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Ozet

Summary

Bu ¢alisma, ratlarda diyetle katesin alimimin eritrosit an-
tioksidan enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonu (Lpx) iize-
rine etkilerini aragtirmak amaciyla yapildi. Birinci grup ratlar,
standart diyetle, ikinci grup ratlar standart diyete %1 oranin-
da katesin ilave edilerek ii¢ hafta siireyle beslendi. Eritrosit
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktiviteleri ve Lpx seviyeleri spektrofotometrik yéntemle
6lciildii. Katesin verilen grubun, eritrosit SOD ve GSH-Lpx ak-
tiviteleri kontrol grubuna gorve onemli derecede yiiksek bu-
lunurken (siraswyla p<0.05, p<0.01), Lpx seviyeleri diisiik bu-
lundu (p<0.01). Katesin verilen grubun, eritrosit SOD ile Lpx
diizeyleri ve GSH-Px ile Lpx diizeyleri arasinda negatif iliski
tesbit edildi (sirasyla r=-0.881 p<0.01, r=0.635 p<0.05).
Sonug olarak, diyetle katesin alimi, eritrosit Lpx diizeylerini
anlamli olgiide diigiirdii. Kateginin bu etkisinin, antioksidan
enzim aktivitelerini indiiklemesine bagl olabilecegi yorum-
land.

Anahtar Kelimeler: Katesin, Glutatyon peroksidaz,
Siiperoksit dismutaz,
Lipid peroksidasyonu
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The purpose of this investigation was to study the effect
of dietary consumption of the catechin on erythrocyte antioxi-
dant enzyme activities and lipid peroxidation (Lpx) in rats. The
first group of rats was fed a commercial basal diet as control
group. Second group was given the same basal diet supple-
mented with 1% catechin for three weeks. Erythrocyte super-
oxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and
Lpx levels were measured by spectrophotometric methods.
Erythrocyte SOD and GSH-Px activities were significantly
higher (p<0.05, p<0.01 respectively) and, Lpx levels lower
(p<0.01) in catechin supplemented group than those of con-
trols. There was a strong negative relationship between GSH-
Px and Lpx levels (r=-0.881 p<0.01) and a relatively weak
negative relationship between SOD and Lpx levels (r=0.635
p<0.05) in catechin group. The results suggest that dietary
supplementation of catechin causes a decrease in erythrocyte
Lpx level and this effect may be originated from induction of
antioxidant enzymes.
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Bu makale XVI. Gevher Nesibe Tip Giinleri 'nde bildiri olarak
sunulmustur. I. Deneysel ve Klinik Arastirma Kongresi ve
“Workshop "u 18-21 Mayis 1998, Kayseri.
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Deneysel ve epidemiyolojik caligmalar,
aterosklerozis ve kanser gibi kronik hastaliklarin
bircogunun patogenezi ve ilerlemesinde oksidatif
stresin Onemli roliiniin oldugunu gostermektedir
(1). Cesitli nedenlerle olusan oksidan strese karsi
canlida siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon per-
oksidaz (GSH-Px) ve katalaz gibi enzimatik, alfa-
tokoferol, askorbik asit ve beta-karoten gibi enzi-
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matik olmayan endojen antioksidan savunma
mekanizmalar yeterli olamamakta, oksidan/antiok-
sidan denge oksidan tarafa dogru kayabilmekte, en-
dojen antioksidanlarin yeterli olamadig1 durumlar-
da, eksojen antioksidanlara gereksinim duyulmak-
tadir (2). In vitro yapilan calismalarla oksidanlar,
biitillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis
hidroksianizol (BHA), katekoller ve pirogalloler
gibi  sentetik antioksidanlarla da inhibe
edilebilmektedir (3). Ancak, sentetik antioksidan-
larin bir¢ok toksik etkileri nedeni ile arastirmalar
dogal antioksidanlar {izerinde yogunlagmuistir.

Cok yaygin bir sekilde tiiketilen ¢ay, gelenek-
sel dogal iceceklerdendir. Birgok g¢alismada, kuru
cay yapraginda yaklasik %30 civarinda bulunan
polifenol grubundan katesin maddesinin, an-
tikanserojenik (4), antimutajenik (5) ve hipolipi-
demik (6) etkilerinden s6z edilmistir. Bu etkilerin
yani sira son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, ¢ok
giliclii bir dogal antioksidan oldugu da tesbit
edilmistir (7). Sarafani ve ark. (8), ¢ayn antioksi-
dan etkisinin, igerdigi katesin maddesi ile iliskili
oldugunu gostermislerdir. Katesinin antioksidan
potansiyeli ile ilgili birgok ¢alisma (3,7,8) yapilmis
olmakla birlikte mekanizma heniiz yeterince agik-
liga kavusturulamamaistir.

