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ONSOZ

Kursun insan ve havyan saghgim etkileyen agir metaldir. Kursun toksik
etkisini fizyolojik antioksidan kapasiteleri bozarak veya azaltarak gosterir. Zeytin
meyvesi (Olea europaea L) ve yapragi yararh etkileri nedeniyle yiizyillardir birgok
medeniyet tarafindan kullanilmistir. Zeytin meyvesinden elde edilen sizma zeytinyagi
icerdigi yiiksek polifenolik bilesikler, zeytin agaci1 yaprag: ekstrakti icerdigi yiiksek
oleuropein ile antioksidan etki  gostermektedir. Calismamizda  kursun
toksikasyonlarinda sizma zeytinyagi ve zeytin agaci yapragi ekstraktinin bu toksisiteyi

engelleme 6zelligi olup olmadig: arastirilmistir.

Ankara Universitesi Veteriner Fizyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirdigim
doktora egitimim siiresince bana emek veren ve ¢ok degerli katkilar1 olan tez
danismanim Saym Prof. Dr. Cigdem ALTINSAAT basta olmak iizere Fizyoloji
Anabilim Dali Bagskan1 Saymn Prof. Dr. Nesrin SULU’ ya, calismada 6l¢iimlerin
yapilmasinda emegi gecen Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr.
Tevhide SEL’ e, calismada kullandi§im zeytin agaci yapragi temin eden A.U Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii 6gretim iiyesi Saym Dog. Dr. Miicahit Taha
OZKAYA ‘a, sizma zeytinyag1 ol¢iimlerindeki yardimlarindan dolay1 A.U. Gida
Miihendisligi Ogretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Aziz TEKIN ‘e ve Adnan Menderes
Universitesi Gida Miihendisligi 6gretim iiyesi Yrd.Dog¢.Dr Asli YORULMAZ’a, 6ziit
elde edilmesindeki yardimlarindan dolayr A.U Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi
Anabilim Dali 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr. Murat KARTAL ve Dr. Mahmut
ASKER’e, calismada istatistiksel analizleri yapmamda yardimci olan Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fizyoloji Anabilim Dali  Ogretim Uyesi
Yrd.Dog¢.Dr.Aykut Goktiirk UNER’e, tezin diizenlemesindeki katkilarindan dolay:
Trakya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii
Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Siileyman KOK, Biyoteknoloji ve Genetik Boliimii
doktora 6grencisi Uzman Biyolog Giilden VAPUR ’a, deney siirecinde yardimlarini

esirgemeyen Veteriner Hekim Hakan ASLAN ve Veteriner Hekim Hilal BALIKCID’
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ya, Fizyoloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dal1 6gretim {iyelerine, sizma
zeytinyaginin teminindeki katkilarindan dolayir Laleli Zeytinyagi firmasina, beni
destekleyen ve sans getiren Dilek YILMAZ ‘a ve benden destegini higbir zam3an

esirgemeyen aileme ve tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.
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1. GIiRIS

1.1. Diinyada ve Tiirkiye' de Zeytin ve Zeytinyagi

Zeytin Oleaceace ailesine ait zeytin agaci Olea europaea L.’nin meyvesi olup
diinyada 80 degisik isimle adlandirilmaktadir. Olea genusu i¢inde 30 tiir olmasina
ragmen bunlardan en énemlsi Olea europaea L. dir. Ulkemizde Olea europaea L. tiirii
iki ¢esit ile temsil edilmektedir. Bunlar Olea europaea L. var. zhukovsky ve Olea
europaea L .var. sylvestri (miller) Lehr’ dir (Altinyay, 2006 ve Hashmi ve ark., 2015).

Oleacea familyas1 Olea europaea L. olarak adlandirilan cinsinin bir tiirii olan
zeytinin ana vatani Glineydogu Anadolu bolgesini de i¢ine alan Yukar1t Mezopotamya
Giiney On Asya’dir. Zeytin Misir iizerinden Tunus ve Fas, Anadolu boyunca Ege
adalarina, Kuzey Iran iizerinden Pakistan ve Cin'e kadar yayilmistir (Hashmi ve ark.,
2015 ve Ozkaya ve ark., 2010).

Neolitik donemde Akdeniz bolgesindeki halklar tarafindan zeytinin toplandig,
milattan 6nce (M.O.) 3. yiizyilda halk kiiltiiriine alindig1, farmakolojik ve kozmetik
olarak kullanildig1 arkeolojik kanitlarla gosterilmektedir. Zeytin agacinin kiiltiir
yetistiriciliginin ilk kez M.O. 4000’ lerde Anadolu, Dogu Akdeniz ve Giiney On
Asya’da Samiler tarafindan gerceklestirildigi diisiiniilmektedir. Anadolu’da yapilan
kaz1 galismalar ile zeytin ve zeytinyagi kullanrminm M.O. 3000°li yillara kadar
uzandi81 ortaya konmustur. Zeytin ile ilgili bilinen en eski kalintilara Hatay ve Mardin
illerinde  rastlanilmasi, zeytinin  anavatanin = Anadolu  oldugu yargisin

kuvvetlendirmektedir (Barbaro ve ark., 2014 ve Oztiirk ve ark., 2009).

Ik Grek ve Roma yazitlarinda zeytin baris ve birlikteligin ebedi simgesi olarak
bircok efsaneye konu olmus, eski uygarliklarin yazitlarinda ve kutsal kitaplarda yer
almistir. Eski Yunan metinlerinde zeytin agact kesmenin idam cezas1 ile
cezalandirildigi, Hipokrat’in zeytinyagini tedavide kullanmasi ve Romalilarin
yemeklerinde sadece zeytinyagi kullanmis olmalari ile ilgili bilgilerin bulunmasi bu
medeniyetlerin zeytine verdigi onemin en biiyiik gostergesidir (Barbaro ve ark., 2014;
Hashmi ve ark, 2015 ve Ozkaya ve ark., 2010).



Zeytin agaci 30°- 45° enlemler arasinda kuzey yarmm kiirede Akdenize kiyis
olan iilkelerde ve Akdeniz iklimi olan cografyalarda yetisen akdenize 6zgii bir agactir

(Oztiirk ve ark., 2009).

Tiirkiye'de zeytincilik Cumhuriyet sonrasi tarimin en Onemli faaliyet
alanlarindan biri olmustur. Mustafa Kemal Atatiirk’iin direktifleri ile 1937 yilinda
Bornova Zeytincilik Aragtirma Enstitiisii kurulmus, ilk zeytinyagi ihracat1 1961-1962
doneminde gerceklestirilmistir. Ulkemizde 2000°1i yillardan bu yana 6zellikle sofralik
zeytin ve zeytinyagi Uretiminde nitelik ve nicelik olarak ciddi gelismeler olmustur.
Diinyada en biiyiik zeytin iireticisi Ispanya olup onu italya ve Yunanistan takip
etmektedir. Ayrica, Amerika Birlesik Devletleri ve Arjantin’de de zeytin
tiretilmektedir. Ulkemiz 2.707 milyon ton zeytinyag: {iretimi ile tiim diinyadaki iiretim
havuzunda %4,7’lik paya sahiptir. Bu rekolte ile diinya da 5. siradadir. 2007 yili
verilerine gore diinyada 8,3 milyon hektar alanda 17 milyon ton dane zeytin iiretiminin
%090°1 sekiz Akdeniz lilkesinde gerceklesmektedir. Tirkiye'de zeytin iiretim alam
yaklasik 732,314 hektar olup toplam tarim alanlarmnin %2,3’iinii, bag-bahge
alanlarinin ise %?22’sini olusturmaktadir. Zeytincilik iilkemizde 36 ilde 270 ilgede
yapilmakta olup 155.428.192 zeytin agaci varligi ve 1.098.774 ton zeytin lretimi
bildirilmektedir (Anonim 2011; Anonim, 2013; ve Hashmi ve ark, 2015).

Uluslararas1 Zeytinyagr Kodeksi ve Avrupa Birligi ile uyumlu Tiirk Gida
Kodeksi Zeytinyagi ve Pirina Yagi Tebligi’ne gore zeytinyaglari dort ana gruba
ayrilmistir. Bunlar natiirel zeytinyaglar1 (virgin olive oil), rafine zeytinyagi (refined
olive oil), rivirea (pure olive oil) ve ¢esnili zeytinyagidir. Natiirel zeytinyaglari kendi
iginde ti¢ alt gruba ayrilmis, natiirel sizma (extra virgin olive oil), natiirel birinci (virgin
olive oil), ve ham zeytinyagi (lampant) olarak adlandirilmistir. Natiirel sizma
zeytinyagi; kokusu ve tadinda kusur olmayan, dogrudan tiiketime uygun, serbest
asitlik derecesi (oleik asit cinsinden) en ¢ok %0,8 olan dogal zeytinyagidir (Anonim,
2010).



Cizelge 1.1. Avrupa Biriligi iilkeleri ve Tiirkiye’de zeytinyag iiretimi, tiiketimi ve kisi bag1

tiiketimi (kg) (Anonim, 2013a)

Uretim /1000 ton Toplam tiiketim /1000 ton
Kisi basi tiiketim (kg/kisi)
Yil
A.B Tiirkiye A.B Tiirkiye A.B Tiirkiye
1990 993,7 80 1,2145 55 3,3 1
2013 2,308 180 1,748 150 5 1
2016 2322 177 1,414 130 6,6 2

Istatistiklere (Cizelge 1.1) gore iilkemizde kisi basina tiiketilen zeytinyaginin
tiim bitkisel yag tiiketimi icindeki oran1 %8 iken bu oran italya' da %52,3 Ispanya 'da
%36,2’dir. Diger Akdeniz iilkerleri ile karsilagtirildiginda zeytinyagi tiiketiminin az
olmasi, lilkemizde zeytinyaginin insan sagligina katkis1 ve diger bitkisel yaglara daha
tistiin niteliklere sahip oldugu gerceginin yeterince anlasilmadiginin bir gostergesidir

(Anonim, 2013).

1.1.1. Sizma Zeytinyagi

Serbest radikaller ve oksidatif stres giiniimiizdeki birgok kronik hastaligin en
onemli aracilar1 olarak bilinmektedir. Bu nedenle insanlar serbest radikalleri etkisiz
hale getirebilen antioksidan Ozellikteki gidalar1 giinliik diyetlerinde tiiketmeye
baslamislardir. Son yillarda Akdeniz diyeti ve bu diyette yer alan gidalar, saglik
tizerine 6nemli fizyolojik etkilerinden dolay1 kapsamli olarak arastirilmaktadir. Zeytin
ve sizma zeytinyagi Akdeniz tarzi diyetin temelini olusturmaktadir. Sizma zeytin
yaginin; lipit profilini, insiilin direncini, lipit ve DNA oksidasyonunu, yangiyi,
endotelial fonksiyonlari, trombotik faktorii ve kan basincini sagliga olumlu yonde
degistirdigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Barbaro ve ark., 2014; Bozdogan
ve Altan, 2008; Covas ve ark., 2015 ve Omar, 2010a).

Sizma zeytinyagi, zeytin meyvesinin direkt preslenmesi veya santrifigasyonu

ile rafinerizasyon gergeklestirilmeden elde edilir. Beslenme ve saglik i¢in 6nemli bir

3



kaynak olan sizma zeytinyagi, peroksidasyona direncli oleik asit ve dengeli miktarda
coklu doymamis yag asidi ve cok miktarda dogal antioksidan igerir. S1izma zeytinyagi
polifenoller, a- tokoferol, fosfolipidler, karotenoidler, klorofiller ve steroller gibi ¢ok
sayida yararl bilesikler ile skualen ve terpenonidler icermektedir (Bozdogan ve Altan
2008; Kalogeropoulos, 2010).

Cizelge 1.2. Zeytinyaginin bilesimi (Tirkoglu ve ark., 2012; Anonim,2013b)

Zeytinyagi 100 gr (109 ml)
Enerji 885 kcal
Karbonhidrat 0
Yag 100 gr
- doymus 14 gr
- tekli doymamus 73 0r
- ¢oklu doymamis 11 gr
. Omega 3 159r<
. Omega 6 3,5-10 gr
Protein 0
Vitamin E 14 mg (%93)
Vitamin K 62 pg (%59)

Zeytiyagimin kimyasal yapist tekli doymamis (MUFA) ve ¢oklu doymamis
(PUFA) yag asitlerinden olusur. Bu bilesim kardiyovaskiiler hastaliklardan koruma
ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)'lerin oksidasyonunu azaltir. Zeytinyaginin
besin degerleri i¢inde doymus yag asidi oran1 %11,38 iken, %68,21 liikk kismini
MUFA, %9,89 PUFA olusturmaktadir (Cizelge 1.2.) (Cicero ve ark., 2008; Pedersen
ve ark., 2000 ve Penalvo ve ark., 2016).

Zeytinyag1 farkli metodlarla tiretilebilmekte ve iiretim teknigindeki farklilik
zeytinyaginin bilesimini ve saglik iizerine olumlu etkilerini degistirmektedir. Mekanik
yontemle elde edilebilmeleri nedeniyle naturel olanlar zeytinyaginin en dogal ve en
faydalanilabilir halidir. Naturel zeytinyagmin %98-99’luk kismi yag asitleri ve
gliseridlerden, %1-2’lik kismi sabunlasmayan ve minér bilesenler olarak ifade

edilebilecek yapilardan olusmaktadir (Cizelgel.3). Rafinasyon sirasinda suda ¢oziinen
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bilesenler kaybolmaktadir. Oysa naturel zeytinyaginda bu bilesenlere yiiksek oranda
rastlanmakta ve olumlu etkileri ortaya ¢ikmaktadir (Covas ve ark., 2015; Mackenbach,
2007 ve Omar, 2010b).

Cizelgel.3. Sizma zeytinyaginin bilesenleri (Anonim, 2013b ; Cert ve ark., 2000; Kiritsakis
ve Min, 1989)

Sizma zeytinyag1

I —

Major Bilesenler (%99) Minér Bilesenler (%1)
(Sabunlasan Maddeler) (Sabunlagsmayan Maddeler)

Fenolik bilesikler (30-500 mg/kg)
Hidroksitirozol

Tirozol Aroma bilesenleri
Yag asitleri Oleuropein 200-500 mg/kg
Ligstirozid
Tekli doymamis (MUFA) (%56-83) Fosfolipidler
Oleik asit Alfa-tokoferol (12-150 mg/kg) (40-135 mg/kg)

Palmitooleik asit

Steroller (18-26 mg/kg)
Beta sitasterol (%96

oklu doymamis (PUFA) (%1.5-20 Alifatik alkoller

i st 059 028 moko
Stigmasterol (%1)
Hidrokarbonlar (0,75 mg/kg)
Doymus (%0,5-20) Squalen,
Palmitik asit Beta Karoten
Stearik asit Triterpenik
icari alkoller
Cliseridler Oleik- Oleik- Oleik (0,25 mg/kg)
Pigmentler Siklo artenol

Palmitik- Oleik-Oleik
Oleik-Oleik-Linoleik
Stearik- Oleik-Oleik

Klorofil (1-10 mg/kg)
Feofitin (0,2-24 mg/kg)

Depolama sirasinda sizma zeytinyagindaki yag asitleri oksidatif par¢alanmaya
ugrar ve hidroksiperoksid gibi kokusuz molekiiller ve onlarin ikincil iriinleri ortaya
cikar. Lipit oksidasyonu lipidlerin molekiiler oksijen (O2) ile kendi katalizledikleri
mekanizma ile gergeklesir. Bu reaksiyonun aktivasyon enerjisinin yiiksek olmas ile
birlikte lipit oksidasyonunun baslamasi, hidroksiperoksidleri kullanan bakir ve demir
gibi metal katalizorlerin ortamda bulunmasi veya 1s1ga maruz kalma ile yagin yapisinin

bozulmast hizlanir. Sizma zeytinyaginin oksidatif zarara kars1 dayanikliligi baslica
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MUFA/PUFA orant ve mindr komponentlerin varligt ile ilgilidir. Mindr polar
komponent (MPC) varligi zeytinyagini oksidasyona karsi korur. Bu &zellik diger
yaglara gore sizma zeytinyaginin daha uzun raf 6mrii olmasini, besleyici ve lezzetsel
Ozelliklerini daha uzun siire korumasini saglar. Yagin icerigindeki fenolik maddeler
radikal baglama, hidrojen atom transferi, metal selasyon gibi ¢esitli mekanizmalar ile
oksidasyonu engeller. Ortamda bakir gibi metallerin bulunmasi dekarboksimetil
oleuropein aglikonun izomer formlarinda 6nemli bir azalmaya neden olarak
zeytinyagiin antioksidan 6zelligine zarar verir. Depolama sirasinda zeytinyaginin
metal kaplarda saklanmasi olumsuz bir duruma neden olur. Bu nedenle zeytinyaginin
cam kaplarda saklanmasi oleuropein aglikon diizeyinin korunmasini sagladig i¢in

daha giivenlidir (Bendini ve ark., 2006; Covas ve ark., 2015 ve Deiana ve ark., 2007).

Zeytinyaginda bulunan o-difenolik ve monoterpenik ¢oklu fonksiyona sahip
fenolik bilesikler lezzetsel ve duyusal 6zellikleri etkiledikleri gibi {iriiniin tazeligini de
etkilemektedirler. Biofenoller zeytin tanesinin ve zeytinyaginin stabilitesini ve
organaleptik 6zelliklerini saglar (Bianco ve Uccella, 2000). Monoterpenler igeren
bilesiklerin antibakteriyel etkileri oldugu bildirilmektedir (Kubo ve ark., 1995).

Zeytinyaginda bulunan yag asitleri ve gliserol suda hemen hemen hig
¢ozlinmeyen nonpolar hidrokarbon tasiyan hidrofobik lipitlerdir. Adipoz dokuda
depolanirlar ve biyolojik zarlarin 6nemli yapi taslar1 olarak gorev yaparlar (Harper,
2004). Epidemiyolojik ¢alismalar Akdeniz tarzi beslenmenin kardiyovaskiiler hastalik
riskinde azalma ile iligkili oldugunu gostermistir (Covas ve ark., 2015 ve Hashmi ve
ark., 2015).

Doymus yag igeren diyetle karsilastirildiginda, Akdeniz tipi yemeklerin
hazirlanmasinda kullanilan yagin oleik asitten zengin sizma zeytinyagi oldugu goriiliir.
Akdeniz tarzi diyette ozellikle sizma zeytinyaginin ¢ig olarak sikca tiiketilmesinin
icerigindeki oleik asit ve benzeri doymamis yag asitlerine bagli olarak kan lipit
diizeylerini dengeledigi ve kan basinglarini diistirdiigii bildirilmektedir (Castaner ve
ark., 2012; Covas ve ark., 2006; Fito ve ark., 2007; Hashmi ve ark., 2015 ve Priora ve
ark., 2008). Trichopul ve ark. (1995), Yunanistan 'da yaptiklar bir calismada her giin
bir kereden fazla sizma zeytinyagi tiikketen kadinlarda meme kanseri riskinin %25’den

az oldugunu bildirmislerdir.



