +
SD) olarak verildi. Gruplar arasi istatistiksel degerlendirmede tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) ve post hoc Tukey HSD testleri kullanildi. P < 0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ratlarin ¢aligma bas1 ve sonu kan biyokimya degerleri ile ¢alisma sonundaki
bobrek, kalp, karaciger ve testis dokularina ait oksidan-antioksidan parametreleri,
gruplara gore aritmetik ortalama + standart sapma (Ort. + SD) degerleri ve

istatistiksel analizleriyle birlikte agagidaki tablolarda verilmistir.

Tablo 4.1: Ratlarin (n=24) ¢alisma bas1 kan biyokimya degerleri.

Parametre Ort. SD
Glukoz 6,38 1,48
(mmol/L)
Total Bilirubin 2,56 0,57
(umol/L)
Direk Bilirubin 0,96 0,39
(umol/L)
Indirek Bilirubin 1,60 0,67
(umol/L)
Trigliserit 0,93 0,31
(mmol/L)
Total Kolesterol 1,54 0,32
(mmol/L)
HDL Kolesterol 1,15 0,27
(mmol/L)
VLDL Kolesterol 0,43 0,15
(mmol/L)
ALP 450,46 163,26
(U/L)
AST 113,59 32,50
(U/L)
ALT 51,18 12,60
(U/L)
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Tablo 4.2: Ratlarin gruplara gore ¢alisma sonu kan biyokimya degerleri.

Parametre Gruplar Ort. SD
Grup 1 5,81 0,93
Glukoz Grup 2 4,59 0,68
(mmol/L) Grup 3 5,24 0,69
Grup 1 2,74 0,55
Total Bilirubin Grup 2 2,91 0,97
(wmol/L) Grup 3 4,45 0,51
Grup 1 0,86 0,29
Direk Bilirubin Grup 2 161 0,80
(umol/L) Grup 3 2,53 1,32
Grup 1 1,92 0,39
Indirek Bilirubin Grup 2 1,01 0,72
(umol/L) Grup 3 1,97 1,21
Grup 1 1,10 0,38
Trigliserit Grup 2
(mmol/L) Grup 3 0,32 0,05
Grup 1 1,44 0,25
Total Kolesterol Grup 2 17,12 2,35
(mmol/L) Grup 3 12,95 1,01
Grup 1 1,04 0,16
HDL Kolesterol Grup 2 3,93 0,71
(mmol/L) Grup 3 5,57 0,43
Grup 1 0,51 0,17
VLDL Kaolesterol Grup 2
(mmol/L) Grup 3 0,15 0,03
Grup 1 354,25 59,16
ALP Grup 2 699,00 215,25
(U/L) Grup 3 833,00 143,16
Grup 1 193,40 39,87
AST Grup 2 143,14 16,34
(U/L) Grup 3 199,16 27,37
Grup 1 63,80 9,95
ALT Grup 2 53,28 8,15
(U/L) Grup 3 65,33 5,95

Grup 1: Kontrol grubu (n=8);
Grup 2: Kolesterolden zengin diyetle beslenen ¢aligma grubu (n=8);
Grup 3: Kolesterolden zengin diyetle beslenen ve C + E vitaminleriyle

desteklenen calisma grubu (n=8).
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Tablo 4.3: Calisma sonu kan biyokimya degerlerinin istatistiksel
degerlendirmesi (ANOVA ve Post hoc Tukey HSD testiyle c¢oklu
karsilagtirmalari).
Parametre ANOVA Post hoc Tukey HSD Testi
Grup 1 Grup 2 p<0,05
Glukoz p<0,05 Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Grup 1 Grup 2 p>0,05
Total Bilirubin p<0,01 Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Grup 1 Grup 2 p>0,05
Direk Bilirubin p<0,05 Grup 3 p<0,05
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Grup 1 Grup 2 p>0,05
Indirek Bilirubin p>0,05 Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Grup 1 Grup 2
Trigliserit p<0,01 Grup 3
Grup 2 Grup 3
Grup 1 Grup 2 p<0,001
Total Kolesterol p<0,001 Grup 3 p<0,001
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Grup 1 Grup 2 p<0,001
HDL Kolesterol p<0,001 Grup 3 p<0,001
Grup 2 Grup 3 p<0,001
Grup 1 Grup 2
VLDL Kolesterol p<0,01 Grup 3
Grup 2 Grup 3
Grup 1 Grup 2 p<0,05
ALP p<0,01 Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Grup 1 Grup 2 p<0,05
AST p<0,01 Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Grup 1 Grup 2 p>0,05
ALT p<0,05 Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p<0,05
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Tablo 4.4: Bobrek dokusunda oksidan-antioksidan parametreler (Ort. = SD).

