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KARALAHANA EKSTRAKLARININ INVITRO OKSIiDE LIPOPROTEINLERDE
MALONDIALDEHIT SEVIYELERINE ETKILERI

THE IMPACTS OF KALE EXTRACTS ON THE LEVELS OF
MALONDALDEHYDE IN INVITRO OXIDE LIPOPROTEINS

Nur¢in KUCUK KENT?, Birgiil VANIZOR KURAL?, Asim OREM?, Sevil CENGIiz*

OZET

Karalahana (Brassica oleracea L. var. acephala
DC.); brokoli, karnibahar, briikksel lahanasi, kirmizi
lahana gibi sebzelerin yer aldigi ¢ok sayida tiiriin
bulundugu Brassicaceae veya Cruciferae ailesinin bir
iyesidir. Besin kaynagi olarak ozellikle Karadeniz
bolgesinde yaygmn tiiketilmektedir.  Antioksidan
ozelligi bilinen karalahananin lipid metabolizmasina
koruyucu etkisi ile ilgili sinirl: bilgi yer almaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, Kkaralahana  bitkisi
yapraklarinin sulu ve metanolik ekstraklarin invitro
ortamda bakirla okside edilen lipoproteinlerde lipid
peroksidasyon son iirlinii olan malondialdehit (MDA)
seviyelerine  etkilerini  belirlemekti.  Kurutulan
karalahana yapraklarindan hazirlanan 5, 10, 25, 50 ve
100 pg/mL konsantrasyonlardaki sulu ve metanolik
ekstraklar, ultrasantifiigasyonla yogunluk gradientine
gore ayrilan disik ve ¢ok disik yogunluklu
lipoproteinlere (LDL ve VLDL) ilave edildi. 1 saat
sonra 37°C de 24 saat Cu* ile oksidasyona maruz
birakildi ve tiyobarbitiiriik asit (TBARS) yontemi ile
MDA seviyeleri belirlendi.

Ekstrak ilavesiz degerlerle karsilastirildiginda,
hem sulu hem de metanolli ekstraklar tiim
konsantrasyonlarda okside LDL'de MDA seviyeleri
azaltirken, okside VLDL'de MDA seviyeleri sulu
ekstrakta sadece 100 upg/mL'lik konsantrasyonda,
metanollii ekstrakta ise 100, 50 ve 25 pg/mL'lik
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamh azalma
gozlendi (p<0,05).

Sonug olarak, karalahana ekstraklarinin, 6zellikle
metanolik  ekstraklarmn,  lipoproteinlerde  lipid
peroksidasyonunu engelleyici nitelige sahip oldugu,
dolayisiyla karalahana ile beslenmenin
kardiyovaskiiler hastaliklarin  &nlemesinde yarar
saglayabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Karalahana,
Lipid peroksidasyonu, Lipoproteinler

ABSTRACT

Kale or black cabbage (Brassica oleracea L. var.
acephala DC.) is a member of Brassicaceae or
Cruciferae family including a lot of vegetable species
containing: broccoli, cauliflower, brussels sprouts, red
cabbage etc.. Kale is consumed as a food source
especially in Black Sea Region. Although Kale’s
antioxidant property is known, there is limited
information about it’s protective effect on lipid
metabolism.

The purpose of this study was to evaluate whether
ageuous and metanolic extracts prepearing from
leaves of kale plant could have protective effects
againts to the final product of lipid peroxide as
malondialdehyde (MDA) in oxide lipoproteins by
copper. The prepared of ageuous and metanolic
extracts from dry leaves of kale at 5, 10, 25, 50 ve 100
ug/mL concentrations were added to low and very low
density lipoproteins (LDL, VLDL) which were
seperated with density gradient by ultracentrifugation.
After 1 hour, they have been exposed to oxidation by
Cu*? at 37°C during 24 hours and the levels of MDA
was determined by thiobarbituric acide (TBARS)
method.

When it is compared with the levels of MDA
without extracts, a statistically significant reduction
was observed the level of MDA at both concentration
of ageuous and methanolic extracts in oxide LDL and
also, only reduction at ageuous extract with 100
ug/mL and methanolic extracts with 100, 50 and 25
pug/mL in oxide VLDL (p<0,05).

Finally, it may be said that the extracts of kale,
especially methanolic extracts, may have inhibitive
composition of lipid peroxidation in lipoproteins and
therefore, nutrition with kale may be beneficial in
prevention of cardiovascular diseases.