Sizma zeytinyagi diger bitkisel yaglara gore yiiksek miktarda MPC igerir.
Minor polar komponentler iki sekilde siniflandirilir. Bunlar 1- saponize edilemeyen
(sabunlagsmayan) bilesikler (skualen, steroller, triterpenenler ve pigmentler) 2- yagin

saponifikasyondan sonra solventinden elde edilen fenolik komponentler’dir.

Zeytinyagindaki fenolik madde miktarlar1 elde edildigi zeytin agacinin tiird,
yetistigi yer, tarimsal yetistirme sekli, hasat zamani, iklim kosullari, olgunlagma ve
depolama kosullar1 ve isleme yontemi gibi bircok faktor ile yakindan ilgilidir.
Zeytinyaglariin kalitesine etki eden faktorlerin etki derecesine bakildiginda zeytinin
olgunluk derecesinin %50, zeytinin hasat tekniginin %30, yag cikarma sisteminin
%15, muhafaza seklinin ise %S5 etkili oldugu goriliir. Bunun yani sira yagin
fenollerden zengin olmasi besinsel ve biyolojik etkinligini artirict bir 6zelliktir (Alkin,
2003; Covas ve ark., 2015 ve Oztiirk ve ark., 2009). Sizma zeytinyagindaki toplam
fenolik bilesenlerin miktar1 degisik yazarlar tarafindan bildirilmistir (Cizelge 1.4).

Sizma zeytinyaginda en az 30 farkli fenolik bilesik vardir. Baglica fenolik
bilesikler; tirosol (p-hidroksi—fenil etanol), hidroksitirosol (HT) [2, (3, 4-
dihidroksyfenil) —etanol] bu fenollerin konjuge iiriinleri ile elenolik asit, ligstrozit ve
oleuropeindir. Bitkisel polifenollerin temel karakteristik yapis1 bu bilesiklerin bir veya
daha fazla hidroksil gruplarini baglayan aromatik halka icermeleridir. Bitkisel
polifenoller flavonoid ve flavonoid olmayanlar olarak iki biiyiik gruba ayrilirlar.
Polifenoller bitki tarafindan sentezlenen ve bitkiyi enfeksiyona, strese, ultraviyole
151na, patolojik veya fiziki zarara kars1 koyucu etki gdsteren bilesiklerdir (Stagos ve
ark., 2012). Sizma zeytinyagindaki toplam sterol miktari rafinerizasyon iglemi ile 1/3
oraninda, fenolik bilesiklerin ise %80 oraninda azaldigi bildirilmektedir (Boskou

1996; Owen ve ark., 2000a ve Owen ve ark., 2000Db).



Cizelge 1.4. (* Owen ve ark., 2000, ° Prioara ve ark., 2008, ¢ Bendini ve ark.,2006, ¢
Patrick L 2006, ¢ Kelebek ve ark., 2012, f Tanilgan ve ark., 2007 [gallik asit esdegeri])

Iﬁg;:r (IEEL')" 130-3502 | 213 171° 62¢ 63,3-97,1'
Hidroksitirozol 14,427 5.4 5,03° 1,747 3,21°
Tirozol 27,457 4,00 3,40° 2,087 0,85°
Sekoiridoidler 27,728 67,3° 72,8° 9,307 -
Lignanlar 41,532 36,1° 7,29¢ - -
Kafeik asit 0,08¢ - - - -
Apigenin 5,40¢ - - - -
Luteolin 1,28¢ - - - -

Bunun yani sira yagin fenollerden zengin olmasi besinsel ve biyolojik
etkinligini artiric1 bir 6zelliktir. Son yillarda arastirmacilar fenollerin reaktif O; aracili
dejeneratif hastaliklara kars1i koruyucu etkisi iizerine odaklanmislardir. Fenolik
komponentlerin serbest radikalleri baglama kapasiteleri oldukca yiiksektir. Ozellikle
kimiis ile bagirsaga ulasan molekiillerin serbest radikal {iretici bir ortam olusturmasi,
zeytinyaginin igerisindeki emilemeyen fenolik bilesiklerin lokal bir antioksidan gorevi
gorerek reaktif oksijen tiirlerini (ROS) siipiiriicii etkinligi ile giderilir. Emilemeyen
fenolik bilesenler intestinal epitel hiicrelerini de etkilerler, boylece gastrointestinal
sistemde antioksidan etki gosterirler (Andreadou ve ark., 2007; Carluccio ve ark.,
2003; Fito ve ark., 2007; Manna ve ark., 1999; Omar, 2010b ve Owen ve ark., 2000a).

Zeytinyaginda bulunan fenolik bilesikler sunlardir: (Fito ve ark., 2007; Owen ve
ark., 2000b; Serra ve ark., 2012 ve Stagos ve ark., 2012)

+«» Basit fenoller (fenil alkoller); [HT, (3,4-dihidroksifeniletanol)] ve tirozol,

% Polifenoller; zeytin ve zeytin liriinlerinde bulunan Oleuropein glikozidleri,




. Flavonoidler: (Flavon grubu) (Apigenin, luteolin, apigenin 7-O-glikozid,
rutin ve luteolin 7-O-glikozid) dir.
e Sekoiridoid (SID) ler: Elenolik asit, Oleuropeinin dialdehidik formu
(SID1, 3, 4-DHPEA-.EDA), karboksimetil grubu eksik ligstrozit
(SID2), oleuropeinin aglikon formu olan oleuropein glukozid (SID3,
3,4-DHPEA--EA), ligstrozit (SID4) ve oleasin,

e Lignanlar; (+)-pinorezinol ve (+)-1-asetoksipinorezinol

¢ Flavonoid olmayanlar: Bir ya da daha fazla hidroksil grubu bulunduran

aromatik halka igerirler.

e Fenolik asitler: Vanilin, p-kumarik asit, vanilinik asit, gallik asit, kafeik

asit ve sirinjik asit

Ulkemizde yetisen en dnemli zeytin gesitlerinden biri olan Gemlik zeytininden
elde edilmis olan sizma zeytinyaginda HT, 4-hidroksibenzoik asit, tirozol, 2,3-
dihidroksibenzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, sirinjik asit, vanilin, p-kumarik asit,
ferulik asit, luteolin, apigenin ve sinamik asit gibi antioksidan maddelerin varlig
bildirilmistir. Gemlik sizma zeytinyagindaki tirozoliin 9,85 mg/kg, apigeninin 5,40
mg/kg ve HT’nin 3,21 mg/kg oldugu ve bu fenolik bilesiklerin sizma zeytinyaginda
antioksidan kapasiteyi artirdigi saptanmistir (Goncalves ve ark., 2016 ve Kelebek ve
ark., 2012).

Depolama sirasinda sizma zeytinyaginin igerisindeki SID’ler hidrolize olarak
HT ve tirozol molekiillerini olustururlar. HT etkili bir antioksidan olup LDL’yi
oksidasyondan korur, Deoksiribo niikleik asit (DNA) hasarini engeller, prostaglandin
E> sentezini bloke ederek siklooksigenaz (COX-2) ve 5-lipoksigenaz aktivitesini
durdurur ve kronik inflamasyonla ilgili hastaliklar1 ve kanseri onleyici etki gosterir

(Warleta ve ark., 2011).

Beyinin yaslanma siireci, ndron yangisi ve mikroglial aktivasyonun seviyesinin
azalmasi ile karakterizedir. Tim bu degisiklikler motor ve biligsel performansin
zayiflamasi ile ilgilidir. Oksidatif stres ve yangi gibi patolojik siirecler farmakolojik

tedaviler ve potansiyel aktif komponentlerle desteklenmis gidalarla engellenebilir.



Sizma zeytinyaginda bulunan fenolik bilesenler ve MUFA gibi bilesenlerin yaglanma
ile 1lgili siire¢leri diizenleme o6zelligine sahip olduklari, sizma zeytinyaglr ve
bilesenlerinin COX-1 ve COX-2 inhibisyonu yolu ile prostaglandin sentezini
engelledikleri ve LDL'yi oksidasyondan koruduklar1 belirlenmistir (Pitozzi ve ark.,
2012 ve Virruso ve ark., 2014).

Polifenollerle beslenme kanser ve koroner kalp hastaliklar ile ilgili mortalite
oranlarin1 diisiirmektedir. Antioksidan ve antiinflamatuar Ozellikleri; endotelial
disfonksiyonun ve lipit profilinin diizeltilmesi diyetle alinan polifenollerle ilgilidir.
Son caligmalar Akdeniz tarzi saglikli yasamin fitokimyasallar ve yag asitlerinin
sinerjik kombinasyonu ile ilgili olabilecegini ortaya koymaktadir (Covas ve ark., 2006
ve Hashmi ve ark., 2015).

Ek olarak 3,4-dihidroksifenil-etanol (hidroksitirozol), luteolin ve oleuropein
gibi MPC, trombosit agresyonunu farkli oranlarda inhibe ettikleri in vitro olarak
gozlenmistir. Son zamanlarda fenolik bilesikler gibi vitamin olmayan antioksidanlar
lizerine olan c¢alismalar artmistir (Covas ve ark., 2015 ve Priora ve ark., 2008). Bu
fenolik bilesikler ¢ok sayida bitki tliriinde bulunmakla beraber daha ytliksek oranda
sizma zeytinyaginda bulunmaktadirlar (Cizelge 1.4). Akdeniz tarzi beslenmenin
karakteristik 0zelligi kullanima uygun hale getirilmis zeytinyagidir ve bunun
kolorektal karsinom olusumunu azalttig1 bilinmektedir. Insan ve hayvan hiicre kiiltiirii
ile yapilan ¢aligmalar da sizma zeytinyagmin cesitli seviyelerde hiicre kiiltiiriine
eklenmesinin karsiyogenesiz ve metastazi durdurma etkisi oldugu gosterilmistir.
HT115 insan kolon karsinoma hiicreleri ile yapilan ¢alismada sizma zeytinyaginin
anti-invazif etki gosterdigi bildirilmistir (Antunes ve ark., 1999 ve Hashim ve ark.,
2008).

Bazi ¢aligmalarda fenollerden zengin sizma zeytinyaginin 1limli dislipidemik
hastalarda serum tromboksan B> seviyesini azalttigi bu etkinin saglikli bireylerde
gozlendigi ve bu etkinin olusmasinda sizma zeytinyaginin igerigindeki fenollerin
yogunlugunun Onemli oldugu bildirilmistir. MPC yogunlugundaki kalitatif ve
kantitatif farklarin sizma zeytinyaginin farkli biyolojik etkilerinden sorumlu oldugu
gozlenmistir. Farkli bdlgelerden elde edilen sizma zeytinyagimin farkli fenol

konsantrasyonuna sahip oldugu bilinmektedir (Priora ve ark., 2008).
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Sekil 1.1. Polifenolik bilesikler ve yapis1 (Omar , 2010a)

Hidrojen peroksidaz ve ksantin oksidazla olusturulan oksidatif stres, 100-500
umol/L konsantrasyonda HT tarafindan tamamen inhibe edilir, ayn1 dozda (500
umol/L) tirozol ise etki géstermemistir. HT antioksidan etkisinin fenol halkasindaki
iki adet hidroksi grubundan kaynakli oldugunu bildirmektedirler (Sekil 1.1) (Owen ve
ark., 2000a). Yapilan c¢alismalarda HT oleuropein aglikon ve dekoaboksimetil-
oleuropein aglikonin a-tokoferolden daha etkili antioksidan 6zellige sahip oldugu
onerilmektedir (Bendini ve ark., 2006; Owen ve ark., 2000a). HT, oleuropein ve
bunlarin aglikon sekilleri 3-4 DHPEA —EA (3-4 dihidoksipentil etenol-elenolik asit)
ve 3-4 DHPEA-EDA (3-4 dihidoksipentil etenol-dialdehit) sizma zeytin yaginda
onemli miktarda bulunur ve bunlar toplam fenolik bilesigin % 55’ini olustururlar
(Pavia-Martins ve ark., 2009). Zeytin agaci yapragi dogal olarak antimikrobiyal ve
bocek saldirilarina direngli olarak bilinir. Bu sebeple arastirmacilar zeytin ve
zeytinyaginin anti-mikrobiyolojik etkilerine odaklanmiglardir. Oleuropein ve HT nin
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bakteriyel ve mantarsal biiylimeyi geciktirdigi veya inhibe ettigi bilinmektedir.
Bisignano (1999), calismada insan solunum yollar1 ve 6zellikle intestinal kanalinda
olusabilecek bakteriyel enfeksiyonlarin engellenmesinde zeytin ve zeytinyagindan

yaralanilabilecegini gostermistir.

Zeytinyaginda yiiksek dozda oleasin bulunur. Olesaein, zeytin meyvesinin
ezilmesi sirasinda ortaya ¢ikan i¢ glikozidazlar sayesinde oleuropeinin hidrolizlenmesi
ile olusur. Czerwinska ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada daha once antioksidan
0zelligi bilinmeyen oleuropein derivati olan olesasein antioksidan etkisi oldugunu in
vitro olarak ortaya koymuslardir. Lipopolisakkartilerle uyarilan monositlerde
oleuropein ve oleasin molekiillerinin stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit (H202),
nitrik oksit (NO) ve peroksi nitrit ROS olusumunu antioksidatif etkinlik gostererek
engelledigini bildirmislerdir. Sizma zeytinyagindaki ¢cok sayida sekoiridoid derivatlar
ve onlarin basit fenolik sekilleri olan HT ve tirozol halinde polifenoller bulunmaktadir.
HT, oksidasyondan in vitro ve in vivo kosullarda LDL’yi farkli tip hiicreleri ve H2O>
ile olusturulmus oksidatif stresten insan alyuvar ve renal epitelyum hiicrelerini

korydugu gosterilmistir (Deiana ve ark., 2010).

Bitkisel yaglarin igerigindeki squalen ve fitositerol miktarlari yagin, insan ve
hayvanlardaki biyolojik etkinligini belirleyen oOnemli bilesiklerdir. Sizma
zeytinyagimin bir diger onemli bileseni hidrokarbonlar grubundaki bir triterpen olan
squalendir. Squalen zeytinyaginda %0,2-0,7 oraninda bulunur. Squalen miktari
zeytinyaginda 3651 mg/kg (Pedersen ve ark., 2000), 2900 mg/kg (Owen ve ark.,
2000b) ile 5732 mg/kg (Mangas-Cruz ve ark., 2001) iken diger bitkisel yaglarda 175
mg/kg (Mangas-Cruz ve ark., 2001) ile 10-134 mg/kg (Pedersen ve ark., 2000)
arasinda degismektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde squalen tiiketimi giinliik 30
mg iken zeytinyag: tiikketen toplumlarda 200-400 mg kadardir. Cesitli kanser tiirlerinin
bu toplumlarda goriilme sikliginin az olmasinin squalen tiiketimiyle iliskili olabilecegi
bildirilmistir (Chugh ve ark., 2003). Squalenlerin gesitli hayvan modellerinde kolon,
akciger ve deri timorlerini inhibe edici rol oynadigi gésterilmistir (Waterman ve
Lockwood, 2007). Squalenlerin kolesterol sentezinde onemli bir rol oynamasi
sebebiyle squalen epoksidaz veya squalen sentetazi inhibe ederek kolesterol sentezinin

azaltilabilecegi degerlendirilmistir (Chugh ve ark., 2003).
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Sizma zeytinyaginda bulunan steroller bagirsak duvarindan kolesterol
emilimini engelleyerek plazma LDL ve kolesterol konsantrasyonlarini azaltirlar.
Giinde 2 gr sterol aliminin plazma LDL diizeyini % 9-14 seviyesinde diislirdiigi
bildirilmistir (Covas ve ark., 2006). Sizma zeytinyaginda bulunan bir diger bilesen
tokoferollerdir. E vitamini olarak da bilinen a-tokoferoliin beslenmede 6nemli bir role
sahip oldugu, kanser ve arteroskleroz gibi serbest radikal hasariyla olusan dejeneratif
hastaliklara karsi koruyucu oldugu bildirilmistir (Bozdogan Konuskan ve Altan,
2007).

Sizma zeytinyaginda bulunan polifenollerin  kemik metbolizmasini
etkiledikleri bildirilmistir. Osteoporez, kemik dokusundaki mikro yapinin bozulmasi
ve kemik Kkiitlesinin azalmasi ile sonuglanan sistemik bir kemik hastaligidir.
Overiohisteroktemi yapilmis farelere verilen sizma zeytinyagi ve vitamin D'nin
oksidatif hasar1 ve kemik mineral yogunlugunu korumada yardimci oldugu ortaya

konmustur (Tagliaferri ve ark., 2014).

Tiim diinyada goriilen Vitamin D eksikligi i¢in sizma zeytinyagi ile
zenginlestirilmis yaglarin omega 3 takviyesinden daha etkili oldugu bildirilmistir.
Buna ragmen CaCo-2 hiicre kiiltiirii ile yapilan calismada s1izma zeytinyaginin vitamin
D' nin alimini azaltigi gosterilmis olup bu etkinin polifenollerden olmadigi,

pinorezinolden kaynaklandig: bildirilmistir (Goncalves ve ark., 2016).

1.1.2. Zeytin Agac1 Yaprag ve Ozellikleri

Zeytin agaci yapragi 0ziitli, belirgin fenolik kompozisyonun etkin biyolojik
aktivitesi sebebiyle farkli disiplinlerden ¢ok sayida bilim adami tarafindan
arastirilmaktadir. Zeytin agact yapragi ilk olarak antik misirda medikal amagh
kullanilmistir. Mide bulantisina kars1 kuvvetli savunma etkisinin olmasiyla taninmis
ve ¢ok sayida bilimsel ¢alismada bu oOziitiin faydali 6zellikleri bildirilmistir. Zeytin
agaci yapragl Oziitliniin yararlar1 hakkindaki yayimnlarda kan basincini diizenledigi,
kardiyovaskiiler sistemi ve immun sistemi destekledigi belirtilmektedir (Kontogianni
ve Gerothanassis, 2012; Lepore ve ark., 2015 ve Marchetti ve ark., 2015).
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Akademik bulgular zeytin agaci yapraklarinin terapotik ozellikleri ile ilgili
caligmalarin 19. yiizyilin 2. yarisina kadar uzandigini gostermistir. Zeytin agaci
Oziitlinlin hipertansiyonda pozitif etkisinin oldugu Scheller tarafindan ortaya
konmustur. Genis c¢apli epidemiyolojik c¢alismalar polifenollerin kansere karsi
koruyucu etkisinin olduguyla ilgili kanitlar sunmaktadir (Boualluga ve ark., 2011 ve
Roleira ve ark., 2015). On dokuzuncu yiizyilin sonlarinda fenolik bilesik olan
oleuropein, zeytin agaci yapragindan izole edilmistir. Zeytin agacinin hastaliklara
kuvvetli direng gostermesinin kaynagi olarak diistiniildii. Akdeniz bolgesinde, zeytin
agac1 yapragl zeytin lreticilerinin bir yan irlinidiir. Zeytin agaci1 yapragr miktari
agacin meyvesinin %10’ nu kadardir. Zeytinyagi endiistrisinde zeytinyagi kadar zeytin

agaci yaparagi bol miktarda elde edilmektir (Jemai ve ark., 2009).

