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1. GIRIS

Son yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron bulunduran molekiil
veya molekiil parcaciklar1 olan serbest radikaller kararsiz ve reaktif molekiillerdir,
bu ozellikleriyle de diger molekiillere elektron vermeye caligirlar. Serbest radikaller
icinde reaktif oksijen radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri, reaktif sulfir radikalleri
gibi bircok molekdler aile bulunur. (Sen 2001; Guilland 1989)

Serbest radikallerin (SR) hiicre igerisindeki en 6nemli hedeflerinden biri hiicre
membranidir. Bu bolgede oksijen radikallerinin, yapidaki poliansatiire yag asitlerini
(PUFA) okside etmeleri sonucunda otokatalitik bir reaksiyon zinciri baslar. Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksit ve endoperoksitlerin yikilmasi sonucu cesitli

tirtinler, hidrokarbon radikalleri ve malondialdehit olusmasi ile sonlanir (Halliwell

1994; Drapper 1990; Akkus 1995;Cross 1987).

Viicutta lipid peroksidasyonu sonucunda olusan lipid peroksitlerinin ve
serbest radikallerinin zararh etkilerine kars1 savunma mekanizmalart bulunmaktadir.
Antioksidan sistemler olarak bilinen bu sistemler hiicre i¢i ve hiicre dis1 sistemler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Hiicre i¢i antioksidanlar arasinda genellikle enzimler
bulunmaktadir. Bunlar arasinda stiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-PX), katalaz ve glutatyon rediktaz en bilinen enzimlerdir. Hiicre dis1 sistem
ise genellikle enzimatik olmayan sistemlerden olugmaktadir. Bu sistem vitamin E,
vitamin C, B Kkaroten, transferrin, sertiloplazmin, albimin, haptoglobilin gibi
yapilardan olusmaktadir (Bast 1991,Drapper 1990,Bates 1997, Loreinco 1999)

Egzersiz sirasinda viicudun enerji ihtiyacim1 karsilamak amaciyla oksijen
metabolizmasi1 hizlanmaktadir. Buna bagli olarak mitokondriyal elektron transport
zincirinde olusan kacaklar egzersize bagli oksidatif {irtinlerin birikiminde ana
mekanizma olarak diisiiniilmektedir. Bunun yaninda hiicresel pek ¢ok metabolizma

yolu da reaktif oksijen tiriinlerinin birikimine yol agmaktadir.(\Vollard 2005)

Nar suyunda bol miktarda bulunan tanin (punicalin ve punicalagin) ve
antosiyaninler gibi polifenolik flavanoid antioksidanlar molar bazda; vitamin C, E,

koenzim Q-10 ve alfalipoik asit gibi bircok maddeden daha gucli bir antioksidan



aktiviteye sahiptir, Ayn1 zamanda nar suyu diger tim meyvelerden ve kirmizi
saraptan daha fazla antioksidan aktiviteye sahiptir (de Nigris 2006). Nar suyundaki
antioksidan maddelerin sadece in vitro ortamda degil ayn1 zamanda in vivo ortamda

da olumlu antioksidan 6zellikleri gosterilmistir (Faria 2007)

Bu calismada yogun bir sekilde egzersiz yapan sporcu grubunda, egzersize bagl
olusan oksidasyon {iriinlerinin tespiti ve verilen Nar Suyunun antioksidan etkinliginin

arastirilmasi amaclanmistir.

1.1.0ksidatif stres

Oksidatif stres organizmada oksidan-antioksidan dengesinin oksidan
lehine bozulmasi olarak tamimlanir. Bu durum fizyolojik bir gereksinim seklinde

olabilecegi gibi patolojik bir siire¢ seklinde de olabilir.

1.2. Serbest radikaller

Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron bulunduran molekiil veya molekiil parcaciklaridir (Jenkins 1988;
Cheeseman 1993). Serbest radikaller oldukga kararsiz ve reaktif molekiillerdir, bu
nedenle diger molekiillere elektron vermeye ¢alisirlar (oksidasyon) (Sen 2001). Yari
Omiirleri mili veya nanosaniye gibi olduk¢a kisadir. Diger radikal veya molekiillerle
etkileserek yeni radikaller olusturabilirler (Sen 2001). Serbest radikal icinde reaktif
oksijen radikalleri, reaktif nitrojen radikalleri, reaktif stlfir radikalleri gibi bircok
aile bulunur. Serbest radikaller ylksek enerji transferi gerektiren ¢ grup tepkime
sonucunda dretilirler (Akkus 1995).

1. Bir molekile elektron eklenmesi ile: (A+te— A)
2. Bir molekulden tek bir elektron kaybi1 veya bir molekiiliin kovalent bagindaki
iki elektronun bir atomda kalacak sekilde heterolitik bdliinmesi ile:
(A—>A"+€) veya A'B—A: +B")

3. Bir molekiiliin kovalent baginin homolitik béltinmesi ile: (A"B—A+B)
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Sekil 1.1.:Serbest Radikallerin hiicre i¢i kaynaklar1 (Michele 2005)

1.2.1. Reaktif oksijen radikalleri

Reaktif radikallerden fizyolojik olaylarda ve oksidatif streste en fazla rol alani
reaktif oksijen radikalleridir. Bu grupta stiperoksit (O2".) ve hidroksil (OH".), hidrojen
peroksit (H,O,), singlet O, hipoklorik asit (HOCI), peroksinitrit (ONOO),
hidroperoksil (HO,.), lipid peroksit (LOOH), nitrik oksit (NO.) ve nitrojen dioksit
(NO3.) bulunmaktadir (McCord 2000).



1.2.1.1. Dioksijen

Oksijen metabolizmas: sirasinda dioksijen 1 elektron alir ve siiperoksit

iyonuna doniisiir (O2.-) (Sen 2001).

0, '0,  Singlet oksijen

0, Molekdiler oksijen

l +1le

‘0, Suiperoksit radikali
+1e
+2H"

H,0, Hidrojen peroksit

+le Fe?* gibi metaller katalizlerse

/ Fenton Reaksiyonu olarak bilinir

OH~ Hidroksil radikali
+1le
v +2H'
2H,0 Metabolik su

Sekil 1.2. Molekiiler oksijenden radikallerin olusumu (Halliwell 1990)

1.2.1.2. Slperoksit

Superoksit, dioksijene bir elektron eklenmesi ile olusur. (O,+e'—0; ")




1.2.1.3. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit, superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile slperoksitten
iretilir. (2 0,"+ 2H'—H,0,+0,). Hidrojen peroksit eslenmemis elektronu
olmadigindan bir serbest radikal degildir ancak serbest oksijen radikali iiretme
potansiyeli nedeniyle serbest radikal kabul edilir. Lokositlerde myeloperoksidaz
araciligiyla oldukga gii¢lii bir oksidan olan hipoklorik asite (HOCI) gevrilir (McCord
2000).

1.2.1.4. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali;

Haber-Weiss: (H,0,+0,"—OH+0OH+0,) (O, varliginda) veya

Fenton: (Fe?*+H,0,—Fe** +OH+0OH) (Fe*® veya gecis metalleri varliginda)
reaksiyonlar1 sonucu peroksitten iiretilir. Spesifik antioksidani yoktur ve her tiir

organik maddeyi oksitleyebilir (Benzie 2000).

1.2.2 Reaktif oksijen radikallerinin fizyolojik rolleri (olumlu yonleri)

Reaktif oksijen radikallerinin viicutta bulunmasi hayati O6neme sahiptir.
Reaktif oksijen tiirleri immiin sistemde antijenlerin ortadan kaldirilmasinda 6zellikle
de fagositozda onem tagirlar (Hampton 1998). Reaktif oksijen radikalleri hicresel
haberciler olarak veya redoks durumu tzerinden hiicresel sinyallerin iletimi veya
hiicrelerin biyogenezinde rol alirlar (Sen 2001). Ay zamanda detoksifikasyon ve
glikojen depolanmasinda enzim aktivasyonunda rol alir (Jenkins 1988). Kas
kasilmasinda 6nemli rol {istlenir (Andrade 1998; Reid 2001). Reaktif oksijen
yapiminin inhibe edilmesi kas liflerinin kontraktil giiclinde kayba, tersine artirilmasi

kontraktil giigte artisa neden olmaktadir (Andrade 1998; Coombes 2001; Reid 2001).



1.2.3. Reaktif oksijen radikallerinin patolojik rolleri (olumsuz yonleri)

Reaktif oksijen tiirlerinin artisi sagliklt hiicrelerde apopitoza, hiicresel
islevlerde bozukluklara ve inflamasyona neden olabilir. Bu olumsuz yonleri
ateroskleroz, Alzheimer, Parkinson gibi dejeneratif hastaliklara ve romatolojik

hastaliklara neden olabilmektedir (Golden 2002).

Serbest radikallerin doku ve hiicredeki hasarlar1 su sekilde siralanabilir:

DNA Hasari

Niikleotid yapidaki enzimlerin yikimi

Protein ve lipidlerle kovalent baglanma

Enzim inaktivasyonu

Proteinlerin oksidatif hasara ugramasi

Lipid peroksidasyonu

Zar yapilarinin ve fonksiyonlarimin etkilenmesi

Yaslilik pigmentlerinin birikimi

© o N o g B~ D P

Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii yapilardaki oksidasyon ve
rediiksiyon  olaylarinin  bozularak  damarlarda  aterofibrotik
degisikliklerin olugumu

10. Zar proteinlerinin hasar1 ve transport sistemlerinin bozulmasi
(Lorencio 1999, Gutteridge 1990, Stocks 1971,Stocks 1972, Collier
1992)

Reaktif radikallere bagli hasar lipid, protein ve DNA oksidasyonu yolu ile
olusur. Reaktif oksijen radikalleri 6zellikle diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) olmak
uzere lipoprotein oksidasyonuna neden olabilirler (Morel 1983). Bu tlr oksidasyon
kanin antioksidan kapasitesine baglidir ve oksidatif stresteki artmayla birlikte
lipoprotein oksidasyonu da artar (Terentis 2002). Reaktif oksijen radikalleri ayni
zamanda c¢oklu doymamis serbest yag asitlerinin (CDYA) oksidasyonunu da
yapabilir (Cooper 2002; Finaud 2006). Bu reaksiyon sonucu karbon merkezli lipid
radikali (L) olusur. Buna bir O, molekiilii katilarak lipid peroksil (LOO’) meydana
gelir. Lipid proksilde diger bir CDYA’ den hidrojen alip lipid hidroperoksite



(LOOH) doéniistirken yeni lipid radikali olusur. Lipid peroksilin yikimi ile lipid
peroksidasyonunun son dranleri olan konjuge dienler ve malondialdehid (MDA)
ortaya ¢ikar (Esrebauer 1993; Young 2001). Lipid peroksidasyonu hiicre zarinin
gecirgenligini arttirarak hiicre i¢i sivi protein ve enzimlerin hiicre disina ¢ikmasina,
mitokondrial islev bozukluklarina ve endoplazmik retikulumdan kalsiyum
transportunda bozulmalara neden olur (Jenkins 1988; Jackson 1993).

Proteinler oksidasyona ugradiklarinda fragmente olarak aminoasitlerini
kaybederler. Bunun sonucunda yapisal proteinlerde ki oksidasyon hicre
biitiinliiglinde bozulmalara, enzimatik proteinlerdeki oksidasyon enzimatik islev
bozukluklarina neden olur (Radak 1999).

DNA (deoksiribontikleik asit)’ nin tiim yapisal elemanlar1 oksidatif hasara
hassastir (Dizdaroglu 2002). Reaktif oksijen radikalleri tarafindan DNA’ nin
oksidasyonu DNA zincirinde kirilmalara ve DNA tamirinde bozulmalara yol agarak
mutagenezi arttirabilir, kanser gelisimine ve hiicre yaslanmasina neden olabilir

(Radak 1999; Kasai 2002; Wallace 2002).