Calismamizda, katesinin antioksidan enzim
aktiviteleri ile lipid peroksidasyon seviyesi iizerine
olan etkisini degerlendirmek amaciyla, diyetlerine
katesin ilave edilen ratlarin eritrositlerinde, SOD ve
GSH-Px enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon
seviyeleri (Lpx) ol¢iildii.

Materyel ve Metod

Calismada, ortalama 120-130 g canli agirhigin-
da 20 adet Spraque-Dawley erkek ratlar kullanildi.
Ratlar ~ Farmakoloji ~ Deneysel  Arastirma
Laboratuvari’ndan saglandi. Hayvanlar deneme
siiresince, klimali odada 20+2°C’de, %40’lik nisbi
nem ve 12 saat aydmlik/karanlik ortamda tutuldu.
Deney hayvanlari rastgele segimle iki gruba ayrildi.
Birinci grup, %1 oraninda katesin ilave edilmis
diyetle, ikinci grup ise standart rat yemi ile ii¢ haf-
ta boyunca beslendi. Katesin, Sigma Firmasi’ndan
(St. Luis MO, USA) satin alindi. Ratlar galigma
boyunca bir hafta araliklarla tartildi. Ugiincii haf-
tanin sonunda kan Ornekleri eter anestezisi altinda
enjektorle kalbe girilerek alindi. Alinan heparinize
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kanlar 1500xg’de 10 dakika santrifiij edilerek erit-
rositler plazmadan ayrildi. Eritrosit slispansiyonu
izotonik NaCl ile renksiz siipernatan elde edilin-
ceye kadar yikandi. Bir kisim paket eritrosit Lpx
seviyeleri c¢alisilmak {izere ayrildi. Eritrosit mem-
bran1 Lpx seviyeleri Jain ve ark. (9)’'nin metodu ile,
Lpx icin iyi bir indeks olarak kabul edilen tiyobar-
bitiirik asid (TBA) olusumunun kolorimetrik olarak
Olciimii prensibine gore calisildi. TBA igin molar
absorbsiyon katsayisi 1.56x10° M-! cm! alind1.

Diger kisim, dort kisim distile su ilave edilerek
hemolize edildi ve hiicre membranlarini ayirmak
tizere 1500xg ve 5000xg’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatanlar alinarak antioksidan enzim ak-
tiviteleri dlglilmek iizere -85°C’de bekletildi.

Eritrosit GSH-Px ve SOD aktiviteleri RAN-
DOX (RANSEL ve RANSOD, UK) marka ticari
kitler kullanilarak Boehringer Mannheim Hithachi
911 otoanalizoriinde dl¢iildii.

Istatistiksel analizler “SPSS 6.0 for Windows”
programinda yapildi. Sonuglar, Kolomogorov-
Smirnov ve Levene uygunluk testleri ile analiz
edildi. Verilerin normal dagilim gésterdigi bulundu.
Grup ortalamalar1 Student’s t testi ile degerlendiril-
di. Sonuglar ortalama = SD olarak ifade edildi.
Parametreler arasindaki iligkiler Pearson korelas-
yon analizi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular

Normal ve katesinli diyetle beslenen ratlar
arasinda agirlik yoniinden 6nemli bir fark yoktu.
Ayrica her iki grup arasinda, ¢alisma boyunca can-
I1 agirlik kazanglarinda bir fark tesbit edilmedi.

