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AMAC

Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan saglig1 icin dnemli 6zellikleri, 1926
yilindan bu yana laboratuarlarda arastirilmaktadir. Buna bagli olarak giiniimiizde ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde bitkilerden elde edilen dogal kaynakli droglarin (islenmemis
hammadde) kullanimi da ciddi 6l¢iide artmistir.

Hiperkolesterolemik bireylerin damarlarinda oksidatif stresin arttigi, bunun yanisira
LDL ( diisiik yogunluklu lipoprotein) oksidasyonunun ateroskleroz gelisiminde 6nemli bir
basamak oldugu bilinmektedir. Son yillarda kolesterol diizeyini diisiirdiigii belirlenmis olan
bitki sterollerinin kardiyovaskiiler hastaliklarda anlamli bir terapdtik etkiye sahip oldugu
saptanmuistir.

Hypericum bitkisinin antidepresant, antioksidant, antibakteriyal ve antifungal etkiye
sahip oldugu bilinmesine ragmen hipokolesterolemik 6zelligi olup olmadigi ile ilgili bilimsel
bir veri elde edilememistir. Bu amagla calismada, bolgemizde yaygin olarak bulunan
Hypericum lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin hiperkolesterolemik tavsanlarda
serum lipid diizeyleri iizerindeki etkisi, lipid perokosidasyonu Onleyebilme ve histopatolojik

etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.



OZET

Kolesterol, insan viicudunda Onemli fonksiyonlara sahiptir. Buna karsin, kanda
yiiksek diizeyde kolesterol bulunmasinin (hiperkolesterolemi) zararl etkileri bulunmaktadir.
Kanda total kolesterol, LDL ve HDL kolesterol seviyeleri ile koroner arter hastalig1 arasinda
bir iliski oldugu bilinmektedir. Birgok bitkisel iiriinlin viicutta lipit ve kolesterol seviyelerini
diistirdiigii ve ayn1 zamanda giivenilirligi rapor edilmistir.

Bu calismanin amaci Hypericum lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin yiiksek
kolesterollii tavsanlarda serum lipid diizeyi ve serum lipid peroksidasyonuna olan etkisini
arastirmaktir. Materyal olarak canli agirliklar1 ortalama 3000 g olan 20 adet yeni Zelanda
tavsant kullanildi. Tavsanlar dort gruba ayrildi ve standart yem ile beslenen (I. Grup),
standart yem ve H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstrakti (50mg/kg viicut agirligt) (Grup
I1), standart yem, H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstrakti (50mg/kg viicut agirligl) ve
kolesterol (100mg/kg viicut agirligl) (Grup III) ve son olarak standart yem ve kolesterol
(100mg/kg viicut agirligr) (Grup IV) iceren yemler 5 hafta siireyle verildi.

Kan ornekleri ¢alismanin baslangicinda ve 5 haftanin sonunda gruplart olusturan
tavsanlarin marjinal kulak venasindan toplandi. Serum kolesterol ve trigliserid Linear
Chemicals’dan, HDL kolesterol BioSystems’den temin edilen kit ile, LDL kolesterol
Friedewald Formiilii kullanilarak o6l¢iildii. Verilerin istatistiksel analizi tek yonlii varyans
analizi ile yapildi.(ANOVA)

IV grupta kolesterol alimi, serum kolesterol ve LDL kolesterol seviyesini I. grup, II.
grup ve III. gruba gore belirgin oranda arttirdi. Trigliserid seviyesi, karsilastirilan tiim
gruplarda benzer bulundu. Serum total kolesterol seviyeleri Dicle Universitesi, T1ip Fakiiltesi
Merkez Laboratuarinda otoanalizor ile de Olgiildii. IV. grup diger gruplara gore istatistiksel
anlamda farkli bulundu.

Kolesterolce zengin diyet tiikketimi aterosklerozun baslangic asamasi olan lipid
peroksidasyonunu arttirir.  Bu ¢alismada, 5. haftanin sonunda serum lipid peroksidasyonu
TBARS metoduyla 6l¢iildii. Bu metodun temeli bir molekiil malondialdehitin iki molekiil
TBA ile kirmizi malondialdehit-TBA kompleksi olusturmasidir. IV. grupta yiiksek kolesterol
diyeti ile beslenen tavsanlardaki TBARS seviyesi karsilastirilan diger gruplara gére anlamli

bir sekilde yiikseldi. Kolesterol ile H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktini alan III.



Grup tavsan serumlari drneklerinde, IV. Grup tavsan serum Ornekleri ile karsilastirildiginda,
TBARS seviyesinin belirgin oranda azaldig1 goriildi.
Histopatolojik olarak, bitkinin aorta torakaliste arteriosklerotik ve karacigerde
hidropik dejenerasyon ve yagl degisim lezyonlarinin gelisim derecelerini azalttig1 goriildii.
Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar, H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin
yliksek kolesterollii tavsanlarda total kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerini kontrol

edebilecegini, ayrica antioksidant ve hipolipidemik bir etkiye sahip olabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Hypericum, hiperkolesterol, lipid peroksidasyonu, tavsan



SUMMARY

Cholesterol plays important roles in the human body. Abnormally high levels of
cholesterol (hypercholesterolemia), however can be harmful. It is known that total
cholesterol, LDL cholesterol and HDL cholesterol levels are correlated with risk of coronary
artery disease. Many herbal medicinal products reported to have potential to reduce lipid and
cholesterol in body and encourages safety profile.

The aim of this study was to investigate the effect of ethanol extract of Hypericum
lysimachioides on serum lipid levels and serum lipid peroxidation in hypercholesterolemic
rabbits. The material of the research consisted of 20 New Zelland rabbit with average body
weight of 3000 g. The rabbits were divided into four groups and these groups were fed with
diets containing standart pellets (Group I), standart pellets and ethanol extracts of H.
lysimachioides (50mg/kg body weight) (Group II), standart pellets, ethanol extracts of H.
lysimachioides (50mg/kg body weight) and cholesterol (100 mg/kg body weight) (Group III),
and finally standart pellets and cholesterol (100 mg/kg body weight) (Group IV), for five
weeks.

Blood samples were collected from marginal ear vein overnight fasted rabbits before
and after five weeks treatment. Serum cholesterol and triacylglycerol were estimated using
kits from Linear chemicals. HDL cholesterol was estimated using kit from BioSystems. LDL
cholesterol was calculated by Friedewald’s formula. Statistical significance of the data was
analyzed using one way analysis of variance (ANOVA).

Rabbits fed with cholesterol increased serum cholesterol and LDL cholesterol level
significantly in Group IV as compared to Group I, Group II and Group IIl. The level of
serum triacylgcerol was found to be similar in all comparision groups. Serum total
cholesterol levels were also analyzed in Central Laboratuary, Medicine School, Dicle
University, by using auto analyzer instrument. Statistically significant difference was found
in Group IV as compared to all other groups.

The consumption of a cholesterol-enriched diets increases the degree of lipid
peroxidation, which is one of the early processes of atherosclerosis.

In this study, lipid peroxides were measured in serum as TBARS method after 5 weeks
of treatment. The basic principle of the method is the reaction of one molecule of

malondialdehyde and two molecules of TBA to form a red malondialdehyde-TBA complex.



High cholesterol diet significantly increased the serum TBARS levels in the rabbits of Group
IV compared to all other groups. The ethanol extract of H. lysimachioides with high
cholesterol diet significantly lowered the serum TBARS levels in the rabbits of Group III
compared to Group IV.

On account of histopathological findings, it was confirmed that ethanol extract of H.
lysimachioides restrained the progression of the atherosclerotic lesions in the thoracic artery
and of hydropic degeneration and fatty changes in the liver.

The results of this study show that ethanol extract of H. lysimachioides can control the
rise in total cholesterol and LDL cholesterol in animals fed a high cholesterol diet and may

also have antioxidant and hypolipidemic effect in hypercholesterolemic rabbits.

Key words: Hypericum, hypercholesterol, lipid peroxidation, rabbit



1. GIRiS

Kolesterol basta karaciger olmak lizere tiim viicutta yaygin olarak bulunan bir gesit
lipid tiiriidiir. Insan viicudunda bulunan kolesterol iki kaynaktan ileri gelir: birincisi
karacigerde viicut tarafindan iiretilir, ikincisi tliketilen gidalardan alinir. Viicut tarafindan
giinde 750-1500 mg kolesterol sentezlenir.  Yiyeceklerle alinan kolesterol, viicutta
sentezlenenin %20’si kadardir. Kandaki kolesterol seviyesi ile diyetle alinan kolesterol
seviyesi arasinda siki bir iliski oldugu gosterilmistir.” Diyetle alinan kolesterol miktar
arttikca viicutta sentezlenen miktarda azalma olmaktadir. Ancak disardan alinan kolesterol
miktar1 belli bir diizeyin iizerinde olursa kandaki kolesterol miktar1 da artmaktadir. Gidalarla
almacak kolesterol miktar1 giinliik 300 mg olarak belirlenmistir.’

Viicutta sentezlenen ve disardan alinan kolesteroliin bir kismi kortizol gibi kortikal
hormonlarin, estrojen (disilik hormonu), androjen (erkeklik hormonu), progesteron (gebelik
hormonu ) gibi seks hormonlarinin, D vitamini ve safra asitlerinin sentezlenmesinde ¢ikis

maddesi olarak kullanilir.
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1 .1. Kolesteroliin Yapisi, Metabolizmasi ve Biyosentezi

Yapis1
27 karbonlu bir steroid olan kolesteroliin 3. karbonunda —OH, 5. ve 6. karbonlar

arasinda ¢ift bag ve 17. karbonunda sekiz karbonlu bir yan zincir bulunmaktadir.

Yag asitlerinin baglanma bdlgesi

Ugiincii karbonundaki hidroksil genelde 16 veya daha fazla karbonlu yag asitleri ile
esterlesmektedir. Kolesteroldeki —OH grubu ile 17. karbondaki sekiz karbonlu yan zincir 3
konfigiirasyonundadir.

[k defa 1784 yilinda safra taglarindan izole edildigi i¢in safranin sterolii (kole: safra)
anlamina gelen kolesterol adi verilmistir. Et, siit, tereyagi ve yumurta saris1 gibi hayvansal
kaynakli besinlerin kolesterol icerigi zengindir. Hayvansal kaynakli besinlerde daha ¢ok 16
ve 18 karbonlu (doymus ve doymamis yag asitleri ile) olusan kolesterol esterleri

bulunmaktadir.

Metabolizmasi

Besin yolu ile hayvansal kaynakli besinlerden alinan ve genellikle ester kolesterol
seklinde bulunan kolesteroliin emilebilmesi i¢in serbest hale gecmesi gerekmektedir. Ince
bagirsak limeninde besinler ve safra salgisi ile gelen ester kolesteroliin hidrolizi pankreastan
salgilanan kolesterol esteraz ile olmaktadir. Inaktif olan pankreaz kolesterol esteraz, safra
asitlerinin etkisiyle en az bes molekiilin biraraya gelmesi ile polimerleserek aktif hale
geemektedir. Ayrica intestinal mikrovillular igerisinde baska bir kolesterol esteraz daha
bulunmaktadir. Bu iki enzim yardimiyla ester kolesteroliin 3. karbonundaki ester bagi
yikilmakta, serbest kolesterol ve yag asidi elde edilmektedir. Bu sekilde serbestlesen

kolesterol pasif diflizyon ile emilmektedir. Emilim sonrasi ince bagirsak mukoza



hiicrelerinde uzun zincirli yag asitleri ile tekrar esterlesmekte ve lenf sivist ile bosaltima
katilmaktadir. Lenf sivisina giren kolesteroliin % 80-90 kadar ester kolesterol seklindedir.

Emilmeyen kolesterol de bagirsak bakterilerinin etkisiyle digkiyla atilmaktadar.
Biyosentezi

Basta karaciger olmak iizere deri, adrenal korteks, beyin, ince bagirsak ve testis gibi
organlarda asetil-CoA molekiillerinden kolesterol sentezlenmektedir. Kolesterol sentezinde
kullanilan asetil CoA molekiilleri yag asitlerinin oksidasyonundan, piruvattan ve amino
asitlerden saglanmaktadir.  Kolesterol sentezinde ara iirlin olarak olusan izopentil
pirofosfattan A vitamini, E vitamini, K vitamini, karotenler, dolikoller ve elektron tasiyan
kinonlar sentezlenmektedir.
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Sekil-1: Kolesterol biyosentezinin baslica basamaklari

1. 2. Trigliseritler ve Biyosentezi

Gliseroliin ii¢ alkol grubunun yag asitleri ile esterlesmesi sonucu olusan
triagilgliseroller, trigliserid olarak da adlandirilmaktadirlar. Gliseroliin hidroksil gruplarindan
birinin yag asidi ile esterlesmesi ile monoagilgliserol, iki yag asidi ile esterlesmesi sonucu
diagilgliserol, ii¢ yag asidi ile esterlesmesi sonucu triagilgliserol meydana gelmektedir.

Ayni cinsten {i¢ yag asidi igeren triagilgliseroller, basit triagilgliserol olarak
adlandirilmaktadirlar. Karisik triagilgliseroller, iki veya daha fazla sayida farkli yag asidi
icermektedirler. Plazmada 200 mg/dL altindaki trigliserid degeri normal, 200-400 mg/dL
arasi sinir degerde, 400-1000 mg/dL aras1 yiiksek kabul edilmektedir.