1.3 Antioksidan savunma mekanizmalari

Viicutta bulunan lipid, DNA, protein, karbonhidrat gibi bilesikleri oksidatif
stresten koruyan maddelere antioksidan denir (Dekkers 1996; Benzie 2000).
Antioksidanlar; serbest radikal olusturan tepkimeleri sonlandirarak, radikal
olusumunu siirlandirarak, ortaya ¢ikan radikalleri detoksifiye ederek veya oksidatif
hasara maruz kalmis maddelerin onarimini saglayarak etki gosterirler (Benzie 2000).
Viicutta enzimatik (endojen) ve enzimatik olmayan (baslica besinsel vitamin ve
mikrontirientler) olmak {izere bir¢cok antioksidan gorev yapmaktadir. Enzimatik
antioksidanlar siperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
redilktaz, glutatyon transferaz, sitokrom oksidazlardan olusur. Enzim yapisinda
olmayan antioksidanlar; E vitamini (tokoferol), vitamin C (askorbik asit), vitamin A
(retinol), flavonoidler, tioller (glutatyon), ubikinon, melatonin, Grik asittir. Bilirubin,
ferritin, seruloplazmin, albumin, demir, ¢inko, bakir, selenyum, manganez indirek
antioksidan 0Ozellik gosterirler (Yalgin 1998; Fang 2002). Antioksidan sistemlerin

etkinligi endojen antioksidan enzim yapiminin miktarina ve besinsel alima baglidir.



Bu nedenle antioksidan etkinlik egzersiz, beslenme, yashilik gibi faktorlerden

etkilenir (Dekkers 1996; Fang 2002).

1.3.1. Enzim olan antioksidanlar

1.3.1.1. Superoksit dismutaz

Superoksit dismutaz (SOD) siperoksit radikallerinden korunmada ana
mekanizmadir ve oksidatif strese kars1 savunmanin ilk basamagini olusturur. SOD
enzimi slperoksit anyonunun H,O, ve molekiiler oksijene cevrildigi reaksiyonu

katalizler:

O, +02" + 2H — H,0; + O,.

Insanlarda 2 izoenzimi bulunur. Bakir-ginko iceren SOD sitozolde, mangan
iceren SOD mitokondride gorev yapar (McCord 2000; Powers 2000). Kas
hicrelerinde SOD aktivitesinin %65-85’ i sitozolde bulunmaktadir (Powers 2000).

1.3.1.2. Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiiren reaksiyonu katalizler:

2H,0, — 2H,0 + O,

Katalaz organizmada tim hiicrelerde 6zellikle peroksizomlarda bulunur (Akkus

1995; McCord 2000). Katalaz (H,0,: H,O, oksido-rediiktaz) yapisinda dort tane hem

grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az
olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Granilomatéz hicrelerde

katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina kars1 koruma iglevi de gorur. Hidrojen



peroksidi (H,0,) ortadan kaldirarak hidroksil serbest radikali (OH) olusumunu

onler. (Altinisik 2008)
1.3.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), rediktaz ve transferaz

Glutatyon peroksidaz, H,0; ve lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda gorev
alir. Indirgenmis glutatyona ihtiya¢ duyar. Peroksitten su olusumunu saglayan

tepkimeyi katalize eder:
H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

H,O,” nun diisiik konsantrasyonlarinda katalaz, yiiksek konsantrasyonlarinda
glutatyon peroksidaz daha aktiftir (McCord 2000). Glutatyon rediktaz esas olarak
glutatyon peroksidaz katalizasyonu sonucu olusan okside glutatyonun indirgenmesi

reaksiyonunu katalizler:
GSSG + NADPH + H" — 2GSH+NADP"

Glutatyon transferaz arasidonik ve linoleik asit hidroperoksitleri basta olmak tizere

lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda gérev alir (McCord 2000).
1.3.1.4. Sitokrom oksidaz

Mitokondride elektron tagima zincirinde son basamakta yer alir ve siiperoksit

anyonunun suya doniistiiriildigii reaksiyonu katalizler (McCord 2000):
40, + 4¢” + 4H"— 2H,0

Mitokondriyal sitokrom oksidaz, solunum zincirinin son enzimidir ve
stiperoksidi detoksifiye eder. Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden
normal bir reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol

miktarda enerji tretimi (ATP) saglanir. Ancak ¢ogu zaman siiperoksit tretimi
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mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda diger
antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararli etkilerine engel olur.

(Altinisik 2008)
1.3.1.5. Ksantin oksidaz

Stiperoksit anyon radikalinin en ©6nemli enzimatik kaynaklarindan birisi
ksantin oksidazdir (XO). Bu enzim tim g¢ekirdekli hiicrelerde yer alan
metaloflavoproteindir ve piirin niikleotidin metabolizmasinda hiz kisitlayic1 enzim
olarak hipoksantin ve ksantinin Urik aside cevrilmesi reaksiyonunu katalizler. Bu

durumda, O, ireten enzimin aktivitesi ksantin dehidrojenazin XO’ ya proteolitik
doniisiimityle ¢ok yiiksek miktarlarda O, Uretebilir (Krenitsky 1986).

Bir¢ok enzimin katalitik dongiisii sirasinda da serbest radikaller ortaya ¢ikar.
Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz hasarlanmamis dokularda
bir dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin yikim yolunda hipoksantinden ksantin ve

ksantinden uUrik asit olusumu basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler

oksijenden (O,) ¢cok NAD kullanir. Oksijensizlige bagl olarak ADP’ nin ATP’ ye

fosforilasyonunun azaldigi durumlarda (iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve piirin
bazi, ksantin oksidazin bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir.
Ksantin oksidazin, oksidaz olarak aktivite goOstermesi durumunda hipoksantin
ksantine ve ksantin {irik aside doniisiirken molekiiler oksijen kullanilmakta,
molekdler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. Yogun fiziksel egzersizin
tirik asit konsantrasyonlari arttirdigi bilinmektedir. Artan {irik asit kaslara difiize
olarak kasi oksidasyon hasarindan korur. Serum ve kaslardaki 0rik asit; singlet
oksijen, HOCI, peroksi radikali ve peroksi nitrit ve ozon Uzerine direk antioksidan
etki gosterir. Bazi durumlarda plazmanin antioksidan kapasitesinin %50’ den
fazlasii olusturur (Jenkins 2000).

Iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan &nemli hasar olmaz.
Ancak oksijen seviyesi reperfiizyon sirasinda normale doniince iskemi yerinde

ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit (H,O,) ve slperoksit

radikali olusur, bunlarin etkisiyle de iskemi/ reperfiizyon hasar1 denen durum ortaya
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cikar. Ksantin oksidazin ozellikle intestinal mukoza hiicrelerinde goriilen iskemi/

reperfiizyon hasarinda 6nemli faktor oldugu diistiniilmektedir.

1.3.2. Enzim olmayan antioksidanlar

Cizelge 1.1. Serum antioksidan aktivitesine katkida bulunan enzim olmayan

bilesikler ve fonksiyonlar1 (Mccord 1993)

Askorbik asit *0, ve OH’ in direkt yakalayicisi
Haptoglobilin Serbest hemoglobini baglar
Hemopeksin Serbest Hem'i baglar.
Transferrin Demir iyonlarin1 baglayarak serbest radikal olusumunu nler.
Urik asit Radikal yakalayici ve lipid peroksidasyonu inhibitorii

.o tokoferol Zincir kiric1 olarak peroksi ve alkoksi radikallerini engeller
Glukoz OH® radikali yakalayicist
Bilirtibin Albiimine baglanarak yag asitlerini peroksidasyondan korur.
Albumin Cu*? gibi gecis metallerini baglar
Sertloplazmin Demirin transferrine baglanmasini kolaylastirir. Ayn1 zamanda

ekstraselliiler SOD gibi davranarak etki gosterir.

1.3.2.1. E vitamini

E vitamini yagda ¢o6ziinen en giiclii antioksidandir. Hiicrelerde oldukg¢a bol
miktarda bulunur ve lipid peroksidasyonunu durdurur. Coklu doymamis yag
asitlerinden lipid hidroperoksitlerin olusumunu oOnler ve bu nedenle zincir kirici
antioksidan 6zelligindedir (Evans 2000). HDL, VLDL ve LDL yapisinda bulunarak
LDL oksidasyonunu onler (Muntenau 2004).
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1.3.2.2. C vitamini

Suda ¢oziiniir yapisi nedeniyle olasilikla ekstraseliiler sivilarin en dnemli
antioksidanidir. Sivilarda hidroksit, siiperoksit, yag asidi peroksi radikalleri, alkoksi
radikallerini notralize etme yetenegine sahiptir. Vitamin E ve GSH’ nimn

rejenerasyonunu saglar (Carr 1999).

1.3.2.3. Retinoid ve karotenoidler

Lipidlerin ve hiicre zarlarinin yapisinda yer alir. Flavin ve porfirinlerin zararl
etkilerini Onlemede singlet oksijeni baskilamada, peroksit radikallerini 6nlemede

gorev alir (Fang 2002).

1.3.2.4. Glutatyon

Hem endojen hem de eksojen bir antioksidandir. Glutatyon, glutatyon
peroksidazin katalize ettigi tepkime ile reaktif radikallere kars1 korur. Ayni zamanda
direk antioksidan ozellikleri vardir, vitamin E ve C’ nin islevsel antioksidan

kapasitesini arttirir (Fang 2002).

1.4 Oksidatif stresin belirlenmesi

Serbest radikallerin aktivitesinin belirlenmesine yonelik metodlarin kendine gore
avantaj ve dezavantajlar1 bulunur ve altin standart bir metod belirlenmemistir (Asami
1997; Finaud 2006). iki ana grup metod benimsenmistir:
1. Serbest radikal aktivitesini dolayli olarak gosteren testler: lipid, protein ve
DNA oksidasyon trunlerinin 6lgtlmesi

2. Serbest radikal aktivitesini direk gosteren testler: elektron spin rezonans
(ESR) ¢aligsmalari
Bu metodlardan en sik kullanilani indirek yontemlerdir, indirek yontemlerden

de en sik tercih edileni lipid peroksidasyon {irlinleridir.
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Lipid peroksidasyonunu belirlemede; oksidasyonun birincil Griinleri olan konjuge
dienler ve lipid hidroperoksitin 6l¢iimii yapilabilir. ikincil iiriinler olan MDA, hexan,
pentan ve etan gazi Ol¢limii reaktif radikal aktivitesini gosterebilir. MDA 6l¢limii en
fazla kabul goren oksidatif stres belirtecidir ancak sekonder iiriin oldugundan
sonuglar1 dikkatle degerlendirmek gerekir (Jenkins 2000; Groussard 2003). Bazi
calismalar egzersize bagli oksidatif stres degerlendirmede MDA’ nin uygun
olmadigini gostermistir (Groussard 2003).

Lipid peroksidasyonu hiicresel membran hasarina neden oldugundan CK ve
myoglobin dolayli oksidatif stres markeri olarak kullanilabilir ancak egzersiz
durumunda alinacak mubhtelif travmalara bagli olarak spesifitesi diisiiktiir (Finaud

2006)

1.5. Egzersiz ve oksidatif stres iliskisi

1.5.1. Egzersizin oksidatif stres ve reaktif oksijen radikali olusumuna olan

etkilerinedair bulgular

1982 de Davies ve arkadaslar1 treadmill kosu yapan ratlarin kas
homojenatinda elektron paramagnetik rezonans Olgiimiiyle serbest oksijen radikali
artigin1 gosterdiler (Davies 1982). Bu ¢alismada serbest radikal tiirti semikinon olarak
bulundu. Ayni ¢alismada E vitamini eksikliginin tek basina veya egzersizle birlikte
serbest radikal olusumuna ve lipid peroksidasyonu gibi bazi hiicresel metabolik
bozukluklarin gelisimine neden oldugu gosterildi. Benzer nitelikteki diger bir
calismada yogun egzersiz yaptirilan geng ve yash ratlarin iskelet kasinda ve yash
ratlarin kalp kasinda reaktif oksijen radikali olusumunun belirgin arttigi gosterildi
(Bejma 1999). In vitro ortamda elektriki uyarilan iskelet kasinda elektron
paramagnetik rezonans sinyallerinde %70 artis oldugu gosterildi (Jackson 1985).
O’Neil ve arkadaslarn egzersiz yogunluguyla orantili olarak hidroksi radikali artisi
oldugunu gosterdi (O'Neill 1996).