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Istatistik
(n=8) (n=8) (n=8) (ANOVA)
MDA (nmol/mg) 0,74 +0,12 0,46 + 0,17 0,47 + 0,06 p<0,01
AOP (U/mg) 1,17 £ 0,07 1,15+ 0,08 1,29 £ 0,07 p<0,01
SOD (U/mg) 122,59 + 14,83 | 115,33+ 14,59 | 61,83+ 14,48 p<0,001
KAT (1U/mg) 105,02 +21,79 | 68,37 +12,11 89,09 + 9,34 p<0,01
GSH-Px (mIU/mg) 23,89+ 3,70 21,64 +7,62 34,20 + 6,55 p<0,01
X0 (mlIU/mg) 0,052+0,017 | 0,043+0,027 | 0,265%0,010 p<0,001

Tablo 4.5: Kalp dokusunda oksidan-antioksidan parametreler (Ort. = SD).

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Istatistik
(n=8) (n=8) (n=8) (ANOVA)
MDA (nmol/mg) 0,70 £ 0,09 0,64 +0,09 0,69 0,20 p>0,05
AOP (U/mg) 1,40+ 0,16 1,37£0,22 2,02 £0,09 p<0,001
SOD (U/mg) 58,82 £ 9,54 56,30 £ 7,50 47,13+ 3,90 p<0,05
KAT (1U/mg) 25,62 + 3,73 27,34 + 3,38 28,18 £0,73 p>0,05
GSH-Px (mlU/mg) 7,09+1,28 8,23+2,53 13,92 £ 2,29 p<0,001
XO (mlU/mg) 0,090 £ 0,023 0,092 £ 0,022 0,323 £ 0,098 p<0,001
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Tablo 4.6: Karaciger dokusunda oksidan-antioksidan parametreler (Ort. = SD).

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 [statistik
(n=8) (n=8) (n=8) (ANOVA)

MDA (nmol/mg) 0,37+ 0,06 0,32+0,04 0,22 £ 0,05 p<0,001
AOP (U/mg) 0,68 + 0,05 0,63+ 0,07 0,76 + 0,05 p<0,01

SOD (U/mg) 99,32+ 5,78 90,96 + 10,48 55,35+ 11,66 p<0,001
KAT (IU/mg) 79,66 + 23,26 106,40 + 6,64 99,49 + 8,57 p<0,05

GSH-Px (mIU/mg) 8,52 + 3,09 8,89+1,73 38,64 + 3,11 p<0,001
X0 (mlIU/mg) 0,717+ 0,154 0,411 + 0,120 1,025 £0,101 p<0,001

Tablo 4.7: Testis dokusunda oksidan-antioksidan parametreler (Ort. £ SD).

Parametre Grup 1 Grup 2 Grup 3 Istatistik
(n=8) (n=8) (n=8) (ANOVA)
MDA (nmol/mg) 0,73+0,19 0,79+0,28 0,18 £ 0,03 p<0,001
AOP (U/mg) 1,67+0,31 1,18 £0,13 1,19+0,12 p<0,01
SOD (U/mg) 99,29 +£17,34 | 103,42+ 36,60 | 40,74+6,50 p<0,01
KAT (1U/mg) 2,24 + 0,65 3,49+1,90 6,57 + 1,68 p<0,01
GSH-Px (mIU/mg) 457+1,10 4,38 £0,57 3,71+£0,53 p>0,05
XO (mlU/mg) 0,036 £ 0,004 | 0,040+0,003 | 0,093+0,011 p<0,001
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Tablo 4.8: Oksidan-antioksidan parametrelerin ¢oklu karsilagtirmalari.

Parametre Post hoc Tukey HSD Testi
Bobrek-MDA Grup 1 Grup 2 p<0,01
Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Bobrek-AOP Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,05
Grup 2 Grup 3 p <0,05
Bobrek-SOD Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Bobrek-KAT Grup 1 Grup 2 p<0,01
Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Bobrek-GSH-Px Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,05
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Bobrek-XO Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Kalp-AOP Grup 1 Grup 2 p >0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Kalp-SOD Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,05
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Kalp-GSH-Px Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Kalp-XO Grup 1 Grup 2 p > 0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Karaciger-MDA Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,05
Karaciger-AOP Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Karaciger-SOD Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Karaciger-KAT Grup 1 Grup 2 p<0,05
Grup 3 p>0,05
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Karaciger-GSH-Px Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Karaciger-XO Grup 1 Grup 2 p<0,01
Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Testis-MDA Grup 1 Grup 2 p >0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p <0,001
Testis-AOP Grup 1 Grup 2 p<0,01
Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p>0,05
Testis-SOD Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Testis-KAT Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p<0,01
Testis-XO Grup 1 Grup 2 p>0,05
Grup 3 p <0,001
Grup 2 Grup 3 p <0,001
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Bulgular 6zetleyecek olursak; yiiksek kolesterollii diyetle beslenen gruplarda
(Calisma gruplart; grup-2 ve 3) serum total kolesterol diizeyleri kontrol grubuna
(Grup-1; 1,44 £ 0,25 mmol/L veya 55,60 = 9,84 mg/dl) gore anlamli olarak yiiksek
bulunmus; ancak C ve E vitamini destegi yapilan grubun (Grup-3) kolesterol diizeyi,
destek yapilmayan gruba (Grup-2) gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(Grup-2; 17,12 + 2,35 mmol/L veya 660,86 = 90,72 mg/dl ve Grup-3; 12,95 + 1,01
mmol/L veya 500,17 + 38,93 mg/dl). Serum HDL kolesterol diizeyleri; antioksidan
vitaminlerle desteklenen grupta diger iki gruptan, yiiksek kolesterollii diyetle
beslenen grupta da kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Tablo 4.2
ve 4.3). Yukarda sozii edilen kolesterol diizeylerine ulasildiktan sonraki 1 hafta
i¢inde ¢alisma sonlandirilmistir.