Viicuttaki lipidlerin biiyiik bir kismin trigliseridler olusturmaktadir. Yag asitlerinin
depo sekli olan trigliseridler omurgalilarin karaciger, bagirsak ve yag dokusu hiicrelerinde

aktif olarak sentezlenmektedir.
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Sekil-2: Trigliseridlerin biyosentezi
1. 3. Plazma Lipoproteinleri
1. 3. 1. Tanim ve Tipleri

Plazma lipoproteinleri apolipoproteinler olarak adlandirilan bir grup 6zgiin proteinler
ve lipidlerin molekiiler kompleksleridir. Lipoproteinler suda ¢oziinmeyen lipidlerin ¢oziiniir
lipid ve protein kompleksleri seklinde kandaki taginma sekilleridir.  Lipoproteinlerin
yapisindaki lipidler trigliserid, kolesterol esterleri, serbest kolesterol ve fosfolipidlerden
meydana gelir. Genel olarak yapilarinda lipoproteinlere 6zgii proteinler olarak bilinen on
degisik apolipoprotein bulunmaktadur.*

Apoproteinler ("apo" proteinin lipidsiz formunu belirtir) lipidlerin  suda
¢oOziiniirliiklerini etkileyen 6zgiil tasiyict proteinlerdir. Bunlar ayn1 zamanda reseptorler igin
bir gesit taninma bolgeleri saglarlar. Insan plazmasindaki lipoproteinlerde en az dokuz farkl
apoprotein bulunur.

Kolesterol tasmmmasinda rol oynayan lipoproteinler silomikronlar, ¢ok diisiik
yogunluklu lipoproteinler (VLDL=very low density lipoproteins), diisilk yogunluklu
lipoproteinler (LDL=low density lipoproteins), orta yogunluklu lipoproteinler
(IDL=intermediate density lipoproteins) ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL=high

density lipoproteins) olmak {izere bes gruba ayrilir.
1. 3. 2. Silomikronlar ve Metabolizmasi

Diyetle alian triagilgliserolleri ince bagirsak mukozasinda gliserol ve yag asitlerine
hidrolizlenerek emilir ve kan akimina verilirken yeniden olusan triagilgliseroller, bir
apoprotein ile kompleksleserek silomikronlari olugturur. Silomikronlar yogunluk olarak en
az (< 0.95 g/mL), boyut olarak en biiyiik (>1000 A) olan lipoproteinlerdir. Silomikronlar
dolagima dahil olduktan sonra, trigliseritlerden yag asitlerinin hidrolizini katalizleyen ve
silomikronlar1 trigliseritten fakir, kolesterolden zengin silomikron kalintilarina doniistiiren
lipoprotein lipazin (LPL) etkisine maruz kalir. LPL’nin etkisinden sonra meydana gelen
silomikron kalintilari, karaciger tarafindan dolagimdan temizlenir. Apoprotein E (Apo E), bu

kalintilarin karaciger hiicreleri tarafindan temizlenmesinde 6nemli role sahiptir.



1. 3. 3. VLDL ve Metabolizmasi

VLDL, 300-700 A capinda partikiillerdir. VLDL, karacigerde sentezlenen lipidlerin
periferal dokulara tasinmasinda gorevlidir. Dolasima dahil olan VLDL’ler tipki silomikronlar
gibi periferik dokularda LPL’ nin etkisine maruz kalir ve biiylik oranda trigliseridlerden arinir.
Bu arada VLDL’den HDL’ye trigliserid, HDL’den VLDL’ye kolesterol transferi olur.
Boylece VLDL trigliserid yoniinden iyice fakirlesirken kolesterol esteri igeriginde bir artma

meydana gelir. Capi kiigiilen ve yogunlugu artan VLDL dolasimdaki LDL nin bir 6nciisiidiir.
1. 3. 4. IDL ve Metabolizmasi

IDL yaklagik 1.006 g/mL yogunluga sahip ve plazmada diisiik konsantrasyonlarda
bulunan partikiillerdir. IDL, LDL’nin onctlisiidiir ve lipazlarin etkisiyle plazmada olusturulan

VLDL nin katabolizmasi sonucu olusur.
1. 3. 5. LDL ve Metabolizmasi

LDL yaklasik olarak 200 A capa sahip ve boyut olarak onciilerine (VLDL ve IDL)
oranla daha kiigiiktiir. Yogunluklar yaklagik 1.019-1.063 g/mL’dir. LDL, yaklasik %75
oraninda lipid igerir. Kolesterol miktar1 en fazla olan lipid grubudur ve LDL’nin yaklasik
%350’sini olugturur. Gorevi kolesterolii karacigerden periferik dokulara tagimaktir. Apo B-
100 LDL’deki tek apoproteindir. Plazma LDL’nin LDL reseptorii araciligiyla karaciger
tarafindan uzaklastirilmasinda yapisindaki Apo B-100 ve hiicre yiizeyindeki reseptor sayisi
etkilidir. LDL, bilinen en aterojenik faktordiir. Kandaki LDL konsantrasyon diizeyinin

yiikselmesi aterosklerozun (damar tikaniklig1) habercisi olarak kabul edilmektedir.*”
1. 3. 6. HDL ve Metabolizmasi

HDL ler, lipoproteinler icerisinde yogunluk olarak en fazla (d=1.063-1.210 g/mL),
cap olarak en kiiclik olan ( 70-120 A) partikiillerdir. Apo A-I ve Apo A-II HDL’deki ana
apoproteinler olup bir HDL partikiiliiniin %50’sini olustururlar. HDL’ nin baslica gorevi
kolesterolii periferal dokulardan alarak karacigere taginmasini saglamaktir. Bir anlamda da

kolesteroliin ters naklini yapmaktadir.



HDL, yogunluklar1 dikkate alinarak HDL,;, HDL, ve HDL; olmak iizere 3 sinifa
ayrilir.  HDL simiflan igerisinde Apo-E’yi yapisinda bulunduran tek fraksiyon HDL; olup
yaklasik total plazma Apo-E’nin % 50’sine sahiptir.’

Halk arasinda HDL ‘iyi kolesterol’, LDL ‘koétii kolesterol’” olarak bilinmektedir.
HDL’nin ¢ok, LDL’nin az olmasi istenen durumdur. HDL kolesterol kan i¢inde kolay hareket
eder ve stabildir. Hiicre duvarina yapismaz ve kalp hastaliklarini onlemeye yardimci olur.
LDL kolesterol seviyesinin yiiksek olmasi koroner damar hastaliklarina ve damar sertligine
yol agmaktadir. LDL kolesterol proteine oranla daha ¢ok yag igerir ve stabil degildir. Damar
ceperlerine yapisarak plak olusturur.

Ulusal Kolesterol Egitim Programi, viicutta bulunan kolesterolii su sekilde
siniflandirmistir: 160-200 mg/dL total kolesterol istenen miktar, 200-239 mg/dL siipheli, 240
mg/dL veya yukarisi riskli kabul edilmektedir. HDL igin belirlenen deger 40 mg/dL veya
yukaris1, LDL i¢in belirlenen deger 100 mg/dL veya asagis1 olmalidir .°

LDL miktarmin yiiksekligi ile kalp hastaliklart riskinin artmasi 6zdeslesmistir.
Kandaki toplam plazma kolesteroliiniin azalmasi kalp hastaliklar1 riskini azalttigi A.B.D.
Lipid Research Clinic programimin raporunda belirtilmistir.” Amerika’da her yil 65 milyon
kiside kalp ve damar hastaliklar1 tespit edilmekte ve bir milyon kisi bu hastaliklar nedeniyle
hayatin1 kaybetmektedir. Bu iilkede bu hastaliklar nedeniyle isgiicli kayb1 ve tibbi harcamalar

83 milyar dolara mal olmaktadir. ®
1. 4. Kolesterol Tedavisinde Kullanilan ilaclar

1. 4. 1. Statinler

Statinler olarak bilinen B-hidroksi-B-metilglutaril Koenzim-A (HMG-CoA) rediiktaz
inhibitorleri yliksek kan kolesterol seviyesi bulunan hastalarda ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilan en etkili ajandir. Statinler kan trigliserid
seviyesini %10-30, kolesterol seviyesini %15-40, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterol seviyesini %20-60 oraninda diisiiriirler. Koroner arter hastaligi bulunan veya
bulunmayan kisilerde kardiyovaskiiler 6liim oranini azalttigina dair bircok calisma vardir.
Oral olarak alinan statinler, kolesterol sentezinde hiz belirleyici basamak olan B-hidroksi-p3-
metilglutaril-Koenzim A rediiktaz (HMG-CoA) enzimini yarismali olarak inhibe edici etki

gosteriler. Bu enzim HMG-CoA’nin L- mevalonata doniismesini katalizler ve bu inhibisyonla



statinler L-mevalonata olusturulacak kolesterolii énlemis olur.” Halen bir kismi kullanimda
olan farkli molekiiler yapida statinler bulunmaktadir.

Mevastatin ilk ¢alisilmaya baslanan statin olup prototip olarak kabul
edilmektedir.  Tokyo’da Sankyo Company’de Endo ve arkadaslari tarafindan sterol
biyosentezini in vitro inhibe edebilecek 8000’¢ yakin mikroorganizma metabolitleri
incelendi.'® Penicillium citrinum mantarinda bulunan 3 aktif bilesikten en aktif olani
"mevastatin" olarak adlandirildi.

Ingiltere’de Beecham Pharmaceuticals’da Brown ve arkadaslar tarafindan yapilan
bir ¢alismada, Penicillium brevicompactum mantarindan aktif bir bilesik elde edilerek bu
bilesige "compactin"adi verildi.''" Benzer yapida bir bilesik Merck firmasindaki bir grup

tarafindan Aspergillus terreus’dan izole edildi ve" mevinolin" olarak adlandirild:. "2
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HMG-KoA rediiktaz inhibitorleri, total kolesterol ve LDL diizeylerinde diger

hipolipidemik ilaglara oranla daha etkin azalma saglamalar1 nedeniyle hiperkolesteroleminin



tedavisinde tercih edilirler. Giiglii bir HMG-KoA rediiktaz inhibitorii olan fluvastatinin
hipokolesterolemik etkisinin yamsira son zamanlarda in vitro oksidasyonu azalttigy, " sican

karaciger mikrozomlarmna serbest radikalleri tutucu ve lipid peroksidasyonunu inhibe edici'

ozellikler gosterdigi de bilinmektedir.

Lovastatin viicuda girmeden 6nce aktivite gostermez. Viicutta hidrolizi sonucu olusan
metaboliti 3,5-dihidroksivalerik asit (sekil-3), HMG-CoA’nin, HMG-CoA rediiktaz enzimi ile

indirgenerek mevalonik aside doniigsmesi sirasinda meydana gelen bir ara iirlin ile benzer yap1

gostermektedir (Sekil-4).
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Sekil-4: HMG-CoA’dan mevalonik asit sentezi



1. 4. 2. Bitkiler

Hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki etkinlikleri agisindan bugiine kadar ¢ok
sayida bitkisel kaynakli besin veya besin 0gesi incelenmistir. Bitkilerde bulunan
karotenoidler, antioksidant vitaminler, fenolik bilesikler, steroidler bir¢cok hastaligin
onlenmesinde rol oynamaktadir.

Saglik tizerinde olumlu etkileri olan bitkisel kaynakli biyolojik olarak aktif bilesiklere
fitokimyasallar denmektedir. ‘Fito’ Yunanca’da bitki anlamina gelmektedir, ‘kimyasal’ ise
bitkilerde dogal olarak olusan kimyasal bilesikleri belirtmektedir. Fitokimyasalarin kanser',
koroner kalp hastaligi'®, enflamatuar'’, ﬁlserlg, viral ve parazitik hastaliklarin'® tedavisine
yonelik yapilan bilimsel arastirmalarin sayist hizla artmaktadir.