Bu in vivo ve invitro deneyler egzersizin iskelet kasinda ve myokardda reaktif
oksijen radikali olusumuna neden olabilecegi yoniinde yeterli kanit vermesine

ragmen ¢alismalarda bazi metodolojik sorunlar mevcuttur. Reaktif oksijen radikali
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olusumu kas aktivitesi durduktan 1-2 dakika sonra kesilmektedir (O'Neill 1996). Bu
nedenle in vivo caligmalarda doku hemojenati yapilana kadar gegen siirede reaktif
oksijen radikali yapimi durdugundan egzersiz aninda iiretilen reaktif oksijen radikali
tam olarak belirlenememektedir. Yine bu ¢alismalarda antioksidan sistemler inhibe
edilmediginden antioksidan faktorler reaktif oksijen radikali 6lclimiini aksi yonde
etkileyebilmektedir. Bahsedilen bu iki faktor nedeniyle reaktif oksijen radikali
Olclimiiniin yapildig1 in vivo ¢alismalar gergekte olan yapimdan daha diisiik bir sonug
veriyor olabilir. Reaktif oksijen radikali olusumunu inceleyen in vitro ¢alismalar ise
suni ortamda yapildigindan viicudun normal egzersiz durumunu tam olarak

yansitmayabilir (Ji 1999).

1.5.2. Egzersiz sonucu oksidatif stres olusumunun mekanizmalari

Egzersizle oksidatif stres olustugu yoniinde ciddi bulgular olmasina ragmen
egzersizle serbest radikal olusumunun mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Serbest radikal artisinda bir veya birden fazla mekanizmanin bir arada ¢alismasi rol
oynuyor olabilir. Egzersiz bilimciler egzersiz ve dinlenme sirasinda serbest radikal
olusumundaki en oOnemli mekanizmanin mitokondri i¢ membraninda solunum
zincirindeki kacaga bagli oldugunu diistinmektedir. Solunum zincirini olugturan dort
enzim kompleksindeki bir¢ok redoks merkezi molekiiler oksijen tarafindan kolayca
oksitlenebilmekte ve superoksit radikali olusabilmektedir. Mitokondri solunum
zincirinde oksijenin tamama yakini kompleks 4 sitokrom c¢ oksidaz tarafindan
kullanilmaktadir. Ancak kompleks 4 iin redoks kimyasi siiperoksit kagagina neden
olmamaktadir. Ancak kompleks 2 ve 3’ {in elektron alicilar1 tarafindan elektron
transferinin uyumsuzlugu istirahat kosullarinda kullanilan toplam oksijenin %?2’sinin
superoksit radikaline doniismesine neden olabilmektedir (Boveris 1972; Boveris
1973). Bu bulgu nedeniyle egzersiz sirasinda aktif kaslarda oksijen kullanimi
istirahat kosullarina gore 100 kata kadar artabileceginden reaktif oksijen radikali
olusumunun da artmasi beklenen bir sonugtur. Bunun yaninda in vitro ¢aligmalarda
radikal kacaginin egzersiz sirasinda azalabildigi yoniinde de bulgular vardir (Boveris
1973; Herrero 1997). Mitokondrial sitozolik oksijen dizeyinin egzersiz

yogunlugundan bagimsiz bir sekilde sabit kalmasi egzersize bagli serbest radikal
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artisina neden olabilir. Bunu destekler nitelikte deliller hipoksik kosullarda oksidatif
stres artist gozleminden gelmektedir (Bailey 2001). Buna ragmen mitokondrial
oksijenin azalmasinin serbest radikal artisina neden olabilecegini goOsteren bir
calisma bulunmamaktadir.

Serbest radikal artiginin olas1 diger bir mekanizmasi da solunum siklusunda
rol alan kompleksler haricindeki mitokondrial enzimlerdir. Hayvan deneylerinde
mitokondri membranina bagl gliserol 3-fosfat dehidrogenaz (mGPDH) in membran
komplekslerinden daha fazla serbest radikal olusumuna neden olabilecegi ileri
striilmistir (Drahota 2002; Miwa 2003). Bu enzim sitozolik GPDH ile beraber
NAD’nin indirgenmis formunun mitokondriye transportundan sorumludur. mGPDH’
nin aktivitesi fiziksel aktivite ile artmaktadir ve artmus mGPDH aktivitesinin artan
hidrojen peroksit tiretimine neden oldugu gosterilmistir (Jesina 2004). Ancak
MGDPH enziminin insanlarda egzersize bagli artan serbest radikal {iretimine neden
oldugunu gosteren ¢alisma bulunmamaktadir.

Egzersizle iligkili oksidatif stresin diger bir olast mekanizmasi iskemi
reperflizyon hasarindaki mekanizma ile agiklanabilir. Yogun egzersizde kaslarin kan
ihtiyacini karsilamak amaciyla kan dolagiminda meydana gelen degisiklikler bir¢ok
organda gecici doku hipoksisine neden olur. Ayrica yogun egzersizde kasin ihtiyaci
eger karsilanamazsa kas liflerinde de goreceli hipoksi meydana gelebilir (Packer
1997). Iskemik durumlarda ksantin dehidrogenaz kalsiyum aracilikli proteazlar
tarafindan ksantin oksidaza donistiiriiliir. Egzersiz sonrasi istirahatte hipoksik
dokularin reoksijenizasyonu ile hipoksantinin ksantine ve sonrasinda iirata doniistimii
sirasinda yan {riin olarak siiperoksit meydana gelir. Egzersiz sonrasinda plazma
ksantin oksidaz diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Hellsten 1996; Hellsten 1997).
Bunu destekler nitelikte egzersiz sonrasinda kan hipoksantin, ksantin ve iirat
duzeyleri artmakta (Bangsbo 1992; Vina 2000) ve allopiirinol ile ksantin oksidazin
inhibisyonu ksantin oksidazin egzersiz sonrasinda artmis oksidatif strese neden
oldugunu gostermektedir (Vina 2000). Bu mekanizma iskelet kasi haricinde de
egzersiz sonrasi olusan oksidatif stresi aciklamasina ragmen egzersiz siirecinde
olusan oksidatif stresi agiklamaktan yoksun goriinmektedir (Vollaard 2005).

Serbest radikaller hiicre hasar1 yapmalarina ragmen egzersizle olusan hiicre hasar1 da

serbest radikal artigina neden olabilir. Egzersiz metabolik ve mekanik yollarla hiicre
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hasarina neden olabilir (Pyne 1994). Sonu¢ olarak egzersize yanit olarak tetiklenen
inflamatuar cevap nedeniyle etkilenen dokularin nétrofiller ve diger fagositik
hiicrelerle infiltrasyonu gelisir. Bunu takip eden solunumsal yangi slperoksid,
hidrojen peroksit ve diger radikallerin olusumuna sebep olur. Nétrofillerde bulunan
myeloperoksidaz ve demir igeren enzimler hidrojen peroksiti potent bir oksidan olan
hipoklorik aside cevirir. Olusan nétrofil aktivasyonu saatlerden glinlere kadar
degisen siirelerde kalic1 olabilir. Bu aktive olan hicreler slperoksit, hidrojen
peroksit gibi oksidatif enzimlerle hasarli dokular1 ortadan kaldirmaya ¢aligir. Notrofil
sayist ve aktivitesinin egzersiz sonrasinda belirgin arttigi bircok calismada

gosterilmistir (Pyne 1994; Vollaard 2005).

1.5.3. Egzersize bagh oksidatif stresin kas performansina olan olumsuz etkileri

Kas kontraksiyonu icin minimal dizeyde reaktif oksijen radikaline ihtiyac
vardir (Andrade 1998; Coombes 2001; Reid 2001). Bunun yaninda kasta artmis olan
reaktif oksijen radikali kontraksiyonda zayiflamaya ve egzersiz sonrasi kaslarda
hasara ve agriya neden olur (Reid 1992; Jackson 1993; McArdle 2001; Cooper
2002). Reaktif oksijen radikali konsantrasyonunun artma miktari ve siiresi ile orantili
olarak kas kuvveti azalmasi ve kas yorgunlugu ortaya ¢ikar (Coombes 2002; Finaud
2006). Mitokondri reaktif oksijen radikallerinin etkilerine hassas oldugundan artmis
oksijen radikali konsantrasyonu mitokondrial ATP sentezini bozar ve aerobik enerji
tiretim yolaklarimin yerine anaerobik yolaklara dogru kaymaya neden olur.
Anaerobik enerji liretimi asidoza ve inorganik fosfor artigina neden olarak kas
yorgunluguna neden olur (Reid 1992).

Hicrenin redoks durumu aktin ve myozin gibi kontraktil proteinlerin ve
hiicresel kalsiyum pompasinin ¢alismasinda 6nem tagir. Bu nedenle reaktif oksijen
radikali konsantrasyonu arttifinda hiicresel redoks durumu degisir ve kontraktil
proteinlerin ~ fonksiyonu ve kas kontraksiyonunun kalsiyum  aracilikli
diizenlenmesinde bozukluklar olusur (Evans 2000). Hucresel aksiyon potansiyeli de
reaktif oksijen radikali artisindan etkilenir (Finaud 2006). Nitrik oksidin kas agrisina
bagl kas kuvvet kaybia neden oldugu gosterilmistir (Radak 1999). Nitrik oksit

membran potansiyelinde hiperpolarizasyona ve kalsiyum ATPazi inhibe ederek
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kontraktil proteinlerde disfonksiyona neden olabilir (Radak 1999). Tim bu bahsi
gecen mekanizmalar aracilif ile egzersize bagli oksidatif stres kasta kuvvet kayb1 ve

giigsiizliige neden olabilir.

1.6. Antioksidan desteginin yararh etkileri

Antioksidan desteginin egzersiz iizerine olan olumlu etkilerine yonelik
calismalar tartismali sonuglar vermistir. Bunun baslica nedeni antioksidan
maddelerin tiirleri ve miktaridir. Yani sira sporcularin egzersiz ve antrenman
duzeyleri, fiziksel aktivite tiirii, yag ve beslenme durumu gibi faktorlerde ¢aligma
sonuglarini etkileyebilmektedir (Goldfarb 1999; Clarkson 2000). Teorik olarak
antioksidanlarin egzersize baglh reaktif radikalleri notralize ederek faydali etkiler
gostermesi beklenir. Ancak calismalarin biliylik bir ¢ogunlugunda antioksidan
desteginin egzersiz performans: ve fiziksel kapasiteyi etkilemedigi gorilmiistiir
(Clarkson 2000; Evans 2000; Laursen 2001). Baz1 ¢alismalarda tek tip yerine ¢oklu
antioksidan desteginin daha iyi sonuglar verdigi ileri striilmistiir (Schroder 2000;
Margaritis 2003; Palazzetti 2004). Caligmalarin ¢ogu antioksidan eksikligi
bulunmayan atletlerin performansinda antioksidan eklenmesinin fayda saglamadigini
gostermistir (Clarkson 2000). Ote yandan egzersizle olusan serbest radikale bagh
hasarin onlenmesi ve optimum saglik kosullar1 i¢in antioksidan gereklidir. Ancak
normal diyet her zaman antioksidan gereksinimi agisindan yeterli degildir (Guilland
1989; Schroder 2000). Bu nedenle bazi ¢aligmalarda antioksidan desteginin 6zellikle
yiiksek performans isteyen atletlerde yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Margaritis
2003; Palazzetti 2004). Mega dozda kullanildiklarinda antioksidanlar prooksidan etki
gostererek serbest radikal olusumunu arttirabilir, bu durum vitamin C ve karoten igin

gosterilmistir (Childs 2001; Laursen 2001).
1.7. Nar ve nar suyunun antioksidan ozellikleri

Nar (Punica granatum) Akdeniz ve Ortadogu’da ki toplumlarin geleneksel
tedavilerinde ylizyillardir kullanilagelmistir (Gurib-Fakim 2006). Narin toplam
agirliginin yaklasik %52’ si yenilebilir kism1 olan meyve agirligi olup bunun %78’ i

nar suyundan %22'si ¢ekirdek kismindan olusmaktadir. Saf nar suyu antioksidan
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aktiviteye sahip olan vitamin C ile antosiyaninler, punikalajin, ellajik ve gallik asit
gibi polifenolik bilesikler icermektedir. Nar giinimuizde anti-kanser, antiproliferatif,
apoptotik, anti-inflamatuar (Seeram 2005; Lansky 2007), HIV-I inhibitér, mikrobisit
(Neurath 2004), kardioprotektif (Sumner 2005), lipid distirici ve lipid
oksidasyonunu onleyici (Rosenblat 2006) olumlu etkilere sahiptir.

