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ÖZET
İzoflavonlar birçok bitkide bulunan fitokimyasallardır. Biochanin A 5,7 – dihidroksi 4’- metoksi izoflavon-dur. İzoflavonlar antioksidan özellik gösterir. Bu araştırmada, H2O2 ile oksidatif strese maruz bırakılan sıçanlar üzerine gavaj yöntemiyle verilen Biochanin A’nın koruyucu etkileri araştırıldı. Çalışmada MDA, enzimler (katalaz, glutatyon peroksidaz), GSH düzeyleri ölçüldü. Bu amaçla Biochanin A, H2O2, Kontrol ve H2O2+ Biochanin A grupları kullanıldı.

Deneylerden elde edilen sonuçlara göre, H2O2 MDA düzeyleri kontrol grubuna göre arttı (p<0.0001). Biocha-nin A’nın etkisiyle H2O2+ Biochanin A grubu MDA düzeyi H2O2 grubuna göre azaldı (p<0.001). Tüm grupların katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri kontrol grubuna göre artmıştır (p<0.0001). Sonuçlarımız, Biochanin A antioksidan özellikte bir madde olduğunu göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: H2O2, MDA, Katalaz, Glutatyon Peroksidaz, GSH, Biochanin A, Serum, Sıçan, 

*: Bu çalışma 1341no’lu FÜBAP projesiyle desteklenmiştir.
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EFFECT OF BIOCHANIN A ON THE SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN SERUM OF RATS INDUCED OXIDATIVE STRES

ABSTARCT

Isoflavones are phytochemicals found in many plants. Biochanin A is 5,7-dihydroxy 4’-metoxy isoflavone. İsoflavones show an antioxidant property. In this research, we investigated the protective effects of gavaj-administrated Biochanin A on the level of MDA,  enzymes (catalase, glutathione peroxidase), GSH in rat serum with oxidative stress that was induced by H2O2. For this aim, Biochanin A, H2O2, Control and  H2O2+ Biochanin A groups were used.

According to experimental results, the MDA content in the groups of H2O2 increased when compared to the control group (p<0.0001). By the effects of Biochanin A, the MDA levels in the H2O2+ Biochanin groups decreased when compared to the H2O2 (p<0.001). The catalase and glutathione peroxidase activities of all groups increased when compared the control group (p<0.0001). Our results show that Biochanin A  antioxidant property.

Keywords:H2O2, MDA, Catalase, Glutathione Peroxidase, GSH, Biochanin A, Serum, Rat.
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1. GİRİŞ

Serbest radikaller dış yörüngelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamış elektron içerirler [1]. Hem organik hem de anorganik moleküller halinde bulu-nurlar. Serbest radikaller, hücredeki doymamış yağ asitleri, DNA molekülleri ve protein moleküllerin-deki sülfidril bağlarıyla reaksiyona girerek hücre ve dokulara zarar verirler [2]. Radikallerin aktif olma özelliği difüzyon mesafesi ile ilişkilidir. Hidroksi ra-dikali son derece yüksek aktif özellikte olduğundan meydana geldiği hücre bölümünden daha uzağa difüzyona gerek kalmadan derhal oluştuğu yerde re-aksiyona girer. Hidrojen peroksit (H2O2) ise mito-kondriyal membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma membranlarından kolayca difüze olarak toksik etkisini açığa çıktığı noktadan daha uzak hücre bölümlerinde gösterebilir [3]. Vücudumuzu oluşturan her hücrede radikallere karşı, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyon peroksi-daz (GSH-Px), Glutatyon redüktaz (GSSGR) vb enzimlerden oluşan radikal süpürücü enzim sistemi dediğimiz bir savunma mekanizması ile A, E, C, lipoik asit gibi antioksidan vitaminlerden oluşan yardımcı savunma mekanizması mevcuttur [4].

Flavonoidler polifenolik bileşikler olup bitki orjinli yapılardır. Günümüze kadar 4000 farklı flavonoid tanımlanmıştır. Flavonoidler; flavonollar, flavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavo-noidler olarak gruplandırılmıştır [5]. 
Flavonoidler, hücre sistemi içerisinde çeşitli biyolojik etkilere sahiptir [5]. Flavonoidlerin anti-mikrobiyal, antiviral, antiülserojenik, sitotoksik, antineoplastik, mutajenik, anti-inflammatuar, anti-oksidan, antiplatelet aktivitelerinin var olduğu belir-tilmiştir [6]

Flavonidler reaktif oksijen türleri (ROS) ha-sarını engelleyebilirler. Serbest radikallere karşı direkt olarak savunucu olarak kullanılabilirler [7].