Fitokimyasallar saglik tizerindeki olumlu etkilerini su yollarla saglarlar:

¢ Biyokimyasal reaksiyonlarda substrat olarak

e Enzimatik reaksiyonlarda kofaktdr olarak

e Bazi enzimatik reaksiyonlarin inhibitorii olarak

e Bagirsaklarda zararli ve istenmeyen maddeleri baglayip uzaklastiran absorban olarak

e Hiicre membrani ve hiicre i¢cinde reseptorleri agonize ve antagonize eden ligandlar
olarak

e [Esansiyel besin 6gelerinin absorbsiyon ve stabilitelerini arttirarak

e Zararli mikroorganizmalar1 6zgiil olarak inhibe ederek.
1. 5. Fitosteroller ve Hiperkolesterolemi

Fitosterollerin  hiperkolesterolemik  hastalarda  plazma  kolesterol  diizeyini
azaltabileceginin anlasilmas1 1983 yilinda yapisal benzerliklerinin ortaya konulmasindan
sonradir. Fitosterollerin yan zincirleri degisik olsa da kolesteroliinkine benzemektedir. Bitki
sterolleri ekstra olarak metil grubu, etil grubu ya da ¢ift bag igerirler. En ¢ok bilinen bitki

stanol ve sterolleri: sitosterol, campesterol, stigmasteroldiir (Sekil-5).
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Sekil-5: Bitki stanol ve sterollerinin yapisi

Fitosteroller serum kolesterol diizeyini azaltmaktadir. Temel kolesterol diisiiriicii
etkilerini bagirsaklardan kolesterol emilimini inhibe ederek yapmaktadir. Miseller i¢inde
cOziintirliikte kolesterol ile yarisirlar. Yapilarinda bulunan metil ya da etil gruplar1 nedeniyle
hidrofobik 6zelliklerinin fazla olmasi onlara misele tutunmada avantaj kazandirir. Boylelikle
misele tutunan kolesterol diizeyi azalir. Misel aracilifiyla incebagirsaga gegen steroller
incebagirsakta bulunan ve sadece sterolleri taniyan 0zgiin proteinler (ABCG5-ABCGS)
yardimiyla incebagirsak disina itilir. Bitki sterolleri, kolesterol fazlasi ile birlikte diski

yoluyla disar1 atilir.”
1. 6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii,
kararsiz, molekiil agirhig: diisiik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir. Bunlara 6rnek
olarak hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit gibi radikaller verilebilir. *'

Serbest radikallerin olusum hizi, bunlar1 etkisiz hale getiren veya azaltan katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi bazi1 endojen antioksidan enzimlerden olusan
savunma sistemlerinin hiz1 dengede oldugu siirece organizma etkilenmez. Ancak bu denge
bozulursa serbest radikaller zararli olmaya baslar ve oksidatif stres olarak etkilerini
gostermeye bagslarlar. Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun antioksidant savunma
mekanizmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal

{iretimi arasindaki dengesizlik olarak tammlanabilir.”*



1.7. Lipid Peroksidasyonu

Lipidler serbest radikal hasarina kars1 en hassas yapilardir. Serbest radikaller ¢oklu
doymamis yag asitlerindeki ¢ift baglarla kolayca reaksiyona girerek lipidlerin
peroksidasyonuna neden olurlar.”® Radikal aracili bir zincir reaksiyon mekanizmasi seklinde
gelisen lipid peroksidasyonu sirasinda, doymamis yag asitlerinin yan zincirlerinde yeniden
diizenlenme s6z konusudur. Lipid peroksidasyonu Sekil-5’te de goriildiigli gibi iic asamada
gerceklesmektedir:

1-Baslangic basamagi

2-Ilerleme basamag:

3-Sonlanma basamag1

Baslangic basamagi: Yeterli reaktivitedeki oksijen kaynakli bir radikalin bir metilen
grubundaki alilik hidrojen atomunu koparmasi ile gergeklesmektedir. Yag asidindeki ¢ift bag
varligi C-H bagmi zayiflatarak hidrojen atomunun kopartilmasint kolaylagtirmaktadir.
Hidrojen atomu tek bir elektron igerdigi icin baslangi¢ reaksiyonu sonunda geride karbon
iizerinde eslesmemis bir elektron kalmaktadir.

Ilerleme basamagi: Karbon merkezli radikal, molekiiler bir diizenleme ile izole ¢ift
bag formundan konjuge dien formuna geger. Olusan lipid alkil radikali oksijen ile reaksiyona
girerek lipid peroksil radikalini olugturur. Lipid peroksil radikali ise bir baska yag asidinden
hidrojen atomunu kopararak lipid hidroperoksidi ve yeni bir lipid alkil radikalini olusturarak
yeni bir zincir reaksiyonu baslatabilmektedir.

Sonlanma basamag: Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlar: iki lipid peroksid
radikali etkilesinceye kadar siirmekte ve siklik peroksid olusumu ile sonlanmaktadir

Lipid peroksidasyonuna ugramis yag asitlerinin katabolizmas1 sonucu aldehit
yapisinda yikilim {riinleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu asama metal iyonlar1 tarafindan

hizlandirilmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen {irlinlerden biri
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1. 8. Antioksidantlar

Hiicrelerde oksidatif hasar1 6nleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi mekanizmalar
bulunmaktadir. Direkt etki ile oksidantlar1 inaktif hale getiren maddelere antioksidantlar adi
verilmektedir. Antioksidant savunma mekanizmalari; A, E, ve C vitaminleri, beta karoten,
indirgenmis glutatyon (GSH) gibi bazi kimyasal maddeler ile ¢esitli antioksidant enzimlerden
olusur. E vitamini, yapisindaki fenolik hidroksil grubundan dolayr giiclii bir antioksidant
ozellik gosterir. Zincir kirici antioksidatif etkinligi ile membran fosfolipidlerinde bulunan
coklu doymamis yag asitlerini serbest radikal hasarindan koruyan ilk savunma hattini
olusturur. En Onemli antioksidant enzimler; siiperoksit anyonunu H,0,’ye doniistiiren
stiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve H,O,’yi suya indirgeyen katalaz (CAT)’ dir (Sekil-6).
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Sekil-6: Antioksidant enzimlerin mekanizmalari

1. 9. Bitkilerin Lipid Peroksidasyonunu Onlemesi

Bitkilerin tedavi amagli kullanim1 modern tibbin kurulmasindan ¢ok onceki zamanlara
uzanmaktadir. Gilinlimiizde de, 6zellikle son 20 yilda bu alanda ¢ok sayida epidemiyolojik ve
deneysel ¢aligmalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. Ozellikle ABD ve Avrupa’da
bitkisel ve dogal {irlinlere artan bir ilgi gozlenmektedir. Yapilan epidemiyolojik ve deneysel
caligmalarin 15181nda, bitkisel besinlerce zengin beslenmenin kanser ve ateroskleroz gibi
kronik bir takim hastaliklarin gelisimini azaltabilecegi soylenmektedir.*** Oksidatif stres bu
kronik hastaliklarin etiolojisinde dnemli bir yer almaktadir. Bitkisel {iriinler de antioksidant
ozellikleri nedeniyle bu hastaliklarda koruyucu rol oynuyor olabilirler.

Bir¢ok hastaligin gelismesinde serbest radikallerin rolii oldugundan fitokimyasallar

giderek daha ¢ok Onem kazanmaktadir. Serbest radikallerin yarattigi oksidatif stresin



Onlenmesi veya etkisinin en aza indirilmesi i¢in yeterli miktarda antioksidant tiiketilmelidir.
Tikettigimiz sebze, meyve ve tahillarda yaklasik 8.000 farkli fitokimyasal vardir. Bitkilerde
bulunan bu fitokimyasallarin yapay olarak taklit edilmesi zordur.

Bitkilerde bulunan ve antioksidant Ozellik gosteren en Onemli yapilardan biri
flavonoidlerdir. ~ Flavonoidler bir asr1 askin bir siiredir bitkisel pigmentler olarak
bilinmektedir. Polifenolik bilesikler grubundan olup biitiin bitkilere dagilmis durumdadir. /n
vitro ¢aligmalarda antioksidant ve serbest radikal yakalama 6zellikleri dikkatlerin flavonoidler
lizerine toplanmasina sebep olmustur.”® Flavonoidler serbest radikal yakalayicist olmalari,
enzim aktivitelerini diizenlemeleri, antibiyotik, antiallerjen, antidiyaretik, antiiilser ve
antiinflamatuvar 6zellik gdstermeleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir.’2®

Finlandiya’da 9959 kadin ve erkek iizerinde yapilan bir ¢alismada flavonoid alimu ile
kanser arasinda ters orantt oldugu saptanmistir. Flavonoid alimi yiiksek olanlarda 24 yillik
izlem sonunda akciger kanseri oraninin % 50 azaldig1 gozlenmistir. 29

Hawai’de yapilan bir ¢calismada ise elma ve sogan tiikketimi ile akciger kanseri arasinda
ters orant1 belirlenmistir. Sogan tiiketimi ile lenfosit DNA’sinin kirilganlik direncinin arttigi
ve idrarda oksidatif metabolitlerin azaldigi gosterilmistir.*’

Flavonoidler lipid peroksidasyonu iki sekilde dnleyebilir:

1. Radikal tutucu olarak (Sekil-8).
2. Gegis metalleriyle selat olusturup Fenton Reaksiyonu’nun gergeklesmesini dnleyerek

(Sekil-9).
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Sekil-8: Flavonoidlerin radikal tutucu olarak etki gostermesi



Sekil-9: Flavonoidlerin metallerle selat olusturmasi

1. 10. Koroner Arter Hastaliklar1 ve Lipid Metabolizmas1 Bozukluklari ile liskisi

Kalp kasini besleyen arterlerde (koroner arterler) olusan lezyonlar veya plaklar
arterlerdeki kan akisinin bozulmasina yol agan hastalik siirecini, aterosklerozu baglatmaktadir.
Lipid birikimi ve hiicrenin buna reaksiyonu, arter liimeninin daralmasina, hiicrelere oksijen ve

hiicre yasamu i¢in gerekli diger maddelerin yetersiz oranda gitmesine neden olmaktadir.

1. 10.1. Normal Arter Yapisi

Arter duvarlarinda intima, media ve adventisya olmak iizere {i¢ morfolojik bolge
bulunmaktadir.

Intima: Intima biitiin arterlerin liimeninde bulunan, endotel hiicrelerden olusan tek
tabakali, kesintisiz ve matriks agisindan zengin bir yap1 gostermektedir. Aterosklerotik
lezyonlarin gelistigi bolgedir.

Media: Arter duvarmin en genis bolgesi olan media, diiz kas hiicrelerinden
olusmaktadir. Bu bolge i¢ ve dis elastik bant ile ¢cevrelenmistir. Intima ve media i¢ elastik
bant ile birbirinden ayrilmaktadir.

Adventisya: Damarin dis ylizeyini ¢evreleyen gevsek bir bag dokusundan
olugmaktadir. Adventisya, arter duvarlarini besleyen kiiciik kan damarlar1 ve lenfatik kanallar

icermektedir.



1. 10. 2. Aterogenez ile Ilgili Arter Hiicreleri

Endotel: Arterlerin i¢ ylizeyini kaplayan endotel hiicreleri devamli, kesintisiz,sik bir
tabaka olusturmaktadir.  Dolasimdaki {riinlerin aktif transport ile girislerini kontrol
etmektedir. Kan elementleri ve lipoproteinler i¢in iyi bir bariyer gibi davranmaktadir.

Diiz Kas Hiicreleri: Arter duvarimin asil kitlesini olusturan hiicreler olan diiz kas
hiicreleri, bag dokusu molekiilleri ve biiylime faktorlerini diizenleyen molekiilleri
tiretmektedir. Bu hiicreler kolesterol birikmesine bagli olarak ateroskleroza 6zgii lipid dolu
hiicreler (kopiik hiicreleri) haline gelebilmektedir.

Makrofajlar: Monositler arter duvarina girdikten sonra makrofajlara doniismektedir.
Inflamasyon bélgelerindeki makrofajlar, hiicrenin koruyucusu gibi davranarak fagositoz ve
intraselliiler hidroliz ile yabanci maddelere kars1 gelmektedirler. Bir yandan ateroskleroza
neden olan okside LDL molekiillerini uzaklastiran makrofajlar, diger yandan lipooksigenazlar
yardimiyla LDL oksidasyonuna neden olamaktadirlar. Olusan okside LDL, ayn1 veya komsu
makrofajlar tarafindan alinmaktadir. Bu sekilde makrofajlar, diiz kas hiicrelerinde oldugu gibi

koptik hiicresi kaynagini olusturabilmektedir.

1. 10. 3. Ateroskleroz Olusumu

Toplam oOliimlerin yaklasik %40 kadarmi olusturan koroner arter hastaliklari biitlin
diinyada 6liim nedenlerinin basinda gelmektedir. Ateroskleroz gelismesinde ilk adimda yag
birikintileri olusmaktadir. Bunlar birgok insanin ana arterlerinde gen¢ yaslarda bile
bulunmakta ve yasam boyunca geriye doniisiimii olabilmektedir. leri dénemlerde bunu
monositlerin endotel hiicrelerine yapismasi, intimaya goc¢ etmesi, makrofajlar haline
doniismeleri ve daha fazla kolesterol biriktirerek kopilik hiicreleri sekline doniistimleri
izlemektedir. Daha fazla sayida lipid dolu makrofajin birikimi sonucu diiz kas hiicreleri
mediadan intimaya go¢ etmekte ve proliferasyon baslamaktadir. Zaman i¢inde kolesterol
makrofajlarda, diiz kas hiicrelerinde ve ekstraselliiler matrikste birikmeye devam etmektedir.
Makrofajlarin fazla miktarda kolesterol ile yiikselmesi nedeni ile par¢alanma baslamaktadir.
Bu arada kalsyum birikimi baglamakta ve hiicre hasari, sert aterom plagina doniismektedir.
Olusan kalsifiye kitle, inflamasyonu uyarmakta, daha fazla makrofajin gelmesine neden
olmakta ve sonugcta plak giderek biiylimektedir.