Bir¢ok arastirmada nar ve nardan elde edilen yan iiriinlerin gii¢lii bir serbest
radikal stpdrici ve etkili bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (de
Nigris 2005; Rosenblat 2006). Nar suyunun graminda yaklagik 63 mikrogram
antioksidan polifenol bilesigi bulunur (Ricci 2006). Nar suyunda bol miktarda
bulunan tanin (punicalin ve punicalagin) ve antosiyaninler gibi polifenolik flavanoid
antioksidanlar molar bazda; vitamin C, E, koenzim Q-10 ve alfalipoik asit gibi
bir¢ok maddeden daha gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahiptir, Ayn1 zamanda nar
suyu diger tiim meyvelerden ve kirmizi saraptan daha fazla antioksidan aktiviteye
sahiptir (de Nigris 2006). Nar suyundaki antioksidan maddelerin sadece in vitro
ortamda degil ayn1 zamanda in vivo ortamda da olumlu antioksidan 6zellikleri
gosterilmistir (de Nigris 2006; Faria 2007)

Cizelge 1.2.: Nar Suyunun icerdigi Antioksidan Degerleri

Ornek "
Pik | Antioksidan Standart Birim Standar} . | Alan Ornek Birim
Kons. alan degeri . . Kons.
No degeri

1 | Gallic acid 1000 ppm |31114019 |696283 |22.38 |ppm
Protocatechuic

2 |acid 1000 ppm |30641894 |207204 |6.76 |ppm
Chlorogenic

3 |acid 250 ppm |7995808 |559297 |17.49 |ppm

5 | Cafeic acid 1000 ppm |69644339 |2596337 |37.28 |ppm

10 |Ellagic acid |50 ppm |2459409 |151681 [3.08 |ppm

Nar suyunun antioksidan madde igerigini tespit etmek amaciyla HPLC sisteminde
kromatogramlar1 alinmis ve elde edilen alan degerleri bilinen standartlarla

karsilagtirilmistir. Buradan madde miktar tayinleri yapilmistir. Antosiyaninlerin
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varlig1 gosterilmis ancak standart konsantrasyonlari olmadigi i¢in miktar tayini

yapilamamigtir.

1 2800mmw, 8
har

Har 6rnegi
35 F--Arggt -

00 fommmmmnee SRR P EEEEN s L EEEE e EEE LT e Feeen

1- Gallicaeid 7
2- Protocatechuic acid

3- Chlorogenic acid

a- Cafeic acid

B- Anthocyanin 1

7- Anthocyanin 2

8- Anthocyanin 3

9- Anthocyanin 4

10- Ellagic acid 7777

Sekil 1.3. HPLC de elde edilen kromatogramlar a)nar suyu(lstte) b)standart(altta)

(Kromatografik analizler LC-10 AD-VP gradient pompa, Rheodin valfli 20 ul loop,
SPD-M10A fotodiod dedektdrden olusan Shimadzu (Shimadzu, kyoto, japan) HPLC

sisteminde yapilmustir.
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Flavonoidlerin ayrim1 Guendz ve arkadaslarinin HPLC i¢in tanimladiklart metoda(un
kismi modifikasyonuyla) gore yapilmistir. Her bir 6rnek iki defa ¢aligilmistir. Ayrim
icin Teknokroma tracer extrasil ODS2 250x4.6 mm boyutlarinda partikiil ¢ap1 5 um
kolona (Barselona, Ispanya) dakikada 0.7 ml akis hizinda enjeksiyon yapilmustir.
270 nm de 40 °C de dedeksiyon yapilmistir. Elde edilen kromatogramlardaki
bilesikler retansiyon zamanina gore standartlarla karsilastirilarak tanimlanmastir.)
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Denekler

2.1.1. Calisma grubu

Calismaya 18-35 yas arast herhangi bir sistemik hastaligi bulunmayan,
duzenli olarak spor yapan ve profesyonel olarak futbol oynayan 16 gonilli erkek
alinmustir.

Goniilliilerden 2 farkli miisabakanin 6ncesinde ve sonrasinda kan numuneleri
alinmustir. [k miisabakada goniilliilere herhangi bir sey verilmeden miisabaka 6ncesi
ve sonrasinda kan numuneleri alinmistir. Ikinci miisabakada ise goniilliilere
miisabakadan 6nce ve devre arasinda 10 ml/kg nar suyu ikiye boliinerek igirilmis ve

ayni sekilde miisabaka 6ncesi ve sonrasinda 5’er ml kan 6rnegi alinmustir.
2.1.2. Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturmak iizere 18-35 yas arasi sistemik hastaligi
bulunmayan, spor yapmayan 15 erkek goniillii birey alinmistir. Kontrol grubundaki
15 bireyden yine 5’er ml kan numunesi alinmustir.
2.2. Kan drneklerinin ahinmasi ve saklanmasi

Calisma ve kontrol grubu bireylerden aliman vendz kan Ornekleri hemen

eritrosit, plazma ve serum fraksiyonlarina ayrilip derin dondurucuda (-20 0C)

saklanmustir.
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2.3 Geregler
2.3.1 Nar suyunun hazirlanmasi

Nar suyu; Bir 6lgek elde hazirlanmis nar konsantresine bes 6lgek su eklenerek

hazirlanmigtir.
2.3.2. Cihazlar

B. Braun Melsungen marka homojenizator,

Heraus marka Labofur 200 model sogutmal1 santrifiij,
Unicam, HeAios-a spektrofotometre,

Ayrilabilir sabit otomatik pipetler, cam pipetler,

Vestel derin dondurucu (-20 °C) ve Arcelik (+4 °C) sogutucu,
Kone 60i otoanalizor,

Sartorius Basic hassas elektronik tarti

Shimadzu marka HPLC sistemi

2.3.3. Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich Kimyasal A.S. (St
Louis, MO, USA)’ den saglanmustir.

2.4. Cahsilacak Testler ve Metodlari:
2.4.1. Temel biyokimyasal parametreler

Testler Thermo scientific kitleri kullanilarak Kone 601 Otoanalizériinde
calisilmistir. Bu kitlerde Glukoz, Glukoz oksidaz metodu ile, AST (aspartat

aminotransferaz) , ALT (alanin aminotransferaz), LDH (laktat dehidrogenaz) ve CK

(kreatine kinaz) ise IFCC nin tavsiye ettigi metodlarla, Bilirubin Diazo metoduyla,
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Ure, Tiffany ve arkadaslarmin modifiye iireaz metodu ile, Kreatinin Heinegard and
Tiderstrom tarafindan modifiye edilmis Jaffe metodu ile, Na (sodyum), K
(potasyum) ve Cl (klor) ise ISE(iyon selektif elektrod) ile, Ca (kalsiyum)i¢n ise
arsenazo Il boya metodu, P (fosfor) icinse CK 340nm de NAD den NADPH
olusumu sirasinda olusan absorbans degisikligini dlgen bir enzimatik yontem gibi

metodlar kullanilmistir.

2.4.2. Malondialdehit (MDA) diizeyinin dl¢cllmesi

MDA duzeyi plazma, eritrositlerde ve eritrosit zarinda O6l¢iilmiistiir. Lipid
peroksidasyonunun son driinlerinden olan MDA, oksidasyonun dolayli bir gostergesi
olarak kullanilmaktadir. MDA diizeyi Dahle yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Dahle’ nin
spektrofotometrik yontemi temel olarak MDA ile tiyobarbiturik asitin (TBA)
olusturdugu pembe renkli kompleksin 532 nm dalga boyunda verdigi absorbansin
Ol¢iilmesine dayanmaktadir (Dahle 1962).
Bu analizde kullanilan reaktifler ve hazirlanmas:
Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM) 2.13 gr Na;HPOy ile 11.56 gr KH,PO, distile suda
¢oziilerek hacim 1 litreye tamamlanarak hazirlanmistir.
TBA ¢ozeltisi (%2 w/v) 200 mg katt TBA 10 ml distile suda ¢oziilerek
hazirlanmistir.
Trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCA; %20 w/v) 100 gr kat1 TCA, 500 ml 0.6 N HCL de
¢Oziilerek hazirlanmistir.
Etil alkol (%95, v/v).
Olgiimde asagidaki protokol kullanilmistir

Cizelge 2.1. MDA duzeyi 6l¢cim yontemi protokoli

Numune Kor
Slpernatan 100 pl 100 pl
Etil alkol (%95) 1ml 1ml
Fosfat tamponu 1ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1ml -
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Deney tupleri 30 dakika kaynar suda inkiibasyondan sonra 20 dakika 6000 x g
santrifiij edilir. Kor tiiplere TBA spektrofotometrik 6lgiim sirasinda konulur ve 532
nm dalga boyunda distile suya kars1 absorbanslar1 6l¢iiliir.

MDA diizeyinin saptanmasinda MDA standardinin verdigi absorbanstan
yararlanildi. Bu amagla tetractoksipropan (MA: 220,3; d=0.92; %96) MDA standard1
olarak kullanildi.

Tetraetoksipropanin (TEP) molaritesinin hesaplanmasi: Yogunlugu (d) 0,92
olduguna gore 1 litresi 920 gr eder, %96’ lik ¢ozelti oldugundan da bunun 883,2
grami TEP’ dir. MA 220,3 olduguna gore 1 litre TEP stok ¢ozeltisinde 4 mol TEP
vardir ve buna gore molaritesi de 4 M’ dir. Bu stok ¢ozelti etil alkolle 400.000 kat
seyreltilerek 10uM MDA standandelde edildi ve bu standart kullanilarak deney
protokolii uygulandiginda standardin OD’ si 0.152 ve standart korliniin OD’ si de
0,090 ol¢uldi. Buna goreAOD(st) 0,062 olarak hes aplandi. Numunenin OD’ sinden
korin OD’ si c¢ikarilate®D(nm) elde edildikten songagidaki formiil
kullanilarak MDA konsantrasyonu hesaplandi.

AOD(st)/ AOD(nm)=C(st)/C(nm)

C(nm)= AOD(nm)xC(st)/ AOD(st)

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

C(nm)=AOD(nm) x 161,3 uM (MDA )=nmol/ml (MDA)
Elde edilen sonug; nmol/mg cinsinden MDA degerleri verildi.

2.4.3. Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin 6él¢ctim

SOD aktivitesi eritrositlerde Olgiilmiistiir. Yontemin temeli ksantin-ksantin
oksidaz sistemi tarafindan olusturulan superoksit radikali SOD tarafindan ortadan
kaldirilamadiginda reaksiyon ortaminda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT)
bilesiginin indirgenmesi esasina dayanir (Durak 1996). Indirgenmis NBT 560 nm
dalga boyunda en iyi absorbansi veren menekse rengi olusumuna neden olur.