Kalp dokusu disindaki dokularda MDA diizeyleri anlamli farkliliklar gostermis;
buna gore bobrek dokusunda calisma gruplarinda kontrole gore, karaciger ve testis
dokusunda ise grup-3’te diger gruplara gére MDA disik bulunmustur. Testis
dokusunda AOP degerleri ¢alisma gruplarinda kontrole gore diisiikkken, grup-3’te
bobrek ve kalp dokusunda diger gruplara gore anlamli yiiksek, karaciger dokusunda
da yalnizca grup-2’ye gore yliksek bulunmustur. Kalp dokusunda SOD aktivitesi,
grup-3’te kontrole gore, diger dokularda da grup-2 ve kontrole gore anlamli diisiik
bulunmustur. Yine kalp dokusunda KAT aktivitesinde anlamli farklilik
gozlenmezken, karaciger dokusunda grup-2’de kontrole gore anlamli yiliksek, bobrek
dokusunda anlamli diisiik, testis dokusunda ise grup-3’te diger gruplara gore anlamli
yiiksek bulunmustur. Testis dokusunda GSH-Px aktivitesinde gruplar arasinda
anlaml farklilik goézlenmemis, ancak diger dokularda grup-3’te diger gruplara gore
anlamli yiiksek bulunmustur. Tiim dokularda XO aktivitesi grup-3’te diger gruplara
gore yliksek bulunmus, buna ek olarak karaciger dokusunda grup-2’de kontrole gore

diisiik bulunmustur (Tablo 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8).
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5. TARTISMA

Giliniimiizde hiperkolesterolemi aterosklerozun major risk faktorleri arasinda
onemli bir yer tutmaktadir (2). Ateroskleroz olusumunda LDL’nin oksidasyonu ise
en c¢ok iizerinde durulan mekanizmadir (63). Yiksek kolesterollii diyetle
beslenmenin kan lipit degerleri ilizerine olan etkileri ve bunun Onlenmesiyle ilgili
yapilmis  ¢esitli  ¢alismalar  bulunmaktadir  (64,65). Bununla  birlikte
hiperkolesteroleminin ¢esitli organlarda oksidan strese yol agip acmadigr ile ilgili
yapilmis ¢aligmalar da bulunmaktadir (66-68). Yagda ¢oziinen ve giicli bir
antioksidan vitamin olarak bilinen E vitamininin hiperkolesterolemiyi ve
aterosklerozu onleyip 6nleyemedigi ve olasi oksidan stresle basa cikip ¢ikamadig ile
ilgili arastirmalar da yapilmistir (68-70). C vitamini ise suda ¢oziinen giiclii bir
antioksidan olup E vitamininin rejenerasyonunda da rol almaktadir. Buna dayanarak
C ve E vitaminlerinin kombine kullaniminin daha olumlu sonuglar verebilecegi ifade
edilmektedir. Bundan dolayi, aterosklerozun onlenmesinde antioksidan vitamin
desteginin rolii ¢esitli caligmalara konu olmaktadir (6-8,71).

Oliveira ve ark. yaptiklari bir ¢alismada, ateroskleroza yatkin,
hiperkolesterolemili ve LDL reseptorlerinden yoksun farelerde kontrole gore
oksidatif fosforilasyon veriminde farklilik olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri
tiretiminde artma gozlemislerdir. Bu artis1 karaciger, kalp ve beyni kapsayan cesitli
dokularin ve dalaktan elde edilmis saglam mononiikleer hiicrelerin mitokondrilerinde
Olcerek gozlemlemislerdir. Arastirmacilar caligmalarinin  sonucunda, artmis
lipogenez sonucu NADPH’tan saglanan indirgeyici ajanlarin azaldigini ve bunun da
hiperkolesterolemik, LDL reseptorlerinden yoksun farelerde oksidatif stres
yarattigin1 diisiinmiisler ve bu bulgularin ailesel hiperkolesterolemide gozlenen
artmis LDL oksidasyonu, hiicre o6limii ve aterogenezi agiklayabilecegini ileri
stirmiiglerdir (66).