Endotel hiicrelerin kaybi ve hiicre yikilmalar1 sonucu {ilserlesme gelisen bolgeye

trombositler yapismakta, fibrin birikmeke ve trombus olusmaktadir. Trombus, arterin



tikanmasina neden olmakta veya olusan pihtinin bir pargas: yerinden koparak lezyondan
uzakta olan bir damari tikayabilmektedir. Sonugta, kan akisinin ani olarak engellenmesine

bagli olarak koroner ateroskleroz, kalp krizi gibi klinik tablolar gelismektedir.
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Sekil-10: Ateroskleroz olusumu

1. 11. LDL Oksidasyonu

Brown ve Goldstein LDL reseptor yolunu bulmuslar ve bu yolun makrofajlar
tarafindan LDL alinmasindan sorumlu oldugunu gostermislerdir.>’ Bu reseptérler yoluyla

hiicre i¢ine aliman kolesterol miktar1 sinirlidir ve makrofaj hiicre kiiltiirii ortamma LDL



eklendiginde makrofajlarin kolesterol esteri birikimi yaratacak kadar ¢ok miktardaki LDL’yi
almadiklar1 saptanmistir. Bu gelismelerden sonra Goldstein, makrofajlarin asir1 miktarda
LDL almast ve kolesterol birikimi olmasi i¢in LDL’nin modifiye olmasi gerektigini 6ne
stirmiistiir. Daha sonra LDL’nin kimyasal bir tiirevi olan asetillenmis LDL’nin makrofajlar
tarafindan asir1 sekilde alindig1 ve bu olayda ¢Opgii (scavenger) reseptor olarak adlandirilan
baska bir reseptoriin rol oynadag ortaya ¢ikmustir. >

Steinberg ve arkadaslarit LDL’nin endotel veya diiz kas hiicre kiiltiirliyle inkiibe
edildiginde modifiye oldugunu ve bu halde cok daha hizli sekilde makrofajlar tarafindan
alindigim gosterdiler.” Steinbrecher **1984’te buna agiklama getirmis; bu hiicrelerin LDL’de
lipid peroksidasyonunu baslatma yetenekleri oldugunu, bunun sonucunda da LDL’nin
modifiye olarak makrofajlar tarafindan alindigini belirtmistir. Bu calismalara paralel olarak
LDL’nin endotel ve diiz kas hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterdigi ve bu sitotoksisiteye
inkiibasyon sirasinda meydana gelen oksidasyon {irlinlerinin yol ag¢tigi bulumustur. Hiicre
kiiltiirti ortaminda LDL’de lipid peroksidasyonunun nasil basladigi tam bilinmemekte ancak
bazi mekanizmalar ileri siiriilmektedir.®> Bunlar:

-Hiicrelerden siiperoksit anyonunu salinimu,

-Hiicre membraninda olusan lipid peroksitlerin LDL’ye transferi,
-Metal iyonlarinin katalizledigi lipid peroksidasyonu,
-Membrana bagli enzimlerin LDL’ye direkt etkisidir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan ve son derece reaktif olan aldehitler, ketonlar ve
diger oksitlenmis iiriinler (oksisiterol tiirevleri) Apo-B veya fosfolipidlerle kompleks
olusturabilirler. Apo-B ile olusan kompleks sonucu LDL’nin reseptdriine baglanma yetenegi
inhibe olur ve LDL partikiilii ¢op¢ii reseptor tarafindan alinmaya baglar.

Okside LDL basit, homojen bir partikiil degil heterojen bir iiriindiir. Okside yag
asitleri ve yikim firiinleri, okside steroller, okside fosfolipidler ve bunlarin Apo-B ve
fosfolipidlerle konjuge olmus hallerini igerir.

Organizmada prooksidan-antioksidan dengedeki bozukluklar ve buna bagl olarak
gelisen LDL oksidasyonundaki artiglar aterom plaklarinin olusumunda ¢ok onemli rol
oynamaktadir. Oksitlenmis LDL’nin arterlerin intima tabakasinda makrofajlar ve diiz kas
hiicrelerindeki ¢opgii reseptorler tarafindan, hiicre i¢i kolesterol diizeyinden etkilenmeksizin
kontrolsiiz bir bicimde alinmasi ile kopiik hiicreleri (yaglh ¢izgiler) olusmaktadir. Oksitlenmis
LDL’nin sadece yagl cizgilerin olusumunu degil, ileri aterosklerotik lezyonlarin olusumunu

da yonlendirdigi saptanmustir.*



2. ONCEKI CALISMALAR

Bhandri ve ark. (1998) zencefilin etanol ekstraktinin yiiksek kolesterollii tavsanlardaki
etkisini, hipolipidemik ila¢ olan gemfibrozil ile kiyaslamiglardir. Caligmada kullanilan
tavsanlart dort gruba ayirip 10 hafta boyunca birinci gruba normal diyet, ikinci gruba
kolesterolce zengin diyet, liclincii gruba kolesterolce zengin diyet ve zencefilin etanol
ekstrakti, dordiincii gruba da kolesterolce zengin diyet ve gemfibrozil verip kan
serumlarindaki trigliserid, total kolesterol, fosfolipid, HDL, LDL+VLDL diizeylerini kit ile
Olemiislerdir. Elde ettikleri verileri Student’s #-testi ile degerlendirdikten sonra kolesterolle
birlikte zencefil alan gruptaki tavsanlarin serumdaki kolesterol seviyesinin, kolesterol alan
gruptakine gore daha diisiik oldugu ve gemfibrozilin gosterdigi etkiye yakin bir etki gosterdigi
sonucuna varmislardir.®’

Ramirez-Tortosa ve ark. (1999) Curcuma longa bitkisinden elde edilen Turmeric’in
onemli bilesenlerinden biri olan ve antitiimor, antiimflamatuar, antioksadan ve antiinfektiis
ozelligi oldugu bilinen curcuminin, yiiksek miktarda doymus yag ve kolesterol alan
tavsanlarda LDL oksidasyonunu onleyici ve yiiksek kolesterol diizeyini diisiiriicii etkisini
aragtirmiglardir. Calismada LDL, TBARS, LDL lipid hidroperoksit ve plazma LDL lipid
kompozisyonu ve aortik ateroskleroz lezyonlarimi incelemislerdir. Calisma sonucunda,
bitkinin ateroskleroz olusumunu Onledigini ve hipokolesterolemik etki gosterdigini
saptamislardir.”®

Piyachaturawat ve ark. (1999) Curcuma comasa bitkisinin etil asetat ekstraktinin
yiiksek kolesterollii hamsterlarda lipid metabolizmas1 iizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Cesitli gruplara ayrilan hayvanlarin plazma, karaciger ve safradaki kolesterol ve trigliserid
seviyelerini 6l¢miisler ve bu bitkinin hipolipidemik etki gsterdigini saptanuslardir. *°

Jayasooriya ve ark. (2000) Momordica charantia (ac1 kavun) bitkisinin kuru toz
halinin yiiksek kolesterollii sicanlarda lipid parametrelerini ve glikoz seviyesi iizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Degisik derisimlerde verilen bitkinin kolesterol alan ve kolesterol
almayan gruplardaki plazma ve karaciger kolesterol, trigliserid, HDL ve fosfolipid
miktarlarmi kit ile Olgmiislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, bitkinin serum glikoz
seviyesini diisiirdiigiinii ancak yiikksek kolesterollii si¢anlarda kolesterol seviyesini
azaltmadigini, bununla birlikte HDL diizeyinde artma oldugunu gozlemlemislerdir.*’

Jeon ve ark. (2001) naringinin antioksidatif etkisini, anti-hiperkolesterol ilaci olan
lovastatin ile kiyaslayarak plazma ve karacigerdeki lipid peroksit, plazmada vitamin A ve E

seviyesi, karacigerde hidrojen peroksit ve antioksidant enzim aktivitesini 0lgmiisler. Plazma



ve karacigerdeki lipid peroksit diizeyleri TBARS metoduyla 6lgiilmiis ve naringinin lipid
peroksit diizeyini etkilemedigini, ama plazmada E vitamini diizeyini ytkselttigini ve
antioksidant enzim aktivitesini arttirdigini bulmuslardir.*'

Freyschuss ve ark. (2001) antioksidant 6zellik gdsteren biitillenmis hidroksitoluenin
(BHT) yiiksek kolesterollii tavsanlarda anti-aterojenik etkisi ile trigliserid diizeyi iizerine
etkisini arastirmiglardir. Yiiksek miktardaki kolesterole bagli olarak trigliserid diizeyinde
gerceklesen artisin, antioksidant BHT varliginda diistiigi ve BHT nin aortik lezyonlari
azalttigi sonucuna varmislardir.

Vanstone ve ark. (2001) campesterol ve sitosterol gibi fitosterolleri yiiksek
kolesterollii hamsterlara enjekte ederek plazma lipid diizeylerine bakmislar. Sonug olarak
trigliserid diizeyinin degismedigini, plazma kolesterol diizeyinin yaklasitk %21 oraninda
diistiigiini bulmuglardir.”

Zhang ve ark.(2002) hawthorn fruit (alic meyvesi) ile yaptiklari bir c¢aligmada,
bitkinin yiiksek kolesterollii tavsanlarda kolesterol ve trigliserid seviyesini azalttigini, HMG-
CoA rediiktaz enzimine etki etmedigini ancak bagirsakta acil CoA ve kolesterol agil
transferaz enziminin etkisini bastirdigini gézlemislerdir.**

Bakirel ve ark. (2003) antibakteriyel ve antiparaziter etkiye sahip olan Pistacia
terebinthus un (menengi¢) kurutulmus meyvelerinin hiperkolesterolemik tavsanlarda,
hiperkolesterol ve ateroskleroz iizerine etkilerini incelemislerdir. Kontrol grubu, kolesterol
grubu, kolesterol+bitki grubu, bitki grubu seklinde dort gruba ayrilan tavsanlarda plazma lipid
diizeylerine kit ile bakmislar ve ¢aligma sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin karaciger ve
aort doku analizini yapmiglardir. Caligma sonunda, menengi¢ meyvesinin plazma total
kolesterol, trigliserid ve LDL diizeylerini diisiirdiiglinli, HDL diizeyini arttirdigini
bulmuslardir. Histolojik analiz sonucunda kolesterol ile bitki alan gruptaki aort ve karaciger
dokularmin kolesterol alan gruptakine gore oldukg¢a farkli oldugunu gozlemlemislerdir. P.
terebinthus’un hiperkolesterolemi ve ateroskleroz olgusunda klinik yonden anlamli bir
terapotik etki olusturabilecegini rapor etmislerdir.*

Berrougui ve ark. (2003) Fas’da yetisen ve endemik bir bitki olan Argana spinosa L.
bitkisinden elde edilen argan yagmin yiiksek kolesterolii si¢anlarda serum lipid profilini
inceleyip bu yagin hipolipidemik ve hipokolesterolemik etkisini arastirmiglardir. Calisma
sonunda, argan yaginin plazma trigliserid, total kolesterol ve LDL seviyelerini diistirdiigi,
HDL seviyesini degistirmedigi saptanmistir. Calisma sonunda elde edilen verilere dayanarak,
argan yaginin yapisindaki ¢coklu doymamis yag asitleri ve diger bilesenler nedeniyle faydali

oldugunu rapor etmislerdir.*®



Kim ve ark. (2003) Kore’de geleneksel tip tedavisinde kullanilan Geiji-Bokryung-
Hwan (GBH) su ekstraktinin yiiksek kolesterollii tavsanlarda aterosklerozu dnleyici etkisini
ile antioksidant 6zelliklerini incelemis, ¢calisma sonunda bitkinin yiiksek kolesterolii diisiirticii
etkisiyle birlikte antioksidant 6zellik gosterdigi de bulunmustur.*’

Nimenibo (2003) hiperkolesterolemi,hiperketonemi ve hiperlipideminin kontroliinde
Dioscorea dumetorum bitki yumrusunun su ekstraktinin etkisini arastirmis ve bitkinin bu
hastaliklari iyilestirmede kullanilabilecegini bildirmistir.**

Shukla ve ark. (2004) Ficus bengalensis bitkisinin su ekstraktinin yiiksek kolesterollii
tavsanlarda serum lipid diizeyi {lizerine etkilerini inceleyip eritrositlerde antioksidant
parametreleri arastirmiglardir. Calismada HDL, trigliserid ve total kolesterol kit ile, LDL
diizeyi Friedewald formiilii ile 6l¢iilmistiir. Calisma sonunda bitkinin plazma total kolesterol,
LDL ve TG diizeylerini diisiirdiiglinii bulmuslardir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan
malondialdehit miktar1t TBARS metodu ile Ol¢lilmiis ve bitkinin lipid peroksidasyonunu
onledigi bulunmustur. Kirmizi kan hiicrelerinde ¢esitli metodlarla Slgiilen indirgenmis
glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
antioksidant enzim aktivitelerinin arttig1 gosterilmistir.*’

Kurt ve ark. (2004) siganlarda oksidatif stress olusturan karbontetrakloriire (CCly)
karsi, antioksidant etkisi oldugu bilinen katesinin ne derecede koruyucu etkisi oldugunu
arastirmiglardir. Bunun i¢in karaciger dokusunda MDA, CAT, GPx enzim aktiviteleri tayin
edilmis ve caligma sonunda katesinin oksidatif hasari Onleyici etkisi oldugunu rapor
etmislerdir.”

Balkan ve ark. (2004) organizmada kolesterol atilimi, safra asitlerinin konjugasyonu
gibi biyolojik ve fizyolojik fonksiyonlar1 bulunan ve organizmada sisteinden sentezlenen bir
aminoasit olan taurinin, aterosklerotik tavsanlarda antiaterojen ve antioksidant etkisini
calismiglardir. Kolesterol yedirilerek ateroskleroz olusturulan tavsanlarda aortta
histopatolojik incelemeler yapilmig, plazmada Apo-B igeren lipoprotein diizeyleri ile
karaciger ve aortta lipid ve lipid peroksit diizeyleri 6l¢iilmiis, antioksidant enzim aktiviteleri
degerlendirilmistir. Calisma sonunda taurin uygulamasinin hiperkolesterolemik tavsanlarda
aterom plaklarin olusumunu engelledigini, plazma LDL+VLDL, karaciger ve aortta artmis
lipid ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin azalttigini, karaciger antioksidant sisteminde belirgin
bir degisiklik olmadigini tayin etmislerdir.”!