Ortamda eger SOD aktivitesi varsa menekse rengi olusumu 6nlenir. Buna gére SOD
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enzim aktivitesi (1U), NBT’ un indirgenmesini %50 inhibe eden enzim miktar
olarak tanimlanmaistir.

Analizde kullanilan reaktifler ve hazirlanisi:

Reaktif 1’ in hazirlanis1 (toplam hacim 490 ml):

-Ksantin 9.1 mg alinarak toplam hacim 200 ml olacak sekilde distile suda birkag
damla 1 N NaOH ile ¢ozulur.

-NBT 12.3 mg alinarak distile su ile 100 ml hacme tamamlanur.

-EDTA (disodyum tuzu, dihidrat) 25 mg alinip distile suyla 100 ml hacme
tamamlanir.

-NayCOj3 2,54 gr alinarak distile su ile 60 ml hacme tamamlanir.

-S1gir albumin 30 gr alinip distile su ile 30 ml hacme tamamlanip ¢oziiliir.

Ksantin oksidaz (XO) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in [@M XO 1 ml 3,2M amonyum
stlfatta cozulir.

CuCl, ¢ozeltisi igin 108 mg CuCl, 100ml distile suda ¢oziilerek hazirlanir.
Numuneleri ¢alismadan 6nce 6Slgiilebilecek miktardaki aktiviteyi belirlemek i¢in kag

kat seyreltilecegini denemek gerekir. Analiz su protokole gore yapilir:

Cizelge 2.2. SOD aktivitesi 6lcum yéntemi protokoli

Numune Kor
Reaktif 1 2,75 ml 2,75 ml
Slpernatan 100 pl -
X0 50 ul 50 ul
Oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilir. Su sekilde devam edilir
CuCl, 100 pl 100 pl
Supernatan - 100 pl

Kor ve numunenin absorbanslar1 560 nm dalga boyunda distile suya kars1
okunur. Elde edilen absorbans degerleri su formiilde yerine konarak SOD aktivitesi
hesaplanir:

SOD aktivitesi (U/ml)= [(Kop-Nmop)/Kop] X F x Seyreltme faktorti (mg/ml). Bu

asamadaki hesaplamalarda F degeri 20 alinmistir.
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2.4.4. Katalaz aktivitesinin 6lgimu

Katalaz aktivitesi eritrositlerde Ol¢lilmiistiir. Yontemin temeli hidrojen
peroksitin 240 nm dalga boyunda verdigi absorbansin katalaz enziminin katalizledigi
reaksiyon sirasinda gosterdigi azalmaya ve bu azalmanin spektrofotometrik olarak
izlenmesine dayanmaktadir (Aebi 1974).

Absorbansta dakikalik diisme hizi enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
Katalaz aktivite 6l¢timiinde kullanilan reaktifler su sekilde hazirlanmistir:

Fosfat tamponu (pH 7; 50 mM) Na,HPO, ve KH; POy ile hazirland:.
H,0, stok ¢ozeltisinden (%30 v/v) 0,2 ml alind1 ve 100 ml fosfat tamponu (pH 7; 50
mM) ile seyreltilerek ¢alisma igin kullanilan H,0, ¢ozeltisi elde edildi.

Calisma kuartz kiivete 0.01 ml siipernatan konularak distile suya karsi 240
nm dalga boyunda absorbansin 1 dakika izlenmesi protokoliine gore gergeklestirildi.
Bir dakikanin sonundaki absorbans farkAQD) ve H ,0,” nin molar absorbsiyon
katsayis1 kullanilarak katalaz aktivitesi hesaplandi. Buna gore @0 numune
kullanilarak yapilan analizlerde Katalaz enzim aktivitesi su formiille hesaplandi:
Katalaz aktivitesi (IU/mg)= (AOD/dk) x F. Bu ¢aligmada hesaplamalarda F degeri
7320 alinmastir.

2.4.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin 6lcimu

Plazma ve eritrositlerde hesaplanmistir. Bu yontem GSH (indirgenmis
glutatyon) ile H,0,” nin GSH-PX enziminin etkisi ile su ve GSSG’ ye ( yiikseltgenmis
glutatyon)’ e doniisiimiinii izleyen basamakta GSH rediiktaz enziminin NADPH
oksidasyonunu, olusan GSSG miktarina bagli olarak gergeklestirmesi esasina
dayanmaktadir (Paglia 1967). Bu reaksiyonda GSSG fiiriinii olustukca NADPH
yiikseltgenerek NADP’ ye doniisecektir. Spektrofotometrik olarak 340 nm dalga
boyunda NADPH absorbansinin diismesinin izlenmesi ile GSH-Px aktivitesi

belirlenir. Bu analiz i¢in kullanilan reaktifler su sekilde hazirlamistir:
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Fosfat tamponu Fosfat tamponu (pH 7; 50 mM fosfat; 56 mM EDTA) 4,2 gr
Na,HPOQO;, ile 2.72 gr KH; PO, ve 2.08 gr EDTA (disodyum tuzu, dihidrat) 1 litre
suda ¢oziilerek hazirlanir.

GSH ¢6zeltisi 250 gr kat1 GSH 5 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek elde edilir.

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

GSH rediktaz enzimi ¢ozeltisinden 10 pl ainarak 1 ml 3,2 M amonyum siilfatta
seyreltilir.

Sodyum azid 65 gr tartilarak 5 ml fosfat tamponunda ¢6ziiliir. Deney protokolii su
sekildedir:

Cizelge 2.3. GSH-Px aktivitesi 6l¢iim protokol

Fosfat tamponu 2,5 ml
GSH 100 pl
NADPH 50 pl
GSH redilktaz 100 pl
Sodyum azid 100 pl
Silpernatan 100 pl

Spektrofotometrede fosfat tamponu ile 340 nm dalga boyunda sifirlanir,
maddeler yukarida belirtilen miktarlarda kuartz kivete konularak 1 dakika stre ile
absorbansi izlenir ve elde edilen sonu¢ kor degeri kabul edilir. Ayn1 kiivete 10D
H,0, eklenerek 1 dakika daha izlenir, bu defa elde edilen sonu¢ numune degeridir.
Her iki deger arasindaki fark AOD) GSH-Px aktivitesi ile dogru orantilidir. Enzim
aktivitesinin hesaplanmasindaAOD ve NADPH’ nin molar absorbsiyon katsay
kullanilir. Buna gére GSH-Px aktivitesinin hesaplanmasinda su formiil kullanilmstir.
GSH-Px aktivitesi (mlU/mg)=( AOD/dk) x F
F degeri bu hesaplamada 4800 olarak alinmistir.

2.4.6. Ksantin oksidaz (XO) aktivitesinin 6l¢imi

Plazma ve eritrositlerde ol¢iilmiistiir. Bu yontemin esas1 ksantinden tirik asitin

olusumunun agamasinda 293 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iimiine dayanir
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(Hashimato 1974). Olusan iirik asitin absorbanst XO aktivitesi ile dogru orantilidir.
Analizdeki reaktifler ve hazirlanisi su sekildedir:

Fosfat tamponu (pH 7,5; 50 mM fosfat; 0,5 mM EDTA) 3 gr Na,HPO, ile 0,5 gr
KH,PO, ve 93 gr EDTA (disodyum tuzu, dihidrat) distile suda ¢ozilerek toplam
hacim 500 ml’ ye tamamlanur.

Ksantin ¢ozeltisi (2 mM) 7,6 gr kat1 ksantin 25 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek

hazirlanir. Analiz protokolii su sekildedir:

Cizelge 2.4. XO aktivitesi 6l¢im protokoli

Fosfat tamponu 2,8 ml
Ksantin ¢ozeltisi 0,1 ml
Sipernatan 0,1 ml

Analiz tiiplindeki ¢ozeltinin absorbansi 293 nm dalga boyunda distile suya
kars1 ol¢iiliir. Ayn1 ¢ozeltiler oda sicakliginda inkiibe edilerek absorbanslari 1 ve 24
saat sonra yeniden olgiiliir. Ol¢iim degerleri arasindaki farlAQD) vedrik asitin
molar absorbsiyon katsayisi kullanilarak enzim aktivitesi hesaplanir. Buna gére XO
aktivitesi su formiille hesaplanir:
XO aktivitesi (mIU/mg)= (AOD/dk) x F
Analizde F degeri 3000 alinmustir.

2.5.Nar Konsantresinin igerik tayini

Nar konsantresinin igerigini tespit etmek amaciyla HPLC de UV detektorde

280 nm dalga boyunda kromatogram alinmstir.

2.6.Istatistiksel yontemler

Verilerin istatistiksel analizi SPPS for Windows istatistik paket programi
kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur.

Futbolcularla kontrol gruplarinin ma¢ Oncesi ve mag¢ sonrasi oksidatif stres



29

parametrelerinin karsilagtirmalart Mann Whitney U testi ile yapilmistir. Fulbolcularin
mag Oncesi ve sonrasi oksidatif stres diizeylerinin karsilastirmasinda ise Wilcoxon

testi kullanilmigtir. Tiim analizlerde p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Profesyonel sporcular ve kontrol grubu bireylerin oksidatif stres

belirtecleri acisindan karsilastirmasi

Kontrol bireylerle profesyonel sporcularin mag¢ Oncesi oksidatif belirtegler
acisindan karsilagtirilmasinda eritrosit i¢i ksantin oksidaz diizeyinin sporcularda
(p<0.001), peroksidaz aktivitesinin ise kontrol grubunda (p=0,021) anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bulunmustur (gizelge 3.1). Katalaz ve superoksit dismutaz igin
ise anlamh fark goriilmemistir. Yine eritrosit ici MDA degerleri agisindan da
anlamh fark bulunmamistir. Benzer sekilde eritrosit zar1t MDA agisindan da kontrol

grubu ve sporcu grubu arasinda fark saptanmamistir (gizelge3.2).

Cizelge 3.1. Kontrol Grubu ve Caligma grubu bireylerin mag¢ Oncesi eritrosit ici
oksidatif Stres Gostergeleri Acisindan Karsilagtirmasi. MO: mag oncesi

Sporcu Kontrol p

MDA 1. MO 308,6+35,74 333,4+30,08 >0,05
(nmol/ml) | 2. MO 314,8+34,10 >0,05
CAT 1. MO 48220412222 41138+6445 >0,05
(1U/ml) 2. MO 50370+13112 >0,05
GSH-Px 1. MO 35,14+3,90 43,20+3,90 <0,001
(1U/ml) 2. MO 37,20%4,24 =0,001
SOD 1. MO 1833+329,4 2135+394,6 >0,05
(U/ml) 2. MO 1942+434,1 >0,05
X0 1. MO 2,086+0,628 1,271+0,598 0,021
(Miu/ml) 2. MO 2,105+0,675 0,016

Cizelge 3.2. Calisma grubu ve kontrol grubunun eritrosit zart MDA degerlerinin

karsilastirmasi. MO: mag 6ncesi

Sporcu Kontrol p
MDA 1. MO 14,03+1,74 13,00£1,85 >0,05
(nmol/ml) 2. MO 15,86+1,95 >0,05
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Profesyonel sporcularla kontrol grubunun plazma oksidatif stres durumu
bakimindan karsilastirmasinda sporcularda mag¢ Oncesi donemde plazma/ serum
laktat diizeyinin daha yiiksek (p<0,001), MDA’ nin ise anlamli bir sekilde daha
diisiik oldugu bulunmus, peroksidaz ve ksantin oksidaz aktivitesi agisindan ise

anlamli fark bulunmamistir (Gizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Sporcu ve kontrol gruplariin plazma/ serum oksidatif stres gostergeleri
acgisindan karsilagtirmasi. MO: mag 6ncesi