Zeytin agaci yapraklari, biiylik antioksidan kapasiteye sahip olmasina ragmen
zeytincilik endistriisiinde ve tarimda degerlendirilemeyen bir yan {irlindiir. Son
calismalar zeytin agaci yaprag Oziitliniin tek basina ya da diger fenolik bilesikler ile
antioksidan ve anti-mikrobiyal (Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus) aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Zeytin agaci
yapragr Avrupa ve Akdeniz adalari ile sehirlerinde ytizyillardir geleneksel tip {irtinii
olarak kullanilmigtir. Zeytin agaci yapragi tarihte sitma atesinin tedavisinde
kullanilmistir (Lee ve ark., 2010). Oleuropein sekoiridoid grubuna ait olup Oleaceae,
Gentianaceae comalea, ailelerinin yani sira ¢ok sayida bitki tiiriinde bulunur.
Oleaceae ailesindeki sekoiridoidler bir tiir glikozid oleosidir. Bunlar elanolik asit ve
glikozidik kalintilarin birlesimidirler. Oleuropein [2-(3,4 dihodroksifeniletanol)]
etanol esteri olan hidroksitirozol, Oleacea familyasindaki bitkilerde bulunan
sekoiridoid glikozidlerinde ortak olan oleosidik iskeletten olusmustur (Omar, 2010b
ve Roleira ve ark., 2015).

Zeytin agaci yapragl Ozitiiniin temel aktif komponenti, sekoroid grubunun
dogal iiyesi olan oleuropeindir. En 6nemli fenolik komponent olup kuru meyvenin
yaklasik %14’ tinii olusturur. Oleuropeinin hidrolizi ile diger elenoik asit ve 3-4
dihidroksi fenilethanol gibi biyoaktif substratlar olusur. Oleuropeinin hidrolizi

elenolik asit ve HT yi igeren iki biyoaktif {iriin olusturur (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Oleuropein kimyasal yapist (Al-Azzawie ve ark.,2007; Omar 2010)

Oleuoropein, fenolik bir antioksidan olmakla birlikte zeytin agaci yapragi ve
zeytinyaginda yiiksek miktarda bulunur. Bu karmasik fenol; hidroksitirozol ve
elenolik asit glikozid ya da olureupein aglikon ve glikoza hidrolize edilebilir.
Oleuoropein ve oleuoropein derivatlar: ¢esitli biyokimyasal 6zelliklere sahiptirler.
Antiinflamatuar ve antitrombolitik aktivite gosterirler. Bu polifenoller LDL’yi
oksidasyondan korur, trombosit agresyonunu inhibe eder ve lipooksijenaz enzimini
inhibe ederek eikosanoid tiretimini baskilar. Yaprakta bulunan bu maddeler zeytinin
¢esidine, yetistigi bolgeye ve hasat zamanina gore farkliliklar gosterirler (Hashmi ve
ark., 2015 ve Jemai ve ark., 2009).

Oleorupenin, zeytin agaci1 yaparagindaki miktar1 agacin bolgesine, tiiriine,
hasat zamanima gore degisiklik gostermekte olup zeytin agaci yapraginda farkh

miktarlarda bulunmaktadir (Cizelge 1.5.).

Cizelge 1.5. Cesitli bolgelerdeki zeytin agaci yapragindaki oleuropein miktarlari (Bendini ve
ark., 2006; Kelebek ve ark., 2012)

Ulke Zeytin agac1 yapragindaki oleuropein miktar1 (mg/kg)
Fransa (Aglandau) 9,27
Fransa(Lucques) 13,43
Tunus 12,91
Tiirkiye 20.01

Bitkilerde bulunan beta glikozidazlar glikosidik baglar1 hidrolize ederek temel
biyolojik siireglerde 6nemli rol oynarlar. Ozellikle beta glikosidaz /beta glikozid

sistem bitkinin boceklere ve strese karsi etkili kimyasal savunmasidir. Bitki yapragi
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herbivorlar tarafindan yenilip dokusu yikimlandiginda organellerdeki 6zglin beta
glikozidazlar oleuropeini aktive ederler. Kuvvetli bir denaturant olan oleuropein
proteinlerle ¢apraz bag yapip lizin aktivitesini azaltir. Yagdaki beta glikozidaz ve beta
glikosidazlar etkilesen oleuropeinin taze zeytin meyvesindeki ve yagdaki aci tadi
ortadan kaldirdigir bulunmustur (Wang ve ark., 2009). Sizma zeytinyaginda bulunan
oleuropein derivati olan 3-4 DHPEA-EDA diyetle alindiginda sindirim kanalinda
hidrolize edilerek HT’ye doniisiir. Enterositlerde sulfotransferaz enzimi ile faz II
konjugasyon sonucu barsak ve karacigerde HT siilfata doniisiir, hidroksitirozolasetat

stilfat HT nin plazmadaki ana metabolitidir (Sekil 1.3.) (Rubio ve ark., 2012).
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Sekil 1.3. Oleuropeinin viicuttaki metabolizmas1 (Rubio ve ark., 2012)

Yaprakta bulunan fenolik ve flavanoid bilesikler viicudun bagisiklik sistemini
giiclendirip hastaliklara kars1 direngli olmasini saglar. Oleuropein yapragin en etken
fenolik bilesigidir. Bu bilesik ayn1 zamanda terapdtik etkiye sahip sekoiridoit bir
glikozitdir (Owen ve ark., 2000a). Fenolik bilesiklerin kuvvetli hipotansif,
hipoglisemik ve anti-oksidan etkilerinin oldugu bilinmektedir. Oleuropeinin ROS u
temizledigi anti-timoral etkili oldugu ve cok sayida ¢alismada hayvanlarda toksik

etkisinin olmadigi ortaya konmustur (Andreadou ve ark., 2007 ve Roleira 2015).
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Zeytin agaci yapragmin en etkili fenolik bileseni olan oleuropein’ in, malign

mezotelyoma hiicrelerinde hiicre i¢i Ca*?

diizeyini etkiledigi go6zlenmis olup,
oleuropein ile zenginlestirilmis bilesenlerin farmakolojik olarak malign mezotelyoma
hiicrelerinde terapétik olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir (Marchetti ve ark.,

2015).

Son zamanlarda polifenollerden zengin meyve, sebze, sarap, ¢ay, kahve,
cikolata ve meyve sularinin insan sagligi i¢in 6nemi olan antioksidanlar i¢in 6nemli
bir kaynak oldugu kabul edilmistir. Cok sayida epidemiyolojik c¢alismada
polifenollerden zengin diyet ile beslenmenin diisiik mortalite ve koroner kalp
hastaliklari ile iliskili oldugu ortaya konmustur (Jemai ve ark., 2009; Lepore ve ark.,
2015 ve Omar 2010a; Patrick Lyn 2006a ve Pisoschi ve ark., 2015).

Son caligmalarda zeytin agact yapragiin insan bagisiklik yetmezlik viriisiine
(HIV-1) kars1 giiglii engelleyici etkisinin oldugu bildirilmistir. Oleuropein ve onun ana
metaboliti olan HT anahtar anti-HIV bilesenidir. Bunlar HIV-1’in hayat siklusunda
birgok evreye karsi etkilidir, hiicreden hiicreye HIV-1 ge¢isini ve viral kor antijen olan
p24 iiretimini engelledigi gosterilmistir (Huang ve ark., 2007). Oleuropein O
temizleme kapasitesi ile iliskili olarak ¢ok cesitli farmakolojik etkilere sahiptir.
Oleuropein’in in vivo olarak alkol kaynakli olmayan yagli karaciger hastaligina karsi

koruyucu etkisinin oldugu ortaya konmustur.

Ayrica oleuropein’in oksidatif strese cevap verdigi, lipit peroksidasyon
iriinlerinin  detoksifikasyonunu sagladigi ve proinflamatuar sitokin genlerinin
ifadesini azalttig1 goriilmustiir (Kim ve ark., 2010). Son galismalarda oleuropeinin
yiiksek yag asidi diyeti ile sekillendirilmis hepatik steozda ve alkole bagli olmayan
yagl karaciger hastaliklarinda hepatoprotektif etki gosterdigi ortaya konmustur.
Oleuropein ve onun derivati olan HT nin rat mikrozomlarinda lipit peroksidasyonunu

engelleyebildikleri gosterilmistir (Barbaro ve ark., 2014 ve Domitrovic ve ark., 2012).

Yapilan ¢ok sayidaki c¢alismada, oleuropein ve derivatlarinin dejeneratif
hastaliklarin gelismesinde koruyucu etkisinin olabilecegi degerlendirilmis olup, bu

etkisini mitokondirial DNA'y1 oksidatif hasardan koruyarak gergeklestirdigi ileri
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stiriilmiistiir. Oleuropeinin dopaminerjik néron kaybini engelledigi ve bu durumun
Parkinson hastaligi i¢in yeni bir umut olabilecegi bildirilmistir. Oleuropeinin alt1 ay
boyunca agiz yoluyla 50 mg /kg olarak verildigi ratlarda, ortabeyindeki lipit
peroksidasyon, ile birlikte ayn1 zamanda siiperoksit dizmutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) seviyesini de kontrol grubuna gore artirdigi
gozlemlenmistir. (Barbaro ve ark., 2014; Pitozzi ve ark., 2012; Sarbishegi ve ark.,
2014 ve Virruso ve ark., 2014).

Stresle diyabet olusturulmus ratlarda oleuropeinin hiperglisemiyi inhibe ettigi,
LDL oksidasyonuna direnci artirdigi, MCF-7 kanser hiicrelerinde apopitopsizi
artirarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, osteblastogenesizi artirdigi ve insan

hepatoma hiicrelerini oksidatif strese kars1 korudugu ortaya konmustur (Drira ve ark.,

2011).
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Sekil 1.4. Oleuropeinin antioksidan metabolizmasi (Omar 2010a)

Oleuropeinin énemli antioksidan etkinlik gdsterdigi ve bu 6zelligini bakir ve
demir gibi metal iyonlarin1 baglama, serbest radikal olusturan reaksiyonlari
katalizleme ve c¢esitli inflamatuar enzimleri engelleme yoluyla gosterdigi ortaya
konmustur (Sekil 1.4.). Zeytinyagindaki oleik asit, oleuropein, [B-Siterol SOD
aktivitesini artirarak hiicre i¢indeki ROS ve NO- radikallerinin siipiiriilmesini saglar.

Serbest oksijen radikalleri plazmada inaktif halde bulunan NFkB (Niikleer faktor
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kappa B) aktive olmasini saglayarak ¢ekirdekte gen aktivitesinin degismesine sebep
olur. a- tokoferol, suksinat ve fenolik bilesikler NFkB’ in harekete gecemesini
engeller. Harekete gecen NFkB’ in DNA’ ya baglanarak gen ifadesini baslatmasi
cesitli sitokinler lipoksigenaz (LOX) ve siklooksigenaz (COX) adezyon molekiillerini
ve eikozanoid diizeylerini artirir (Bluota ve ark., 2011; Omar 2010a).

Akdeniz tarzi beslenme metabolik hastaliklar1 ©onlerken, oleuropeininde
hepatik steozu Onledigi belirlenmistir. Standart, kafeterya ve oleuropein ile
zenginlestirilmis diyetlerle 15 hafta boyunca beslenen ratlarda, HDL seviyesindeki
artigin diisiik kaldigi, buna karsin LDL ve kolesterol seviyesi ile insiilin duyarliliginin

azaldig bildirilmistir (Lepore ve ark., 2015).

1.2. Kursun ve Kursun Zehirlenmesi

Son ylizyil siiresince kayitsiz madencilik endiistrisi, fosil yakitlarin kullanimi,
tiretimsel ve kentsel atiklar cok miktarda agir metalin biyosfere salinmasina sebep
olmustur. Kursun atmosferde indirgenemedigi i¢in atmosferde, yiyeceklerde ve
organizmalarda birikerek ¢evreyi kontamine eder. Kursun tiim memeliler igin yliksek

toksik etki gosteren bir agir metaldir. (El Sokkary ve ark., 2005 ve He ve ark., 2016).

Kursun norolojik, hematolojik, gastrointestinal, reprodiiktif, vaskiiler,
immiinolojik, renal fonksiyon ve iskelet sisteminde patolojilere sebep olan agir bir
metaldir. Tiim toksik agir metaller etkilerini oksidatif hasar verme seklinde gosterirler.
Cevresel agir metallere maruz kalan ve gelisim bozuklugu gosteren ¢ocuklarin
kanlarin bu agir metaller ¢ok diisiik diizeyde olsa dahi, zihinsel, isitsel ve bedensel
gelisim bozuklugunun yani sira ¢ocuklarin davranis problemleri ve hiperaktivite
sorunu yasadiklar1 gézlemlenmistir. (Burm ve ark., 2016; Hizel ve Sanli, 2006 ve
Ravibabu ve ark., 2015).

Son in vivo ¢aligmalar kursuna maruz kalan insanlarda veya hayvanlarda, lipit
peroksidasyonun uyarildigi ve anti-oksidan savunma sistemlerinin etkinliginin

azaldigi ve ROS’un iretildigi gosterilmistir. Bu durum oksidatif stresin kursun
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zehirlenmesindeki roliinii desteklemektedir (Gao ve ark., 2015 ve Haleagrahara ve
ark., 2010).

Sonu¢ olarak ROS’un iiretiminin kursun zehirlenmesinde artmasi,
zehirlenmenin uzun dénem zararli etkisini ortadan kaldirmaya yardimer olmak igin
viicutta antioksidan savunma sistemlerinin etkinliginin artirilmast terapdtik bir
yaklasim olarak benimsenmistir. Bu anti oksidanlarin lipit peroksidasyonunu inhibe
etmek ve serbest radikal {iriinlerini temizlemek yolu ile hiicreyi oksidatif zarardan

koruduguna inanilmaktadir (Haleagrahara ve ark., 2010 ve Pisoschi ve Pop, 2015).

1.2.1. Kursunun Zehirleme Mekanizmasi ve Tedavi Yaklasimlari

Kursun gibi bazi ¢evre kirleticilere uzun siire mesleki maruz kalmalar oksidatif
strese neden olabilir ki bu, biyolojik sistemlerdeki istenmeyen etkilerin altinda yatan
bir mekanizmadir. Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile
hiicrelerin lipit tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir (Ahamed ve ark., 2005 ve Dua ve ark.,
2016). Toksik metaller serbest radikal iiretimini arttirmak suretiyle antioksidan
koruyuculuk diizeyini azaltirlar. Kursun, toksisitesini iki ayr1 yolla gdsterir. Birinci
yol, hidroperoksitler, O, radikalleri ve hidrojen peroksidaz gibi ROS’un meydana
gelmesi, ikincisi ise antioksidan kapasitenin azaltilmasidir (Patrick Lyn, 2006a).
Kursun zehirlenmesi hiicresel diizeyde oksidatif hasara sebep olur. Akut kursun
zehirlenmesinde, Hb sentezi olumsuz yonde etkilenerek alyuvar yapimini ve alyuvar
morfolojisinden baglayarak alyuvarlarin yasam siiresine kadar varan bozulmalar
meydana gelir. Kursun siilfidril grubu tasiyan birgok enzimin ¢alismasini engelleyerek
hiicrede antioksidatif mekanizmalarin bozulmasina neden olur (Dua ve ark., 2016 ve

Kim ve ark., 2016).

Kursunun diger bir etkisi de glutatyon (GSH) metabolizmasi tizerinedir.
Siilthidril-GSH kompleksi toksik metalleri direkt olarak baglar. Kursun karaciger
metabolizmasinin antioksidan substratt olan GSH molekiiliini etkili sekilde inaktive
eder. Fonksiyonel siilfhidril gruplarin1 baglar, non- fonksiyonel hale getirir ve
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oksidatif dengeyi bozar. Iki tip siilfhidril igeren iki enzim tipi kursun tarafindan inhibe

edilir, bunlar:
1) 6 -Aminolevunilik Asit Dehidrogenaz (3-ALAD)
2) Glutatyon Rediiktaz

Her ikisi de kursuna maruz kalma durumunda baskilanirlar. Malondialdehit
(MDA), oksidatif stresin 6zellikle lipit peroksidasyonunun klinik bir bulgusudur. ALA
dehidrataz (ALAD), kursun zehirlenmesinde ¢ok 6nemli bir enzimdir, ¢linkiit ALAD
inhibisyonu, “Hem” {iretimini diisiiriir, delta aminoleviinilik asit (ALA) substrati
seviyesini de artirir. Artmis ALA seviyesi idrarda ve kanda kursuna maruz kalmanin
belirtisidir ve bu durum ROS iiretiminin artis1 olarak bilinir. Alyuvarler kursuna
yiiksek affinite gosterirler ve dolasimdaki kursunun %99 'unu baglarlar. Kursun hiicre
zarmi destablize eder, zar gegirgenligini artirir ve alyuvarlarda hemolize sebep olur
(Sekil 1.5) (Dua ve ark., 2015; Kim ve ark., 2016 ve Lyn Patrick, 2006a).

Soksinil CoA +Glisin ﬁ H:Oz . Or - OH

ALA sentetaz

| Detta Aminclevuniik asit (ALA) |

» & ALA delidrataz (ALAD)
G I Porfrmojen- hem

Sekil 1.5. Kursunun toksik etki mekanizmasi (Patrick Lyn, 2006a)

Kursuna maruz kalma, kanatlilarda hepatik yag asidi icerigini degistirmekte,
aragidonik asit konsantrasyonunu artirmakta, linoleik asit / aragidonik asit oranini
azaltmaktadir. Bu bulgular kursunun arasinodik asit miktarini artirma ve linoleik asit/

arasinodik asit oranini azaltma yoluyla doku peroksidasyonunu artirdigini1 ve bunun
21



kursun toksisitesinin 6zgiin bir belirteci oldugunu ortaya koymaktadir (Donaldson ve
ark., 1984).

Kursunla temas halinde ¢alisan is¢ilerde yapilan lipit peroksidaz (LPO) ve
SOD diizeyi ile ilgili calismalarda kursunun sadece LPO diizeyini arttirdigini, LPO
diizeyindeki artisin sadece lipit peroksidasyonundan degil, ayn1 zamanda kandaki
SOD aktivitesinin inhibisyonunun sonucu oldugu gozlenmistir (Ahamed ve ark.,
2005). Calismalar kursunun lipit peroksidasyonu direkt olarak olusturmadigini
indirekt yolla bunu yaptigini ortaya koymustur. Kursun alyuvarlarda oksijenin Hb’le
yaptig1 Dbilesigi bozarak, reaktif oksijen tiirlerinden siiperoksit radikali (O2™-)

olusmasina neden olarak oksidatif hasara yol agar (Kim ve ark., 2016).