Vijayakumar ve ark.’nin yaptiklar1 bir calismada da, yliksek yagl diyetle
beslenmis ratlarin ¢esitli dokularinda karabiberin lipit peroksidasyonu, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar iizerine etkileri arastirilmistir. Bu arastirmada 10
hafta siireyle yiiksek yagl diyetle beslenen ratlarin karaciger, kalp, bobrek, bagirsak

ve aort dokularinda kontrole gore anlamli olarak artmig TBARS ve konjuge dien
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(CD) diizeyleri ve anlamli olarak azalmig SOD, KAT, GSH-Px, GSH transferaz
enzim aktiviteleri ile azalmis GSH diizeyleri saptanmistir. Yagh diyetle birlikte
karabiber verilen grupta ise TBARS ve CD diizeyleri diismiis, antioksidan enzim
aktiviteleri ile GSH diizeyleri kontrol grubuna yakin diizeylerde korunmustur.
Arastirmacilar, bu bulgularin sonucunda karabiberin hiicrelerde yiiksek yagl diyetle
indiiklenmis oksidatif stresi azaltabilecegi kanisina varmiglardir (67).

Gokkusu ve Mostafazadeh son zamanlarda yaptiklar1 bir calismada, 4,5 ay
siireyle yiiksek kolesterolle beslenmis ratlarin karaciger ve beyin dokulariyla plazma
ve eritrositlerinde E vitamininin antioksidan etkilerini incelemislerdir. Yiiksek
kolesterolle beslenmis ratlarin plazma total kolesterol, fosfolipit ve trigliserit
diizeyleri kontrole gore yiikselmis ve E vitaminiyle desteklenen grupta yiiksek
kolesterol grubuna gore trigliserit diizeyleri daha diisiik bulunmustur. S6zii edilen
gruplarin total kolesterol degerleri arasinda anlamli fark bulunmamistir. Ayni
calismada, yliksek kolesterolle beslenmis ratlarin plazma ve eritrosit ile karaciger ve
beyin doku homojenatlarinda TBARS konsantrasyonlarinda kontrole gore anlaml
artiglar saptanmis, buna karsilik E vitaminiyle desteklenen grupta yiiksek kolesterol
grubuna  gére plazma, eritrosit ve doku homojenatlarinda TBARS
konsantrasyonlarinda anlamli diismeler bulunmustur. Yiiksek kolesterol grubunda
eritrosit ve karaciger GSH-Px aktiviteleri diismiis ve E vitaminiyle desteklenen
grupta yliksek kolesterol grubuna gore GSH-Px aktivitesinde artis gozlenmistir.
Eritrosit ve karaciger SOD aktivitelerinde ise anlamli degisiklik bulunmamuistir.
Aragtirmacilar  caligmalarinin =~ sonucunda  hiperkolesteroleminin ~ dokularda
antioksidan giiciin diismesine neden oldugu ve hem antioksidan gii¢teki bu diisme,
hem de yiiksek kolesterolle beslenmeden kaynaklanan serbest radikal yiiklenmesinin
oksidan strese yol actigini, bunun da peroksidasyon reaksiyonlarini hizlandirdigini ve
bu metabolik olaylarin sonucunda plazma ile doku lipit parametrelerinde 6nemli
degisikliklerin oldugunu soylemislerdir. Arastirmacilar buna ek olarak, uzun siireli E
vitamini desteginin, antioksidan enzimleri aktive ederek toksik serbest radikalleri
temizleyebilecegini  ve bdylece de hiperkolesteroleminin neden oldugu
peroksidasyon reaksiyonlarina karst hiicre yapilarin1 koruyabilecegini ileri

stirmiiglerdir (68).
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Tavsanlarda yapilan bir ¢calismada alfa-tokoferol (E vitamini) desteginin total
plazma kolesterol konsantrasyonunda artmayi onleyip onleyemedigi ve aterojenik
diyetle beslenen tavsanlarin arteryel plaklarindaki kolesterol birikimini azaltip
azaltmadigi arastirllmistir. Sonug olarak da, diyetle yiiksek miktarda alfa-tokoferol
tilketiminin total plazma kolesterol konsantrasyonunu diislirerek aterosklerozu
Onleyebilecegi ileri siirlilmiistiir (69). Hsu ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada da,
hiperkolesterolemik tavsanlarin antioksidan savunma sistemlerinde balikyagi ve E
vitamininin etkileri aragtirilmistir. Tavsanlar 6 hafta siireyle yiiksek yag ve kolesterol
iceren diyetle beslenmis, balikyagi ve/veya E vitamini destegi verilen ve verilmeyen
gruplar, birbirleriyle ve kontrol grubuyla karsilastirilmiglardir. Yiiksek yag ve
kolesterolle beslenen tavsanlarda kontrol grubuna gore, aterom olusumu, plazma lipit
ve peroksit diizeyleri artmis ve kan glutatyon diizeyleriyle, plazma GSH rediiktaz,
GSH-Px ve KAT aktiviteleri azalmistir. Balikyagi destegi yapilan grupta, aterom
olusumu anlamli olarak azalirken, GSH-Px ve GSH rediiktaz aktiviteleri artmuis,
bunlarla birlikte plazma lipit peroksit diizeyleri de artmistir. Balikyagina E
vitamininin eklenmesi GSH rediiktaz aktivitesini daha da artirmis ve peroksit
diizeylerini de duslirmiistiir. Sonugta, balikyaginin hiperkolesteroleminin neden
oldugu oksidatif strese karsi antioksidan savunma sistemlerini gili¢lendirdigi ve E
vitamininin de bu yararli etkileri daha da artirdig1 kanisina varilmistir (70).