Sevin ve ark. (2004) hiperkolesterol tedavisinde kullanilan bir ilag olan fluvastatinin
antioksidant 6zelliginin, yiiksek kolesterollii tavsanlarda aterosklerozu dnlemedeki katkisini

arastirmiglardir.  Calismada hiperkolesterolemik tavsanlarda antioksidant enzim aktivitesi,



kan basinci, plazmada lipid peroksit diizeyi ve total nitrit/nitrat diizeyleri Ol¢iilmiis ve
karaciger ile aortta histolojik doku analizi yapilmistir. Calismada fluvastatinin
hiperkolesterolemide antioksidant enzim aktivitelerini arttirmaksizin direkt antioksidant
etkisiyle vaskiiler oksidatif stres olusumunu azaltarak aterosklerozu geciktirebilecegini rapor
etmislerdir.”

Devi ve Sharma (2004) Clerodendron colebrookianum (Walp) bitkisinin ham
ekstratin1 ve ¢esitli organik ¢oziiciilerde hazirlanan bitki ekstraktlarinin yiiksek kolesterollii
sicanlarda hipolipidemik etkisini ¢caligmiglardir. Calisma sonunda bu bitki ekstraktlarindan
bazilarmim hipolipidemik etki gosterdigini bulmuslardir.>®

Balkan ve ark. (2004) yiiksek kolesteroiin tavsan ve siganlarda plazma, karaciger ve
aorttaki lipid parametreleri ve lipid peroksit seviyeleri ile karacigerdeki antioksidant enzim
aktivitelerini karsilastiran bir calisma yapmislardir. Calisma sonunda yiiksek kolesterollii
tavsanlar ile yiiksek kolesterollii siganlarin plazma, karaciger ve aorttaki lipid parametreleri,
lipid peroksit parametreleri ve antioksidant enzim aktivitelerinin farklilik gdsterdigini
saptamslardir.>

Biavatti ve ark. (2004) Campomanesia xanthocarpa (Berg.) ve Cuphea carthagenensis
(Jack.) bitki tiirlerinin su ekstraktlarinin yiiksek kolesterollii siganlarda biyokimyasal
parametreler lizerindeki etkilerini ¢alismislar ve ¢alisma sonunda C. carthagenensis bitki
ekstraktinin, plazma kolesterol seviyesini daha cok diisiirdiigii sonucuna varmuslardir.>

Seok ve ark.( 2004) tuzlanmis ve mayalannmus karides ekstrakti, Acetes japonicus 'un
etkisini yliksek kolesterollii siganlar iizerinde arastirmislardir. Kan serum Orneklerinde total
kolesterol, HDL ve trigliserit seviyeleri enzimatik kit kullanilarak ol¢iilmiistir. Calisma
sonunda, si¢anlarda kolesterol diizeyinin diistiiglini ve HDL seviyesinin arttigin
gdzlemlemislerdir .

Yousef (2004) subtropikal kosullar altinda yetisen Acacia saligna bitkisinin degisik
konsantrasyonlarinin tavsanlarda plazma testesteron, seminal plazma biyokimyalarini
calismis ve % 40°lik derisimin daha etkili oldugunu rapor etmistir 7

Silva ve ark. (2005) Hypericum perforatum bitkisinin etanol ekstraktinin fitokimyasal
ve antioksidant karakterini incelemislerdir. Cesitli teknikler kullanilarak bitkinin yapisinda

yeni bilesenler bulunmus ve bitkinin lipid peroksidasyonunu énledigini rapor etmislerdir.”®



3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Calismada kullanilan Hypericum lysimachioides Boiss var. bitkisi, Dicle Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bdliimiinden Yrd. Dog¢. Dr. Zuhal TOKER tarafindan
(Kasimiye Medresesi civari, Mardin, Tirkiye) toplandi. Bitkinin teshisi Dog. Dr. A. Selguk
ERTEKIN tarafindan yapildi. Teshis edilen bitki 6rnegi Dicle Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Herbaryumunda (DUF) saklanmaktadir. (DUF No: 2514)

3. 1. 1. Kullanlan Bitkinin Ozellikleri, Yayilimi

Govde 35-75 cm, dik, tliysiiz, salgisiz veya nadiren siyah noktacikli. Yapraklar ana
govde iizerinde 30-60 mm, oval veya eliptik dikdortgensiden seritsiye, keskin veya tepecikli,
nadiren alta dogru kivrik, tiiysliz veya az kisa sert tiiylii, donuk mavimsi yesil renkli. Cigek
durumu genisten dara dogru piramidimsi, ¢ok ¢igekli. Sepaller mizraksidan
dikdortgenimsiye disli veya kisa sacakli. Petaller 8-16 mm, bazen hafif kirmizimsi. Kapsiil
8-10 mm, yumurtamsi. Ci¢eklenme donemleri 6. ve 8.aylar.

Genel cografi yayilisi: Dogu ve Giineydogu Anadolu Bélgeleri

Hypericum lysimachioides



3. 1. 2. Cahsmada Kullanilan Hayvanlar

Calismada, Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden
(DUSAM) temin edilen, yaklasik 3000 g agirliginda 20 adet beyaz Yeni Zelanda tavsan
kullanildi. Calisma, Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu (DEHEK) tarafindan da onaylandi.

Tavsanlar deney siiresi olan bes hafta boyunca DUSAM’da 6zel tel kafeslerde, 12
saat aydinlikta ve oda sicakliginda (25 °C) barindirilarak, igerigi Tablo-1’de verilen ticari

tavsan yemiyle (Elazig Yem Fabrikasi) ad libitum beslendi.

3. 1. 3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kolesterol, tiobarbiitirik asit (TBA), 1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) trikloroasetik
asit (TCA) Sigma, GmbH, Sternheim, Germany’den, kolesterol ve trigliserid kitleri Linear
Chemicals, S.L., Barcelona, Spain’den, HDL kolesterol kiti Biosystems S.A., Barcelona,

Spain’den ticari olarak temin edildi.

3. 1. 4. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre (Shimadzu, UV/Visible Recording spektrofotometre), vakumlu
evaporatér (RE 100 B, Bibby Strilin Ltd.), santrifiij (Centurion 8000 Series,E.S. 6), terazi
(GEC AVERY), derin dondurucu (Sanyo Medical Freezer), vortex (FISONS, Whirli Mixer),

blender, (Nikon—Eclipse 400) dijital fotograf makinesi atagmanli arastirma mikroskobu.



3.2. METOD

3. 2. 1 Kullanilan Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Onceden kurutulmus olan H. lysimachioides bitkisinden 240 g tartildi. Blender
yardimiyla toz haline gelene kadar &giitiildii. Uzerine 2000 mL %70’lik etil alkol eklendi.
Oda sicakliginda 3 giin boyunca manyetik karigtirictyla karistirildi. Vakum altinda tromptan
stizme yapildi. Siizlintiiniin vakum altinda ¢6ziiciisii uguruldu. Bitkiden yaklagik 52 gram

bordo renkli ekstrakt elde edildi.

3. 2.2 Tavsanlara Yedirilen Bitki Ekstraktlarinin ve Kolesteroliin Hazirlanmasi

Tavsan kilogrami basina 100 mg kolesterol 1 ml misir yaginda ¢oziildii. Karisim 1
mL’lik steril enjektorlere ¢ekilerek tavsanlara oral yolla verildi.
Tavsan kilogrami bagina 50 mg bitki ekstrakti suda ¢oziildii. Karisim 1mL’lik steril

enjektorlere cekilerek tavsanlara oral yolla verildi.

3. 2. 3. Deney Tavsanlarinin Gruplandirilmasi ve Diyet Uygulamalar

Deney hayvanlar1 her bir gruptaki tavsan kilolar1 yaklasik olarak ayni olacak sekilde 4
gruba ayrildi ve caligma siiresi olan bes hafta boyunca asagidaki sekilde beslendiler:

1) kontrol grubu (n=5): Normal tavsan yemi ile beslendiler.

2) bitki grubu (n=5): Bu gruptaki tavsanlar giinliik diyetleri ile birlikte bitki ekstrakti
ile beslendiler. Bitki ekstrakti suda ¢oziilerek (50 mg/kg tavsan) enjektor yardimiyla oral
yolla verildi.

3) Kolesterol grubu (n=5): Bu gruptaki tavsanlara normal yemleriyle birlikte
misirézii yaginda ¢oziilmiis kolesterol (100mg/kg tavsan) oral yolla verildi.

4) Kolesterol + Bitki grubu (n=5): Bu gruptaki tavsanlara normal yemleri ve
kolesterol diyetine (100 mg/kg tavsan) ek olarak suda ¢oziilmiis bitki ekstrakti (50mg/kg
tavsan) oral yolla verildi.

n: tavsan sayist



3.2. 4. Kan Orneklerinin Toplanmas1 ve Saklanmasi

Deney tavsanlarindan ilki ¢alismaya baslarken, ikincisi ikinci haftanin sonunda ve
sonuncusu ¢alisma bitiminde olmak {izere toplam 3 kez kan 6rnegi alindi. Kan ornekleri
alinmadan 1 gece Once tavsanlar a¢ birakildi. Normal serum tiiplerine marjinal kulak
venasindan kan alindi. Alman kan 6rnekleri 5000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek kan
serumunun ayrilmasi saglandi. Elde edilen serum 6rnekleri eppendorf tiiplerine konularak
-20°C’de saklandi. Geri kalan kisim ise daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -80°

C’de muhafaza edildi.

3. 2. 5. Kan Serumunda Total Kolesterol Seviyesinin Tayini

Serumdaki total kolesterol diizeyleri enzimatik etkiye dayali kolorimetrik olarak
kolesterol kiti ile 6l¢iildi. Bu yonteme gore kolesterol esterleri, kolesterol esteraz enzimi
yardimiyla kolesterole ve serbest yag asitlerine ayrisir. Serbest hale gelen kolesterol,
kolesterol oksidaz enzimiyle kolesteroliin keton formu olan kolestenona déniisiir ve hidrojen
peroksit aciga cikar. 4-AA ve ADPS varliginda hidrojen peroksit, peroksidaz enzimiyle
ayrisarak quinoneimine boyar maddesini olusturur bu madde de UV ‘de 550 nm’de absorbans

Verir.

CE

Kolesterol esterleri ——» Kolesterol + Yag Asitleri

CcO

Kolesterol + Oy —— » Kolestenon + H,0»

H,0,
4-AA + ADPS » Quinoneimine + 4 H,0

POD
CE: koloesterol esteraz ADPS: N- etil-N-propil-m-anisid
POD: peroksidaz AA: aminoantipirin

CO: kolesterol oksidaz



Hemoliz olmamis serum Ornekleri oda sicakligina getirildi. Her bir tiipe 10’ar uL
serum Ornegi birakilarak iizerlerine 1 mL monoreagent eklendi. Ornekler karistirilip oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra UV spektrofotometresinde 550 nm’de absorbans
degerleri 6lgiildii. Standart olarak derisimi 200 mg/dL olan kolesterol ¢ozeltisi kullanildi. 10
uL standart kolesterol ¢ozeltisine 1 mL monoreagent eklenerek absorbans degeri dlgiildii.
Kor olarak 1 mL monoreagent kullanildi. Serum 6rneklerindeki total kolesterol miktarlart:

C numune =(A numune /A standart) X C standart bagintisiyla hesaplandi.

C: konsantrasyon (mg/dL)

A: absorbans

Cstandart:200 mg/ dL

3. 2. 6. Kan Serumunda Trigliserid Seviyesinin Tayini

Trigliserid miktar1 enzimatik etkiye dayali kolorimetrik yontemle belirlendi. Bu
yonteme gore plazma trigliseridi lipoprotein lipaz enzimiyle gliserole ve serbest yag asitlerine
ayristirilir. Gliserol, gliserolkinaz varliginda ATP ile fosfatlanarak Gliserol 3-fosfata doniisiir.
Gliserol-3—fosfat gliserolfosfat oksidaz enzimi tarafindan oksitlenerek dihidroksiasetonfosfat
(DHAP) ve hidrojen peroksit olusur. 4-AA ve fenol varliginda hidrojen peroksit, peroksidaz

enzimiyle ayrisarak quinoneimine boyar maddesini olusturur ve UV’de 500 nm’de absorbans

Verir.
LPL
Trigliserid + 3 H,O0 —_,  Gliserol + 3 FFA
GK
Gliserol + ATP ——» Gliserol-3- P + ADP
GPO
Gliserol -3-P+0, — * DHAP +H,0,
H,0,
4-AA + 4 fenol I Quinoneimine + H,O
POD
LPL: lipoprotein lipaz POD: peroksidaz
GPO: gliserolfosfat AA: aminoantipirin

GK: gliserol kinaz



Hemoliz olmamis serum Ornekleri oda sicakligina getirildi. Her bir tiipe 10’ar pL
serum Ornegi birakilarak iizerlerine 1 mL monoreagent eklendi. Ornekler vorteksle
karistirtlip oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra UV spektrofotometresinde 500
nm’de absorbanslar 6l¢iildii. Standart olarak kitle birlikte bulunan ve derisimi 200 mg/dL
olan triagilgliserol ¢ozeltisi kullanildi. 10 pL standart ¢ozeltiye 1 mL  monoreagent
eklenerek absorbans degerleri dlciildi. Kor olarak 1 mL monoreagent kullanildi. Serum

orneklerindeki trigliserid miktarlari:

C numune =(A numune /A standart) X C standart bagintisiyla hesaplandi.
C: konsantrasyon (mg/dL)
A: absorbans

Cstandart: 200 mg/dL

3.2.7. Kan Serumunda HDL Seviyesinin Tayini

Serumdaki HDL diizeyi HDL kiti ile olgiildii. HDL, fosfotungustat ve magnezyum
iyonlar1 ile VLDL ve LDL’den santrifiijlenerek ayrilir. Siiziintiide bulunan HDL kolesterol
esterleri, kolesterol esteraz enzimi yardimiyla kolesterole ve serbest yag asitlerine ayrisir.
Serbest hale gelen kolesterol, kolesterol oksidaz enzimiyle kolesteroliin keton formu olan
kolestenona doniisiir ve hidrojen peroksit aciga ¢ikar. 4-AA ve DCFS varliginda hidrojen
peroksit, peroksidaz enzimiyle ayrigarak quinoneimine boyar maddesini olusturur bu madde

de UV ‘de 500 nm’de absorbans verir.