Flavonoid (OH )+R.→Flavonod (O.)+ RH

Ayrıca, flavonoidler yüksek reaktif oksijen türevli peroksinitrit radikallere karşı antioksidan sa-vunma gösterebilir. Örneğin, flavonollar süperoksit anyonları, singlet oksijen, lipid peroksi radikalleri ve metal iyon şelatlarına karşı savunucu görevi üstlenirler [8]. 

Yapılan in vitro ve in vivo çalışmada, poli-fenolların antioksidan etkisi gözlenmiştir [9].

İzoflovonoitlerin antioksidan aktiviteleri bir-çok çalışmada, yapılan ölçümlerde indirek olarak birçok parametre üzerine özellikle lipit oksidatif ha-sarlarına, protein ve DNA hasarlarına karşı etkili olduğu bildirilmiştir [10].
2. MATERYAL VE METOT

Kimyasal Maddeler ve Organik Çözücüler
Hidroklorik asit, thiobarbiturik asit, trikloro-asetik asit, hidrojen peroksit, amonyum moliblat, fosfat tamponu, EDTA, sodyum azit, redükte NADPH, okside glutatyon redüktaz (GSSG), GSH, Tris-EDTA tamponu, 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit, Biochanin A, eter, fizyolojik su.
İnceleme Materyali
Deneysel uygulama, ağırlıkları birbirine ya-kın erkek Spraque-Davley albino sıçanların serumu.

Kullanılan Yardımcı Aletler ve Cihazlar
Santrifuj, homojenizatör,  UV spektrofoto-metre, vorteks, otomatik pipetler, derin dondurucu, vida kapaklı deney tüpleri ve santrifüj tüpleri.

Deney Hayvanları
Deneysel çalışmada kullanılan erkek Spraque -Davley albino cinsi sıçanlar, Fırat Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Araştırma Merkezi (FÜTDAM)’ nden temin edildi ve aynı yerde deneysel uygulama gerçekleştirildi. Sıçanlar havalandırma sistemi bulu-nan bir ortamda özel olarak hazırlanmış ve her gün altları temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, özel çelik kaplarda ve su ise paslanmaz çelik bilyeli bibe-ronlarda normal çeşme suyu olarak verildi. Deney hayvanları Elazığ Yem Fabrikasında özel olarak hazırlanan pelletler halindeki sıçan yemleriyle bes-lendi. Sıçanlara verilen yemin bileşiminde bulunan katkı maddeleri tablo 1. de gösterilmiştir. Sıçan-ların deneysel uygulama yapılacak safhaya kadar bakımlarına bu şekilde devam edildi.
Tablo 1. Deney Hayvanları Yem % Bileşimleri
	Yem Maddeleri
	% Bileşimleri

	Buğday
	10

	Mısır
	21

	Arpa
	14

	Kepek
	8

	Soya Küspesi
	25

	Balık Unu
	8

	E-Kemik Unu
	4

	Melas
	4

	Tuz
	4

	*Vitamin Karması
	1

	**Mineral Karması
	1


*Vitamin karması: Deney hayvanlarına verilen yemlerin vitamin karmasında A, D3, E, K, B1, B2, B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadır.

**Mineral karması: Mangan, demir, çinko, bakır, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan oluşmuştur.

Deneysel çalışmalara başlamadan önce, çıka-bilecek aksaklıkların asgariye indirilmesi amacıyla ön çalışma yapıldı. Deney hayvanlarının bulunduk-ları ortamın sıcaklığı 22–25 ˚C arasında tutuldu ve hayvanlar 12 saat ışık altında ve 12 saatte karanlıkta takip edildi. Deneysel çalışmalarda ortalama ağırlık-ları 260 gr (260 ±40 gr) olan toplam 24 adet 4 aylık Spraque-Davley albino cinsi erkek sıçanlar kullanıl-dı. Bu sıçanlar dört gruba ayrılmıştır. Bu gruplar ve gruplara verilen madde konsantrasyonları aşağıda belirtilmiştir.