Aterosklerozun 6nlenmesinde antioksidan deste8i c¢alismasinin (ASAP) ilk 3
yilinda 136 IU E vitamini ve yavas salinimli C vitamini (2x250 mg) destegi yapilan
erkeklerde karotid arter aterosklerozunun ilerlemesi yavaslamis, ancak kadinlarda
etkili bulunmamistir. Alti yillik destegin, hiperkolesterolemik (Serum kolesterol
degeri >= 5,0 mmol/L) deneklerde karotid (common carotid) arter intima-media
kalinlig1 iizerine olan etkileri incelendiginde ise, her iki cinsiyet grubunda da karotid
arter intima-media kalinliginda anlamli bir azalma gézlenmistir. Bu bulgularin
sonucunda E vitamini ile birlikte yavas salinimli C vitamini suplementasyonunun
hiperkolesterolemik kisilerde aterosklerotik gidisi yavaslattig bilgisi desteklenmistir
(71). Perticone ve ark. hiperkolesterolemik hastalarda atorvastatin ve C
vitamininin etkilerini inceledikleri caligmalarinin sonucunda hiperkolesterolemik
kisilerde endotel bagimli vazodilatasyonun normal kisilere gore bozuldugu,

intra-arteryel C vitamini infiizyonunun asetil kolince yiiriitiilen bozulmus
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vazodilatasyonu diizelttigini ve atorvastatin tedavisinin serum kolesterol ve trigliserit
diizeylerini hizla distirdiigiini  gozlemislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinin
yorumunda, hiperkolesterolemik kisilerde atorvastatinin asetil kolince yiiriitiilen
bozulmus vazodilatasyonu hizla iyilestirdigi ancak normale ¢evirmedigi, bu endotel
disfonksiyonunda siiperoksit anyon iiretiminin énemli rol oynadig1 ve C vitamininin,
muhtemelen serbest radikalleri siipiirerek, endotel bagimli vazodilatasyonda anlaml
bir diizelmeyi indiikledigi kanisina varmislardir (72).

Tim bu bilgilerin 15181nda, bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular nasil
degerlendirilebilir? Her seyden oOnce, yiiksek kolesterollii diyetle beslenen
hayvanlarin serum kolesterol diizeyleri 3 ayda kontrol grubuna gore yaklasik 12
katlik bir artis gostermis, buna karsilik yliksek kolesterollii diyetle beslenen ve
antioksidan vitamin kombinasyonuyla desteklenen hayvanlarda bu artig 9 katta
siirlanmustir. Istatistiksel olarak anlamlilik gdsteren bu bulgu, antioksidan vitamin
desteginin serum kolesterol diizeylerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Literatiirde E vitamininin tek basia serum kolesterol diizeyi tizerine
farkl etkilerini gosteren ¢aligmalar bulunmakta olup (68,69), bizim c¢alismamizdaki
bulgular C ve E vitamini kombinasyonunun serum kolesteroliiniin diizenlenmesinde
E vitamininin tek basina verilmesine gore daha yararli olacagimi diisiindiirmektedir.
Hiperkolesterolemi ateroskleroz olusumundaki major risk faktorlerinden biri
olduguna gore (2), hiperkolesterolemik kisilere kombine antioksidan vitamin destegi
yapilmasi ateroskleroz gelisiminin 6nlenmesinde anahtar rol oynayabilir. Bu goriis
ASAP calismasinin bulgulartyla da desteklenmistir (71).