Kursunun alyuvar zarinda meydana getirdigi degisiklikler c¢ok iyi
bilinmektedir. Kursun alyuvardaki ozmotik basinci ve mekanik frajiliteyi degistirerek
alyuvar morfolojisinde o6nemli sekil degisikligi meydana getirir. Kursun;
alyuvarlardaki CAT, SOD ve diger antioksidan enzimlerin seviyesini artirabilir,
kursun hidroksil ve (O2™) serbest radikalinin ve diger ROS’un ortaya ¢ikmasina sebep
olur. Oksidatif stresin artmasi alyuvarlardaki protein yapilara zarar verir. Oksidatif

tedavi bu tiir zararlar1 engelleyebilir (Rendon-Ramirez., 2007; Dua ve ark., 2015).

1.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi
1.3.1. Serbest Radikaller

Maddelerin atomik ya da molekiiler yapilarinda esi olmayan, yalniz elektron
boliimlerine serbest radikal ad1 verilir. Bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif
oksijen partikiilleri de denmektedir. Serbest radikaller, normal hiicre metabolizmasi
sonucu olusan ve stabil olmayan reaktif molekiillerdir. Atom ya da molekiillerin
orbitallerinde ¢ift halde bulunan elektronlar stabil durumdadirlar ancak esi olmayan
tek elektrona sahip serbest radikaller baska molekiillerle ¢ok kolay elektron
aligverisine girerek onlarin yapisini bozarlar. Serbest radikal olusumu 3 mekanizma ile

gerceklesebilir:
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1- Kovalent bagli notr haldeki bir molekiiliin homolitik boliinmesiyle ortak

kullanilan elektronlarindan her birinin bir par¢ada kalmasi sonucu
2- Normal haldeki bir molekiilden bir elektronun kaybi ile

3-Normal haldeki bir molekile bir elektronun eklenmesi sonucunda
olusabilirler (Sekil 1.6) (Akkus,1995).

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikal olusumlarinda en sik elektron transferi
yoluyla olusum goriiliir ve en 6nemli serbest radikaller O2’den meydana gelenlerdir
(Akkus, 1995 ve Roleira ve ark., 2015). En 6nemli reaktif Oz kaynaklarini ise,
mitokondrial elektron transportu, proksismal yag asidi mekanizmasi ve sitokrom Pasg
reaksiyonlar1 olarak siralayabiliriz (Gao ve ark., 2015 ve Rahman, 2003). Serbest
radikaller tiim hiicre komponentleri ile 6zellikle de siilfidril igeren amino asit ve PUFA
ile etkilesirler. Proteinlerin denatiirasyonu, polisakkaritlerin depolimerizasyonu,
kollojen sentezinin bozulmasi, deoksiriboniikleidlerin yikilmasi, yapisal proteinlerin
oksitlenmesi ve c¢apraz baglarin olusmasi, antiproteazlarin inhibisyonu sonucu
proteolitik enzimlerin aktivasyonu ve hiicre membran lipitlerinin peroksidasyonuna
yol agarlar. Serbest radikallerin en 6nemli hedeflerinden biri membran lipitleridir.
Membran lipitlerinin peroksidasyonu sonucu membran biitiinligii bozulur ve
membran proteinleri, reseptorleri ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar

(Kose, 1997 ve Siti ve ark., 2015).

1.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri mitokondirial solunum sirasinda olusan ve enzimatik
oksidaz sirasinda ortaya ¢ikan oksijenin radikal formudur. O2’in orbitallerinde
eslenmemis 2 elektronu bulunur. Bu nedenle diradial ad: verilen O2 serbest radikallerle
cok kolay reaksiyon gosterir. Serbest Oz radikallerinde en 6nemli maddeler: O2"
radikali, ge¢is metallerinin iyonlar1, H2O2, O2 ve hidroksil (OHe) radikalleridir (Akkus,
1995). ROS, radikal toplayanlar (OHe, Oz, NO) radikal olmayanlar (ozon, Oz, LPO,
hidrojen peroksidaz) ve O derivatlarindan olusur. Sekil 1.7. de gosterildigi gibi,

oksidatif stres ad1 verilen olay, Oz ve O derivatlar1 olarak bilinen ROS’un artmas1 ve
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hiicrede hasar olusturmast ile ilgilidir (Bansal ve Bilaspuri, 2011 ve Roleria ve ark.,
2015).

oksidasyon

N serbest radikal
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Sekil 1.6. Serbest radikal olusumu (Anonim, 2007a)

1.3.3. Oksidatif Stres

Hiicrede metabolik olaylar sirasinda agiga ¢ikan serbest radikallerin, olusumu
kacinilmazdir. Buna karsilik serbest radikallerin siipiiriilmesini saglayan antioksidan
sistem serbest radikallerden hiicrenin zarar gérmesini engeller. Serbest radikalleri
ortadan kaldiran mekanizmalarin bozulmasi, hiicrenin mikrogevresinde oksidatif stres

olarak adlandirilan durumun ortaya ¢ikmasina neden olur (Serafini ve Del Rio, 2004).
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Sekil 1.7. Oksidatif stresin hiicre zarina zarar1 (Anonim 2007b)

Oksidatif stres sonucu meydana gelen serbest radikallerin kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar ile kanser gibi ¢ok sayida hastalikla iliskisi oldugu
bilinmektedir. Yapilan arastirmalar ROS’un kalp, karaciger ve merkezi sinir sistemini
de iceren ¢ok sayida organ yaralanmasinda rolii oldugunu kanitlamistir (Patrick Lyn,
2006b; Serafini ve Del rio, 2004 ve Warleta ve ark., 2011). Ateroskleroz karmasik
progresiv ilereyen biiyiik ve orta boy arter intimasini tuttan bir hastaliktir. Endotel

aktivasyonun etkisi ile sekillenen yapisal degisim ve proteoglikanlara maruz kalma
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LDL’nin intimaya ¢okmesine yol agmakta ve bu durum ROS olusumuna neden

olmaktadir. (Violoa ve Soehnlein., 2015)

Alyuvarlar O seviyesinin zarar verici etkisi ile siirekli temas halindedirler,
ancak normal durumlarda alyuvarlarin metabolik aktivitesi alyuvarlarin olumsuz
etkilenmesini engeller. Bu koruyucu sistem antioksidan savunma sistemi olarak bilinir
(Nakbi ve ark., 2010b ve Pisossi ve Pop., 2015).

1.3.3.1. Kursun ve Oksidatif Stres

Kursun zehirlenmesi, kalsiyum ve cinko gibi 6zel metalleler ile rekabet,
proteinlerin tiyol gruplar ile yiiksek afinite, ROS iiretimi, anti- oksidan sistemlerin
baskilanmasi ve lipit peroksidasyonun artmasi ile agiklanabilir (El-sokkary ve ark.,
2005). ROS’ un kursuna maruz kalmadan sonra akciger, endotel doku testis, sprem,
karaciger ve beyinde olustugu belirlenmistir (Patrick Lyn, 2006b). Kursun,
memelilerde dogrudan antioksidan depolar1 azaltir ve 6zelikle hidroksiperoksidaz ve
lipoperoksidazlar olmak iizere ROS’u olustur. ROS hiicre zarmi ve dokusunu

degistirerek vaskiiler norolojik ve genetik hasara yol agarlar.

Kursun 6zellikle hiicrelerde antioksidatif mekanizmanin 6nemli bir parcasi
olan siilfidril grubu bulunduran enzimlerin etkinligini bozarak linoleik, linolenik ve
aragidonik asit, gibi yaglarin peroksidasyonunu artirir. Hiicrelerde MDA artmasina
sebep olur (Dua ve ark., 2016; Kim ve ark., 2016 ve Patrick Lyn, 2006b).

1.3.3.2. Sizma Zeytinyag: ve Oksidatif Stres

Oksidatif hasar; kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve norodejanaratif
bozukluklar gibi rahatsizliklara neden olur. Deneysel c¢alismalar sizma
zeytinyagindaki fenolik komponentlerin DNA, lipit ve LDL oksidasyonuna kars1
kuvvetli antioksidan 6zellikler gosterdigi bilinmektedir (Nakbi ve ark., 2010a). HT ve
tirozol sizma zeytinyagindaki temel polifenollerdir. HT potent antioksidan olarak Oz
ve nitorojen serbest radikallerini engelleme 6zelligine sahiptir. Ayrica HT’nin LDL

oksidasyonunu inhibe ettigi, platalet aggresyonu, endotel hiicre aktivasyonunu ve
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DNA hasarin1 engelledigi bilinmektedir (Hashmi ve ark., 2015 ve Warleta ve ark.,
2011).

CAT, SOD ve GPx olusan serbest radikallere karsi viicudun en Onemli
antioksidan savunma sistemleridir. Insanlarda ve hayvanlarda sindirimden sonra
HT’nin antiokisadan etki gosterdigi ortaya konmustur (Covas ve ark., 2015; Marchetti
ve ark., 2015 ve Oliveras-Lopez ve ark., 2008).
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Sekil 1.8. LDL oksidasyonu ve kopiik hiicre olusumu (Rocha ve Libby.,2009)

Yiiksek miktarda doymamis yag asidi aliminin yiliksek yogunluklu kan
lipoprotein (HDL) seviyesini azalttig1 ve lipoproteinlerin oksidasyon riskini artirdigi
bilinmektedir (Sekil 1.8). Cok sayida epidemiyolojik calismada doymamis yag asidi
aliminin azalmis koroner hastalikla iligkili oldugu bildirilmistir (Covas ver ark., 2015
ve Rodenas ve ark., 2005). Zeytin, sizma zeytinyagi ve zeytin agaci yapraginin
antioksidan o6zelliklere sahip oldugu, bu nedenle bunlarin kardiyovaskiiler hastaliklari
onlemede etkili olduklari, bagisiklik sistemini kuvvetlendirdikleri, yaslanma
geciktirici etkileri oldugu, antitiimoral etki gosterdikleri, hafizay1 giiclendirdikleri,

metalleri selatlama yetenekleri oldugu, antibakteriyel ve antiviral etkileri oldugu
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cesitli bilim dallarinda in vitro ve in vivo ¢ok sayida calismada ortaya konmustur.
Zeytin agact yapragl 0ziitli ve sizma zeytinyaginin benzer icerikte antioksidanlar ve
mindr polar bilesikler igermelerine ragmen bunlarin yogunluklar1 farklilik
gostermektedir. Ayrica, sizma zeytinyaginda bulunan doymamis yag asitlerinin
kardiyovaskiiler sistemde mindr polar komponetlerden daha etkili bir koruyucu
etkisinin olup olmadigi ile ilgili yeterli ¢calisma bulunmamaktadir. Kursunun siilfidril
iceren aminoasitleri baglayarak, alyuvarlardaki frajiliteyi bozarak ve antioksidan
enzimleri etkileyerek antioksidan dengeyi bozdugu ve bu sekilde toksik etkisini
olusturdugu bilinmektedir (Dua ve ark., 2016; He ve ark., 2016; Patrick Lyn 2006a ve
Violoa ve Soehnlein, 2015).

1.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrede bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
yapilarin oksidasyonunu 6nleyen ve geciktirebilen maddelere antioksidan maddeler bu
olaya da antioksidan savunma denir. Fizyolojik sartlarda hiicre iginde olusan serbest
radikaller enzimatik (SOD, CAT, GPx) ve non-enzimatik (vitamin E, A, C, rediikte
glutatyon gibi) antioksidan mekanizmalar tarafindan kaldirilarak zararsiz hale

getirilmektedir.

Calisma s1zma zeytinyaginda bulunan mindr polar komponentler ve bunlarin
en Onemlilerinden biri olan ve zeytin agaci yapraginda yiiksek miktarda bulunan
oleuropein ve derivatlarinin akut kursun zehirlenmesindeki serum lipit, oksidatif stres
ve kan parametrelerine etkilerini incelemek, antioksidan &zelligi ile bilinen sizma

zeytinyaginin etkilerini karsilastirmak amaciyla yapilmstir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec
2.1.1.Hayvan Materyali

Deneyde kullanilan ratlar Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanligi
Deney Hayvanlart Yetistirme Unitesi'nden saglanmistir. Calisma 150-200 gr
agirliginda 7-8 haftalik 36 erkek Wistar albino rat {izerinde yiirtitiilmistiir.

Ratlar, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi Deney Hayvanlari
Unitesi’nden alindiktan sonra deney siiresince bulunacaklari deney ortamina
alismalar1 amaciyla 1 hafta boyunca 12 saat karanlik 12 saat aydinlik 151k periyoduna
dahil edilmislerdir. Ratlar, birinci hafta sonunda rastgele alt1 gruba ayrilmis ve grup
numaralart kafeslerinin {izerine yazilmistir. Adaptasyon ve izleyen deney siirecinde
hayvanlar pelet formundaki sigan yetistirme yemi (Oguzlar Yem, Eskisehir [Cizelge
2.1]) ve su ile ad libitum beslenmislerdir. Ratlar deneme siiresince her giin ayni saatte

tartilmastir.

Calisma, 25.06.2008 tarih ve 2008-21-104 sayili Ankara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi ile gergeklestirilmistir (Ek 1).

2.1.2. Kursun

Calismada kullanilan kursun asetat trihidrat Merck (CAS 6080-56-4)
firmasindan temin edilmistir. Kursun asetat trihidrat fizyolojik tuzlu su (FTS)
icerisinde eritilmis, her enjeksiyon Oncesi taze olarak hazirlanmistir. Kursun asetat

dozu 25 mg/kg canli agirlik olacak sekilde intraperitonel (i.p.) olarak verilmistir.
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Cizelge 2.1. Deneme gruplarina verilen yemin bilesimi

Kuru madde (%) 88
Ham protein (%) 14
Ham seliiloz (%) 11
Ham kiil (%) 10
HCL Coziillmeyen kiil (%) 2
Kalsiyum: (%) 1,3-2
Fosfor (%) 1
Sodyum (%) 0,5-1
NaCl: (%) 1

A vitamini 1U/kg 10000
D3 vitamini 1U/kg 1000
E vitamini mg/kg 30
Metabolik enerji Kkal/kg 2600

2.1.3. S1zma Zeytinyagi

Calismada kullanilan zeytinyag1 Laleli firmasiin natiirel yollarla elde ettigi
Taylieli erken hasat markali natiirel sizma zeytinyagi olup, Tiirk Gida Kodeksine gore
sizma zeytinyagi olarak ruhsatlandirilmistir. Sizma zeytinyagi 10/09 {iretim tarihli
olup EH-091009 seri no ile tiretilmistir. Calismada kullanilan zeytinyaginin serbest
yag asitligi (oleik asit cinsinden) en ¢ok %0,8 dir. Hayvanlar deneme siiresince her
giin tartilarak Cizelge 2.2°de bilesimi verilen sizma zeytinyagi, dozu 5 ml/ kg canli

agirlik olacak sekilde sonda yardima ile igirilmistir.
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Cizelge 2.2. Arastirmada kullanilan zeytinyaginin 100 gramindaki enerji ve besin degerleri.

Yag 100 g

Tekli doymamis yag 739

Coklu doymamis yag 11g

Doymus 169

Kolesterol 0

Sodyum 0

Total karbondirat 0

Protein 0

Kalori (100 gr) 857 kcal (3523Kj)

2.1.4. Zeytin Agac1 Yaprag Oziitii

Calismada kullanilan zeytin agaci yapraklar1 Balikesir ili Edremit bolgesinde
yetistirilen zeytin agaglarindan elde edilmistir. Ekstraksiyon islemi Ankara
Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali laboratuvarinda
yapilmustir. Ekstraksiyon islemi sonucu elde edilen 6ziit dimetil siilfoksit (DMSQO)
igerisinde ¢oziilerek her giin hazirlanmis ve hayvanlarin beden agirliklarina gore 60

ml/ kg olacak sekilde i.p. olarak verilmistir.
2.2. Yontem

2.2.1 Sizma Zeytinyaginda Bulunan Toplam Fenolik Madde Miktarinin Ol¢iimii

Calismada kullamilan sizma zeytinyaginin fenolik madde icerigi Ankara
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii Yiiksek Basingli Stvi
Kromotografi (HPLC) Laboratuvarinda yapilmistir. Bu amagla Oncelikle sizma

zeytinyaginin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
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2.2.1.1 Sizma Zeytinyagimin Ekstraksiyonu

Zeytinyaglarindan fenolik bilesiklerin ekstrakte edilmesi i¢in Murkovic ve
ark.’nin 2004’te bildirdigi metod modifiye edilerek kullanilmistir. Fenolik madde
ekstraksiyon islemi i¢in deney tiipiine 2.5 gr zeytinyagi tartilmis, iizerine 2.5 ml
metanol ilave edilmistir. Tiiplin agz1 kapatildiktan sonra bu karisim vortekste 1 dakika
karigtirilmistir. Ardindan 5000 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmis ve {ist faz toplam

fenolik madde miktar1 ve bilesiminin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

2.2.1.2 Sizma Zeytinyaginda Bulunan Toplam Fenolik Madde Analizi

Zeytinyagindan elde edilen ekstraktdaki toplam fenolik madde miktar1 Folin-
Ciocaulteu yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak tespit edilmistir (Gutfinger,
1981). Bu amagla 0.2 mL fenolik ekstrakt iizerine 4.8 ml su ilave edilmistir. Ardindan
0.5 ml Folin ¢o6zeltisinden ilave edilip 3 dakika karanlikta bekletilmis, siire sonunda
tizerine 1 ml %35’lik doymus sodyum karbonat ilave edilmistir. Bu karisim distile su
ile 10 mI’ye tamamlandiktan sonra 2 saat karanlikta bekletilmis ve spektrofotometrede
(Hitachi U-2800 Tokyo, Japonya) 725 nm dalga boyunda sahide karsilik absorbansi
Ol¢iilmiistiir. Sonug kafeik asit esdegeri olarak (mg kafeik asit/ g ekstrakt) verilmistir.
Denemede kullanilan sizma zeytinyagmin Folin-Cioalteau yontemi ile belirlenen
toplam fenolik madde igerigi, kafeik asit esdegeri (CAE) cinsinden 460,2474 mg/kg

olarak belirlenmistir.

2.2.2 Sizma Zeytinyagindaki Fenolik Madde Cesitlerinin HPLC ile Belirlenmesi

Calismada kullanilan sizma zeytinyagindaki fenolik madde ¢esitleri Ankara
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Béliimii Yiiksek Basingli S1vi Kromatografi
(HPLC) Laboratuvarinda Shimadzu marka (Kyoto, Japonya) HPLC cihazinda

belirlenmistir.
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2.2.2.1 HPLC Sisteminin Ozellikleri
Olgiim sirasinda kullanilan HPLC sisteminin 6zellikleri asagida verilmistir.

Sistem kontrolor: CBM-20A

Gradient pompa: LC-20AD

Dedektor: Diode Array Detector SPD-M20A
Kolon firini: CTO-20A

Degazor: DGU-20A5

2.2.2.2 Kullamlan Kimyasallar

HPLC de kullanilan tiim kimyasallar HPLC grade olup,

Tirozol [6. 2-(4-hidroksifenil) etanol], Fluka (Buchs, Switzerland)
Apigenin, Fluka (Buchs, Switzerland)

Luteolin, Sigma (St-Louis, USA);

Luteolin-7-O-glukosid, Applichem (Darmstadt, Germany);
p-kumarik asit, Sigma (St-Louis, USA);

Trans sinnamik asit, Aldrich (St- Louis, USA) firmalarindan temin edilmistir.