1. Kontrol grubu 

2. Biochanin A grubu 

3. H2O2 grubu

4. H2O2+ Biochanin A grubu

Kontrol grubuna yalnızca mısır özü yağı ve-rildi. Hidrojen peroksit (H2O2) 3. ve 4. gruplara 20 mg/kg düzeyinde sıçanlara verildi. H2O2 çözeltileri distile suda hazırlanarak verilmiştir. Biochanin A 20 mg/kg mısır özü yağında hazırlanarak verilmiştir. H2O2 gruplarına ayrıca mısır özü yağı standart ola-rak da verildi. Sıçanlara maddeler intraperitonal ve gavaj yoluyla gün aşırı uygulanmıştır. Biochanin A maddesi ağızdan gavaj ile verildi. H2O2 maddesi ise intraperitonal yolla enjekte edildi. Deney süresi so-nunda serum örnekleri alınarak analize kadar –20 0C ‘de bekletildi.

Lipit Peroksidasyon Tayini
Lipit Peroksidasyon miktarı, thiobarbiturik asit reaktif türlerinin konsantrasyonuna göre ölçüldü [11]. Malondialdehit (MDA) miktarı, lipit peroksi-dasyonun göstergesi olarak belirtilmektedir. Örnek numuneden bir hacim ve stok çözeltiden iki hacim (0,25 N HCl içerisinde % 0,375 thiobarbiturik asit ve %15 trikloroasetik asit) santrifüj tüpünde karıştı-rıldı. Çözelti 15 dakika kaynar suda ısıtıldı ve soğu-tuldu. Çökelti 2500 rpm de 10 dakika santrifüjlene-rek ayırım sağlandı. Sonra 532 nm de test örnekleri okundu. Lipit Peroksidasyon miktarı nmol/ml olarak belirtildi. Deneysel çalışmada UV–1700 Shimadzu marka spektrofotometre kullanıldı.

Serum Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini

Serum katalaz aktivitesi Goth’ın açıklamış olduğu metoda göre yapıldı [12]. 0,2 ml serum plaz-ma örneği alınarak 1,0 ml substratta (pH=7 de 50 mM fosfat tamponu içinde her milimetre içerisinde 65 mikromol H2O2 içermektedir) 37 0C de 60 saniye inkube edilerek, bu enzimatik reaksiyon 32.4 mM amonyum moliblat ile sona erdirilmiştir. Örnek numune 405 nm de köre karşı spekrofotometre de ölçümleri alındı. Katalaz aktivitesi ku/L olarak ifade edildi. Deneysel çalışmada UV–1700 Shimadzu marka spektrofotometre kullanıldı.

Serum GSH-Px Enzim Aktivitesi Tayini 

GSH-Px aktivitesi Lawrence ve Burk meto-duna göre ölçümü yapıldı [13]. Reaksiyon karışı-mında 50 mm potasyum fosfat tamponu (pH=7), 1 mM EDTA, 1 mM sodyum azide, 0,2 mM redükte NADPH, 1 EU/ml okside glutatyon reduktaz (GSSG), 1 mM GSH, 0,2 mM H2O2 içermektedir. Enzim kaynağından 0,1 ml alınarak, 0,8 ml yuka-rıdaki karışımdan ilave edildi. Bu ilave karışıma 0,1 mL peroksit solüsyonu ilave edilerek reaksiyon başlatılmadan önce 250C de inkube edildi. 5 dakika içerisinde 340 nm de absorbansları ölçülerek alındı. Sonuçlar IU/g protein olarak ifade edilmiştir. Pro-tein miktarı da Lowry metoduna göre ölçüldü [14]. Deneysel çalışmada UV–1700 Shimadzu marka spektrofotometre kullanıldı.

Serum GSH Tayini

Örnek GSH miktarı Sedlak ve Lindsay meto-du kullanılarak 412 nm de ölçümü yapıldı. Örnekler %50 TCA (triklorasetik asit) ile çöktürüldü ve 5 da-kika 1000xg de santrifüj edildi. Çöktürülen örneğin üst fazından 0,5 ml alınarak 2 ml Tris-EDTA tamponu (0,2 M, pH=8,9) ve 0,1 ml 0,01 M 5,5’-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit ilave edildi. Bu karı-şım oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi ve spekto-fotometrede 412 nm de absorbansları ölçülerek alındı [15]. Deneysel çalışmada UV–1700 Shimadzu marka spektrofotometre kullanıldı.