Oksidan-antioksidan ~ parametreler degisik  dokularda farkli  sonuglar
gostermistir. Buna gore lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan ve onemli bir
oksidasyon gostergesi olarak kullanilan MDA, yiiksek kolesterollii diyetle beslenen
grupta kontrole gore testis dokusunda anlamli olmasa da hafif bir artis gostermis,
antioksidan vitaminle desteklenen grupta ise MDA diger gruplara gore anlamh
olarak diisiik bulunmustur. Bobrek dokusunda yiiksek kolesterolle beslenen her 2
grupta da MDA kontrole gore diisiikken, karaciger dokusunda antioksidan destek
yapilan grupta diger gruplardan diisiik ol¢iilmiistiir. Bu bulgular yiiksek kolesterolle
beslenmenin erken donemde lipit peroksidasyonunda Onemli bir artisa yol

acmadigim1 ve antioksidan vitamin kombinasyonuyla yapilan destegin mevcut
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durumu korudugunu diisindiirmektedir. Antioksidan potansiyel degerlerine
bakildiginda, bobrek ve kalp dokularinda antioksidan vitaminlerle desteklenen grupta
digerlerine gore, karaciger dokusunda yiiksek kolesterollii diyetle beslenen gruba
gore anlamli artiglar saptanmis, testis dokusunda ise ¢alisma gruplarinda kontrole
gore diisilk bulunmustur. Testis dokusu disindaki dokularda antioksidan vitaminlerle
yapilan destegin AOP degerlerini artirict etki yaptigr gozlenmis olmakla birlikte,
testis dokusunda gozlenen sonuglar yiiksek kolesterol diizeylerinin bu dokuda
antioksidan giicii diisiirdiigiinii ve antioksidan vitamin kombinasyonuyla yapilan
destegin antioksidan giicii artiramamasina karsin lipit peroksidasyonunu (MDA
diismiis) azalttigimi gostermektedir. Ayni dokuda kolesteroliin antioksidan enzim
aktivitelerinde anlamli bir degisiklige yol agmadigi da goriilmektedir. Buna gore
kolesteroliin testis dokusunda enzimatik olmayan antioksidan giicii azalttigi, ancak
bunun lipit peroksidasyonunda onemli bir hizlanmaya yol agmadigi sdylenebilir
(MDA diizeyindeki artis anlamli bulunmamuigstir). Testis dokusu disindaki dokularda
antioksidan vitamin kombinasyonuyla yapilan destegin hem enzimatik (bazi
antioksidan enzim aktivitelerinde artis var), hem de enzimatik olmayan antioksidan
giicii artirdig1 distliniilebilir. Testis dokusunda ise antioksidan vitaminler reaktif
oksijen tiirlerini direk olarak etkisiz hale getirmis olabilirler.

Antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisiklikleri dokulara gore
degerlendirecek olursak; bobrek ve karaciger dokularinda, antioksidan destek yapilan
grupta digerlerine gére SOD aktivitesi diisilk, GSH-Px aktivitesi ise yiiksek
Olciilmiis, KAT aktivitesi ise yiiksek kolesterollii diyetle beslenen gruplarda kontrole
gore bobrek dokusunda diisiik, karaciger dokusunda yiiksek bulunmustur. Kalp
dokusunda, KAT aktivitesi gruplar arasinda degisiklik gdstermemis, antioksidan
vitamin destegi yapilan grupta digerlerine gore SOD aktivitesi diisiik (kontrole gore
anlamli, yiliksek kolesterol grubuna gore anlamli olmasa da disiik), GSH-Px
aktivitesi ise ylksek Ol¢iilmiistiir. Testis dokusundaki bulgular SOD aktivitesinde
bobrek ve karaciger dokularindaki bulgulara benzer olmakla birlikte, GSH-PxX
aktivitelerinde anlamli degisiklik yokken KAT aktivitesi antioksidan destek yapilan
grupta digerlerine gore yiiksek bulunmustur. Sonugta hiperkolesteroleminin erken
doneminde antioksidan enzimlerin aktivitelerinde Onemli bir degisiklik

gozlenemedigi ve antioksidan vitamin desteginin GSH-Px ve KAT aktivitelerini
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cesitli dokularda artirirken, SOD aktivitesini diisiirdiigli sdylenebilir. Antioksidan
vitamin kombinasyonuyla yapilan destek siiperoksit radikalini dogrudan yok ederek
SOD aktivitesini baskilamis olabilir. Malondialdehit diizeylerinde go6zlenen
degisiklikler de SOD aktivitesindeki degisikliklere benzer nitelikte olup bu ¢ikarimi
desteklemektedir.

Endojen siiperoksit radikal iiretiminde rol oynadigi i¢in oksidan parametreler
arasinda degerlendirilen XO enziminin aktivitelerine bakildiginda, tiim dokularda
antioksidan destek yapilan grupta digerlerine gore yiiksek degerler saptanmus,
karaciger dokusunda ise yiiksek kolesterolle beslenen calisma grubunda kontrole
gore diisiik Ol¢lilmiistiir. Buna gore kolesterol akut donemde XO aktivitesini 6nemli
bicimde degistirmemektedir. Antioksidan vitamin destegi yapilmasi sonucundaysa,
XO aktivitesi tiim dokularda artmistir. Ksantin oksidaz enzim aktivitesindeki bu
artis, ya niikleotid katabolizmasiin hizlanmasi1 ya da ATP kullaniminin artmasi
sonucu olabilecegine gore, antioksidan vitamin destegi akut donemde niikleotid
yikimi veya ATP kullanimimi artirarak XO enzimini aktive ediyor olabilir. Bunun
sonucunda olusan siiperoksit radikali antioksidan vitaminler tarafindan yok ediliyor
olabilir.