2.2.2.3. HPLC Kosullar:

Zeytinyag1 Orneklerinin fenolik dagilimimin tespitinde kullanilan calisma

kosullar1 su sekildedir:

Kolon: Inertsil (250%4.6 mm, ODS-3, Sum partikiil biytikligi, Tokyo,
Japonya)

Kolon sicakligi: 35 °C

Akis hizi: 1.0 mL/dk

Dalga boyu: 280, 320 nm
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Enjeksiyon Miktari: 20 pl
Mobil faz: Metanol (A, %10), Su (B, %90), pH = 3.1

Cizelge 2.3. Sizma zeytinyaginin HPLC gradient programi

Zaman (dk) Cozici A (%) Cozicii B (%)
0 10 90
10 30 70
30 30 70
40 40 60
45 50 50
80 50 50

Calismada kullanilan sizma zeytiyagindaki fenolik maddelerin miktarlar
ornekten elde edilen pik alanlarinin, her bir standart maddenin HPLC’ye ayr1 ayn
verilerek elde edilen pik alanlarina oranlanmasi ile degerlendirilmis ve sonuglar mg/kg

olarak verilmistir.

2.2.3. Zeytin Agac1 Yaprag Oziitiiniin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan zeytin agac1 yaprag: oziitii Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali laboratuvarinda elde edilmistir.

2.2.3.1. Zeytin Agac1 Yaprag Ekstraksiyon islemi

Ekstraksiyon i¢in toz haline getirilmis 100 g zeytin agac1 yapragi kullanilmistir.
Bitki 12 saat boyunca 50 °C’de petrol eteri ile muamele edilerek bitkinin pigment ve
lipofilik kisimlarmin (serbest yag asitleri, steroller, steril esterler, trigliseridler) agiga
c¢ikmasi saglandi. Eter ekstrakt: siiziilerek kurutuldu. Polifenolik maddelerden zengin

Oziitii elde etmek icin kalint1, %95’lik 500 ml etanol i¢inde 50° C ‘de karistiricida 12
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saat boyunca bekletilerek ekstrakt elde edildi. Etanol fazi siiziilerek Minispray Dryer
(Buchi Laboratory Equipment B-290, Switzerland) kullanilarak kurutulmustur.
Kurutma kosullar1 agagida sunulmustur. Kurutma islemi sonunda 13,65 gr zeytin agaci

yaprag: oziitii elde edilmistir.

Cizelge 2.4. Minispray Dryer sartlar

Minispray Dryer Parametreleri
Inlet Outlet _
5 Aspirator Akis hizt Gaz hacmi
Steaklig Sicaklig
. % (ml/dk) (mm)
C c
Etanollu 6ziit 65 36 100 6 30

Sekil 2.1. Ekstraksiyon ve minispray dryer islemlerinin gergeklestirildigi cihazlar

2.2.3.2. Zeytin Agac1 Yaprag Oziitiiniin HPLC ile Analizi:

0,5 gr yaprak ekstrakti 25 ml metanolle ¢ozlindiikten sonra metanolle 50 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra soliisyondan 2 ml alinarak distile su ile 20 ml’ye tamamland1

(European pharmacopeia, 2006).
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2.2.3.2.1 HPLC Sisteminin Ozellikleri

Calismada kullanilan sizma zeytinyagimin igerdigi fenolik maddeler, Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’nda bulunan HPLC
Laboratuvarinda Shimadzu marka (Kyoto, Japonya) HPLC’de Cizelge 2.5’deki
grandient programina gore belirlenmistir.

Olgiim sirasinda kullanilan HPLC sisteminin 6zellikleri asagida verilmistir.

Sistem kontrolér: CBM-20A

Gradient pompa: LC-20AD

Dedektor: Diode Array Detector SPD-M20A

Kolon firin1: CTO-20A

Degazor: DGU-20AS5

2.2.3.2.2. HPLC Analiz Kosullar

HPLC: Agilent Technologies 1200 seri (Binary pompa, vakum degazer,

autusampler, diyod array dedektor)
Kolon: Eclipse XDB-C18 (150x4,6mm,Sum)
Mobil faz: ~ Solvan A: Glasial asetik asit (%1)
Solvan B: Metanol

Kolon sicaklig: 25 °C
Akis hizi: 1 ml/dk.
Dedektor: UV 245 nm, 254 nm, 280 nm

Enjeksiyon miktart: 20ul

35



Cizelge 2.5. Zeytin agac1 yapragi 6ziitii HPLC gradient programi

Zaman Solvan A (%) Solvan B (%)
0 85 15
5 40 60
12 20 80
15 85 15

2.2.3.2.3 Oleuropein Miktarinin Hesaplanmasi

Etanolik ekstrakt i¢indeki oleuropein miktarinin hesaplanmasinda Avrupa

Farmakopesi esas alinmistir (Europen Pharmacoeia 6th Editon, 2006). Calismada

kullanilan oleuropein pik alan1 daha 6nce gergeklestirilen sekiz ¢alismanin analizlerin

ortalamas1 alinarak 435,71 olarak belirlenmistir. Her bir 6rnek 3 kez analiz edilmis

olup analizlerin ortalamasi alinarak yiizde hesaplamalar1 asagida belirtilen formiile

gore gergeklestirilmistir.

Aex M2xpx8

A1 X M1

Aq: Test soliisyonu pik alani

Az: Referans madde pik alani (oleuropein, 435,71)
M1: Tartilan numune agirligt

Mz: Tartilan referans madde agirlig

p: Referans madde igerisindeki oleuropein miktari
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2.3. Deney Kurgusu

Deney hayvanlari adaptasyon siireci olan bir hafta sonunda Cizelge 2.6.’da
gosterilen sekilde her grupta 6 olacak sekilde rastgele 6 gruba ayrilmislardir. Gruplar

asagidaki sekilde diizenlenmistir. Hayvanlara ad libitum su ve yem verilmistir.

Cizelge 2.6. Deneme Gruplari

Gruplar Uygulama
1.grup Kontrol (K) Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) 5 ml/kg
2.grup Kursun (Pb) 25 mg /kg kursun asetat i.p
3.grup Zeytinyagi (Zyt) 5 ml/ kg sizma zeytinyagi oral
4.grup Oziit 60 ml/ kg 6ziit i.p
5.grup Kursun—zeytinyagi 5 ml/ kg sizma zeytinyagi oral +
(Pb-Zyt) 25 mg /kg kursun asetat i.p
6.grup Kursun-oziit 60 ml/ 6ziit i.p +
(Pb-6ziit) 25 mg /kg kursun asetat i.p

Calismada kontrol grubundaki ratlara 5 ml/kg FTS agizdan sonda ile
verilmistir. Kursun grubundaki ratlara 25 mg/kg kursun asetat i.p. olarak verilmistir
(Arif, 2008; Berrehal ve ark., 2007).

Zeytinyag1 grubundaki ratlara sizma zeytinyagi canli agirhiga 5 ml/kg olacak

sekilde sonda ile agizdan verilmistir (Andreadou ve ark., 2007; Somova ve ark., 2003).

Oziit grubundaki ratlara zeytin yapragi ziitii canli agirliga 60 ml/kg i.p. olarak

verilmistir (Andreadou ve ark., 2007; Somova ve ark., 2003).

Kursun-zeytinyag1 grubundaki ratlara 5 ml/kg sizma zeytinyagi agiz yolu ile
sonda ile verilmis olup bu uygulamadan 30 dk. sonra, kursun asetat 25 mg/kg olacak
sekilde FTS iginde i.p yoldan verilmistir (Antunes ve Takahashi, 1999). Kursun-6ziit
grubundaki ratlara 60 ml/kg zeytin yapragi Oziitii i.p. olarak verilmis olup bu
uygulamadan 30 dk. sonra, 25 mg/kg kursun asetat FTS i¢inde i.p olarak uygulanmistir
(Andreadou ve ark., 2007; Somova ve ark., 2003).
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Tim gruplarda uygulamalara her giin ayni saatte benzer sekilde bes giin

boyunca devam edilmistir.

2.4. Kan Alma slemleri

Deneyin son gilinlii tiim uygulamalar yapildiktan 30 dakika sonra ratlar
ketamine (90 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi altina
alinmiglardir. Daha sonra ratlarin kalplerine gégsiin sol tarafindan diyafram igersinden
ventrikiillere 22G igne ile girilerek, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ile
pihtilasmanin engellendigi eppendorf tiiplere ve antikuagulansiz eppendorf tiiplere kan
alinmistir. Alinan kan Ornekleri hematolojik analizler i¢in hemen laboratuvara

getirilmis ve aym giin hemotolojik degerlendirmeler gergeklestirilmistir.

Antikuagulansiz tiiplere alinan kanlar 3000 rpm’de 5 dk santrifuj edilerek
serumlar elde edilmistir. Eppendorf tiiplere alinan serumlar biyokimyasal analizler i¢in

-20 derecede saklanmustir.

Kan kursun diizeyi 6l¢iimii i¢in ayrilan tam Kkanlar ayni giin olglimlerin

yapilacagi laboratuvara gotiirelerek kan kursun diizeyleri belirlenmistir.

MDA o6lgtimleri i¢in antikuagulanl kanlar 3000 rpm’de 5 dk santiriije edilerek

plazmalar elde edilmis, 6l¢iimler ayn1 giin yapilmistir.

Antikuagulanli kanlardan plazma o6rnekleri ayrildiktan sonra SOD ve CAT
enzim aktivitelerinin tayini i¢in alyuvarlarin {izerine Saline Fosfat Tampon ¢ozeltisi
(PBS) ilave edilerek hafifce altiist edildikten sonra 3000 rpm’de 5 dk boyunca santirfiij
edilmistir. Ustte kalan siipernatant pipetle atilarak yikama islemi 3 kez tekrarlanmistir.
Altta kalan alyuvar tabakasina 1,5 kati distile su ilave edildikten sonra vortekslenerek
alyuvarlarin pargalanmasi saglanmistir. Elde edilen hemolizatlardan SOD ve CAT

Ol¢timleri yapilmistir.
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2.5. Kan Analizleri
2.5.1. Serum Lipit Degerlerinin Belirlenmesi

Toplam kolesterol, HDL ve LDL degerleri serum orneklerinde ticari Kitler

kullanilarak Advia 1800 otoanalizatdriinde ol¢tilmiistiir.

2.5.2. Hematolojik Degerlerin Belirlenmesi

Alyuvar sayimi1 Hayem eriyigi kullanilarak direkt hemositometrik yontemle
yapilmistir (Schalm ve ark., 1975; Yilmaz B., 2000). Kontrollii sayim olmasi amaciyla
Thoma laminda her iki kamarada sayim gerceklestrildi. Sayim sonrasi elde edilen

degerler 10.000 ile carpilarak bir mm®’deki alyuvar sayis1 hesaplanmustir.

Hemotokrit (Hct, %) deger, mikrohematokrit yontemi ile saptanmistir.
Heparinli mikrohematokrit tiiplerin %’ kan ile doldurularak tiipiin bos olan ucu
macunla kapatildi. Santrifiije (Hettich) yerlestirilen tiipler 13.000 devirde 5 dk
dondiiriiliikten sonra 6zel okuma aracindaki ¢izelgeye konularak hematokrit deger

okunmustur (Schalm ve ark., 1975; Yilmaz B., 2000).

Hemoglobin (Hb) miktar1 ferrosiyanometrik metod ile belirlenmistir. Metod
Hb’deki Fe*?’nin ferrisiyaniir ile Fe**’e oksitlenip ortama potasyum siyaniir eklenmesi
ile stabil siyanmethemoglobin olugmasi esasina dayanir. Siyanmethemoglobinin 540
nm dalga boyunda spektrofotmetrede Olciilen absorbans1 Hb konstrasyonu ile dogru
orantilidir. Test i¢in deney tiipiine 5 ml Drabkin ¢6zeltisi konuldu ve tizerine 20 pl kan
eklendi, ¢cozelti karistirildi. On dakika bekleme siiresi sonunda spektrofotometrede 540
nm dalga boyunda absorbans okunarak asagida yazilan formiile gore Hb degeri g/dl
olarak hesaplanmustir (Tietz 1987).

Absorbans x Hb standart derigimi x Dilusyon faktorii

Hb derisimi (g/dI) =
erigimi (g/dl) Hb standartinin absorbans1 x1000
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Ortalama alyuvar hacmi (OAH, p?) ¢oktiiriilmiis alyuvarlarin hacimlerinin bir
mm? kanda bulunan alyuvar sayisina oranlamasi ile, ortalama alyuvar hemoglobini
(OAHD, pg) 100 ml kanda bulunan Hb miktarinmn bir mm® kanda bulunan alyuvar
sayisina oranlanmasi ile, ortalama alyuvar hemoglobin derisimi (OAHbD, %) 100 ml
kanda bulunan Hb miktarmin ¢oktiiriilmiis alyuvarlarin hacimine oranlanmasi ile

hesaplanmistir (Schalm ve ark., 1975, Feldman ve ark., 2000).

2.5.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.5.3.1. Alyuvarlarda Siiperoksit Dismutaz (E.C 1.15.1.1) Ol¢iimii

Alyuvar hemolizatinda siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi Sun Y. ve
ark. (1988) tarafindan bildirilen yontemle o6l¢iildii. Metod reaksiyon ortaminda
enzimatik bir reaksiyon ile iiretilen oksijen radikallerinin (O2™) ortamda bulunan
nitroblue tetrazoliyumu (NBT) indirgenmesinin Ornekteki SOD tarafindan
engellenmesi prensibine dayanir. Olusan rengin absorbansinin spektrofotometrede 560
nm dalga boyunda kore karsi okunmasi ile belirlenmistir. Bir SOD {initesi NBT
rediiksiyonunu %50 inhibe eden aktivite olarak kabul edildiginden, reaksiyon
ortaminda bulunan enzim aktiviteleri bu iinite cinsinden hesapland1 ve U/mg-Hb

olarak degerlendirildi.

2.5.3.2 Alyuvarlarda Katalaz (E.C.1.11.1.6) Olgiimii

Alyuvar hemozilatinda katalaz (CAT) aktivitesi Olglimii Luck (1965)
tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek kullanildi. Metod, H202’nin 151k
spekturumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla artan bir absorbans vermesi
esasina dayanir. Fosfat tampon igerisinde bulunan H20; nin &rnekteki CAT enziminin
yikilmasi sonunucunda 240 nm’deki absorbansinda azalma meydana gelir. Azalma
hizi CAT enzimi aktivitesi ile orantihdir. Olusan rengin absorbansi
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda koére karst okunarak elde edilen deger
formiile uygulandiktan sonra alyuvarlardaki Hb konsantrasyonu (g/dl) ile oranlanarak

k/mg-Hb olarak hesaplanmustir.
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2.5.4. Plazma Malondialdehit Ol¢iimii

Plazma malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢iimleri Yoshioko ve ark (1979)
tarafindan bildirilen yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. Metod, lipit igerik ve
diisiik pH’da, tiyobarbiitirik asit varliginda isitilarak stabil kirmizi renk olugsmasina
dayanir. Ornekteki rengin 535 nm dalga boyunda kore karst UV-spektrofotometre
(Hitachi, Japonya) absorbansi okundu. 20 umol/L’lik 1.1.3.3 Tetraoksipropan ¢alisma
standart ¢ozeltisi ile 1,2,4,5,10 umol/L’lik dilusyonlar hazirlanarak kalibrasyon grafigi
cizildi. Bu grafiken yararlanilarak MDA degeleri umol/L plazma olarak verildi.

2.5.5. Kan Kursun Diizeyi Ol¢iimii

2.5.5.1. Kullanilan Cihazlar

-Bilgisayar kontrollii  Indiiktif Eslesmis Plazma Kaynakli Kiitle
Spektrofotometresi (ICP-MS, Agilent 7500a)

- Nebulizer (Babington tip): Numunenin sislestirilmesini (aerosol) saglayan

sistemdir.

- Spray Chamber (Quartz): Aerosoliin toplandig1 ve plazmaya gonderildigi

sistemdir
- Otomatik 6rnekleyici (Otosampler)
- ICP-MS Top yazilimi
2.5.5.2.Reaktifler

Nitrik Asit: (HNO3) : 1,40 g/ml, M=63,01 g/mol; saflig1 % 65 olan HNO3
Hidroklorik asit: (HCI) (Sigma): 1,16 g/ml
Deiyonize su

Kursun Stok Cozeltisi analitik saflikta (Merck), 1000 ppm’lik,
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2.5.5.3. ICP-MS Kosullar

Tam kan numunesi iyice calkalanarak homojenize edildi.1 g kan numunesi
tartilarak tizerine 5 ml HNO3, 0,5 ml HCI ve 5 ml deiyonize su ilave edilerek
mikrodalgaya verildi. Mikrodalgadan alinan numune deiyonize su ile 25 ml’ye
kadar tamamlandi. Soguduktan sonra, analiz i¢in ICP-MS cihazina verildi. En
az 5 standart kullanilarak ve standarda karsi gelen absorbanslar standard
konsantrasyonuna karsi grafige gegirilerek kursun kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Numunedeki kursun konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

K=(a-b)xV/m

K=Numunedeki metal konsantrasyonu (mg/g)
a=Numunede ¢dzeltisindeki metal konsantrasyonu (mg/ml)
b=Sahit ¢oeltisindeki metal konsantrasyonu (mg/ml)
V=Numune ¢dzeltisinin hacmi (ml)

m=Numunenin kiitlesi (g)

2.6. istatistiksel Analizler

Gruplara ait istatistik hesaplamalar ve gruplarin ortalama degerleri arasindaki
farkliligin 6nemliligi i¢in tesadiif bloklar1 deneme diizenine goére varyans analizi
(ANOVA), gruplar arasindaki farkin Onemlilik kontrolii i¢in Duncan testi
uygulanmistir (Dawson ve Trapp, 2001). Istatistik analizler SPSS 22 (Inc. Chiago, I,
USA seri n0:416a1604ed18748d3g27) paket programinda gergeklestirilmistir.