Keywords: Antioxidant, Kale, Lipid peroxidation,
Lipoproteins
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GIRIS

Brassicaceae veya Cruciferae bitkileri
338 cinsin ve 3709 tiirlin yer aldig1, tarimdan
insanlarin  tiikkettigi  besinlere, hayvan
yemlerinden, yag iirlinleri ve biyoyakitlara
kadar bir¢ok alanda kullanilan genis bir bitki
ailesidir (1-3). Alt1 alt gruba ayrilan Brassica
oleracea bitkilerinden lahana, brokoli,
karnibahar, Briiksel lahanasi, karalahana
sebze olarak siklikla tiiketilmektedir. (3-5).
Karalahana (Brassica oleracea L. var.
acephala DC.) ¢ok eski zamanlardan beri
Dogu Akdeniz iilkelerinde ve Tiirkiye’de
Ozellikle Karadeniz Bolgesinde yaygin olarak
yetisen bir bitki tiriidir (6,7). Karalahana
icerigindeki fenolik bilesikler,
glukosinolatlar, karotenoidler, vitaminler (C,
K, E vitaminleri), essansiyel elementler, yag
asitleri ve aminoasitler ile oksidatif hasara
karst yararli bir besin kaynag oldugu
distiniilmektedir (1,5,8-11).
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Lipoproteinler, serbest ve ester kolesterol,
triacilgliserol, yag asitleri ve gesitli protein
ve vitamin gibi bilesiklerden olusan lipid
tasiyict proteinlerdir (12). Oksidatif stres
sonucu lipoproteinlerin  6zellikle LDL'nin
oksidasyona maruz kalmasi kopiik hiicre
olusumuna yol acarak kardiyovaskiiler
hastaliklara neden olmaktadir (12,13). Bu
nedenle lipoproteinleri oksidasyonlara karsi
korumada antioksidan besin kaynaklarinin
yararli olabilecegi diistiniilmektedir (14,15).

Karalahananin lipoproteinlerin
oksidasyonu ve MDA seviyelerine etkisi ile
ilgili sinirlt literatiir ¢aligmasi yer almaktadir.
Bu calismanin amaci; farkl
konsantrasyonlardaki (100-5 ug/mL) sulu ve
metanollii kara lahana yapragi ektraklarinin
invitro ortamda Cu*? ile okside edilen LDL
ve VLDL nin lipid peroksidasyonu son tirlinii
olan malondialdehit seviyelerini azaltip
azaltamayacagini belirlemekti.

MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma yer alan deney asamalar1 asagida ayrintili bir sekilde aciklanmis olup Sekil 1'de

Ozetlenmistir.
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Karalahana Ekstraklarinin Hazirlanmasi

Trabzon ili ve ilgelerinden temin edilen
karalahana bitkisine ait taze ve yesil
yapraklar serin ve karanlik bir ortamda
kurutuldu. Kurutulan karalahana Ornekleri
ogitiiciide kiicik pargalara ayrildi ve
harmanladi. Sulu ekstraklar 56 g 6giitiilmiis
karalahana bitkisi ultra saf su iginde 6 saat
boyunca kaynatilarak; metanollii ektsraklar
ise 8 g ogiitiilmiis kara lahana bitkisi sokslet
aparatinda yaklagik 24 saat boyunca ¢oziici
ortam metanol olacak sekilde inkiibe edilerek
elde edildi. Kuru agirlik hesaplar1 rotary
evaporatorde (R100, Bibby Sterilin Ltd., UK)
ekstraklarin 50 mL’sinin  ugurulmasiyla
saglandi. Son olarak ekstraklar 0,2 pM
capindaki filtre kagitlarindan siiziilerek
aligotlanip deney giiniine kadar -80°C’de
saklandilar.

Lipoproteinlerin Izolasyonu

Yazili onamlar1 alinan saglikli 15 kisiden
temin edilen EDTA'1 kan ornekleri 30
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
4°C 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiijlenerek
plazmalar1 elde edildi. Elde edilen
plazmalardan Sclavons ve ark. (1985)
metoduna gore polikarbonat ultrasantrifiij
tiiptinde yogunlugu NaBr ile 1.30 g//mL'ye
getirilen plazma 1.24, 1.063, 1.019 ve 1.006
g/mL'lik gradient cozeltisi
(NaBr/NaCI/EDTA/NaNs3) ile
tabakalandirilip Beckman Optima LE80K
ultrasantrifiijiinde 50000 rpm'de (90Ti rotor)
3 saat santrifiijlenerek elde edildiler (16).
Izole lipoproteinler; 4°C‘lik karanlik bir
ortamda her 3-4 saatte tampon yenilenerek
once 10 mM EDTA-10 mM fosfat tampon
icinde (pH 7,4) ve sonrasinda 10 mM
EDTAs1z fosfat tamponu (pH 7,4) i¢cinde 12
saat boyunca diyalize birakildi (17).
Ardindan protein miktarlar1 ise Lowry
metodu (1951) kullanilarak belirlendi (18).