Katesin ve kontrol gruplarinin laboratuvar bul-
gulart Tablo 1’de verilmistir. Tablo 1’den de
goriildiigii gibi, katesin grubunun eritrosit SOD ve
GSH-Px aktiviteleri kontrol grubuna goére onemli
derecede yiiksek bulunurken (sirasiyla p<0.05,
p<0.01), lipid peroksidasyon seviyeleri diisiik bu-
lundu (p<0.01). Ayrica kontrol grubunun para-
metreleri arasinda 6nemli bir iliski bulunamaz iken,
katesin grubunun eritrosit Lpx seviyeleri ile SOD
ve GSH-Px aktiviteleri arasinda negatif (sirastyla
r=-0.881 p<0.01, r=0.635 p<0.05), SOD ile GSH-
Px aktiviteleri arasinda pozitif iliski tesbit edildi
(r=0.554 p<0.05) (Tablo 2).
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Tablo 1. Katesin ve kontrol grubundaki ratlarin
eritrositlerinde Olclilen Lpx, SOD ve GSH-Px
degerleri ve istatistiksel karsilagtirma sonuglari

Katesin Kontrol

Grubu Grubu
Parametre n=10 n=10 P
Eritrosit Lpx 3.9+0.6 5.8+0.4 <0.01
(n mol MDA/g Hb)
Eritrosit SOD 520.9+£77.1  465.4+64.3 <0.05
(U/g Hb)
Eritrosit GSH-Px 352.1+£38.3  274.2+34.3 <0.01
(U/g Hb)

Tablo 2. Korelasyon analizi sonuglari

Parametreler Kontrol Grubu Katesin Grubu

r P r P
MDA - GSH-Px -0.353 >0.05 0.635 <0.05
MDA - SOD -0.459 >0.05 -0.881 <0.01

SOD - GSH-Px 0.486 >0.05 0.554 <0.05

Tartisma

Biyomembranlar, igerdikleri doymamis yag
asitlerinden dolay1 serbest radikal hasarina karsi
olduke¢a duyarli yapilardir. Eritrositlerin igerdikleri
antioksidatif enzimlerin fazlaligt ve membran
yapilarinin lipid peroksidasyonuna kars1 duyarli ol-
malar1 nedeniyle, bu ¢alismada, katesinin oksidatif
ve antioksidatif etkileri, eritrositler tiizerinde
aragtirildi.

Cayda bulunan polifenol grubundan katesin
maddesinin antioksidan etkileri ve lipid peroksi-
dasyon seviyeleri ilizerine olan etkileri ile ilgili
olarak, deney hayvanlari ve insanlar iizerinde
yapilan c¢aligmalar yogunlasarak silirmektedir
(7,8,10-17). Yapilan bu arastirmada, diyetlerine %1
oraninda katesin ilave edilen ratlarin eritrosit Lpx
seviyeleri kontrol grubuna gdre 6nemli derecede
diisiik bulundu. Nanjo ve ark. (10) da, ratlara ayn
oranda katesin vererek yaptiklari ¢alismada Lpx se-
viyelerini 6nemli derecede diisiik bulmuslardir.
Katesin maddesinin Lpx seviyelerini nasil
diisiirdiine dair net bir agiklama olmamakla birlikte
simdiye kadar farkli goriisler ortaya konulmustur.
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Katesinin Lpx seviyesini diisiiriicii etkisi, genelde
katesin maddesinin igerdigi hidroksil gruplarinin
fazlalig1 nedeni ile direkt serbest radikal temizleyi-
ci aktivite gostermesine (11,12), alfa-tokoferol ile
sinerjistik calisarak alfa-tokoferoliin rejenere ola-
bilmesi icin hidrojen molekiilii vererek serbest
radikal zincir reaksiyonunu kirma fonksiyonuna
(13), diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidas-
yonunu Onlemesine (14) ve/veya selatdr gibi
davranip, demir ve bakir1 baglayarak serbest
radikal olusumunu Onlemesine baglanmaktadir
(15).

Antioksidan savunma mekanizmalarinin en
onemlilerinden olan antioksidan enzim aktiviteleri
tizerine katesinin etkisi ile ilgili calismalar oldukca
simirlidir. Zin ve ark. (16) ve Yoneda ve ark. (17),
katesinin bagirsak ve beyin dokularinda SOD ak-
tivitesini yiikselttigini gostermislerdir. Bu ¢aligma-
da, katesin verilen ratlarda eritrosit SOD ve GSH-
Px aktiviteleri yiikksek bulundu. Arastirmacilarin
SOD ile ilgili bulgulari, bu bulgularn destekler
mahiyettedir. Bununla birlikte, katesinin GSH-Px
aktivitesi iizerine etkileri ile ilgili herhangi bir lite-
ratlire rastlanamamustir.