42



3. BULGULAR

3.1 Sizma Zeytinyagimin Bilesimi

Calismada kullanilan sizma zeytinyaginin toplam fenolik madde igerigi, kafeik
asit esdegeri (CAE) cinsinden 460,2474 mg/kg olarak belirlenmistir. Sizma
zeytinyaginda HPLC’de belirlenen fenolik madde gesitlerini gosteren kromatogram

Sekil 3.1°de ve miktarlari ise Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

o
1 = nm.,4nm 00) T — — — e
20.0-Ch2-320nm,4nm 51003

17.54
15.01

12.5-]

10.0 |

501 — s 7

o 10 20 30 40 50 ‘ 67077 : 770 3 min

(1) 2-4-hidroksi fenil ctanol (tirozol), (2) Syringik asit, (3) p-kumarik asit, (4) Luteolin-7-glukozit, (5) Trans sinnamik asit, (6) Luteolin, (7) Apigenin
Sekil 3.1. Sizma zeytinyaginin fenolik madde igerigini [(1) 2-4 hidroksi fenil etanol (tirozol), (2)sirinjik

asit, (3) p-kumarik asit, (4) luteolin 7-glikozit, (5) trans-sinnamik asit, (6) luteolin, (7)apigenin] gosteren

kromatogram.
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Cizelge 3.1. Sizma zeytinyagindaki fenolik madde miktarlari (mg/kg)

Sizma zeytinyagindaki fenolik maddeler

Miktar (mg/kg)

Tirozol 8.58
Sirinjik asit 0.56
p -kumarik 3.40
Luteolin-7-glikozit 6.92
Trans sinnamik asit 14.13
Luteolin 39.31
Apigenin 4.30

3.2. Zeytin Agac1 Yaprag Oziitiiniin Icerigi

7 DAD1 B, 5ig254.4 Refwoff (SELINZEYTN-CAN 2009-10-13 10-11.30\WAPRAIG.0)

mAU

T
|
|

4

G

1689

[
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10,067

13.672

t
8 10

Sekil 3.2. Zeytin agac1 yapragindan elde dilen 6ziitteki oleuropein pik kromatogrami

Oziitiin igerigindeki oleuropein igerigini belirlemek amaciyla Ankara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi laboratuvarindaki HPLC cihazi ile
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Olciim gerceklestirilmistir. Zeytin agacit yapragindan elde dilen etanolik ekstrakt

icindeki oleuropein miktarinin %20,01 oldugu ortaya konmustur.

3.3. Hematolojik Degerler:
3.3.1. Ortalama Alyuvar Sayilari

Deney siirecinde ziit verilen ratlarm alyuvar sayismin (8,29+0,30 10° /mm?)

diger gruplarla karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu, ancak gruplar arasinda 6nemli
bir fark olmadig: goriilmiistiir (P>0.05).
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K Pb Zy Ozit Pb-Zyt Pb-6ziit

Sekil 3.3. Ortalama alyuvar sayilari(X£Sx)

3.3.2. Hemoglobin Degerleri

Hb degerlerinin kursun grubunda 14,88+0,35 g/dl, Pb-Zyt grubunda
15,27+0,94 g/dl, Pb-6ziit grubunda, 14,29+0,36 g/dl olarak belirlenmistir. En yiiksek
Hb degerinin 6ziit grubunda oldugu gézlenmistir (16,20+0,62 g/dl). Ancak, analiz

sonuglar1 gruplar arasinda 6nemli bir farklilik bulunmadigini géstermistir (P>0.05).
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Sekil 3.4. Hemoglobin degerleri (X+Sx)

3.3.3. Hematokrit Degerleri

Kan hematokrit degerlerinin kontol grubunda %37,22 +1,14 Pb grubunda
%39,17+£0,91 Zyt grubunda %37,04 + 1,14 ve 6ziit verilen grupta %41,68+1,28 Pb-
Zyt grubunda %39,15+1,66 Pb-Oziit grubunda %37,50+0,78 olarak saptanmustir.
Ancak gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadigi goriilmistiir (P>0.05).

K Pb Zy

Sekil 3.5. Hematokrit degerleri (X+Sx)

hematokrit deger %
w w w N H S
N (o)} ¢4} o N N

w
N

Oziit Pb-Zyt Pb-6ziit
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3.3.4.Alyuvar Indeksi
3.3.4.1. Ortalama Alyuvar Hacmi (OAH)

Ortalama alyuvar hacmi degerlerinin kontrol grubunda 49,40+0,98 p*, kursun
verilen grupta 51,17+0,79 3 Zyt grubunda 49,14+0,55 p® Pb-Zyt grubunda
51,67+0,61 u3, 6ziit verilen grupta 50,29+0,64 u®, Pb-6ziit grubunda 51,57+0,81 p®
olarak saptanmustir. Ancak gruplar arasinda onemli bir fark olmadig1 gortlmustiir

(P>0.05).
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Sekil 3.6. Ortalama alyuvar hacimleri (X£Sx)

3.3.4.2. Ortalama Alyuvar Hemoglobini Miktar1 (OAHDb)

Ortalama alyuvar hacmi degerlerinin kontrol grubunda 49,40+0,98 p2, kursun
verilen grupta 51,17+0,79 n® Zyt grubunda 49,14+0,55 p® Pb-Zyt grubunda
51,67+0,61 pu3, 6ziit verilen grupta 50,29+0,64 u®, Pb-6ziit grubunda 51,57+0,81 p®
olarak saptanmistir. Ancak gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadigi goérilmiistiir

(P>0.05).
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Sekil 3.7. Ortalama alyuvar hemoglobini miktari (X+Sx)

3.3.4.3. Ortalama Alyuvar Hemoglobin Derisimi (OAHbD)

Calismada ortalama alyuvar Hb derisimleri Pb grubunda %37,95+0,35 kontrol
grubuna (p<0.05) % 40,38+0,24 gore istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu, Zyt
grubunda % 39,7+0,13 6ziit grubunda % 38,86+0,38 Pb-6ziit grubunda % 38,11+0,42
ve Pb-Zyt grubunda ise % 38,02+0,40 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.8. Ortalama alyuvar hemoglobin derisimi (X+Sx)
Farkl: harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)
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Cizelge 3.2. Ratlarin alyuvar sayisi, hemoglobin derigimi, hematokrit degeri, ortalama alyuvar hacmi, (OAH) ortalama alyuvar hemoglobini, (OAHD) ve ortalama alyuvar

hemoglobin derisimi, (OAHbD) ortalama ve standart hata degerleri

Gruplar " Alyuvar sayis1 (10°/mm®) | Hemoglobin (g/dl) Hematokrit (%) OAH (p®) OAHDb (pg) OAHbD (g/dI)
X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx
Kontrol 6 7,58+0,35 15,04+0,43 37,22+1,14 49,40+0,98 19,80+0,48 40,38+0,242
Kursun 6 7,66+0,16 14,88+0,35 39,17+0,91 51,17+0,79 19,40+0,21 37,95+0,35 ¢
Zeytinyagi 6 7,54+0,24 14,63+0,48 37,04+1,14 49,14+0,55 19,38+0,24 39,47+0,13%"
Oziit 6 8,29+0,30 16,20+0,62 41,68+1,28 50,29+0,64 19,54+0,20 38,86+0,38b¢"
Zyt- kursun 6 7,59+0,36 15,27+0,94 39,15+1,66 51,67+0,61 19,63+0,11 38.02+0,40 ¢
Oziit- kursun | 6 7,29+0,17 14,29+0,36 37,50+0,78 51,57+0,81 19,60+0,16 38,11+0,42¢"

Aymi siitunda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemlidir (p<0,05)
“ Kontrol grubuna gore p<0,05 diizeyinde farklilig1 ifade etmektedir.
**. Kontrol grubuna gore p<0,001 diizeyinde farklilig1 ifade etmektedir.
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3.4. Serum Lipit Degerleri

3.4.1 Kolesterol Degerleri
Denemede kan kolesterol diizeyinin kontrol grubunda 45+3,48 mg/ dl oldugu
Pb grubunda 54,29+3,31 mg/dl oldugu bulunmustur. Zyt grubunda 39+3,29 mg/dl,

oziit grubunda 64,5+4,73 mg/ dl Pb-6ziit grubunda 84,57+4,23 mg/dl ve Pb-Zyt
grubunda 65+0,95 mg/dl olarak bulunmustur.
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K Pb Zy Ozit Pb-Zyt Pb-diziit

Sekil 3.9. Ortalama kolesterol degerleri (X+Sx)
Farkl harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark dnemlidir (p<0,05)

3.4.2 Trigliserit Degerleri

Denemede kan trigliserit diizeyinin kontrol grubunda 77+8 g/dl oldugu Pb
grubunda 89+7 dl/ oldugu tespit edilmistir. Zyt grubunda 181+48 g/dl, 6ziit grubunda
81+15 g/ dl Pb-6ziit grubunda 118+17 g/dl, Pb-Zyt grubunda ise 200+38 g/dl olarak

bulunmustur.
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Sekil 3.10. Ortalama trigilserit degerleri (X£Sx)
Farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark dnemlidir (p<0,05).

3.4.3. HDL Degerleri

Denemede kan HDI diizeyinin kontrol grubunda 19,28+1 ,67 mg/dl oldugu Pb
grubunda 18,06+1,00 mg/dl olarak dl¢lilmiistiir. Zyt grubunda 20,07+1,68 mg/dl, ziit
grubunda 22,58+1,68 mg/ dl Pb-6ziit grubunda 21,46+2,13 mg/dl, Pb-Zyt grubunda
ise 21,33£1,54 mg/dl olarak bulunmustur.
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Sekil 3.11. Ortalama HDL degerleri (X£Sx)
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3.4.4. LDL Degerleri

Ratlarin kan ortalama LDL diizeyleri kontrol grubunda 4,80+0,29 mg/dl, Pb
grubunda 10,85+0,51 mg/dl, Zyt grubunda 5,01 + 0,43 mg/dl, 6ziit grubunda
15,11+1,66 mg/ dl, Pb-6ziit grubunda 22,05+5,3 mg/dl ve Pb-Zyt 13,57+1,31 mg/dI

olarak bulunmustur.
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Sekil 3.12. Ortalama LDL degerleri (X£Sx)
Farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).

3.5. Kan Kursun Diizeyleri

Calismada kan kursun diizeyi ortalama degerleri kontrol grubunda 1,57+0,59
pg/dl, Pb grubunda 4,75+0,34 ng/dl, Zyt grubunda 1,2040,61 pg/dl, 6ziit grubunda
1,1540,67 ng/dl, Pb-6ziit grubunda 3,13+0,41 ug/dl ve Pb-Zyt grubunda ise 3,4340,50
ug/dl olarak bulunmus olup, kontrol grubuna gore degerler arasindaki fark dnemlidir
(p<0.05).
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Sekil 3.13. Ortalama kan kursun diizeyleri (X+Sx)
Farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)

3.6. Antioksidan Enzim Aktiviteleri
3.6.1. Siiperoksit Dismutaz AKtivitesi

Deneyde SOD aktivitesi ortalama degerleri kontrol grubunda 3,24+1,20
umol/gHb, Pb grubunda 3,13+0,97 umol/gHb, Zyt grubunda 4,45+1,14 umol/gHb,
0ziit grubunda 3,90+1,22 pmol/gHb, Pb-6ziit grubunda 3,81+1,14 umol ve Pb-Zyt
grubunda 4,31+1,67 umol/gHb diizeylerindedir.

0 i i ' i i i

Oziit Pb-Zyt Pb-6zit

SOD U/mgHb
N w H wv

=

Sekil 3.14.0rtalama SOD aktiviteleri (X+Sx)
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3.6.2. Katalaz Aktivitesi

Denemede katalaz aktivitesinin kontrol gurubunda 0,93+0,33 k/mgHb kursun
grubunda 0,73+0,05 k/mgHb olarak goézlenmistir. Zyt grubunda 1,48+0,51 k/mgHb,
Oziit gurubunda 1,78+0,60 k/mgHb, Pb-6ziit 1,31+£0,62 k/mgHb, Pb -Zyt grubunda
1,59+0,62 k/mgHb olarak ol¢lilmiistiir.
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Sekil 3.16. Ortalama CAT aktiviteleri (X+Sx)
Farkl harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)

3.7. Plazma Malondialdehit Diizeyleri

Denemede malondialdehit (MDA) diizeyleri kontrol grubunda 9,75+3,36
umol/L, kursun grubunda 9,97+1,98 umol/L oldugu tespit edilmistir. Zyt grubunda
15,19+4,08 pmol/L, 6ziit grubunda 14,4545,62 pmol/L Pb-oziit 11,73+£4,61 umol/L
ve Pb-Zyt 13,24+5,39 umol/L bulunmustur.
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Cizelge 3.3. Ratlarmn kolesterol, HDL, LDL, Kan kursun diizeyleri ile siiperoksit dismutaz, malondialdehit ve katalaz enzim aktiviteleri

Gruplar Kolestgrol(mg/dl) HDL _(mg/dl) LDL_(mg/dI) Trigliierit (g/dl) KurSuil (ng/dl) SOD(meol/gHb) CAT*Sk/mgHb) MDA( _pmol/L )
X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx

Kontrol 45,00+3,4820 19,28+1,67 4,80+0,292 77+£82 1,57+0,592 3,24+1,20 0,9340,33% 9,754+3,36
Kursun 54,29+3,31% 18,06+1,00 10,85+0,512 89+72 4,75+0,34° 3,1340,97 0,73+0,052 9,97+1,98
Zeytinyag1 39,00+3,292 20,07+1,68 5,010,432 181448 1,20+0,612 4,45+1,14 1,48+0,51% 15,19+4,08
Oziit 64,50+4,73b¢ 22,58+1,68 | 15,11+1,66 81+152 1,15+0,672 3,90+1,22 1,78+0,60° 14,45+5,62
Zyt- kursun 65,00£10,95% 21,33+1,54 13,571,310 200+38° 3,43+0,50¢ 431+1,67 1,59+0,62% 13,24+5.39
Oziit- kursun 84,57+14,23¢ 21,46+2,13 22,05+5,3° 118+17° 3,13+0,41¢ 3,81+1,14 1,31+0,62% 11,73+4,61

* Katalaz enzimi aktivite degerleri 100 ile carpilmistir.

Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05).
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4. TARTISMA

Kursun toksik etkisini basta alyuvarlar olmak tizere farkli hiicrelerde yapisal
ve islevsel degisikliklere sebep olarak gosterir. Diisiik dozlardaki kursun iki
aminolevulinik asit kullanarak porfobilinojen molekiiliiniin sentez edilmesini katalize
eden 6-ALAD enziminin etkinligini azaltarak, alyuvar yapisindaki Hb’nin yapi tasi
olan hem sentezini bozmaktadir. Kursunun sitokrom, katalaz ve peroksidazlar gibi
enzimleri inaktive ettigi bildirilmistir (Patrick Lyn, 2006a; Rendon-Ramirez ve ark.,
2007).

Kursunun oksidatif stresi 3 farkli yolla meydana getirdigi bilinmektedir;

1- Delta amino levulinik asit dehidratazin kursun tarafindan inhibisyonu ile kursun
levulinik asit birikimine sebep olur ve bu asit serbest radikallerin potansiyel

kaynagidir.
2- Kursun Fe*? varliginda biyolojik zarlarda lipit peroksidasyonu yapar.

3-Kursunun serbest radikalleri siipiiren enzimleri ve GSH azaltmasi ile serbest radikal

tiretimi artar (He ve ark., 2016; Patrick Lyn, 2006a ve Sajitha ve ark., 2010).

Calismada oksidatif strese ve reaktif oksijen tiirlerinin agiga ¢ikmasina neden olan
kursun zehirlenmesinde bir¢ok fenolik madde igeren ve antioksidan 6zelligi bilinen
sizma zeytinyagr (Owen ve ark., 2000a; Warleta ve ark., 2011) ile yiiksek miktarda
mindr polar komponent (MPC) sinifina giren sekoiridoidler, oleuropein, oleuropein
derivatlari, tirozol ve hidroksitirozol i¢ceren zeytin agac1 yaprag oziitiiniin (Hashmi ve

ark., 2015; Jemai ve ark., 2008 ve Owen ve ark., 2000a) etkileri aragtirilmistir.

Hsu ve ark. (1997)’nin yaptig1 ¢aligmada kontrol gruplarindaki ratlarin kan
kursun diizeyinin 1,4 pg/dl oldugu, intraperitoneal 10 mg/kg kursun asetat
uyguladiklar1 ratlardaki diizeyin 33,6 pg/dl yiikseldigi rapor edilmistir. Ayni
arastirmacilar 6 hafta boyunca i.p. olarak 10 mg/kg kursun asetat uyguladiklari ratlarda
kan kursun diizeyinin 25 pg/dl ile 45,5 pg/dl arasinda degistigini bildirmektedirler.
Berrahal ve ark. (2011), kontrol gruplarinda kan kursun diizeyinin 1,76 pg/dl oldugu
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ratlara 40 giin boyunca su igerisinde kursun (50 mg/L) i¢irdiklerinde kan kursun
diizeyinin 12,67 pg/dl, 65 giin icirdikleri ratlarda ise 7,49 pg/dl yiikseldigini tespit
etmislerdir. lavicoli ve ark. (2006), kontrol grubu kan kursun diizeyi 0,80 pg/dl olan
ratlara yem ile 40 ppm kursunu 270 giin boyunca verdiklerinde kan kursun diizeyini
11,57 pg/dl olarak bulmuslardir. Calismada kontrol grubundaki ratlarda kan kursun
diizeyi 1,57+0,59 ng/dl olarak saptanmistir. Oziit verilen grupta kan kursun diizeyi
1,15+0,67 pg/dl ve zeytinyagi verilen grupta kan kursun diizeyi 1,20+0,61 pg/dl olarak
bulunmustur. Buna karsin 25 mg/kg kursun asetatin 5 giin boyunca i.p. yolla
uygulandig1 kursun grubundaki ratlarda ise kan kursun diizeyi 4,75+0,34 pg/dl olarak
tespit edilmistir.