Izole Lipoproteinlerin Eskstraklarla ve
Bakirla Muamele Edilmesi

Sulu ve metanolik karalahana ekstraklari
son konsantrasyonlart 100, 50, 25, 10, 5
ng/mL olacak sekilde 50 upg/mL protein
konsantrasyona  ayarlanan LDL ve
VLDL'lere eklenerek 37°C° de 1 saat
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siiresince On-inkiibasyona birakildi. Ekstrakl
ve ekstraksiz izole lipoproteinler son
konstrantrasyonu 1,67 uM olacak sekilde
CuS04.5H,0 ile muamele edilerek 37°C de
24 saat boyunca karanlikta inkiibasyona
birakildi. Oksidasyon, 1 mM EDTA ilave
edilerek durduruldu (19, 20).

Malondialdehit Seviyelerinin
Belirlenmesi
Oksidasyon sonrast lipoproteinlerdeki

MDA seviyeleri, tiyobarbitiirik asit yontemi
(TBARYS) ile  tayin edildi (21).

Spektrofotometrik  olarak 532  nm’de
Olciilerek 1,1,3,3 tetrametoksipropan
standartlar1 gbzoniine aliarak

numunelerdeki MDA seviyeleri belirlendi.
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirilmede ikiden fazla
gruplarin degerlendirmesinde Kruskal Wallis
ve ikili grup degerlendirmelerinde ise Mann
Whitney U testleri p<0.05 istiktiksel olarak
anlamh  farkli kabul edildi. Sonuglar
ortalamatstandart sapma olarak gdsterildi.

BULGULAR

Karalahana bitkisi yapraklarindan
hazirlanan sulu ve metanolik ekstraklarin
bakirla olusturulan invitro LDL ve VLDL'de
MDA, dolayisiyla lipid peroksidasyonuna

etkisi ~ Tablo 1'de gosterilmektedir.
Oksidasyon oOncesi degerlerine kiyasla;
oksidasyon  sonrasi MDA  seviyeleri

ekstraksiz lipoprotein gruplarinda LDL igin
8,2 kat, VLDL i¢in ise 2,3 kat arttig1 gozlendi
(p<0,001). Metanollii ve sulu ekstraklarla
muamele edilen lipoproteinlerde ekstrak
konsantrasyon artisina paralel olarak azalan
MDA iiriinii elde edildigi tespit edildi. Ancak
tiim konsantrasyonlardaki hem sulu hem de
metanollii ekstraklar okside LDL'de MDA
seviyelerini  istatistiksel olarak anlamli
azaltirken, okside VLDL'de MDA
seviyelerini sulu ekstrakta sadece 100
pg/mL'lk  konsantrasyonda,  metanolli
ekstrakta ise 100, 50 ve 25 pg/mL'lik
konsantrasyonda anlamli azalmist.
Oksidasyona kars1 koruyucu etkinin en fazla
100 pg/mL konsantrasyonundaki ekstrakli
gruplarda oldugu goézlenirken, oksidasyona
karst ortalama LDL inhibisyon yiizdeleri
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yaklasik olarak metanollii ve sulu ekstrakli
gruplarda sirasiyla %76 ve %72 degerleri
civarindayd: (Sekil 2). Metanolik ve sulu
ekstrak igceren VLDL oksidasyon gruplarinda
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oksidasyon  sonrasinda VLDL yiizde
inhibisyon degerleri ise sirasiyla ortalama
olarak %53 ve % 47 degerleri civarindaydi
(Sekil 3).

Tablo 1. Ekstrakli Ekstraksiz Okside Lipoproteinlerde MDA Seviyeleri

Oksidasyon Ekst'raksn Ekstrakh Oksidasyon Sonrasi
s . Oksidasyon
Oncesi S Ekstrak Konsantrasyonu (ug/mL)
onrasi
0 5 10 25 50 100
Sulu Ekstraklar
LDL-MDA nmol/L  2,60+1,06  21,33+8,39 854+2,23 8,6+217" 7,93+2,82" 7.75+2.27 5,41 +1,76"
X;EVLL'MDA 2024174  683+360 4594290  443+266  4,48+249 386+252 3414217
Metanollii Ekstraklar
LDL-MDA nmol/L 2,60 + 1,06 21,33+8,39 544+246 561+1,79 515+1,76" 477+1,75" 4,68+2,14"
X;(E’I'/‘I_'MDA 292+1,74  683+369 422+234 3,98 +£2,22 3,76 +2,04" 372+20" 303+1,76"

“Ekstraksiz okside lipoproteinlerdeki MDA seviyelerine (0 grubu olarak ifade edilenler) gore istatistiksel olarak anlamh (p<0,01).