Bu arastirmada diyetle yiiksek oranda kolesterol tiiketiminin oksidatif
reaksiyonlar1 hizlandirdigi gozlemlenemedi. Bunun nedeni erken donemde,
kolesteroliin serbest radikal metabolizmasinda rol alan enzimlerin bazilarin1 aktive
etmesi olabilir. Organizma belki de kolesteroliin oksidan potansiyeline karsi
baslangicta kendisini boyle bir kompansasyon mekanizmasiyla koruyor olabilir.

Serum kolesterol diizeyindeki artis akut donemde antioksidan vitamin
destegiyle bir noktaya kadar kontrol edilebilmis olmakla birlikte, oksidan-
antioksidan parametrelerde gozlenen sonuclar hiperkolesterolemik siirenin kisa
tutulmus olmasina (1 hafta) baglanabilir. Eger hiperkolesteroleminin uzun siireli
etkileriyle birlikte kronik antioksidan vitamin destegini kapsayan calismalar
yapilirsa, antioksidan vitamin kombinasyonuyla yapilacak destegin, serum kolesterol
diizeylerini kontrol edici etkilerini ve oksidan / antioksidan parametreler iizerindeki

diizenleyici rollerini daha net bigimde gézlemlemek miimkiin olacaktir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada analizleri yapilan oksidan / antioksidan parametrelerden saglanan
bulgular, yiiksek serum kolesteroliiniin erken evrede dokularda oksidasyon
reaksiyonlarini hizlandirmadigina isaret etmektedir.

Antioksidan vitamin kombinasyonuyla yapilan destek, yiikksek serum
kolesteroliiniin erken déneminde dokularda hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan antioksidan giicli artirmaktadir.

Bu caligmada o6l¢iilen serum kolesterol degerleri, yiiksek serum kolesteroliine
sahip kisilerde antioksidan vitaminler olan C ve E vitaminlerinin birlikte
kullaniminin serum kolesteroliiniin kontroliinde etkili olacagini gostermektedir.
Elde edilen bulgularin, yiiksek serum kolesteroliiniin erken doénemde yol
acabildigi degisikliklere ve dogal olarak buna bagli bicimde C ve E vitamini
kombinasyonunun da akut donemdeki etkilerine isaret etmekte olduklari,

caligma sonuglar1 degerlendirilirken dikkate alinmalidir.
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OZET

Yiiksek Kolesterollii Diyetin Ratlarda Degisik Organlardaki
Oksidan / Antioksidan Dengesine Etkisi ve Antioksidan Vitaminlerin
Olasi Rollerinin Arastirilmasi

Bu calismada yiiksek kolesterollii beslenmenin ratlarda (si¢anlarda) c¢esitli
organlardaki oksidan-antioksidan dengesine olan etkileri ile C ve E vitaminlerinin
birlikte kullaniminin bu etkilere ve hiperkolesterolemiye karsi olasi rollerinin
arastirilmast amaglanmistir.

Bu amagla, 24 adet Sprague Dawley cinsi albino erkek rat rasgele 3 gruba
ayrilarak 8’er adet rattan olusan kontrol ve ¢aligma gruplari olusturuldu. Kontrol
grubu (Grup-1) 3 ay boyunca normal yemle beslenirken, grup-2 ve grup-3’teki
hayvanlar yiliksek kolesterollii diyetle (% 4 kolesterol, % 1 kolik asit ve % 0,5
tiyourasil iceren yemle) beslendiler. Grup-3°teki hayvanlara calisma siiresince
haftada 3 kez C ve E vitamini verildi (C vitamini 100 mg/kg i.p; E vitamini 60 mg/kg
i.m). Gruplarin calisma bas1 ve sonundaki kan biyokimya parametreleri dl¢iildii. Ug
aym sonunda hayvanlar sakrifiye (kurban) edildikten sonra, bobrek, karaciger, kalp
ve testis dokular ¢ikarilarak, bu dokularda oksidan ve antioksidan parametrelerin
(Malondialdehit-MDA  diizeyleri, Antioksidan Potansiyel-AOP degerleri ile
Siiperoksit Dismutaz-SOD, Katalaz-KAT, Glutatyon Peroksidaz-GSH-Px ve
Ksantin Oksidaz-XO enzim aktiviteleri) analizleri yapildi.