Dounias ve ark. (2010), bildirdikleri vakada kan kursun seviyesinin yapilan
suksimer tedavisi ile azaldigini gostermislerdir. Visioli ve Galli (1994) de yaptiklar
calismada sizma zeytinyaginin ve zeytin agaci yapraginin en énemli polifenolu olan
oleuropeinin 10° M derisimde CuSOy ile tetiklenen LDL oksidasyonunu engelledigini
gostermislerdir. Buekers ve ark. (2009), memelilerde kan kursun diizeyinin toksik
esiginin tiirler arasinda ¢ok genis araliklarda degistigini ve genel olarak memelilerde
10 pg/dl’nin altinda oldugu durumlarda hem sentez yolagini etkiledigini, 10 pg/dl
tizerindeki konsantrasyonlarda da iireme, hematolojik sistem ve biyiime ile ilgili
cesitli degiskenler iizerinde etkilerinin basladigini sdylemislerdir. Calismada 06ziit-
kursun (3,13+0,41 pg/dl) ve zeytinyagi-kursun (3,43+0,50 pg/dl) gruplarinin kan
kursun diizeylerinin kursun grubundan (4,75+0,34 ng/dl p<0,05) anlamli olarak daha
diisiik oldugu gozlenmistir. Caligmada kursun ile beraber zeytinyagi ve zeytin yapragi
oziitii verilen gruplarda kan kursun diizeylerinin kursun grubuna gore belirgin bir
azalmanin olmasi, kursuna maruz kalindiginda hiicresel diizeydeki zararh etkileri
Oonlemeye yonelik olarak antioksidan etkinlikleri nedeniyle zeytinyagi ve zeytin
yapragi Oziitiinlin kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bu etki kursunun dolagim
sisteminden kemik iligi ve/veya i¢ organ dokularina artan geg¢isi ile olabilecegi gibi,
olusturdugu selasyon veya selasyonlar araciligi ile kursunun kandan viicut disina
atilmasimin artirilmast yoluyla da gerceklesmis olabilir. Ancak, bu ¢aligmanin

bulgular1 bu etkinin mekanizmasini agiklamak i¢in yetersizdir.
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Girer ve ark. (1998), bes hafta boyunca igme suyuna 2000 ppm diizeyinde
kursun ekleyerek farelere igirdikleri ¢alismada, alyuvar sayisi, Hct degeri ve Hb
derisiminin onemli derecede diistiiglinii gozlemlemislerdir. Dounias ve ark. (2010),
kursuna maruz kalmanin Hct degeri, Hb derisimini diisiirdiigiinii, bu durumun oral
selatorlerden olan suksimer tedavisi ile normal degerlere dondiigiinii bildirmislerdir.
Hashem ve ark. (2009), 30 giin boyunca 1-5 mg/kg canli agirlik dozda kursun asetat
igirdikleri ratlarda Hb, ortalama alyuvar hemoglobini (OAHb) ve ortalama alyuvar
hemoglobin derisimi (OAHbD) diizeylerinin kontrol grubuna gore diistligiini,
ortalama alyuvar hacmi (OAH) diizeyinin ise yikseldigini belirlemiglerdir. Bu
arastirmacilar, kursunun OAH’y1 artirarak ve OAHbD diizeyini azaltarak makrositer
hipokrom anemiyi sekillendirdigini bildirmislerdir. Calismada kursun verilen ratlarda
Hb degerinin14,88+0,35 g/dl, OAHDb degerinin ise 19,40+0,21 pg oldugu ve aradaki
fark onemsiz de olsa, bu degerlerin kontrol grubundaki degerlere gore (15,04+0,43

g/dl, 19,80+0,48 pg) biraz daha diisiik oldugu saptanmustir.

Alyuvarlarin kursuna yiiksek affinite gosterdigi ve dolagimdaki kursunun %99
'unu bagladigi, kursunun hiicre zarini destabilize ederek ve zar gegirgenligini bozarak
alyuvarlarda hemolize sebep oldugu bildirilmektedir (Jassim ve Hassan 2011; Patrick
Lyn, 2006’a; Mugahi ve ark., 2003 ve Pisoschi ve Pop, 2015). Arif ve ark. (2008),
genetik toksisitenin tespiti i¢in yaptiklari comet testinde, 5 giin boyunca 25 mg/kg i.p.
kursun uygulanan ratlarda kursunun kan hiicrelerinde DNA hasari meydana getirdigini
bildirmislerdir. Zeytinyag1 ve zeytin agaci yapragi 0ziitii verilen ratlarin OAHb
degerinin kursuna maruz birakilan ratlara gore istatistiksel anlamli (p <0,05) sekilde
yiikseldigi belirlenmistir. Sizma zeytinyagi ve zeytin yapragi 6ziitiindeki bolca varolan
polifenollerin hidrojen peroksit ile tetiklenen DNA hasarini engelledigi ve tirozoliin
bu islevi hidroksitirozole gore daha etkin sekilde gergeklestirdigi bildirilmistir
(Fabinia R ve ark., 2008).

Calismada OAHbD diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
(p<0,05) gozlenmis olup, kursun verilen grupta ortalama OAHbDD degerinin
(37,95+0,35 g/dl) kontrol grubuna (40,38+0,24 g/dl) gore daha diisiik oldugu
(p<0,001) saptanmustir. Istatistik acidan oOnemsiz de olsa zeytinyagi-kursun
(38.02+0,40 g/dl) ve oziit-kursun (38,11+0,42 g/dl) gruplarinin OAHbD degerleri
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kursun verilen gruba gore biraz yiikselmistir. Bu bulgular kursunun uygulandigi doz
ve siirede kemik iliginde alyuvar yapimi ve hem sentezini olumsuz olarak etkiledigine
ve sizma zeytin yagl ve zeytin yapragi 6ziitiiniin bu hasar1 kismen engelledigine isaret

etmektedir.

Demir, reaktif oksijen olusumu ile sekillenen lipit peroksidasyonunu baslatan
ve devam ettiren bir metaldir. Manna ve ark. (1999) alyuvarlarda oksidatif hasar
olustugunda amino asitlerin hiicre i¢ine enerji kullanilarak transportunun azalmasina
karsi, hidroksitirozoliin hiicreyi lipit peroksidasyonuna ve oksidatif hasar sonucu
olusan hemolizden korudugunu bildirmislerdir. Calismada 6ziit grubunda alyuvar
sayis1 (8,29+0,30x10%/mm?), Hb derisimi (16,20+0,62 g/dl) ve OAH (50,9£0,64, u®)
degeri kontrol grubundaki ratlara gére anlamli olamayan yiikselme gdstermistir. Bu
durum Oziitiin igerisinde bulunan oleuropein ve derivatlarinin kemik iligindeki
eritropoietik etkinligi korudugunu géstermektedir. Ortalama alyuvar hacmi ve OAHb
degerleri oziit-kursun (19.60£0.16 pg, 50,29+0,64 u®) ve zeytinyagi-kursun
(19,63+0,11 pg, 51,67+0,61 p®) gruplarinda, kursun grubuna (19,40+0,21, g/dl,

51,17+0,79 u®) gore istatistiksel anlaml1 olamayan artis gdzlenmistir.

Paiva-Martines ve ark. (2009) ROS ve Oz anyonun artmasinin antioksidan
savunmanin ¢Oktiigliniin gostergesi oldugunu bildirmektedirler. Plazmada ya da
alyuvar iginde H202 ve Oz gibi reaktif oksijen tiirleri konsantrasyonlarmin artmasi
oksidatif stres olusturur ve alyuvar zarinda ve hemoglobinde oksidatif hasara yol agar.
Cok cesitli ksantobiyotikler ve agir metaller oksidatif rediiksiyona sebep olarak
alyuvarlarin pargalanmasina neden olur (Pisoschi ve ark., 2015, Siti ve ark., 2015).
Calismada kan ortalama Hb degerinin sadece kursun uygulanan grupta diisiik, buna
karsin zeytinyagi-kursun grubunda yiiksek olmasi zeytinyaginda bulunan MPC’lerin
istatistiksel olarak onaylanmamis olsa da antioksidan etkinlik gosterererek alyuvar ve
hemoglobinde sekillenen oksidatif stresi engellemesinine bagli olduguna isaret

etmektedir.

Haleagrahara ve ark. (2010), ROS’un kursun zehirlenmesinin zararl etkisini
ortadan kaldirmaya yardimci olmak igin viicutta antioksidan savunma sistemlerinin
artirilmasini terapotik bir yaklasim olarak bildirmislerdir. Calismada antioksidan
Ozellikleri bilinen zeytin agaci yapragi 6ziitiiniin kontrol grubuna gore alyuvar sayisini,
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Hb ve Hct degerlerini istatistiksel anlamli olmasa da biraz artmasina neden olurken,
sizma zeytin yaginda bu degerlerin biraz azalma egiliminde olduklar1 gézlenmistir.
Buna karsin, 6ziit-kursun grubunda ise alyuvar hacmi ve Hb konsantrasyonunun
kontrol grubundan daha diistik oldugu go6zlenmistir. Ayrica c¢alismada sizma
zeytinyagi ve kursun verilen grupta Hb ve ortalama alyuvar hacmi degerlerinde kursun
grubuna gore istatistiksel anlam gostermeyen bir yiikselme gdzlenmistir. Benzer
sekilde, kursun verilen grubun degerleri ile karsilastirildiginda zeytinyagi ve oziitiin
kursun ile birlikte verildigi gruplarda Htc, OAH, OAHb ve OAHb dersimi degerlerinin
istatisitiksel anlamli olmasa da ylikselme ve kontrol grubu degerlerine yaklasma

egiliminde oldugu gorilmiistir.

Kursunun ana hedef dokularindan biri hematolojik sistemdir. Serbest demir
iyonlart 8-ALA enzimlerinin katalizledigi oksidasyon ve serbest O radikallerinin
olugsmasimi ve hiicre zarinda lipit peroksidasyonu tetikler. Buna bagli olarak hiicrede
GSH, CAT gibi antioksidan enzimlerin etkinligi artarak serbest radikallerin
stiptirilmesi saglanir (Dua ve ark., 2016; Jium ve Hsien,1994 ve Sugawara ve
ark.,1991). Kursun toksikasyonunun ileri asamalarinda antioksidan savunma
sisteminin baskilanmasi ile birlikte oksidatif stresin hiicresel ve sistemler tizerindeki
goriiniir etkileri ortaya ¢ikar. Diisiik kursun diizeylerinde ortaya ¢ikan zehirlenmelerde
SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerin seviyeleri artar. Yiiksek dozda kursuna
maruz kalindiginda ise bu enzim diizeylerinin azaldigi gosterilmistir (Chiba ve

ark.,1996; Kasperczyk ve ark., 2004; Patrick Lyn, 2006a; Sugawara ve ark., 1991).

Calismada 25 mg/kg kursun uygulanan grubun SOD (3,13£0,97 umol/gHb)
aktivitesinin kontrol grubuna (3,24+1,20 pmol/gHb) gore istatistiksel olarak
onaylanmamis olasa da diisiik oldugu gézlenmis olup, bu durumun kursuna kisa siire
icinde yiiksek dozda maruz kalinmasindan kaynaklanabilecegi seklinde
yorumlanmustir. Berrehal ve ark. (2007), 5 mg/kg ve 15 mg/kg i.p. yolla yedi giin
boyunca kursun uyguladiklar1 ratlarda antioksidan enzimlerden SOD seviyesinin
azaldiginmi ve 15 mg/kg kursun uygulanan grupta azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu ortaya koymuslardir. Baska bir ¢alismada Haleagrahara ve ark. (2010),

kursun asetat verilen ratlardaki SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore diistiiglinii
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bildirmiglerdir. Calismada zeytinyagi ve Oziit verilen gruplarda SOD aktivitesinin

kontrol ve kursun gruplarina gore yiiksek oldugu saptanmistir.

Patil ve ark. (2007), yaptiklar1 calismada kursuna maruz kalan kisilerde Hb ve
OAH degerleri ile SOD enzimi aktivitesinin diistiigiinii gézlemlemislerdir. Calismada
kursun verilen grupta Hb (14,88+0,35, g/dl) ve SOD (3,13+0,97 U/mgHb) degerleri
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olmasa da diisiik, buna karsin 6ziit-kursun
ve zeytinyagi-kursun grubunda tiim antioksidan degiskenler kursun grubuna goére
yiiksek bulunmustur. Bu durum 6ziit ve sizma zeytinyaginda bulunan oleuropein,
tirozol ve hidroksitirozol basta olmak tizere polifenollerin oksijen radikallerini
siiptirme etkisi olan SOD ve CAT enzim aktivitesi etkinligini artirdigini bildiren
caligmalar1 desteklemektedir. Oleuropein ve HT nin Oz anyonlarmi ve hipokloriir
asitten olusmus radikalleri inhibe ettigi Visioli ve ark. (2003) tarafindan ortaya

konmustur.

Calismada oziit verilen gruptaki alyuvar SOD (3,90+1.22 pmol/gHb)
aktivitesinin kontrol grubuna (3.24+1.20, umol/gHb) gore biraz daha yiiksek oldugu
gozlendi. Polifenol acisindan ve oleik asitten zengin sizma zeytinyagi igirilen grubun
SOD aktivitesinin 6ziit verilen gruba gére daha fazla yiikseldigi gézlenmis olup, bunun
sizma  zeytinyagindaki  diger polifenollerin  etkisine bagli  olabilecegi

degerlendirilmistir.

Calismada kontrol (0,93+0,33 k/mgHb) grubu ile karsilastirildiginda, kursun
grubunun CAT (0,73%0,05 k/mgHb) aktivitesinin, azaldig1 saptanmistir. Glirer ve ark.
(1998), ratlara kursun asetat verdikleri ¢aligmada, kontrol grubuna gére MDA diizeyi
ve CAT aktivitesini istatistiksel anlamli derecede yliksek bulmuslardir. Bu ¢aligmada
CAT aktivitesinin 6ziit grubunda (1,78+0,60 k/mgHb) diger gruplara gore daha
yiiksektir. Calismada {ilkemizde Gemlik bolgesinde yetisen zeytin agaci
yapraklarindan ekstaraksiyon ile elde edilen 6ziitiin yaklasik %20 oraninda oleuropein
igerdigi g6z oOniine alindiginda, 6ziitiin antioksidan etkinliginin SOD ve CAT gibi
antioksidatif enzimler tizerinden gergeklestirdigine isaret etmektedir (Covas ve ark.,
2015; Goncalves ve ark., 2016; Pitozzi ve ark.,2012 ve Virruso ve ark., 2014)
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Berrehal ve ark. (2007) MDA enzimi seviyesinin 15 mg/kg kursun uygulanan
grupta arttigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da kursun grubunda MDA diizeyinin,
kontrol grubuna gore literatiirle uyumlu olarak artigi gdzlemlendi. Inflamasyonun
dokularda miyeloperoksidaz (MPO) inhibisyonu ile akut yangilart durdurabildigi,
indiiklenmis nitrik oksit (iNOS) seviyesini azaltarak ve oksidatif stresi baskilayarak
lipit peroksidasyonunu engelledigi bildirilmektedir. Tiyobarbitriik asit ile reaksiyona
giren maddelerin azalmast MDA ve iNOS seviyesini azaltmaktadir. Kursunun
tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren lipit peroksidasyon iiriinleri, MDA diizeyini

artirir (Berrahal ve ark.,2007; Berrahal ve ark.,2011).

Implezeri ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, antioksidan etkinligi bilinen
oleuropein’in spinal néronlarda hiicre zararini azaltigi, motor iyilesmeyi hizlandirdigi
ve lipit peroksidasyonunu onledigini belirlemislerdir. Calismada MDA seviyesinin
zeytinyagi (15,19+4.08 U/mgHDb) ve 6ziit gruplarinda (14,45+5.62 U/mgHb), kontrol
(9,7543.36 U/mgHb) ve kursun gruplarina (9,97+1.98 U/mgHb) gore yiiksek oldugu
bulunmustur. Zeytinyagi-kursun ve 6ziit-kursun gruplarinda ise MDA seviyesi kontrol
ve kursun grubuna gore daha yiiksek, zeytinyagi ve 0ziit grubuna gore ise diisiik
kalmistir. Bu durum antioksidan enzimlerin oksidatif strese neden olan kursun ile
miicadele ettikleri ger¢egini desteklemektedir. (Dua ve ark., 2016 ve Hashmi ve ark.,

2015).

Othman ve El Missiry (1998), yaptiklari ¢alismada 100 pmol/kg dozunda
kursun verilen ratlarda total kolesterol seviyelerinin yiikseldigini bildirmislerdir. Bu
aragtirmacilar ayn1 zamanda antioksidan 6zelligi bilenen selenyum enjeksiyonundan
sonra kolesterol seviyesi acisindan kontrol grubu ile selenyum grubu arasindaki farkin
ortadan kalktigini saptamislardir. Calismada kan kolesterol diizeyinin kontrol grubuna
(4543.48, mg/dl) gore kursun grubunda (54.29+3.31 mg/dl) yiikseldigi gézlemlendi.
Calismada kursunun LDL (10,8540.51 mg/dl) degerini yiikselttigi buna karsin yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) (18,06+1.00 mg/dl) seviyesini diislirdiigli saptandi. Bu
durum antioksidan mekanizmalarin bozulmasinm kan lipit profilini ateroskleroz
yoniine dogru degistirdigini gostermektedir. Bu deneyde sizma zeytinyaginin
kolesterol ve LDL seviyesini distlriip, HDL seviyesini artirmast Ve 0ziit

uygulamasinin HDL seviyesini ylikseltmesi polifenollerin ateroskleroz olusumuna yol
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acan mekanizmalarin 6nlenmesi yoniinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak,
literatiirde antioksidan etkinligin bu agidan tek basina yeterli olmayacagi, beraberinde
PUFA’larin da bu lipit parametrelerinin diizeltilmesinde Onemli oldugu da
vurgulanmaktadir. (Castaner ve ark., 2012; Covas ve ark., 2006; Fito ve ark., 2007,
Hashmi ve ark., 2015 ve Priora ve ark., 2008).

Deiana ve ark. (2007) ferrik-nitrilotriasetat (Fe-NTA) vererek oksidatif hasar
olusturduklart ratlara HT, tirozol ve oleorupein aglikon iceren MPC’lerden 25 mg/kg
canlt agirlhik ve 50 mg/kg canli agirliga i.p. uyguladiklari calismalarinda plazma
kolesterol ve doymamis yag asidi diizeylerinin artis gosterdigini ortaya koymuslardir.
Calismada kursun asetat verilen grupta kolesterol diizeyinin 54,29+3,31 mg/dl iken,
bes giin boyunca %20,01 oleuropein iceren zeytin agaci yapragi Oziitii verilen grupta
kan kolesterol diizeyinin 64,5+4,73 mg/dl oldugu ve o&ziit-kursun grubunda ise
kolesterol seviyesinin (84,57+14,23 mg/dl, p<0,05) istatistiksel olarak anlamli sekilde
art1g1 tespit edildi.

Deiana ve ark. (2007) demirin kolesterolii okside ettigini, fenolik bilesiklerin
ise oksidatif degisiklikleri azaltarak kolesterolii oksidatif stresten korudugunu, minor
polar komponentlerin organizmada lipit peroksidasyonu diisiirdiigii, bunu da serbest
radikalleri siipiirerek yaptiklarint bildirmiglerdir. Minér polar komponentlerin
fosfolipit bariyerin sulu fazinda serbest radikalllerin fosfolipid peroksidasyonunu
membranin yiizeyindeki sulu peroksil radikallerini ve membrandaki alfa tokoferolii
rejenere ederek koruyucu etki gosterdikleri Oliveras-Lopez ve ark. (2008) tarafindan

bildirilmistir.

Jemai ve ark. (2008) zeytin agaci yapragi 6ziitii yedirilen ratlarin kan kolesterol
ve LDL seviyelerinin kontrol grubuna gore diistiigiinii, buna karsin HDL seviyesinin
arttigin1 bildirmistir. Diisiik kan kolesterol ve LDL diizeyleri ile yiiksek kan HDL
degerlerinin koroner kalp hastaliklar riskini azalttigi bilinmektedir. Bu ¢alismada da
Oziitiin kan LDL (15,11£1.66, mg/dl, p<0.05) ve HDL (22,58+1.68, mg/dl) diizeylerini

arttirdigl gézlemlendi.

Diyetteki fenolik bilesikler, LDL lipoproteinine baglanabilir. Covas ve ark.