Sekil 2. Farkli Ekstrak Konsantrasyonlarmin

Olusumunu Inhibe Edici Etkisi.

90 -

80 -

Farkli
Olusumunu Inhibe Edici Etkisi.

LDL-MDA Sekil 3.
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Ekstrak Konsantrasyonlarinin

VLDL-MDA
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Ekstrak konsantrasyon (ug/mL)
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o: Metanollii Ekstraklar, A : Sulu Ekstraklar.

90 100 Ekstrak konsantrasyonlari (ug/mL)
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TARTISMA

Bu calismada taze karalahana
yapraklarmin sulu ve metanolik ekstraklarin
lipoproteinlerdeki lipid peroksidasyonuna
kars1 engelleyici etki gosterip
gostermeyecegi incelendi. Calisma sonunda
sulu ve metanolik karalahana ekstraklarinin
lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA
seviyesini ekstrak konsantrasyonu artigina
paralel olarak diistirdiigii, 6zellikle metanolik

ekstraklarinin ~ distiriici  etkisinin ~ fazla
oldugu belirlendi.

Yoremizde yetisen karalahananin
antioksidan  Ozellikleri ~ daha  Onceki

caligmalarla ortaya konulmustur (9,11).
Karalahana bitkisi bir¢ok lahana c¢esidine
kiyasla icerigindeki yiiksek seviyedeki
antioksidan bilesikler, C ve K vitamini,
karotenoid, glukosinolatlar, esansiyal yag
asitleri ve diger fenolik bilesiklerin
bulundugu yararli bir sebze gesididir (5,10,
22). Antioksidan besinler, metabolizmada
artan oksidatif strese karsi savunmada
koruyucu ve onemli gorevler
uistlenmektedirler (23). Oksidatif stres ile
dolagimda yiikselen serbest radikal igerikli
bilesikler; plazmadaki lipidlerin tasiniminda
gorevli hidrofilik yapili LDL ve VLDL
lipoproteinlerinin oksidasyonlarini arttirarak
ve sonrasinda kopiik hiicre olusumu ile
baslayan karmasik bir patolojik dongiiyii
tetikleyerek aterom plak yapinin olusumuna
ve neticede aterosklerozun  meydana
gelmesine neden olurlar (12, 13, 15, 24).
Giiniimiize kadarki literatiir bilgilerinde
Crucifera bitkilerinin LDL oksidasyonuna
kars1 koruyucu etkilerinin oldugu rapor edilse
de (10, 22, 25, 26) karalahana ile ilgili yer
alan calismalarin c¢ogunda: karalahananin
antioksidan bilesik igerigi, besin kaynagi
olarak tiiketim sekilleri konular1 ¢ogunlukla
yer almaktadir ve lipid metabolizmas: ile
iliskisini ele alan siirli sayida arastirma
bulunmaktadir (10,11, 22, 27). Kural ve ark.
(2011), karalahana ekstraklarinin
lipoproteinlerin oksidasyonuna kars1
direncini attirdigin1  kinetik konjuge dien
takibi yaparak belirlemislerdir (11). Ayrica
metanolik  ektraklarinin  lipoproteinlerin

oksidasyona kars1 direncini arttirmada sulu
ekstraklardan daha etkili oldugunu ifade
etmisler ve bunun nedenini de metanolik
cktraklarin daha yiiksek fenolik ve flavonoid
icerige sahip olmasina baglamiglardir. Bizim
calismada da metanolik ektraklariin lipid
peroksidasyonunu gostergesi olan MDA
seviyesini dilistirmede daha etkili olmasi bu
calismay1 desteklemektedir.  Manchali ve
ark. (2012) karalahanin da i¢inde yer aldigi
Cruciferous sebzelerinin; LDL azaltici,
serbest radikallere karst miicadeleci ve
oksidatif stresi azaltict etkilerinin kalp
sagligina yararli olabilecegini rapor etti (28).
Diger yandan, bu c¢aligmada hazirlanan
karalahana ekstraklar1 kaynatilarak elde
edildi ve karalahananin tiiketim ve pigirme
metodlar1 da kardiyo koruyuculugu a¢isindan
onemli olabilir (29-32).

Sonugta, karalahananin kardiyovaskiiler
hastaliklar igin risk faktérii LDL ve VLDL
oksidasyonlarina karst  Onleyici etkileri
sebebiyle besin olarak tiiketiminin yararl
olacag diisiiniilmektedir ve bu konuda ileri
caligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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