Sporcu Kontrol p
Laktat 1. MO 32,79+7,413 20,23+£7,379 <0,001
(mg/dl) 2. MO 34,26+10,18 <0,001
MDA 1. MO 2,926+0,829 4,177+0,390 =0,001
(nmol/ml) 2. MO 3,326+1,302 0,014
GSH-Px 1. MO 0,563+0,034 0,558+0,023 >0,05
(1U/ml) 2. MO 0,582+0,055 >0,05
XO 1. MO 0,25040,094 0,23040,083 >0,05
(mlU/ml) 2. MO 0,221+0,095 >0,05

Kontrol grubu ile profesyonel sporcular plazma biyokimya parametreleri
acisindan karsilastirildiginda her iki gurubun kan elektrolit ve transaminaz ve renal
fonksiyon testleri yoniinden optimal sinirlar i¢inde oldugu ancak sodyum, potasyum
ve Kkalsiyum elektrolitlerinin sporcularda anlamli olarak daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (¢izelge 3.4). Kas hasarinin bir gostergesi olan kreatine kinaz ve laktat

dehidrogenaz duzeyleri de ayn1 sekilde sporcu grupta daha yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 3.4. Kontrol grubu ve profesyonel sporcularin mag éncesi kan biyokimyasal
parametrelerinin karsilagtirilmasi. MO: mag 6ncesi

Sporcu Kontrol P
Glukoz 90,06+16,82 92,00+11,05 >0,05
AST 25,00+9,244 21,00+6,938 >0,05
ALT 14,50+6,908 17,13+19,49 >0,05
Total Bilirubin 1,156+0,483 1,267+1,363 >0,05
Kreatinin 1,131+0,153 1,167+0,104 >0,05
Sodyum 144,6+4,031 141,442,557 0,004
Potasyum 4,475%0,343 4,147+0,150 0,034
Klor 103,4+3,741 098,73+2,219 <0,001
Kalsiyum 11,46+0,616 10,40%0,527 <0,001
Fosfor 3,594+0,608 3,987+0,385 0,034
CK 286,1+240,9 136,0+45,85 0,017
LDH 320,5+116,9 257,6+53,62 0,036
Ure 34,81+8,001 34,20+7,664 0,781
BUN 16,18+3,709 16,00+3,565 0,905

3.2. Profesyonel sporcularin ma¢ dncesi ve mac¢ sonrasi oksidatif stres ve kan
biyokimyasi parametrelerinin degerlendirilmesi

Sporcularin mag Oncesi ve mag sonrasi eritrosit i¢i MDA diizeyi, katalaz,

peroksidaz, superoksit dismutaz ve ksantin oksidaz aktivitelerinde farklilik

izlenmemistir (Gizelge 3.5). Ayrica eritrosit zart MDA diizeyi benzer bulunmustur

(cizelge 3.6)
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Cizelge 3.5. Calisma grubu bireylerin 1. mag¢ dncesi ve sonrasi eritrosit i¢i oksidatif
stres gostergeleri agisindan karsilastirmasi

Mag Oncesi Mag Sonras1 P
MDA (nmol/ml) 308,6+35,74 319,6+29,24 0,306
CAT (IU/ml) 48220+12222 49089+11892 1,000
GSH-Px (1U/ml) 35,14+3,90 34,80+4,51 0,698
SOD (U/ml) 1833+329,4 1839+438,3 0,877
XO (piu/ml) 2,086+0,628 2,255+0,418 0,498

Cizelge 3.6. Calisma grubu bireylerin mag¢ OnceSi sonrasi eritrosit zarit MDA

degerlerinin karsilastirmasi

Mag Oncesi

Mag sonrasi

MDA (nmol/ml)

14,03+1,74

13,32+2,97

0,345

Profesyonel sporcularda plazma/ serum laktat diizeyi mag¢ 6ncesi donmede

mag sonrasina gore anlamli yiiksek bulunurken MDA, peroksidaz ve ksantin oksidaz

acisindan farklilik gériilmemistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Calisma grubu bireylerin mag dncesi ve sonrast plazma/ serum oksidatif
stres gostergeleri acisindan karsilastirmasi

Mag Oncesi Mag sonrasi p
Laktat (mg/dl) 32,79+7,413 26,26+6,939 0,019
MDA (nmol/ml) 2,926+0,829 2,953+0,921 0,665
GSH-Px (IU/ml) 0,563+0,034 0,583+0,070 0,576
XO (mIU/ml) 0,250+0,094 0,252+0,100 0,842

Kan biyokimyasal parametrelerine bakildiginda mag¢ sonrasinda sodyum,

potasyum ve klor diizeylerinin plazmada belirgin sekilde azalma gosterdigi (her biri
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icin p=0,001), tersine kalsiyum ve fosfor diizeylerinin artma gosterdigi saptanmistir
(cizelge 3.8). Kas hasarinin gostergesi olan kreatine kinazda da anlamlilik sinirina

yakin bir artma oldugu goriilmiistiir (p=0.052).

Cizelge 3.8. Calisma grubu bireylerin ma¢ oncesi ve sonrasinda kan biyokimyasal
parametrelerinin karsilagtirilmasi

Mag oncesi Mag sonrasi p
Glukoz 90,06+16,82 85,37+29,06 0,365
AST 25,00+9,244 27,18+17,28 0,938
ALT 14,50+6,908 11,18+5,844 0,093
Total Bilirubin 1,156+0,483 0,713+0,295 0,002
Kreatinin 1,131+0,153 0,888+0,209 0,001
Sodyum 144,6+4,031 122,3+13,95 0,001
Potasyum 4,475+0,343 3,538+0,563 <0,001
Klor 103,4+3,741 98,43+4,589 0,001
Kalsiyum 11,46+0,616 14,92+23,52 0,01
Fosfor 3,594+0,608 4,425+6,045 0,056
CK 286,1+240,9 406,5+346,0 0,052
LDH 320,5+116,9 316,1+118,5 0,66
Ure 34,81+8,001 32,68+5,781 0,22
BUN 16,183,709 15,31+2,600 0,26

3. 3. Nar suyu verilen profesyond futbolcularin ma¢ 6nces ve sonraki oksidatif
stres ve kan biyokimyasal parametrelerinin karsilastiriimasi

Nar suyu alinan magta miisabaka oncesi ve sonrasinda eritrosit i¢ci MDA,
katalaz, peroksidaz, stiperoksit dismutaz ve ksantin oksidaz dizey ve aktiviteleri
yOniinden anlamli farklilik saptanmamustir (cizelge 3.9). Ancak eritrosit zarinda

MDA diizeyi mag sonrasi grupta anlamli yiiksek bulunmustur (¢izelge 3.10).
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Cizelge 3.9. Profesyonel sporcularin nar suyu verildikten sonra mag dncesi ve sonrasi
eritrosit ici oksidatif stres gostergeleri agisindan karsilastirilmasi

Mag Oncesi Mag Sonras1 P
MDA (nmol/ml) 314,8+34,10 331,2+36,67 0,103
CAT (IU/ml) 50370+13112 5005011765 0,856
GSH-Px (1U/mI) 37,20%4,24 37,06+4,37 0,776
SOD (U/ml) 1942+434,1 1834+468,5 0,215
XO (mIU/ml) 2,105+0,675 1,936+0,413 0,400

Cizelge 3.10. Profesyonel sporcularin nar suyu verildikten sonra mag¢ Oncesi ve

sonrasi eritrosit zar1 oksidatif stres gostergeleri acisindan karsilastirilmasi

Mag Oncesi

Mag sonrasi

MDA (nmol/ml)

15,86+1,95

14,47+1,76

0,033

Nar suyu verilen macta miisabaka 6nce ve sonrasi donemde plazma/serumda

laktat, MDA, peroksidaz, ksantin oksidaz bakimindan farklilik goriilmemistir

(cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Profesyonel sporcularin nar suyu verildikten sonra mag¢ oncesi ve
sonrasi plazma/ serum oksidatif stres gostergeleri agisindan karsilastirmasi

Mag oncesi Mag sonrasi p

Laktat 34,26+10,18 35,09+9,776 0,877
(mg/dl)

MDA 3,326+1,302 3,397+£1,034 0,717
(nmol/ml)

GSH-Px 0,582+0,055 0,578+0,051 0,932
(IU/ml)

XO 0,221+0,095 0,245+0,172 0,326
(mlIU/ml)
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Nar suyu verilen mag¢ Oncesi ve sonrasinda alinan kan Orneklerinin
biyokimyasal karsilastirmasinda nar suyu alimmayan maga gore serum sodyum,
potasyum, klor elektrolit diizeylerinde daha onceden olan diismenin olmadig1 ve
kalsiyum, fosfor ve kreatinin kinaz diizeylerinin artmadigi goriilmiistiir (Gizelge
3.12).

Cizelge 3.12. Profesyonel sporcularin nar suyu verildikten sonra mag¢ Oncesi ve
sonrasinda kan biyokimyasal parametrelerinin Kkarsilagtirilmast (Mag¢ Oncesi
numiineler magtan dnce alinip sonrasinda nar suyu verilmistir.)

Mag oncesi Mag sonrasi p

Glukoz 76,37+24,92 98,31+49,15 0,083
AST 22,62+6,489 26,25+6,071 0,002
ALT 6,812+3,919 7,438+3,520 0,572
Total Bilirubin 0,731+0,235 0,750+0,212 0,585
Kreatinin 1,150+0,163 1,288+0,150 0,014
Sodyum 141,445,278 142,3+3,198 1,0

Potasyum 4,200+0,332 4,069+0,319 0,121
Klor 98,43+4,589 98,37+2,418 0,406
Kalsiyum 10,11+0,990 10,480,679 0,162
Fosfor 3,694+0,860 4,150+0,935 0,033
CK 415,6+296,9 491,5+305,1 0,006
LDH 163,0+88,01 171,9+81,87 0,816
Ure 32,62+4,514 33,62+4,828 0,13
BUN 15,31+2,056 15,752,206 0,08
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4. TARTISMA

Spor Hekimliginde gozlenen gelismelerle oksidatif stres ve egzersiz iliskisi
son zamanlarda olduk¢a yogun calisilan bir konu olmustur. 1978 yilinda Dillard ve
arkadaglart (1978) egzersize baglh olarak lipid peroksidayonunun artigini
gostermistir. Sonrasinda Davies ve ark. egzersiz sonrasinda rat karaciger ve kas
dokusunda EPR (Elektron Paramagnetik Rezonans) spektroskopisi ile serbest radikal
artisini tespit etmistir (Davies 1982). Bunlar1 takiben yapilan pek ¢ok calismada
egzersizin gesitli oksidatif stres parametreleri (MDA, GSH-Px, XO, SOD, CAT v.b.)
tizerine etkileri arastirilmistir (Finaud 2006).

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’ nin fiziksel egzersiz sonrasi
hem arttigina hem de azaldigina dair pek ¢ok ¢aligma mevcuttur. Literatiirde
egzersizin yogunluguna ve siiresine bagli olarak MDA veya TBARS diizeylerinin
arttigina dair pek ¢ok yayin mevcuttur (Viinikka 2006; Duthie 1990; Kanter
1988;Lovlin 1987; Marzatico 1997).