(2006) yaptiklar1 ¢alismada ateroskleroz olusumunda anahtar rol oynadigi bilinen
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artmig serum LDL diizeyinin, sizma zeytinyagi alinmasindan sonra kandaki tirozol,
HT ve oleuoropeinin derivati olan 3-o metil HT derisimi ile dogrudan iligkili olarak
lipit peroksidasyondan korundugunu bildirmistir. Plazmada bulunan antioksidanlarin
miktarinin az olmasi LDL’nin okside olmasina neden olur. Fenolik bilesikler ise
LDL’ye baglanarak arteriyel intimada olusan peroksitleri yok ederler (Lepore ve ark.,
2015). Calismada 6ziitlin, kan HDL (22,58+1.68, mg/dl) seviyesini zeytinyagi grubuna
(20,07£1.68 mg/dl) gore daha fazla yiikselttigi gézlenmis olup, bu etkiyi trigliserit

seviyesini artirmadan sagladig goriilmiistiir.

Eurolive ¢alisma grubundan Cicero ve ark. (2008) Avrupa’nin g¢esitli
iilkelerinde 200 saglikli erkek iizerinde yiiriittiikkleri ¢calismada, HDL diizeylerinin
polifenol igerigi farkli zeytinyaglari ile beslenen biitlin bireylerde artis gosterdigini
bildirmisleridir. Zeytinyagi tiiketiminin kan LDL diizeylerini, LDL alt tiplerinin
miktarlarin1 ve plazma apolipoproteinlerini artirdigini bildiren Pedersen ve ark.,
(2000), tohumlardan elde edilen yaglara gore zeytinyaginin kan lipit profilini
icerigindeki squalen ve fitosterol diizeylerine bagli olarak degistirebildigini
vurgulanmigtir. LDL’nin oksidasyonu yagim icerigindeki yag asitlerinin tipi ile
ilgilidir. Oleik asitten zengin LDL, linoleik asitten zengin LDL ye gore daha az okside
olur. Calismada 6ziitiin LDL (15,1141.66, mg/dl, p<0.05) degerini istatistiksel anlamli
yiikselttigi belirlendi. Yan1 sira, HDL diizeyinde (22,58+1,68, mg/dl) de artis olmasi,
oziitiin kandaki LDL’nin alt tiplerini degistirebilecegi fikrini akla getirmektedir
(Cicero ve ark., 2008; Covas ve ark., 2006 ve Lepore ve ark., 2015).

Jemai ve ark. (2009), alloksanla diyabet olusturduklari ratlara hem oleuropein
hem de hidroksitirozolii 8 mg/kg ve 16 mg/ kg olarak iki doz halinde uyguladiklarinda
kan kolesterol diizeylerinin yiikseldigini bulmuslardir. Calismada antioksidan dengeyi
ve antioksidan enzimleri etkileyerek zehirlenme yapan kursunun kolesterol seviyesini
kontrol grubuna gore yiikselttigi gézlendi. Kursun ayni etkiyi kan LDL degeri igin
yapmis olup LDL degerini kontrol grubuna gore ytikseltmistir.

Castaner ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢aligmada trigliserit degerlerinin disiik
polifenol igeren zeytinyagi verilen grupta yiiksek, polifenol yogunlugu yiiksek olan
grupta ise diisik bulmuslardir. Covas ve ark. (2006), trigliserit degerlerini
zeytinyagimin alinma zamanina gore Olgtiiklerinde, dort saate kadar kan
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trigiseritlerininin arttigini, altinci saatte azaldigini bulmuslardir. Yiiksek polifenol
iceren zeytinyagi verilen grupta kan trigliserit diizeylerinin daha diisiik oldugu
gozlenmistir. Calismada, trigliserit degerlerinin zeytinyagi verilen gruplarda arttig
gozlenmistir. Bu artisin, uygulamadan yarim saat sonra kan alinmasindan ve
zeytinyagindaki yiiksek polifenolik icerikten kaynakli olabilecegi
degerlendirilmektedir. Kullanilan sizma zeytinyagi dogal yollardan elde edilmis olup,
diger sizma zeytinyaglarma gore daha yiiksek (460,2474 mg/kg) fenolik bilesik

icerdigi ortaya konmustur.

Somova ve ark. (2003), genetik olarak hipertansif ratlardaki SOD aktivitesinin
oleuropeinin (60 mg/kg i.p.) uygulanmasiyla yiikseldigini bildirmislerdir. Calismada
oleuropein igeren oziit ve zeytinyagi verilen gruplarda, SOD ve CAT aktivitesinin
kursun ve kontrol gruplara gore yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica, zeytinyagt ve
ozt verilen gruplarda genel olarak antioksidan enzimler yiikselmistir. Bu yiikseligin
sizma zeytinyagi ve Oziitte bulanan polifenollerin yiiksek olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Son c¢alismalar zeytinyaginda bulunan polifenollerin kuvvetli
antioksidan etkisi oldugunu in vitro olarak gostermistir. Bu kimyasallarin saglik i¢in
yararl etkileri oldugu bilinmektedir (Deiana ve ark., 2007; Covas ve ark.,2015;
Penalvo ve ark., 2016 ve Virruso ve ark., 2014). Sizma zeytinyaginda bulunan
polifenoller karmasik bir yapi sergilerler. Fenil alkoller olarak adlandirilan,
hidroksitirozol ve tirozol ile bu maddelerin glikozitleri antioksidan aktiviteyi gosteren
en yaygin bilesiklerdir (Deiana ve ark., 2007; Hashim ve ark., 2008; Gordon ve ark.,
2001; ve Tagliaferri ve ark.,2014).

Domitrovic ve ark. (2012), CCly ile ratlarda karaciger hasart olusturduklari
calismalarinda, oleuropeinin karacigeri okidatif ve nitrodatif zarardan korudugu
gostermislerdir. Ayrica, SOD aktivitesinin oleuropein verilen grupta yiikseldigini
gostermisler ve karaciger hasarmmin engellenmesinde antioksidan sistemin
enzimlerinin artmasinin 6énemli oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda 100 mg/kg
ve 200 mg/kg dozda oleuropeini i.p. uygulayan arastirmacilar, koruyucu etkinligin doz
bagimli oldugunu da belirtmislerdir. Bu galismada 60 mg /kg oleuropien olacak sekilde
Oziit i.p. olarak ratlara verilmistir. Oleuropein igeren Oziitiin antioksidan enzimleri

yiikselttigi goriilmiistiir. Buna karsin, kursun antioksidan enzimlerden SOD, CAT
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seviyelerini kontrol grubuna gore diisiirmiis ve lipit peroksidasyonunun gostergesi

olan MDA seviyesini artirmigtir.

Calismada 6ziit ve sizma zeytinyagi verilen grupta kontrol ve kursun grubuna
gore tiim antioksidan enzimler yiikselmistir. Kursun-6ziit ve kursun-zeytinyagi verilen
grupta antioksidan enzimler kontrol ve kursun grubuna gore yiikselmis olup zeytinyagi
grubuna gore diisiik kalmislardir. Oziit grubunda SOD akitivitesi (3,90+1.22,
umol/gHb) o6ziit-kursun grubuna (3,81+1.1 pmol/gHb) gore yiiksektir. Bu durum
antioksidan enzimlerin 6ziit ve zeytinyagi gibi polifenolerden zengin maddelerle
desteklendiginde etkinliklerinin arttig1 fikrini desteklemektedir. Calismada elde edilen
bulgular, zeytinyagi ve zeytin agaci yapragi derivatlarinin zengin polifenolik
iceriklerinden dolayi saglikli bir diyet i¢in kullanilmasi gerektigini bir kez daha ortaya
koymaktadir (Covas ve ark.,2015; Hashmin ve ark., 2015; Jemai ve ark., 2008 ve
Pitozzi ve ark.,2012).

Balik yagi, misir yagi ve zeytinyagi verilen ratlar ile yapilan g¢aligmada,
zeytinyagi alan ratlarin makrofajlarinda daha az O2" anyonu olustugu, bu durumdan
MPC’lerin sorumlu olabilecegi konusunda bilgiler mevcuttur (Vivancos ve Moreno,

2005).

Calismada oral verilen dogal sizma zeytinyaginin kan kolesterol seviyesini
diistirme, HDL ve LDL seviyesini ise kontrol grubuna gore yiikseltme egilimi yarattigi
gozlenmis olup bu etkinin, sizma zeytinyaginda bulunan MPC’den ve PUFA’dan
kaynakladig1 degerlendirilmistir. Caligmada MPC yoniinden yogun olan &ziitiin kan
lipit gostergelerinden total kolesterolii, kontrol ve sizma zeytinyagi gruplarina gore
yiikseltmesinin HDL seviyesindeki artistan kaynakli oldugu, MPC’nin lipoproteinleri
hiicresel yapilar1 oksidatif stresten korumaya yonelik etkileyebildikleri fikrini

desteklemektedir.

Moreno, (2003), makrofaj hiicre kiiltiiriinde in vitro yaptiklari caligmada sizma
zeytinyagindaki skualen, beta sitosterol ve tirozol gibi MPC’nin iNOS seviyesini ve
NO salinimini énemli derecede azalttigini bildirmislerdir. Ayni1 ¢alismada tirozol ve
beta sitosterol eklenmesinin Oz anyon olusumunu ve H202, ROS seviyesini azalttig

gbzlenmistir. Calismada SOD aktivitesinin zeytinyagr grubunda (4,45+1.14,
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umol/gHb) 6ziit grubuna (3,90+1.22 umol/gHb) gore daha yiiksek bulunmasi, CAT
enzimi aktivitesinin de 0ziit grubunda (1,78+0.60, k/mgHb, p<0.05) en yiiksek
bulunmasi, zeytinyagimin MPC antioksidan etkinlikte oleuropeine gore daha etkili
olabilecegini diistindiirmektedir. Sizma zeytinyaginda bulunan fenolik bilesiklerin
toksisitesi ile ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur. D’angelo ve ark. (2001) in vivo ve in vitro
yaptiklar1 ¢alismada HT nin toksik etkisinin olmadigini bildirmisleridir. Bu ¢alismada
kullanilan 6ziitiin ratlar tizerinde toksik bir etki olusturmadigi, ayrica 6ziit grubunun
hematolojik degerleri ve antioksidan enzimlerin aktivitesini kontrol grubuna gore
yiikselttigi gézlemlendi. Bu bulgular oleuropein ve derivatlarinin i.p. uygulamada bile

toksik etkisinin olmadigini desteklemektedir.

Manna ve ark. (1999), in vitro olarak alyuvarlart H.O> ile muamele edildikten
sonra 100uM, 150 uM ve 250uM HT ile inkiibe ettiklerinde HT nin hemoliz oranlarini
ve oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA diizeyini doza bagimli olarak anlamli
derecede diislirdiiglinii gézlemlemislerdir. HT nin oksidatif hasara kars1 koruyucu
etkisinin demir iyonlar ile selat olusturma yetenegi ile iligkili olabilir. Calismada
oleuropein, HT ve tirozol yoniinden yogun 6ziitin MDA seviyesini kontrol grubuna
gore ylikselttigi (14,45+5.62, U/mgHb), kursun 6ziit (11,73+4.61, U/mgHDb) ve kursun
(09,97+1.98, U/mgHDb) gruplar karsilastirildiginda ise kursun 6ziit grubunun MDA
degerinin kursun grubuna gore yiiksek oldugu gézlenmistir. Bu durum oleuropein ve

HT’nin in vivo antioksidan etkinlik gosterebilecegi seklinde yorumlandi.

Alirezaei ve ark. (2012), etanol ile gastrit olusturup oleuropeinin etkinligini
gozlemledikleri ¢alismada, 12 mg/kg ve 18 mg/kg oleuropein verdikleri ratlarda iilser
indekslerinin 6 mg/kg verilen ratlara gore anlamli derecede azaldigini, bu etkinin
artmis SOD ve CAT aktivitesinden kaynakli oldugunu ve oleuropeinin gastrik
mukozal hasar1 6nledigini bildirmislerdir. Calismada %20,01 oleuropein igeren 6ziitiin
kan kursun diizeyini diislirdiigii, SOD ve CAT aktivitesini artirdigi, kursunun neden
oldugu hiicresel hasarlara karsi etkili oldugu hematolojik ve biyokimyasal bulgularla

desteklenmistir.

Arantes-Rodrigues ve ark. (2011), ratlarda 0,25, 0,50 ve 0,75 mg/kg
oleuropeini rasyona katarak 14 hafta verdikleri ¢calismada yiiksek dozda oleuropeinin
mortaliteyi artirdigi goézlenmistir. Ayni ¢alismada yiiksek dozda oleuropeinin
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karaciger enzimlerinden alanin aminotransferaz ve alkalen fosfataz degerlerini anlaml
derecede yiikselttigi gozlenmis ve karaciger histopatolojisinde hepatik fibrosis ve
nekrosis ile ilgili degisiklikler belirlenmistir. Calismada, sizma zeytinyagi ve zeytin
agaci oOziti verilen gruplarda klinik toksik bir etki tespit edilmedi (Gao ve ark.,2015;
Marchetti ve ark.,2015 ve Penolva ve ark., 2016).

Son zamanlarda anitoksidan yiyeceklerin etkileri {lizerine odaklanilmistir.
Zeytin ve zeytinden elde edilen cesitli iirlinlerin de bu 6zellikleri nedeni ile hem
bilimsel hem de insan ve hayvan gida tiiketiminde ayri bir 6nem kazandigi
goriilmektedir. Yiiksek fenolik madde igerigi nedeni ile zeytin agacinin meyvesi, yagi,
yapragi ve diger lirtinleri oksidatif stresin neden oldugu hastaliklar1 engelleyebildikleri
ve ayrica dogal besin kaynagi olma 6zellikleri nedeni ile siirekli tiiketildiklerinde de
toksik etkilerinin olmadig: bilinmektedir. (Covas ve ark.,2015 Hashmi ve ark.,2015;
ve Siti ve ark.,2015).
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5. SONUC ve ONERILER

Selasyon tedavisi kursun toksikasyonun Onlenmesinde dayanak noktasidir.
Buna ragmen kursun toksikasyonunu engellemek amaciyla farkli selatorler ve farkl
stratejiler arastirilmaktadir. Oksidatif stres kursun zehirlenmesinin temelini
olusturmaktadir. Antioksidan ve selasyon kombinasyonu zehirlenmenin 6nlenmesinde
daha etkili koruma saglamaktadir. Centella asiatica ve Etlingera elatior gibi bitki
ozitleri, lipoik asit, N-asetil sistein ve melatonin kursun toksikasyonu igin
olusturulmus hayvan modeli c¢alismalarinda kursun zehirlenmesine karsi
kullanilmiglardir. Sizma zeytinyaginin ve zeytin agaci 6ziitiiniin antioksidan etkinlik
gosterdikleri belirlenmis olup, bu etkinligin antioksidanin dozuna bagimli oldugu

rapor edilmistir.

Oleuropeinin toksik etkisinin olmadigi yapilan calismada gosterilmistir.
Akdeniz tarzi beslenmenin temel bileseni olan sizma zeytinyagmnin kan lipit
seviyelerini kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nleyecek sekilde degistirdigi gézlenmistir.
Zeytin agac1 yaprag: Oziitiiniin antioksidan 6zellik gosterdigi ve bu etkinligini akut
kursun zehirlenmesinde de gosterebilecegi ortaya konmustur. Zeytin agaci yapragi
ozitiintin kan lipit profilini beklenildigi gibi diizeltmedigi, ancak antioksidan etkinligi
artirdigr belirlenmistir. Kan lipit degerlerindeki etkilerin ¢alismanin kisa siireli
gerceklestirilmesi ile ilgili olabilecegi, bulgular degerlendirildiginde zeytin agaci
yaprag Oziitiinlin ve sizma zeytinyaginin antioksidan etkileri nedeni ile antioksidan
dengeyi bozan agir metal zehirlenmelerinde ve kardiyovaskiiler hastaliklarda

koruyucu olarak kullanilabilecekleri fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Antioksidan etkinligi gosterilen zeytin agact yapragi Oziitiinlin zeytin
yetistiriciliginde bol miktarda iiretilmesi bu iirliniin degerlendirilmesi gerektigini
ortaya koymaktadir. Kardiyovaskiiler sistem {izerine yararli etkinligi bilinen sizma
zeytinyaginin agir metal zehirlenmelerinde de koruyucu o6zelliklerinin bulunmasi,
iilkemizde tiiketimi az olan sizma zeytinyaginin daha fazla tiiketilmesi gerektigini

ortaya koymustur.
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OZET

Ratlarda Akut Kursun Zechirlenmesinde Sizma Zeytinyag1 ve Zeytin Agaci

Yaprag Oziitiiniin Koruyucu Etkisinin Arastiriimasi

Zeytin agacinin (Olea europaea L) meyvesi ve yapragi yararl etkileri
nedeniyle yiizyillardir birgok medeniyet tarafindan kullanilmistir. Zeytin agaci yapragi
oOziitiiniin temel aktif komponenti olan oleuoropein, fenolik bir antioksidandir ve zeytin
agact yapragr ve zeytinyaginda yiiksek miktarda bulunur. Bu calisma, sizma
zeytinyagl ve zeytin agacit yapragmin kursun zehirlenmesine karst antioksidan

koruyucu 6zelliklerini arastirmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Bu amagla 150-200 gr agirliginda 7-8 haftalik, 36 adet erkek Wistar albino rat
kullanilmis olup ratlara kursun, kursun+o6ziit ve kursun+sizma zeytinyagi
uygulanmistir. Caligmada antioksidan 6zelligi bilinen oleuropein igeren zeytin agaci
yaprag1 Oziitii ile Akdeniz tarzi beslenmenin temelini olusturan ve fenolik igerigi
yiikksek olan sizma zeytinyagmin kursun toksik etkisini azaltip azaltmadigi

degerlendirilmistir.

Calismada oleuropein igeren Oziit ve sizma zeytinyagr uygulamalarinin
antioksidan enzimleri yiikselttigi ve 6ziit uygulamasinin ratlarda kan kursun diizeyinde

azalmaya sebep oldugu saptanmuistir.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, Kursun, Oleuropein, Zeytinyagi
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SUMMARY

Investigating the protective effect of the olive oil and olive leaf extract on rats with

acute lead toxication

Because of its beneficial effects the fruit and leaf of the olive tree (Olea
europaea L) has been used by many civilizations for hundreds of years. Olive leaf's
basic active fundamental component ‘oleuropein’ is a phenolic antioxidant and found
in high quantities in olive leaf and olive oil. This study was carried out to investigate
antioxidant protective properties of the virgin olive oil and olive leaf extract against

lead toxicity.

For this purpose, 7 to 8 weeks old 36 male Wistar albino rats weigning 150 gr
to 200 gr were used in six equal groups, including control group given physiological
saline and groups given either lead, virgin olive oil, olive leaf extract, lead+virgin olive
oil or lead+olive leaf extract. Lead was administered in dose of 25 mg/kg
intraperitoneally once daily for five days. Virgin olive oil was given orally 5 ml/kg
BW, and olive leaf extract was administered in dose of 60 mg/kg BW in the same way.

The findings of this study revealed that the applications of the oleuropein
containing extract and olive oil increased the antioxidant enzymes and application of

the extract caused decreases in lead concentrations in circulating blood.

Keyword: Antioxidant, Lead, Oleuropein, Olive oil
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