CE

Kolesterol esterleri ——» Kolesterol + Yag Asitleri

CO

Kolesterol + O, —— » Kolestenon + H,O,

H,0,
4-AA + DCFS » Quinoneimine + 4 H,0
POD




CE: koloesterol esteraz DCFS: Diklorofenolsiilfonat
POD: peroksidaz AA: aminoantipirin
CO:  kolesterol oksidaz

Tiiplere 0.2 mL serum 6rnegi ve 0.5 mL monoreagent A eklendi. Karigim
vortekslenip oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Siiziintiiden 50 pL alinarak her bir 6rnege 1 mL Reagent B eklendi. Standart
olarak kit ile birlikte bulunan ve derisimi 52.5 mg/dL olan HDL kolesterol c¢ozeltisi
kullanildi. 10 pL standart ¢ozeltiye 1 mL monoreagent B eklendi. Kor olarak 1 mL Reagent
B kullanildi. UV spektrofotometresinde 500 nm’de absorbans degerleri dl¢lildii. Serum

orneklerindeki HDL kolesterol miktari;

C numune — (A numune /A standart) xC standart baglntISI}’la hesaplandl
C: konsantrasyon (mg/dL)
A: absorbans

Cstandart: 52.5 mg/dL

3. 2. 8. Kan Serumunda LDL Seviyesinin Tayini

Serum oOrneklerindeki LDL kolesterol seviyesi daha once hesaplanan kolesterol,
trigliserid ve HDL kolesterol seviyelerinden yararlanilarak Friedewald Formiilii’ne™ gére
hesaplandi.

Friedewald Formiilii:

LDL kolesterol = total kolesterol— (HDL kolesterol—1/5 trigliserid)

3.2.9. TBARS Metodu ile Plazmada Malondialdehit Diizeyinin Belirlenmesi

3.2.9.1. TMP Standardinin Hazirlanmasi

1,1,3,3-tetrametoksipropanin (TMP) 0.05 M H,SO; icinde, derisimi 10 nmol/ml olan
stok cozeltisi hazirlandi. Stok TMP c¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 1 nmol/mL - 5
nmol/mL arasinda 5 ayr1 ¢ozelti hazirlandi. 5 ayri tiipe hazirlanan bu ¢ozeltilerin her birinden

500 uL alind1. Uzerlerine 2.5 mL %20’1ik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi eklendi ve 3000



rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant dokiilerek ¢cokelek 2.5 mL 0.05 M H,SOy ile 2
kere yikand1 ve 3 mL %0.2’lik tiobarbiitirik asit (TBA) eklendi. lyice vortekslendikten
sonra 95 °C’deki sicak su banyosunda 45 dk bekletildi. Sicak su banyosundan alinan tiipler
buz banyosunda 10 dakika bekletilip iyice sogutulduktan sonra 4 mL n-biitanol eklenip 3000
rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Organik fazin absorbans degeri 530 nm’de UV cihazinda
Olgiildii. Kor olarak su kullanildi. Elde edilen veriler TMP’nin artan derisimlerine karsilik

absorbans degerleri grafige gecirildi (Sekil-10). Bu grafikten asagidaki esitlik elde edildi:

Absorbans (A)=0.0531 x TMP (nmol)/mL

3.2.9.2. Kan Serumunda MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Serum orneklerinden tiiplere 500 uL alindi. Uzerlerine %20’lik TCA ¢dzeltisi
eklendi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siiziintii dokiilerek ¢okelek 2.5 mL 0.05 M
siilfirik asit ile 2 kere yikand1 ve 3 mL %0.2 ‘lik TBA eklendi. Iyice vortekslendikten sonra
95 °C’deki sicak su banyosunda 45 dk bekletildi. Sicak su banyosundan alinan tiipler buz
banyosunda 10 dakika bekletilip iyice sogumasi saglandiktan sonra 4 mL #n-biitanol eklenip
3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Organik fazin absorbans degeri 530 nm’de UV
cihazinda 6lgiildii. Kor olarak n-biitanol kullamildi. Olgiilen absorbans degeri daha &nce
tiiretmis oldugumuz ;

Absorbans (A)=0.0531 x TMP (nmol/ml)
esitlikte kullanilarak, serumlarin igerdigi MDA miktari, TMP miktarina ekivalent olarak

hesaplandi.

3. 2. 10. Tavsan Kilolar:

Calismanin basinda ve calisma sonunda tavsan kilolar1 Ol¢iildii. Tavsan kilolari

yaklagik 2800- -3000 gdegerleri arasindadir.
3. 2. 11. Histolojik Metod
(Calismanin sonunda tiim gruplardaki deneklere 50 mg/kg dozda sodyum pentobarbital

verilerek Otenazi yapildi. Sakrifikasyonu takiben karaciger ve aort doku ornekleri alinarak

%10’luk notral formaldehit ¢ozeltisinde fikse edildi. Dokudan formalin uzaklastirildiktan



sonra (akar suda) artan yogunluktaki etil alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon iglemi
yapildi. Xylol banyolarini takiben parafin banyosuna alindi ve parafin bloklar elde edildi.
Rotary Mikrotom’da parafin bloklardan 4-5 pm kalinligindaki doku 6rnekleri alinarak
Hematoksilen Eozin ve Hematoksilen Vangiesson ile boyandilar.
Preparatlarin fotograflari, fotograf makinesi atagmanli arastirma mikroskobunda

cekildi.

3. 2. 12. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS for Windows 12.0 paket programu ile bilgisayarda yapildi.
Coklu karsilastirmalar i¢in parametrik varsayimlarin gerceklestigi verilerde tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) uygulandiktan sonra gruplar arasi farkliliklar Tukey testi ile belirlendi

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Anlamlilik derecesi, p< 0.05

kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Dicle Universitesi Fen - Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinden
temin edilen H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin yiiksek kolesterollii tavsanlarda
serum lipid diizeyleri ve lipid peroksidasyonu iizerine etkisi incelendi.

Tavsanlar beslenme sekillerine gore kontrol grubu, bitki grubu, kolesterol diyetine
ilaveten bitki alan grup ve kolesterol alan grup olmak iizere dort gruba ayrildilar. Bes hafta
boyunca bu sekilde beslendi. Tavsanlardan 0. hafta kan 6rnekleri alindiktan sonra ¢alismanin
dogru yliriiyiip yuriimedigini kontrol etmek amaciyla 2 hafta sonra tekrar kan &rnekleri
toplandi.

Total kolesterol, trigliserid, ve HDL kolesterol miktarlar1 kit ile 6lciildi. LDL
kolesterol miktar1 Friedewald Formiili (LDL = total kolesterol- (HDL kolesterol—1/5
trigliserid) kullanilarak hesaplandi. Kan serumundaki MDA miktar1 TBARS metoduyla
belirlendi. 0. hafta, 2. hafta ve 5. hafta alinan kan serumlarindaki total kolesterol miktari,
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuarinda otoanalizor cihaziyla da 6l¢iildii.
Otoanlizor ile elde edilen sonuglar ile laboratuarda kit kullanilarak elde edilen sonuglar

arasinda tutarlilik oldugu gozlendi (sekil-32).

4. 1. Serum Lipid Diizeyleri

4. 1. 1. Kontrol Grubu

Calismaya baglarken, normal yem ile beslenen kontrol grubundaki 5 tavsanin kan
serum Ornekleri toplandi. 0. hafta olarak belirtilen bu kan 6rneklerinde total kolesterol,
trigliserid, LDL ve HDL miktarlar1 6l¢iildii. Yapilan istatiksel analiz sonucu elde edilen
ortalama degerler sirastyla: 58.6 £ 13.6 mg/dL, 125.2 £ 4.9 mg/dL, 26.6 £ 4.7 mg/dL, 34.4 +
6.4 mg/dL olarak bulundu.

5 hafta boyunca tavsanlar aynm1 sekilde normal yemleriyle beslendiler. 5. hafta
sonunda tekrar kan serum Ornekleri toplandi. Bu kan serum 6rneklerinde total kolesterol,
trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol miktarlar1 tekrar dl¢tildii. Yapilan istatistiksel
analiz sonucu elde edilen ortalama total kolesterol, trigliserid, LDL ve HDL miktarlari
strastyla: 52.0 = 9.0 mg/dL, 124.8 + 4.7 mg/dL, 20.6 + 6.2 mg/dL, 35.8 + 8.40 mg/dL olarak

bulundu.



Istatistiksel analiz sonucu elde edilen degerler grafige gecirilip 0. hafta ile 5. haftadaki
serum lipid diizeyleri kiyaslandiginda total kolesterol (sekil-11), trigliserid (sekil-15), LDL
(sekil-19) ve HDL (sekil-23) diizeylerinin anlamli 6l¢iide degismedigi gozlendi.

4. 1. 2. Bitki Grubu

Normal yem ile birlikte bitki ekstrakti alan (50 mg/kg tavsan) ve bitki grubu diye
adlandirilan bu gruptaki 5 tavsanin kan serum 6rnekleri ¢alismaya baslarken toplandi. 0. hafta
olarak belirtilen bu gruptaki tavsanlarin kan Orneklerinde total kolesterol, trigliserid, LDL
kolesterol ve HDL kolesterol miktarlar1 6lgiildii. Yapilan istatistiksel analiz sonucu elde
edilen degerler sirasiyla: 51.0 + 6.2 mg/dL, 128.6 + 9.7 mg/dL , 20.4 + 6.7 mg/dL, 26.4 +
7.3 mg/dL olarak bulundu.

5 hafta boyunca tavsanlar, normal yemlerine ilaveten oral yolla verilen bitki
ekstraktlar1 ile beslendiler. 5. hafta sonunda tekrar kan serum ornekleri toplandi. Kan
serumlarinda total kolesterol, trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol miktarlar1 tekrar
Olciildii. Yapilan istatistiksel analiz sonucu elde edilen ortalama total kolesterol, trigliserid,
LDL ve HDL miktarlar sirasiyla: 49.8 + 4.1 mg/dL, 131.6 + 6.1 mg/dL, 134 + 1.6
mg/dL, 39.4 + 3.6 mg/dL olarak bulundu.

Istatistiksel analiz sonucu elde edilen verilerden yararlanilarak bu gruptaki tavsanlarmn
0. ve 5. haftaki total kolesterol, trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol miktarlar
grafige gecirildi. 0.hafta ile kiyaslandiginda 5.haftada plazmada total kolesterol (sekil-12),
ve trigliserid miktarmin(sekil-16) anlamli ol¢lide degismedigi, LDL kolesterol miktarinin

azaldig ( sekil-20) ve HDL kolesterol miktarinin arttig1 (sekil-24) gozlendi.

4. 1. 3. Kolesterol+Bitki Grubu

Bu gruptaki 5 tavsandan c¢alismaya baglarken kan serum ornekleri alindi. 0. hafta
olarak belirtilen bu gruptaki tavsanlarin kan serumlarinda 0. haftadaki total kolesterol,
trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol seviyeleri 6l¢iildii. Yapilan istatistiksel analiz
sonucu elde edilen ortalama degerler sirasiyla: 56.4 + 4.7 mg/dL, 125.6 £ 20.0 mg/dL, 25.6 £
4.7 mg/dL, 24.8 £ 2.0 mg/dL olarak bulundu.

5 hafta boyunca tavsanlara normal yemlerine ek olarak, kolesterol (100mg/kg tavsan)
ve bitki ekstrakti (50 mg/tavsan) oral yolla verildi. Bitki+ kolesterol grubu diye adlandirilan

bu gruptaki 5 tavsanin bu siire sonunda kan ornekleri toplandi. Serumda total kolesterol,



trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol miktarlar: 6l¢iildii. Yapilan istatistiksel analiz
sonucu elde edilen degerler sirasiyla: 231.2 = 61.9 mg/dL, 130.4 = 11.7 mg/dL, 140.2 + 41.6
mg/dL, 54.2 + 6.0 mg/dL olarak bulundu.

[statistiksel analiz sonucu elde edilen verilerden yararlamlarak bu gruptaki tavsanlarin
0. ve 5. haftalardaki total kolesterol, trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol miktarlar
grafige gecirildi. 0. hafta ile kiyaslandiginda 5.haftada plazmada total kolesterol miktarinin
artigt  (sekil-13), trigliserid miktarinin degismedigi (sekil-17), kolesterol alimindan
kaynaklanan LDL kolesterol miktarinda artma (sekil-21) ve bitki ekstrakti alimindan
kaynaklanan HDL kolesterol miktarinda artma (sekil-25) gozlendi.