Bunun yaninda pek ¢ok c¢aligmada tartismali olarak bu diizeylerin diistiigii
gosterilmistir (Kretzschmar 1991; Vasankari 1997; Margaritis 1997). Her iki yonde
de degisimin yani sira kisa siireli egzersiz sonrast MDA’ nin diisiik bulundugu, uzun
siireli egzersiz sonrasi da yiikseldigine dair genel bir kabulden bahsedilebilir. Ayrica
egzersiz sonrasinda numune alincaya kadar gegen siirenin de sonuglar {izerine etkili
oldugu goriilmektedir. Egzersizden kisa siire sonra alinan numunelerde MDA diisiik
iken uzun siire sonrasinda MDA degerlerinin yiiksek bulundugu ¢alismalar bu savi
desteklemektedir (Lovlin 1987; Kanter 1992; Ji 1993). Bizim yapmis oldugumuz
caligmada da numunelerin fiziksel egzersizin hemen sonrasinda alinmis olmasi
sebebiyle MDA diisiik bulunmus olabilir. Mag¢ dncesi MDA degerlerinin kontrol
gruplarina gore sporcularda daha diisiik egilimde olmasi (p=0.06), sporcularda yani
duzenli olarak fiziksel egzersiz yapanlarda yapmayanlara gére MDA dizeylerinin
daha diisiik oldugunu gostermektedir. Bu durum diizenli egzersiz yapanlarda gelisen
strese adaptasyon mekanizmalar1 nedeniyle antioksidan etkinligin yiiksek olmasina
baglanabilir. Plazma/serum ve eritrosit zar1t MDA duzeyleri kontrol grubuna gore

daha diisiik bulunurken eritrosit ici MDA diizeylerinin degismemis olmasi da gelisen
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antioksidan etkinin 6zellikle plazma/serumdan kaynaklandigini ve dlzeyinin hucre
icine yansimasina yetecek seviyede olmadigini diisiindiirmektedir.

Serbest radikaller iizerine calisan pek c¢ok arasgtirmacinin iizerinde fikir
birligine vardiklar1 sonug; hem egzersizde hem de istirahatta serbest radikal iiretimi
aslen mitokondri i¢ membraninda yerlesik solunum zincirindeki kagaktan
kaynaklanmaktadir. Egzersiz sirasinda istirahata gore 100 kata kadar ¢ikan enerji
thtiyacim1 karsilamak i¢in solunum zinciri asir1 ¢alismaktadir. Buna bagli olarak
olusabilecek oksijen kacagi da yogun serbest radikal birikimine yol a¢gmaktadir.
(Boveris 1972; Boveris 1973). Bunun disinda diger mitokondrial enzimler de serbest
radikal olusumuna sebep olabilirler. Yakin donemlerde yapilan hayvan deneyleri
mitokondri membranina bagli gliserol 3 fosfat dehidrogenaz (mGPDH) enziminin
onemli bir serbest radikal kaynagi oldugunu gdstermektedir. Sitozolik GPDH ile
birlikte gliserol 3 fosfat mekigini olusturan bu enzimler rediikte formdaki NADH 1n
mitokondriye girmesinde gorev almaktadir. Kalsiyum tarafindan diizenlenen
mGPDH aktivitesi egzersiz ile birlikte artis gosterir. Bu aktivite artigi gliserol 3
fosfat bagimli hidrojen peroksit iiretimini arttirmaktadir (Drahota 2002; Jesina 2004).

Egzersiz sonrasinda GSH-Px aktivitesindeki artisin  zamana bagiml
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ozellikle sporcularda baslangigta diisiik olan GSH-Px
aktivitesinin egzersiz sonrasi saatlerde artis gosterdigi iddia edilmektedir (Cooper
2002). Aktivitedeki bu degisimin egzersizin siddetine ve Olglim zamanina bagh
oldugu diistiniilebilir. Cooper ve ark.’nin 2002 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada
GSSG diizeylerinin egzersizin hemen sonrasinda artis gostermezken 7-24 saat
sonunda progressif bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Yine egzersiz bagimli lipit
peroksidasyonundan korumak i¢in maraton kosucularina uzun siireli destek verilen
bir c¢alismada egzersizi takiben askorbik asit, {irik asit, alfa tokoferol gibi
antioksidanlarin da lipid peroksidasyonuyla birlikte artis gosterdigi tespit edilmistir.
Egzersizden saatler sonra antioksidan diizeyleri normale dénmiistiir (Mastaloudis
2004). Bununla birlikte benzeri durumlarda GSH artisin1 gésteren pek ¢ok yayin
mevcuttur (Cooper 2002; Vollaard 2005). Uzun mesafe kosucularinda MDA
duzeyleri ile birlikte SOD ve GSH-Px aktivitelerinin de arttigi gosterilmistir
(Marzatico 1997). Yiiziiciilerde yapilan bir ¢alismada Inal ve ark. Katalaz ve GSH-
Px seviyelerindeki artis ile birlikte GSH diizeyindeki artis1 da gostermislerdir (Inal
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2001). Bununla birlikte egzersiz sonrasinda SOD, Katalaz ve GSH-Px aktivitelerinin
degismedigine dair bulgular da mevcuttur (Miyazaki 2001). Bisikletcilerde yapilan
bir calismada 171 km lik bir yaris sonrasinda rediikte GSH seviyesi artarken GSH-Px
aktivitesinde diisme tesbit edilmistir (Finaud 2006). Egzersiz tolerans testinin
oksidatif strese etkisini degerlendirmek icin yapilan bir calismada Andican ve
arkadaslar1 pozitif egzersiz testi olan hastalarda GSH-Px aktivitesi, GSH seviyesi, ve
CuZnSOD seviyelerinde anlamli diisme tespit ederken TBARS seviyelerinde anlamli
artig izlemistir (Andican 2001).

Egzersiz sonrasinda antioksidan enzim sistemleri iizerine yapilan ¢aligsmalarin
cogunlugunda enzim aktivitelerinde artis tespit edilmistir. Ksantin Oksidaz enzimi
egzersiz sirasinda harcanan ATP nin ADP ve AMP ye degradasyonu ile olusan
hipoksantini (oksijen varliginda) iirik asit ve ksantine doniistiiriir. Yogun egzersiz
sirasinda XO aktivitesi 10 kata kadar artabilir ve bu sayede serbest radikal birikimi
olusur. Egzersiz sirasindaki SOD ve Katalaz aktivitelerindeki artig ise uzun donemli
egzersize bagl de novo sentezlerindeki artis sonucudur. SOD aktivitesi izoenzimler
acisindan incelendiginde Ozellikle Mn bagimli SOD aktivitesinin uzun siireli
egzersize bagli olarak artis gosteritken CuZn bagimli SOD aktivitesi egzersizden
etkilenmemistir (vollaard 2005). Bir diger calismada diizenli fiziksel egzersizin
artmis SOD ve GSH-Px aktivitesi ile iliskisi gosterilmistir. Iskelet kasi, kalp ve
karaciger gibi organlarda fiziksel aktiviteye bagli antioksidan enzim sistemlerinde
artis gosterilmistir. Egzersizin sikligi ve yogunlugu serbest radikal Uretimi ile
antioksidan enzim sistemleri arasindaki dengeyi belirlemektedir. Diisiik yogunluklu
egzersize SOD aktivitesindeki artis eslik ederken yiiksek yogunluklu egzersiz
durumlarinda GSH-Px aktivitesi artmaktadir. SOD ortamdaki artan siiperoksit

anyonlarmi hizla H,O, ve oksijene gevirirken olusan H,O, Katalaz ve GSH-Px

tarafindan ortamdan temizlenmektedir (Covas 2002).

Eritrosit ici GSH-Px ¢alismamizda her iki mag¢ Oncesi ve sonrasi sporcularda
kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur. GSH-Px aktivitesinin sporcularda
spor yapmayanlara gore daha diisiik olmas1 sporcularin oksidatif strese karsi daha
direngli olduklarinin bir gostergesi ya da diizenli egzersizin serbest radikal
olusumunu azaltigmimn ifadesi sayilabilir. ik ma¢ ve ikinci mag sonuglarinin

karsilastirilmast ile GSH-Px aktivitesinde goriilen artis nar suyunun antioksidan
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etkinliginin gostergesidir. XO aktivitesindeki artig akut fiziksel egzersizin oksidatif
stresi  arttirdigina  ancak antrenmanli  bireylerdeki giliglenmis antioksidan
mekanizmalarin  GSH-PXx ‘in  aktivite gostermesine ihtiyag duymadan artmis
oksidasyon iiriinlerini ortamdan temizledigine yorumlanabilir.

Bizim ¢aligmamizda serum MDA diizeyi sporcularda kontrollere gore diisiik
izlenmistir. Eritrosit ici GSH-Px aktivitesi sporcularda kontrol grubuna goére diisiik
bulunmustur. Eritrosit i¢i CAT, SOD ve MDA diizeylerinde anlamli bir degisiklik
izlenmezken XO aktivitesi anlamli bir artis gostermistir. Sporcularda XO
aktivitesinin artmis olmasi ayn1 zamanda da serum MDA degerinin daha diisiik
olmasi sporculardaki lipid peroksidasyonundaki artisi géstermesine ragmen verilen
nar suyunun antioksidan etkinligi nedeniyle serum MDA diizeyinin diismesi nar
suyunun direkt antioksidan etkinliginin gostergesi olarak diisiiniilebilir. Zaten yapilan
pek cok calisma da nar suyu ekstresinde yer alan polifenol bilesikleri, antosiyaninler,
katekinler, ellajik taninler gibi maddelerin dogrudan antioksidan etkinlikleri
gosterilmistir (Ricci 2006; Tzulker 2007). Ayrica bu iki sonu¢ uzun siireli fiziksel
aktiviteye alisik olan sporcularda antioksidan sistemlerin gii¢lii olmasi nedeniyle
serbest radikal tiretiminde artis oldugu halde eritrosit ici GSH sisteminin devreye
alinmasina ihtiya¢ duyulmamasi ile de agiklanabilir. Egzersize bagli yanitlarin
incelendigi diger calismalarda elde edilen veriler 15181nda egzersize uzun siireli bir
yanit izlemi yapilsaydi diger enzim aktivitelerindeki artisla birlikte MDA diizeyi
artis1 da gézlenebilirdi.

Yine sporcularda biyokimyasal parametrelerden Laktat, CK, AST degerleri
anlamli yiiksek bulunmusken, Na, K, Cl mag¢ sonralar1 diismekte, yine mag¢ sonrasi
Ca ve P degerleri yiikselmektedir. Nar suyu verilmeden yapilan mag Oncesi ve
sonrasinda goriilen sodyum, potasyum, Klor, kalsiyum ve fosfordaki elektrolit
degisiklikleri nar suyu verilen magin Once ve sonrasinda alinan Orneklerde
goriilmemektedir. Bu nar suyunun elektrolit dengesine katkisini belirgin bir sekilde
gostermektedir. CK ve AST degerlerindeki artis viicudun egzersize fizyolojik yaniti
olarak degerlendirilebilir. Iskelet kasinda artmis metabolizma laktat ve CK artisina
yol agarken karacigerin artan metabolizmasinin gostergesi AST’ deki artistir.
Egzersize normal fizyolojik yanit; Olusacak tansiyon degisikliklerine ve

dehidratasyona yanit verebilmek amaciyla Su, sodyum ve tuz tutulumu seklindedir.
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Ozellikle strese bagl salgilanan ACTH’ ya adrenal medulla katekolamin salgilayarak
yanit verir. Katekolaminlerin aktive ettigi renin anjiyotensin aldosteron sistemi
egzersiz sirasinda temel su kaybina yol acan terleme mekanizmasi lizerine etkilidir.
Heniliz daha salgilanmadan derideki ter bezlerine etki gostererek sodyum ve
potasyum tutulumuna yol agar. Dolayisiyla sivi kaybiyla paralel tuz kaybi
engellenmis olur. Ancak buna ragmen egzersize bagl tuz kaybi fizyolojik bir
durumdur. Bu nedenle sporculara tuz tabletleri 6nerilmektedir (Guyton 1986)

Egzersiz sirasinda saniyelerle ifade edilen ani enerji ihtiyaci ATP ve
kreatininden fosfat ayrismasi yoluyla saglanir. Bundan daha uzun sdreli (20-30
dakikalara kadari) yogun egzersiz donemlerinde viicut enerji ihtiyacini kasta depo
edilen glikojenin glukoz Uzerinden laktik aside ¢eviren anaerobik glikoliz yoluyla
saglar. Bu sirada viicut hi¢ oksijen tiikketmeden istelik de mitokondrideki oksidatif
fosforilasyonun 2,5 kati hizla ATP iiretimi saglar. Bu iiretim fosfat sistemine ek
olarak 30-40 sn lik maksimum efor olanagi da verir. Beraberinde viicutta laktik asit
birikimi ile birlikte asidoz cizelgesu gelisir. Bitkinlik olarak ifade edilen bu durumda
hizl1 enerji teminini saglayan bu iki yol da (fosfat ayrismasi ve anaerobik glikoliz)
inaktive olur. Egzersize adaptasyonda her iki yol da enerji saglama kapasitesini
arttirir. Baglantili olarak her iki yol da sporcularda normalden daha uzun sireli enerji
destegi saglayabilir. Daha uzun siireli enerji ihtiyaglar1 aerobik yol ile karsilanir
(Guyton 1986).