Calisma gruplarinda (Grup-2 ve 3) serum kolesterol diizeyleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiikselmis (Grup-2’de kontrole gore yaklasik 12 kat),
ancak antioksidan vitamin destegi yapilan gruptaki artig, vitamin destegi yapilmayan
gruba gore anlamli bir sekilde daha az olmustur (Grup-3’te kontrole gore yaklasik 9
kat). Oksidan-antioksidan parametrelerde degisik dokularda farkli sonuglar elde
edilmistir. Buna gore bobrek dokusunda, grup-3’te kontrole gére MDA diizeyi ile
KAT aktiviteleri diislik, kontrol ve grup-2’ye gore SOD aktiviteleri diisiik, AOP
degeri, GSH-Px ve XO aktiviteleri yiiksek bulunmus, grup-2’de ise MDA diizeyi ve
KAT aktivitesi kontrole gore diisiik saptanmistir. Kalp dokusunda grup-3’te AOP
degeri, GSH-Px ve XO aktiviteleri kontrol ve grup-2’ye gore yiiksek, SOD aktivitesi
ise kontrole gore diisiik bulunmustur. Karaciger dokusunda grup-3’te kontrol ve
grup-2’ye gore MDA diizeyi ve SOD aktivitesi diisiik, GSH-Px ve XO aktiviteleri
yiiksek, grup-2’ye gore AOP diizeyi yiiksek, grup-2’de de kontrole gore KAT
aktivitesi yiiksek, XO aktivitesi diisiik saptanmistir. Testis dokusunda grup-3’te
kontrol ve grup 2’ye gore MDA diizeyi ve SOD aktiviteleri diisiik, KAT ve XO
aktiviteleri yliksek, grup-2 ve 3’iin her ikisinde de kontrole gére AOP degerleri
diistik bulunmustur.

Bu c¢alismanin sonuglari, yiliksek serum kolesteroliiniin erken evrede
oksidasyona yol agmadigina, ancak bununla birlikte antioksidan savunmanin
giiclenmesinde C ve E vitamin kombinasyonunun yararli olacagina isaret etmektedir.
Bu calismada elde edilen veriler, yliksek serum kolesteroliine sahip kisilerde
antioksidan vitaminler olan C ve E vitaminlerinin birlikte kullaniminin serum
kolesteroliiniin kontroliinde etkili olacagini da géstermektedir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan vitaminler, Hiperkolesterolemi,
Oksidan / Antioksidan denge
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SUMMARY

Effects of High Cholesterol Diet on
Oxidant / Antioxidant Status in VVarious Tissues from Rats
Investigation of Possible Roles of Antioxidant Vitamin Combination

In this study, it was aimed to investigate effects of high cholesterol diet on
oxidant antioxidant status in various tissues from rats and possible roles of the
vitamins C and E combination on these parameters and on hypercholesterolemia.

For this aim, 24 Sprague Dawley type albino male rats were used in the study.
The animals were divided into 3 groups randomly. In each group there were 8 rats.
The control group (Group-1) was fed by a normal laboratory diet. The study groups
(Groups-2 and 3) were fed by high cholesterol diet (4% cholesterol, 1% cholic acid
and 0.5% thiouracil) for 3 months. Rats in the group-3 were given vitamins C and E
three times a week throughout the study (Vitamin C 100 mg/kg i.p; vitamin E 60
mg/kg i.m). At the beginning and end of the study, blood biochemical parameters of
the animals were analyzed. At the end of the 3-month period, all the animals were
sacrificed and their heart, kidney, liver and testis tissues were surgically removed to
measure oxidant and antioxidant parameters (Malondialdehyde-MDA levels,
Antioxidant Potential-AOP values, Superoxide dismutase-SOD, Catalase-CAT,
Glutathione peroxidase-GSH-Px and Xanthine oxidase-XO enzyme activities).

At the end of the study period, serum total cholesterol levels were significantly
higher in the study groups than the control group. However, the increase in the
group-3 was significantly lower than that in the group-2. As to the oxidant-
antioxidant parameters, there were different results among the tissues, significant
ones of which are as follows. In the kidneys of the group-3, MDA levels and CAT
activities were lower than that in the control, AOP values, GSH-Px and XO activities
were higher and SOD activities lower than those in the other groups. In the same
tissues of the group-2, MDA levels and CAT activities were lower than that in the
control. In the heart tissues of the group-3; AOP values, GSH-Px and XO activities
were higher than those in the others, and SOD activities were lower than that in the
control. In the livers of the group-3; MDA levels and SOD activities were lower,
GSH-Px and XO activities were higher than those in the other groups, and AOP
values were higher than that in the group-2. In the liver tissues of the group-2, CAT
activities were higher and XO activities were lower than that in the control group. In
the testis tissues of the group-3, MDA levels and SOD activities were found to be
lower, CAT and XO activities higher than those in the other groups. In the testes of
the study groups, AOP values were found to be lower than that in the control group.

In conclusion, our results suggest that hypercholesterolemia does not lead to
oxidation reactions in the early phase. However, the results also show that
antioxidant vitamin combination is helpful to improve antioxidant power in the
tissues. Moreover, it is suggested that the combination of vitamins C and E is
effective in the management of serum cholesterol levels in hypercholesterolemic
patients.

Key Words: Antioxidant vitamins, Hypercholesterolemia,
Oxidant / Antioxidant status
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