4. 1. 4. Kolesterol Grubu

Calismaya baslamadan 6nce bu gruptaki tavsanlarin kan 6rnekleri toplandi. 0. hafta
olarak belirtilen bu gruptaki tavsanlarin kan serumlarinda total kolesterol, trigliserid, LDL
kolesterol ve HDL kolesterol seviyeleri Olgiildii. Yapilan istatistiksel analiz sonucu elde
edilen ortalama degerler sirasiyla: 62.2 + 15.3 mg/dL, 129.0 + 12.6 mg/dL, 30.2 + 13.2
mg/dL, 31.8 + 12.4 mg/dL olarak bulundu.

5 hafta boyunca hiperkolesterolemi olusturmak amaciyla tavsanlara normal yemlerine
ek olarak kolesterol (100 mg/kg tavsan ) oral yolla verildi. 5. haftanin sonunda kan serum
ornekleri tekrar toplandi. Kan serumunda total kolesterol, trigliserid, LDL kolesterol ve HDL
kolesterol miktarlar1 6lgtildii.

Yapilan istatistiksel analiz sonucu elde edilen degerler sirasiyla: 516.4 + 171.8 mg/dL,
128.4 + 11.9 mg/dL, 486.0 = 168.8 mg/dL, 33.0 = 10.2 mg/dL olarak bulundu.

Istatistiksel analiz sonucu elde edilen verilerden yararlanilarak bu gruptaki tavsanlarin
0. ve 5. haftaki total kolesterol, trigliserid, LDL ve HDL miktarlar grafige gecirildi. 0.hafta
ile kiyaslandiginda 5. haftada plazmada total kolesterol miktarinin arttig1 (sekil-14), trigliserid
miktarinin anlamh 6l¢lide degismedigi (sekil-18), LDL miktarinin arttigr (sekil-22), HDL
miktarmin anlamh 6l¢lide degismedigi (sekil-26) gozlendi.

4. 2. Plazmada Malondialdehit Diizeyi
Deney tavsanlar1 4 gruba ayrildi ve tavsanlar calisma prosediiriine gore beslendi. 1.

grup; normal yem ile, 2. grup; normal yem + bitki ekstakti (50 mg/kg tavsan), 3. grup; normal

tavsan yemit kolesterol (100 mg/kg tavsan)+bitki ekstrakti (50 mg/kg tavsan), 4. grup;



normal tavsan yemi+ kolesterol (100 mg/kg tavsan) ile 5 hafta boyunca beslendikten sonra
kan serum Ornekleri alindi. 5. haftadaki bu kan serum orneklerinde TBARS (tiobarbituric
acid reactive substances) metodu uygulanarak plazmadaki MDA (malondialdehit) miktarlar
olgiildii.

Plazmadaki MDA miktarin1 belirleyebilmek i¢in TMP (1,1,3,3-tetrametoksipropan)
standard1 hazirlandi. Degisik konsantrasyonlarda hazirlan TMP ¢ozeltilerinin 530 nm’deki
absorbans degerlerinin grafige ge¢irilmesiyle standart egri hazirland1. (Sekil-10)

y=0.0531x  denkleminden yararlanarak  tavsan serumlarindaki MDA miktarlar
hesaplandi.  Yapilan istatistiksel analiz sonucu elde edilen veriler kontrol grubunda: 1,5 +
16.1 nmol/mL, bitki grubunda: 1.7 = 30.8 nmol/mL, kolesterol+bitki grubunda: 1.8 £+ 23.0
nmol/mL, kolesterol grubunda: 2.9 £+ 53.1 nmol/mL olarak bulundu.

Istatistiksel analiz sonucu elde edilen veriler grafige gecirildi. 5. haftanin sonunda
plazma MDA seviyelerinin kontrol, bitki ve kolesterol+bitki grubunda yaklasik olarak ayni,
kolesterol grubunda ise anlamli 6lgiide yiiksek oldugu gozlendi (sekil-27).

4. 3. Tavsan Viicut Agirhklar

Tavsan viicut agirliklart ¢alismanin basinda ve g¢aligmanin sonunda 6l¢iildii. Bu siire
icinde tavsanlarin kilolarinda anlamli bir artis bulunmadi. Calismamizdan elde ettigimiz,
kolesterol ile beslenen grupta kilo artisinin olmayist diger arastirmacilarin sonuglart ile
uyumludur. Yapilan arastirmalarda hayvanlarin kilo alma ya da kilo verme egiliminde

olduklari, ancak bu egilimlerin istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmadig: bildirilmektedir.

4. 4. Histolojik Bulgular

4. 4. 1. Karacigere Ait Histolojik Bulgular

4. 4. 1. 1. Kontrol Grubu

Kontrol grubu karaciger dokularmin histolojik analizinde herhangi bir degisiklik
izlenmedi. Hepatositlerin, sinuzoidal yapilar normal goériiniimde idi (Resim-1).

Kontrol grubuna ait karaciger kesitlerinin Hematoksilen Vangiesson ile

boyamalarinda histolojik bir degisim gozlenmedi (Resim-2).



4. 4. 1. 2. Kolesterol Grubu

Karaciger dokusunda, hepatositlerde yaygin hidropik dejenerasyon ve karaciger
yaglanmasi belirgin olarak izlendi (Resim-3).

Kolesterol grubuna ait karaciger kesitlerinin Hematoksilen Vangiesson ile

boyamalarinda histolojik bir degisim gozlenmedi (Resim-4).

4. 4. 1. 3. Kolesterol+Bitki Grubu

Bu gruba ait karaciger dokusunun histolojik incelemesinde kolesterol grubundaki
histolojik degisimlerin azaldig1r incelendi. Yaygin hidropik dejenerasyonun yerini lokal
odaklara biraktig1, yaglanmanin azaldig incelendi (Resim-5).

Kolesterol+Bitki grubuna ait karaciger kesitlerinin Hematoksilen Vangiesson ile

boyamalarinda doku fibrosisi agisindan histolojik bir degisim gézlenmedi (Resim-6).

4. 4. 2. Aorta Ait Histolojik Bulgular

4.4. 2. 1. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait aortun longitudinal kesitlerinin incelenmesinde normal yap1

izlendi (Resim-7).

4.4. 2. 2. Kolesterol Grubu

Bu gruba ait aort kesitlerinin incelenmesinde damar duvarinda yer alan kemik ve
kikirdak dokularinda metaplazik goriiniim izlendi. Aterosklerotik degisimler yaygin olarak

izlendi (Resim-8).

4. 4. 2. 3. Kolesterol+Bitki Grubu

Bu gruba ait aort kesitlerinin incelemesinde kolesterol grubunda izlenen histolojik
degisimler izlenmesine karsin aterosklerotik degisimlerin azaldigi, kikirdaktaki metaplazinin
duraksadigini ancak liimene dogru ¢ikinti yapan aterosklerotik degisimlerin devam ettigi

izlendi (Resim-9).



5. TARTISMA VE SONUC

Gelismis tilkelerdeki en sik rastlanan o©liim nedenlerinden biri aterosklerozdur.
Aterosklerozun meydana gelmesindeki en biiylik risk faktorlerinden biri de lipid
bozukluklaridir. Yiiksek serum total kolesterol diizeyi (>200 mg/dL), yiiksek LDL (Diisiik
yogunluklu lipoprotein) kolesterol diizeyi (>100 mg/dL), ve diisiik HDL (Yiksek yogunluklu
lipoprotein) kolesterol diizeyi (<40 mg/dL) lipid metabolizmasi bozukluklarinin gdstergesi
olarak kabul edilir.

Aterosklerozun, yiiksek diizeyde kolesterol alimi ve kolesteroliin fizyolojik
fonksiyonlarinin gergeklesmesinde 6nemli rol oynayan ve tasiyict nitelikte olan diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu sonucu gelisen hiperkolesterolemi ile
yakindan ilgili oldugu kanitlanmistir.**

Son yillarda kolesterol diizeyini diislirdiigi belirlenmis olan bitki sterolleri,
flavanoidler gibi besinsel 6geleri iceren bitkisel ilaglarin, kardiyovaskiiler hastaliklarda
anlaml1 bir terapotik etkiye sahip oldugu saptanmustir.’® Flavonoidlerin LDL oksidasyonunu
engelleyici etkilerinin lipid peroksil veya alkoksil radikallerini, lipid hidroperoksid ve
hidroksil radikaline dontistiirme, LDL oksidasyonu siiresince a-tokoferol tiiketimini azaltma
ve oksidasyonu katalizleyen bakir ve demirin, LDL partikiillerine baglanmasini engelleme
gibi mekanizmalar1 gerceklestirdigi saptanmistir.*

Kimi bitkilerin de bu alanda geleneksel olarak kullanildig:1 bilinmekte ve bunlarin
etkin unsurlar1 sentezlenerek hiperkolesterolemik ilaglar icin model olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada Giineydogu Anadolu Bélgesinde yetisen ve Dicle Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden temin edilen Hypericum lysimachioides bitkisinin
etanol ekstraktinin hiperkolesterolemik tavsanlar {lizerindeki etkileri incelemeyi amagladik.
Calisma, Dicle Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilen 20
adet beyaz Yeni Zelanda tavsani lizerinde yuirtitiildi

Tavsanlar her biri bes taneden olusan 4 gruba ayrildi. Calisma siiresi olan bes hafta
boyunca birinci gruba normal tavsan yemi, ikinci gruba normal tavsan yemi ve bitki
ekstrakti, iiclincli gruba normal tavsan yemi, bitki ekstrakti ve kolesterol, dordiincii gruba ise
giinliik tavsan yemi ve kolesterol oral yolla verildi.

Deney hayvanlarindan ¢alismaya baslarken (0.hafta) ve ¢alisma siiresi olan 5. haftanin
sonunda kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rneklerinden kan serumlarinin ayrilmasi saglandi.

Kan serumlarinda total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL ve MDA diizeylerine bakildi.



Istatistiksel analiz sonucu elde edilen verilerden yararlanarak dért grup igin toplam
kolesterol miktarlar1 (tablo-2) sekil-28 de verilmistir. Sekil-28’den de goriilecegi gibi kontrol
grubu ve bitki grubunda 0. hafta ve 5. hafta total kolesterol degerleri arasinda anlamli bir
farklilik gézlenmedi (p>0.05). Kontrol grubu ile bitki grubunun total kolesterol degerleri ise
birbirine yakin bulundu (p>0.05).

Hem kolesterol ile bitki ekstrakti alan grupta, hem de sadece kolesterol alan grupta 5.
hafta sonunda total kolesterol seviyesinde 0. haftaya gore anlaml Olciide yiiksek bir artig
gozlendi (p<0.05). 5. hafta sonunda kolesterol + bitki alan gruptaki kolesterol seviyesinin,
kolesterol grubuna gore daha diisiik degerde oldugu gozlendi (p<0.05). Bu da ¢alismamizda
kullandigimiz bitkinin plazmada yiikselen kolesterol seviyesini diigiirdiigiinti gdstermektedir.

Tablo-2’de biitiin gruplardaki tavsan kan serum oOrneklerinin trigliserid miktarlar
gosterilmistir.  Tablo-2’den yararlanarak sekil-29’daki grafik elde edildi. Grafikten de
goriilecegi gibi tiim tavsan gruplarindaki serum trigliserid miktarlar1 0. hafta ve 5. hafta
sonunda anlamli 6l¢iide degismedi (p>0.05). Kolesterol alan gruptaki serum trigliserid
miktarmin diger gruplarla kiyaslandiginda anlaml 6l¢iide degismemesi tartigilabilir. Ancak
bitkilerin yiiksek kolesterolii diisliriicti etkisini gosteren bazi calismalarda, fazla miktarda
kolesterol alimina bagli olarak kolesterol diizeyinin arttig1 ancak trigliserid diizeyinin anlamli
Olcilide degismedigi gozlemlenmistir.

Biavatti ve ark. Campomaneisa xanthocarpa (Berg.) ve Cuphea carthagenensis
bitkilerinin su ekstraktlarinin yiiksek kolesterol diyetiyle beslenen siganlarda serum lipid
parametrelerini incelemis ve Cuphea carthagenensis bitkisinin plazma yiiksek kolesterolli
sicanlarda trigliserid diizeyine bir etkisi olmadig1 sonucuna varmuslardir.>*

Trigliserid yiiksekligi ile koroner arter hastaliklar1 arasinda bagimsiz bir
epidemiyolojik korelasyon tutarlilik gosterilememistir. Ancak hipertrigliseriemi ve buna
siklikla eslik eden diisiik HDL, insiilin rezistans1 ve obezite koroner arter hastaligi i¢in risk
olusturur. Tek basmna trigliseridi diisiirmenin koroner olaylara etkisi ile ilgili veri cok azdir.>

Tavsan serumlarindaki HDL diizeyleri, istatistiksel olarak elde edilen veriler tablo-
2’de gosterilmistir. Tablo-2’den yararlanilarak sekil-31’deki grafik elde edildi.  Kontrol
grubunda plazma HDL seviyesinin 5. hafta sonunda anlamli 6l¢iide degismedigi gozlendi
(»>0.05). Bitki alan grupta 5. hafta sonunda HDL seviyesinin arttig1 gézlendi (»p<0.05).
Kolesterol ile bitki alan grupta HDL diizeyi, kolesterol grubundakine gore anlamli olciide
farkli bulundu (p<0.05). Kolesterol alan grupta 0. ve 5. haftalardaki HDL diizeyi anlamli
olglide degismezken (p>0.05), kolesterol ile birlikte bitki alan grupta 0. ve 5. haftalar arasi
ciddi miktarda artma gozlendi (p<0.05). Calismada bitki yedirilen gruba kolesterol



verilmesine ragmen plazma HDL diizeyindeki artis yoniinde elde edilen bulgularin varligi
benzer ¢alismalarda oldugu gibi bitkilerin yapilarinda bulunan flavonoidlerin etkileri ile
baglantili oldugu diisiiniilmektedir.”*

HDL kolesteroliin ateroskleroz gelisiminde koruyucu bir rolii vardir. Plazmada 35
mg/dL’nin altindaki HDL degerinin énemli bir koroner risk faktorii oldugu bilinmektedir.
Gerek Tiirk Kalp Calismast gerekse TEKHARF Calismasina gore tilkemizdeki erkeklerin
%50’sinde HDL bu degerin altinda oldugundan, konu iilkemiz i¢in 6nem tagimaktadir.
Ancak tek basma HDL diizeyini yiikselten bir yontem olmamasi ve yasam tarzinin
diizeltilmesiyle birden fazla lipid parametresinin diizelmesi nedeniyle, HDL yiikseltmenin
koroner riski azaltici etkisini Olgmek giiclesmektedir. Yasam tarzi de§ismesi, egzersiz,
niyasin, fibrat ve statinler HDLyi yiikseltirken diger lipid parametrelerini de etkilerler.