3. BULGULAR 
Serum MDA Değerlendirilmesi

Tablo 2 Serum MDA değişimleri
	Gruplar


	Gruplardaki örnek sayısı
	Serum MDA

nmol/mL

	K
	6
	6,65±0,27

	H
	6
	11,50±0,15 d

	B
	6
	8,88±0,23 c

	HB
	6
	10,95±0,13 d


a: p<0.05 b: p<0.01 c: p<0.001 d: p<0.0001
K: Kontrol grubu

H: Hidrojen peroksit grubu

B: Biochanin A grubu

HB: : Hidrojen peroksit+ Biochanin A grubu

Serum MDA düzeyleri incelendiğinde, H grubu MDA düzeyi K ve B gruplarından yüksek çıktığı saptanmıştır (p<0,0001). H ve HB grupları arasında istatistiksel fark olmamasına rağmen (p>0.05), HB grubunun nispeten düşük çıktığı göz-lenmiştir. B grubu MDA düzeyi K grubundan yük-sek çıktığı saptanmıştır (p<0.001). B grubu MDA düzeyi H ve HB gruplarından düşük çıktığı tespit edilmiştir (p<0.001).

Serum Katalaz Enzim Aktivite Değerlendirilmesi

Tablo 3 Serum katalaz enzim aktivite değişimleri

	Gruplar
	Gruplardaki örnek sayısı
	Serum Katalaz

(ku/L)

	K
	6
	57,45±2,58

	H
	6
	144,15±2,73  d

	B
	6
	236,75±4,12 d

	HB
	6
	271,33±25,89 d


a: p<0.05 b: p<0.01 c: p<0.001 d: p<0.0001

Serum katalaz enzim aktivite düzeyleri ince-lendiğinde; K grubu katalaz enzim aktivite düzeyleri B, H, HB gruplarından düşük çıktığı tespit edilmiştir (p<0.0001). B ve HB grupları katalaz enzim aktivite düzeyleri H grubundan yüksek çıktığı tespit edil-miştir (p<0.001). 

Serum GSH Değerlendirilmesi

Tablo 4. Serum GSH düzeyleri değişimleri
	Gruplar
	Gruplardaki örnek sayısı
	Serum GSH

(nmol/mL )

	K
	6
	0,23±0,01

	H
	6
	0,25±0,01a

	B
	6
	0,24±0,06

	HB
	6
	0,26±0,03 b


a: p<0.05b: p<0.01 c: p<0.001 d: p<0.0001

Serum GSH düzeyleri incelendiğinde; K ve B grupları arasında istatistiksel fark olmadığı sap-tanmıştır (p>0.05). H grubu GSH düzeyi K grubun-dan yüksek çıktığı gözlenmiştir (p<0.05).  HB grubu GSH düzeyi K ve B gruplarından yüksek çıktığı tespit edilmiştir (p<0.01, p<0.01) 

Serum GSH-Px Enzim Aktivite Değerlendirilmesi

Tablo 5 Serum ve dokuların GSH-Px enzim aktivite değişimleri
	Gruplar
	Gruplardaki örnek sayısı
	Serum GSH-Px

(IU/gr prot)

	K
	6
	0,32±0,03

	H
	6
	0,58±0,02  d

	B
	6
	0,76±0,08 d

	HB
	6
	0,48±0,05 c


a: p<0.05 b: p<0.01 c: p<0.001 d: p<0.0001

Serum GSH-Px enzim aktivite düzeyleri in-celendiğinde; K grubunun H, B, HB grupları düzey-lerinden düşük çıktığı tespit edilmiştir (p<0.0001, p<0.001). B grubu GSH-Px enzim aktivite düzeyi H ve HB grupları düzeylerinden yüksek çıktığı saptan-mıştır (p<0.001).

İstatistiksel Analiz

İstatistiksel değerlendirme SPSS 10.0 progra-mı ile yapıldı. Gruplar arasındaki karşılaştırma Var-yans analizi (ANOVA) yapılarak ve gruplar arasın-daki farklılıklar LSD testinin uygulanması ile bulundu.

4. TARTIŞMA

Serumda MDA değerlerine incelendiğinde; H2O2 grubunda yüksek çıkması, bu maddenin radikal etki göstererek oksidatif stresi artırdığına delil teşkil etmektedir.  Hidrojen peroksit+ Biochain A grubunda Biochain A’nın etkisiyle, Hidrojen pe-roksit grubuna göre MDA değeri düşük çıkmıştır. Bu sonuç, Biochain A’nın oksidatif stresi azaltıcı etkisi olduğunu düşündürmektedir. Çalışmamızda Hidrojen peroksit+ Biochain A grubu MDA düzeyi H2O2 grubundan düşük çıkması Biochain A’nın H2O2’nin radikalik etkisini önlediğini görmekteyiz. İzoflavonoitlerin faydalı etkilerinden antioksidan aktiviteleri bulunmaktadır. İzoflavonoitlerin antiok-sidan aktiviteleri birçok çalışmada, yapılan ölçüm-lerde indirek olarak birçok parametre üzerine özel-likle lipit oksidatif hasarlarına, protein ve DNA ha-sarlarına karşı etkili olduğu bildirilmiştir [10].