Kisa siireli egzersizde olusabilecek solunumsal asidoza, egzersizin siire ve
siddetine bagli olarak metabolik asidoz da eslik edebilir. Viicut artan H* iyonunu
bobrekler yoluyla uzaklastirirken buna ters yonde Na* ve K* tutmaya calisir (Guyton
1986). Oysa bizim ¢alismamizda bunun tersi bir durum s6z konusudur. Bu egzersize
adapte olmus sporcularda metabolik komponentin siddetinin bobregin adaptasyon
mekanizmalarin1 harekete gegirecek kadar belirgin olmamasi ile agiklanabilir. Bunun
yaninda verilen nar suyu ekstresinin icerigi de bu sonugta katki sahibi olabilir. Bu
ayni zamanda glukoz, kalsiyum ve fosfordaki artis1 da agiklayabilir.

Calismamizin  bazi1  kisithliklar1  mevcuttur.  Profesyonel sporcularin
performansi bu ¢aligmada degerlendirilmemistir. Bu nedenle oyun yerlerine ve magta
kalma siirelerine bagl olarak farkli fiziksel performans gosteren sporcularin farkli

biyokimyasal parametreleri sonuglar Gzerinde etkili olabilir. Daha da 6nemlisi nar
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suyunun biyokimyasal parametrelerden yola ¢ikarak egzersiz performansi iizerine
olumlu etkileri oldugu soylenebilir. Ancak performansin degerlendirilmemesi
nedeniyle nar suyunun egzersiz performansi iizerine olas1 yararli etkisi
degerlendirilememistir.  Calisma  yOntemlerinden biri  olan MDA lipid
peroksidasyonunun dolaylt gostergelerinden biridir. Bu nedenle daha o6nceden
deginilen bazi kisithiliklara sahiptir. Buna bagli olarak oksidatif stresin
degerlendirilmesinde MDA’ nin kullanildig1 bir¢ok ¢alisma farkli sonuglar vermistir.
Nar suyunun antioksidan etkilerini direk yontemlerle arastiran caligmalara ihtiyag
vardir. Bunun yaninda, ¢alismamiz birgok giiclii antioksidan besin maddesini ve
antioksidan vitaminleri biinyesinde barindiran nar suyunun yogun egzersize baglh
gelisen oksidatif stresin olumsuz etkilerini 6nleyen yoniinii arastiran ilk ¢calisma olma

Ozelligindedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Profesyonel sporcularda uzun sureli egzersize adaptasyon olarak eritrosit igi
ksantin oksidaz aktivitesi artmakta peroksidaz aktivitesi ise azalmaktadir. Eritrosit ici
ve plazmada katalaz ile siiperoksit dismutaz aktivitelerinde degisiklik olmamaktadir.
Yine plazma malondialdehit diizeyi diigmektedir.

Profesyonel sporcular kan biyokimya parametreleri agisindan spor yapmayan
bireylere gore egzersiz dncesi donemde bile daha yliksek laktat, LDH, kreatine kinaz,
sodyum, potasyum ve klor diizeylerine sahip olmaktadir.

Yogun fiziki aktivite sonrasinda profesyonel sporcularin MDA, katalaz,
peroksidaz, slperoksit dismutaz, ksantin oksidaz aktivitelerinde degisiklik
olmamaktadir. Yogun fiziki aktivite sonrasinda plazma laktat, kreatine kinaz,
kalsiyum ve fosfor diizeyleri artmakta ve sodyum, potasyum ve klorda diisme
seklinde elektrolit kayb1 olmaktadir.

Nar suyu verilmesi antioksidan enzim aktivitelerine etkide bulunmamaktadir.
Ancak nar suyu alinan mag sonrasinda nar suyu alinmayan maca goére kas hasarinin
goOstergesi olan laktat ve kreatine kinaz dizeylerinde artis gorilmemektedir. Bu
durum nar suyunun direk antioksidan 6zellik gostererek kas hasarini azaltabilecegini
distindiirmektedir.

Nar suyu yogun fiziksel aktiviteye bagli gelisen elektrolit kayiplarim
engellemektedir.

Calismamiz nar suyunun yogun egzersiz gerektiren sporcularda biyokimyasal
parametrelere dayanarak yararli olabilecegini 6ne siirmektedir. Ancak nar suyunun
sporcu performansi iizerine olasi faydali etkilerini arastiran g¢alismalara ihtiyag

vardir.
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OZET

Saghkh eriskinlerde fiziksel aktivitenin eritrosit ve plazmadaki

oksidan / antioksidan parametreler tzerineolan etkilerinin belirlenmes ve
yiiksek antioksidan 6zelligi oldugu bilinen nar suyunun bu parametreler
iizerine olan etkilerinin arastirilmasi

Ozellikle agir egzersiz olmak iizere fiziksel aktivitenin oksidatif strese neden
oldugu ve olusan oksidatif stresin egzersiz performansinda kisitlanmaya ve fiziksel
yorgunluga yol actifi bir¢ok calismada gosterilmistir. Antioksidan desteginin
oksidatif stresin performans iizerine olan olumsuz etkilerini azaltabilecegi One
stirilmiistiir. Bu caligmada profesyonel futbolcularda agir fiziksel aktivitenin eritrosit
ve plazmadaki oksidan/ antioksidan parametreler Gzerine olan etkisi ve yiksek
antioksidan 6zelligi olan nar suyunun bu parametreler iizerine etkisi arastirilmistir.

Calismaya 18-35 yas arasi profesyonel futbol oynayan ve sistemik bir
rahatsizligi olmayan 16 futbolcu ile kontrol gurubu olarak spor yapmayan ve
herhangi bir sistemik rahatsizligi olmayan 15 saglikli birey alinmistir. Caligma
gurubundaki bireylerden iki farkli miisabakanin Oncesinde ve sonrasinda kan
ornekleri alinigtir. Birinci miisabakada herhangi bir madde verilmemis, ikinci
miisabakada ise mag¢ oncesi ve devre arasi nar suyu verilmistir. Alinan kan 6rnekleri
bekletilmeden plazma ve eritrosit fraksiyonlarina ayrilmistir. Oksidan/ anti-oksidan
parametreler olarak eritrositlerde malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), peroksidaz
(GSH-Px), stperoksit dismutaz (SOD), ksantin oksidaz (XO); plazmada ise MDA,
CAT, GSH-Px, SOD, XO biyokimyasal yontemlerle bakilmistir.

Kontrol bireyleri ile profesyonel sporcularin mag Oncesi oksidatif belirtegler
acisindan karsilagtirllmasinda eritrosit ici XO diizeyinin sporcularda (p<0.001),
GSH-Px aktivitesinin ise kontrol grubunda (p=0,021) anlamli olarak daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Profesyonel sporcularla kontrol grubunun plazma oksidatif stres
durumu bakimindan karsilastirmasinda sporcularda MDA anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (p=0.001). Sporcularin ma¢ Oncesi ve mag¢ sonrasi eritrosit i¢i MDA
duzeyi, CAT, GSH-Px, SOD ve XO aktivitelerinde farklilik izlenmemistir. Nar suyu
allman macta miisabaka Oncesi ve sonrasindan eritrosit ici MDA, CAT, GSH-PX,
SOD ve XO diizey ve aktiviteleri yoniinden anlamli farklilik saptanmamistir
(p<0,05). Ancak eritrosit zarinda MDA diizeyi ma¢ sonrasi grupta anlamli diigiik
bulunmustur (p=0,03). Kan biyokimyasal parametrelerine bakildiginda nar suyu
alinmayan ma¢ sonrasinda plazma sodyum, potasyum ve klor diizeylerinin belirgin
sekilde azalma (her biri i¢in p=0,001), tersine kalsiyum ve fosfor, laktat diizeylerinin
artma gosterdigi saptanmistir. Nar suyu verilen mag¢ sonrasinda daha dnce goriilen
elektrolitlerdeki anormallikler ve laktat diizeyinde artma goriilmemistir.

Sonuglarimiz nar suyunun antioksidan etkinliginin agir fiziksel aktiviteye
bagl gelisen oksidatif stresin olumsuz etkilerini 6nleyebilecegini, bunun yaninda sivi
elektrolit dengesini korumada faydali oldugunu goOstermektedir. Nar suyunun
biyokimyasal parametreler {izerine olan olumlu etkilerinden yola ¢ikarak, egzersiz
performansi iizerine etkilerini arastiran ¢aligsmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Fiziksel aktivite, oksidatif stress, serbest radikaller,
antioksidanlar, nar suyu
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SUMMARY

Influence of physical activity on erythrocyte and plasma oxidant/ antioxidant
parametersin healthy adults and possible effects of pomegranate juice
on these parameters

Several lines of studies demonstrated that physical activity, particularly
strenuous exercise, results in oxidative stress, which may impair exercise
performance and fatigue. Certain reports suggested beneficial role of antioxidant
supplementation in exercise induced oxidative stress. Herein, we investigated
influence of strenuous exercise on erythrocyte and plasma oxidant/ antioxidant
parameters in professional football players. Efficacy of pomegranate juice on these
parameters was studied as well.

Fifteen professional football players aged 18 to 35 and without any systemic
illness and as a control group 15 healthy adults were enrolled into this study. Blood
samples were obtained before and after in two different football match from study
group. In the first match, no additional substance was given. In the second match,
before and in the half-time period pomegranate was given to players. Blood samples
were immediately obtained and separated to plasma and erythrocyte fractions.
Malondialdehyte (MDA), catalase (CAT), peroxidase (GSH-Px) and superoxide
dismutase (SOD), xantine oxidase (XO) and MDA, CAT, GSH-Px, SOD, XO were
analyzed by biochemical methods in the erythrocytes and plasma samples
respectively. Intercomparisons were made with Mann-Whitney U test and
intracomparisons within groups were performed by Wilcoxon rank tests.

Comparison of study group with control subjects revealed statistically
significant increase in erythrocyte XO and decrease in GSH-Px (p<0,001 and
p=0,021 respectively). Moreover plasma MDA was lower than that of control
subjects in football players (p=0,001). No significant difference was observed in
erythrocyte MDA, CAT, GSH-Px, SOD, and XO levels in samples taken before and
after the match (p<0,05). Similarly, pomegranate juice did not affect these
parameters. However MDA level of erythrocyte membrane was significantly
decreased increased after ingestion of pomegranate (p=0.03). Plasma electrolytes
values were significantly altered after the game with decrease in sodium, potassium,
cloride and increase in calcium, phosphorus and lactate (p=0,001 for each).
Pomegranate juice was significantly improved these electrolyte changes.

Our results indicate that pomegranate juice would be of benefit in reducing
detrimental effects of oxidative stress developing after physical activity. Beside,
pomegranate juice markedly prevents electrolyte alterations in these individuals.
Further studies are needed in order to clarify efficacy of pomegranate juice on
exercise performance.

Keywords: exercise, oxidative stres, free radicals, antioxidants, pomegranate juice
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