Caydaki katesin maddesinin, bilinen higbir
toksik ve metabolik yan etkisinin olmamasina
kargin, faydali etkilerine dair bir¢ok c¢aligmalar
vardir. Tablo 1, 2’de goriildiigii gibi, katesin
grubunda eritrosit Lpx seviyeleri diiserken, SOD ve
GSH-Px aktivitelerinin yiikselmesi ve Lpx ile SOD
ve GSH-Px degerleri arasinda saptanan Onemli
negatif iligkiler, katesinin, diger antioksidan savun-
ma mekanizmalar yaninda antioksidan enzim ak-
tiviteleri lizerine olan etkilerinin de savunmada
onemli rolliniin olabilecegini godstermektedir.
Ancak, katesinin antioksidan enzimleri hangi
mekanizma ile indiikledigine dair bilgiler yeterli ol-
madigindan daha ileri arastirmalara gereksinim
vardir.

KAYNAKLAR

1. Halliwell B, Gutteridge JMC, Cross CE. Free radicals, an-
tioxidants and human disease: where are we now? J Lab
Clin Med 1992; 119:598-620.

2. Stein U. Free radicals and antioxidants. Rev Bras Neurol
1994; 30:125-7.

3. Jha HC, Recklinghausen GV, Zilliken F. Inhibition of in vit-
ro microsomal lipid peroxidation by isoflavonoids.
Biochem Pharmacol 1985; 34:1367-69.




Abdurrahim KOGYIGIT ve Ark.

4. Wang ZH, Das M, Bickers DR, Mukhtar H. Interaction of
epicatechins derived from green tea with rat hepatic cy-
tochrome P-450. Drug Metab Disp 1988; 16:98-103.

5. Kada T, Kaneko K, Matsuzaki S, Matsuzaki T, Hara Y.
Detection and chemical identification of natural bio-an-
timutagens. A case of the green tea factor. Mutation Res
1985; 150:127-32.

6. Maramatsu K, Fukuyo M, Hara Y. Effect of green tea cate-
chins on plasma cholesterol level in cholesterol-fed rats. J
Nutr Sci Vitaminol 1986; 32:613-22.

7. Lotito SB, Fraga CG. Catechin prevents human plasma oxi-
dation. Free Radic Biol Med 1998; 24:435-41.

8. Sarafani M, Ghiselli A, Ferro-Luzzi A. In vivo antioxidant
effect of green and black tea in man. European J Clin Nutr
1996; 50:28-32.

9. Jain SK, Levine SN, Duett J, Hollier B. Elevated lipid per-
oxidation levels in red blood cells of streptozotocin-treated
diabetic rats. Metabolism 1990; 33:971-5.

10.Najo F, Honda M, Okushio K, Matsumato N, Ishigaki F,
Ishigami T, Hara Y. Effects of dietary tea catechins on al-
pha-tocopherol levels, lipid peroxidation and erythrocyte
deformabiliy in rats fed on high palm oil and perilla diets.
Biol Pharm Bull 1993; 16:1156-59.

KATESIN ALIMININ ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERI VE LiPiD PEROKSIDASYON SEVIYELERI...

11.Rafat Husain S, Cillard J, Cillard P. Hydroxyl radical scav-
enging activity of flavonoids. Phytochemistry 1987;
26:2489-91.

12.Kumari MVA, Yoneda T, Hiramatsu M. Effect of “BETA-
CATECHIN” on the life span of senescence accelerated
mice (Sam-P8 strain). Biochem Mol Biol Int 1997,
41:1005-11.

13.Rice-Evans C. Plant polyhenols: free radical scavengers or
chain-breaking antioxidants? Biochem Soc Symp 1995;
61:103-16.

14.De Walley CV, Rankin SM, Hoult JRS et al. Flavonoids in-
hibit the oxidative modification of low density lipoproteins.
Biochem Pharmacol 1990; 39:1743-49.

15.Morel I, Lescoat G, Cillard P. Role of flavonoids and iron
chelation in antioxidant action. Method Enzymol 1994;
234:437-43.

16.Zin P, Zhao J, Cheng S et al. Experimental studies of the in-
hibitor effect of green tea catechin on mice large intestinal
cancer induced by 1,2 dimethylhydrasine. Cancer Letters
1994; 79:33-8.

17.Yoneda T, Hiramatsu M, Sakamoto M, Togasaki K,
Komatsu M, Yamaguchi K. Antioxidant effects of “beta cat-
echin”. Biochem Mol Biol Int 1995; 35:995-1008.

T Klin Tip Bilimleri 2000, 20