Serum GSH-Px enzim aktivitesi incelendi-ğinde; kontrol grubuna göre H2O2, Biochain A ve H2O2 + Biochain A grupları GSH-Px enzim aktivite düzeylerinin yüksek çıktığı görülmektedir. Serum GSH-Px enzim aktivitesi düzeyleri içerisinde en yüksek çıkan Biochain A grubu olduğu saptanmıştır. İzoflavonoitlerin antioksidan aktivite değerleri, anti-oksidan enzimlerin aktivitesiyle ilişkilidir. Yapılan çalışmalarda dietle verilen bir izoflavonoid olan genistein’in katalaz, SOD, glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktaz düzeyini ince bağırsakta ve deri yüzeyinde önemli derecede arttırdığı bulunmuştur [16]. Birçok çalışmada polifenollerin GSH, GSH-Px, SOD gibi birçok enzimi aktivitesini arttırdığı ra-por edilmektedir [17].

Serum katalaz düzeylerine bakıldığında, kontrol grubuna göre tüm grupların katalaz enzim düzeylerinin yüksek çıktığı bulunmuştur. H2O2 verilen grupta, metabolizmanın savunma sistemiyle katalaz düzeylerinin arttığı sonucuna varabiliriz. Biochain A verilen gruplarda katalaz enzim aktivi-telerinin yüksek çıkması, Biochain A’nın katalaz enzim aktivitesine arttırma yönünde olduğunu gör-mekteyiz. İzoflovonoitlerin antioksidan aktivite de-ğerleri, antioksidan enzimlerin aktivitesiyle ilişkili-dir. Yapılan çalışmalarda dietle verilen bir izoflavo-noid olan genistein’in katalaz, SOD, glutatyon pe-roksidaz ve glutatyon redüktaz düzeyini ince bağır-sakta ve deri yüzeyinde önemli derecede arttırdığı bulunmuştur [16].

Serum GSH düzeyi Biochain A grubunda kontrol grubuna göre kısmen yüksek bulunmuştur. Serum, H2O2 + Biochain A grubunun GSH düzeyi kontrol grubuna göre yüksek çıktığı görülmüştür. Aynı şekilde H2O2 grubunun da GSH düzeyi kontrol grubuna göre arttığı gözlenmiştir. 

Bu sonuçlar Biochain A’nın serumda GSH miktarlarını arttırarak oksidatif strese karşı olumlu sonuçlar oluşturabileceğini düşünmekteyiz. Birçok çalışmada da polifenollerin GSH, GSH-Px, SOD gibi birçok enzimi aktivitesini arttırdığı rapor edil-mektedir [17]. Biochain A verilen gruplarımızda GSH düzeyi, GSH-Px, katalaz enzim aktiviteleri ar-tarken lipit peroksidasyonun göstergesi olan MDA düzeylerinde ise kısmen azalma olduğu görülmekte-dir. Molina ve arkadaşları yaptıkları çalışmada bazı polifenolların GSH-Px ve SOD enzim aktivitelerini artırdığı ve böylece lipit peroksidasyonu azalttığını iddia etmiştir [18]. Yapılan sıçan çalışmalarında, yüksek dietle verilen izoflovonoitlerin ikinci hafta-sında ratların plazmasında GSH düzeyi %15, onü-çüncü haftasında ise üç kat arttığı bulunmuştur [19].
Sonuç olarak, sıçanlara diyetle Biochanin A verilmesiyle incelenen serumda, antioksidan enzim-lerden olan katalaz ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerinde, glutatyon düzeyinde artışlar görül-müş, bunun neticesi olarak ta MDA düzeylerinde azalma görülmüştür. Biochanin A etkisiyle katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerindeki artma, H2O2 uyarılan oksidatif stresi elimine etmiş ve lipit peroksidasyonun göstergesi olan MDA düzeylerinde de azalma olmuştur. Bu çalışmanın, Biochanin A ile ilgili yapılacak ileriki çalışmalar için ışık tutacağını düşünmekteyiz.
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