Calismada plazma total kolesterol, trigliserid ve HDL 6l¢iimler sonucu elde edilen
verilerden yaralanilarak plazma LDL miktar1 Friedewald Formiilii ile hesaplandi. Istatistiksel
olarak degerlendirilen veriler tablo-2’de verilmistir. Tablo-2 den yararlanilarak sekil-30’daki
grafik elde edildi. Buna gore kontrol ve bitki grubunda 0. hafta ile 5. hafta plazma LDL
diizeyinin istatistiksel agidan anlamli Ol¢lide degismedigi gozlendi (»>0.05). 5. hafta
sonunda kolesterol+bitki ve kolesterol grubunda LDL diizeyinin 0. haftaya oranla arttigi
gozlendi. Ancak kolesterol+bitki grubu ile kolesterol grubu plazma LDL diizeylerindeki
degisimin istatistiksel agidan anlamli oldugu gozlendi (p<0.05). Calismada kullanilan
bitkinin, hiperkolesterolemi olusturulan tavsanlarda plazma LDL diizeyini disiirdiigi
gozlemlendi. Bu sonug¢ kullandigimiz bitkinin antihiperlipidemik bir etkiye sahip oldugunu
ve bitkide bazi sterol yapilarinin varligini isaret edebilir.

Plazmadaki kolesteroliin cogu LDL seklinde tasinir. En aterojen lipoprotein olan LDL
diizeyi, doymus yaglarin fazla tiiketilmesi, asir1 kilo alinmasi ve fiziksel aktivitenin azalmasi
ile artar. Ayrica plazmadan LDL temizlenmesini saglayan LDL reseptorlerine genetik
nedenlerle diisiik affinite olmasi da plazma LDL diizeyinin yiikselmesine neden olur. Bunun
yanisira kronik bobrek yetmezligi, diabetis mellitus, alkol kullanimi ve bazi ilaglarin
kullanim1 gibi durumlarda da LDL diizeyi yiikselir. Neden ne olursa olsun artan LDL damar
duvarlarinda depolanarak aterosklerotik lezyonun gelismesine katkida bulunur.”

Insanlar, maymunlar ve tavsanlarda kolesterol, VLDL ve LDL yoluyla plazmay:
terkeder ve daha az HDL,;, bunun yerine daha fazla LDL sentezlenmesinden dolay1 bu tiirler
aterskleroza daha duyarlidir. Bunun yaninda fare, sican, kdpek basta olmak iizere genel

olarak hayvanlar HDL, olustururlar ve kolesterolii Apo-E’nin aracilik ettigi yol ile dogrudan



karacigere gotiirebilirler. Bu hayvanlarda LDL diizeyi daha diisiiktiir ve dolayisiyla
ateroskleroz gelisimine kars1 direnclidirler.’

Plazmada artan LDL diizeyi gerek i¢c gerekse dis etkenler dolayisiyla LDL
oksidasyonuna neden olur. LDL peroksidasyonu, lipid peroksidasyonuna benzer bir
mekanizma iizerinden gerceklesmektedir. Lipid peroksidasyonu sonucu aldehit, keton ve
hidrokarbon gibi {irtinler olusur. Bu iiriinlerden biri de malondialdehit (MDA)’dir.

(Calismada plazma MDA miktarlari, TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances) metoduyla® 6lciildii. Kolay uygulanmasi ve giivenilir sonug vermesi nedeniyle
bu metod tercih edildi. Bu metod MDA’nin TBA ( tiyobarbitiirik asit) ile kirmizi renkli

kompleks olusturarak 530 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir.

bV Rie o gl » olis

Malondialdehit TBA Malondialdehit-TBA kompleksi

MDA oldukga kararsiz bir yapidadir. TMP asidik ortamda MDA’ya doniisiir. Bu
nedenle standart olarak TMP (1,1,3,3-tetrametoksipropan) kullanild.

Deney hayvanlarindan 5. haftada alinan serum 6rneklerinde MDA diizeyleri olgiildii.
Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi ve elde edilen verilerden yararlanarak
sekil-27°deki grafik elde edildi. Grafikten de goriilecegi gibi kontrol, bitki ve kolesterol+bitki
grubunda plazma MDA miktarinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilhik goézlenmedi
(»>0.05). Kolesterol grubunda ise MDA miktarinin anlamli 6l¢iide yiikseldigi gozlendi
(p<0.05). Kolesterol ile bitki alan grupta MDA miktarinin, kolesterol grubuna oranla oldukga
diistik ¢cikmasi bitkinin lipid peroksidasyonunu 6nledigini gostermistir.

Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon {irlinleri araciligi ile lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel yap1 ve
membran hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir. MDA:

-Membrandaki iyon alig-verisi sirasinda gérev yapan Na'K'-ATPaz enzimini
inaktive edebilir.

-Proteinlerin amin gruplar1 ile Schiff bazi olusturarak ya da tiyol gruplar ile

etkileserek proteinlerin ¢apraz baglanmasina sebep olabilir.
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Antioksidant etkili ilaglar LDL oksidasyonu Onleyerek, oksidatif stres siiresince hasarli
endotelyumu koruyarak giiglii anti-aterosklerotik dzellik gosterebilirler.’! Daha 6nce bazi
Hypericum tiirleriyle yapilan ¢aligmalarda bu bitkinin bazi tiirlerinin in vitro, anti-bakteriyal,60

2 . .. . . . . P e
6062 otkilerinin yamsira in vivo antioksidant™ etki gosterdigi de

anti-depresant®' , antioksidant
bulunmustur. H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin in vitro olarak antioksidant

ozellik gosterdigi yapilan ¢alismalar arasindadir.®

Calisma sonunda sakrifiye edilen tavsanlarda karaciger ve aort histolojik doku analizi
yapildi.  Patolojik incelemelere dayali degerlendirmelerde standart yem verilen kontrol
grubunda aorta torakalis ve karacigerlerinde mikroskobik bir lezyon belirlenmedi. Kolesterol
alan grupta aortta aterosklerotik lezyonlarin oldugu ancak bu lezyonlarin kolesterol ile bitki
alan grupta, kolesterol alan gruba oranla daha az oldugu izlendi. Kolesterol alan gruptaki
tavsanlarin karaciger dokularinda hidropik dejenerasyonun ve yaglanmanin yaygin oldugu
gozlendi. Kolesterol ile bitki alan gruptaki hayvanlarin karaciger dokularinda yaglanma ve
hidropik dejenerasyonun daha az oldugu izlendi. Tiim gruplardaki tavsanlarin karaciger
kesitlerinin Hematoksilen Vangiesson ile boyamalarinda histolojik bir degisim izlenmedi.

Calismada bitki ekstrakti yedirilen gruba kolesterol verilmesine ragmen aterosklerotik
lezyonlarin kolesterol grubuna gére daha az oranda gelismesi, bitkinin yapisinda varoldugu
sanilan flavonoidlerle ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Kolesterolii diisiirmekle klinik olaylarda azalma saglanmasinin olasi olup olmadigi
1970’lerde arastirilmaya baslanmistir. Bu amacla kolesterolii diistiriicii diyete ilaveten safra
baglayici regineler, fibratlar, statinler ve niyasin kullanilarak kolesteroliin diisiiriilmesiyle
ilgili koroner olaylarin azaldig: gosterilmistir. Ozellikle Lipid Research Clinics ve Helsinki
calismalarindan ¢ikan sonug kolesterol diizeyinde saglanacak %1°lik diisiisiin, koroner kalp
olaylarmi %2 oraninda azaltacag seklindedir.”” Son yillarda bitkilerin yitksek kolesterolii
diisiiriicii etkisi ile yapilan ¢aligmalarin sayist her gegen giin artmaktadir.

Sonug¢ olarak bolgemizde yetisen H. lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin
yiiksek kolesterollii tavsanlarda total kolesterol ve LDL kolesterol seviyesini diislirdiigiinii,
HDL kolesterol seviyesini yiikselttigini ve lipid peroksidasyonuna karsi etkili oldugunu
soyleyebiliriz.  Ileriki ¢alismalarda, kullanilan bitkinin canli sistemlerde varolan bazi
antioksidant enzimleri ilizerine etkilerini arastirmak ve bitkinin yapisinda bulunan etkin

maddelerin yapilarinin aydinlatilmas1 amaglanmaktadir.



6. EKLER

6. 1. Kolesterol Monoreagent Icerigi
pH 7.0, sodyum kolat Immol/L, kolesterol esteraz>250 U/L, peroksidaz > 1 KU/L,
4—aminoantipirin  0.33 mmol/L, N-etil-N-propil-m-anisid 0.4mmol/L, non-iyonik

tensioaktifler 2 g/L (w/v)

6. 2. Trigliserid Monoreagent Icerigi
LPL =12 KU/L, GK =1 KU/L, GPO 2. 10KU/L, ATP 2.0 mmol/L, Mg 40 mmol/L,
POD > 2.5 KU/L, 4-AA 0.5 mmol/L, fenol 3 mmol/L, non-iyoniktensioaktifler 2 g/L (w/v)

6 3. HDL Monoreagent A Icerigi

Fosfotungustat 0.4 mmol/L, magnezyum kloriir 20 mmol/L

6. 4. HDL Monoreagent B icerigi
Fosfat 35 mmol/L, kolesterol esteraz >0.2 U/mL, kolesterol oksidaz >0.1 U/mL,
peroksidaz >1 U/mL, 4-aminoantipirin 0.5 mmol/L, sodyum kolat 0.5 mmol/L,

diklorofenolsiilfonat 4 mmol/L, pH 7.
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8. TABLOLAR, SEKILLER, RESIMLER



Tablo-1: Tavsan Yemi Bilesimi

Yem Maddesi %
Arpa 20
Misir 48.8
B.Kepek 10
Soya 10.5
Balik Unu 2
Et Kemik Unu 4
Tuz 0.9
Fosfat 0.6
Kireg Tas1 2.8
Methionin 0.2
Vit-Min Karmas1* 0.2

*Ca;% 1.5, P; %0.8, Na; % 0.35, Mn ; 8 mg/kg,
Zn; 50 mg/kg, A Vit; 8000 IU/kg, E Vit; 10 mg/kg
K Vit; 1 mg/kg, D Vit; 800 [U/kg, B-2 Vit; 3 mg/kg
B-12 Vit; 5 mg/kg



Tablo-2: Hypericum lysimachioides bitkisinin etanol ekstraktinin tavsanlarda serum lipid

diizeyleri lizerine etkisi

Grup Stire | Kolesterol TG LDL HDL
(hafta)| (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
legrupm=5)| 0 |58.6 + 13.6° |125.2 + 4.9° 26.6 £ 4.7° 344 + 6.4°
5 1520 £ 9,0° |124.8 + 4.7° 20.6 + 6.2° 35.8 + 8.4°
2.grup(n=5)| 0 |51.0 + 62° |128.6 + 9.7° 204 + 6.7° 264 + 7.3°
5 1498 + 4.1° [131.6 + 6.1 134 + 1.6° 394 + 3.6°
3.grup(n=5)| 0 |564 + 47° [125.6 +£20.0° 256 £ 47 |24.8 £ 2.0°
5 12312 + 61.9° [130.4 +11.7°  |1402 + 41.6° |542 + 6.0°
4grupn=5)| 0 [62.2 =+ 153* [129.0 +12.6° [302 =+ 13.2* |31.8 + 12.4°
5 |516.4 £171.8° [128.4 +11.9° |486.0 + 168.8° [33.0 = 10.2°

" Farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki farkhiliklar anlamli (p < 0.05), aym harf tasiyan

ortalamalar arasindaki farkliliklar anlamsizdir.
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Sekil-11: Plazmadaki MDA miktarina ekivelent TMP konsantrasyonuna kars1
absorbans grafigi ( TMP standardi).
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Sekil-12: Kontrol grubu plazmadaki total kolesterol miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore

kiyaslanmasi
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Sekil-13: Bitki grubu plazmadaki total kolesterol miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore

kiyaslanmast
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Sekil-14: Kolesterol+Bitki grubu plazmada total kolesterol miktarinin 0. ve 5. haftaya gore

kiyaslanmasi
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Sekil-15: Kolesterol grubu plazma total miktarlarinin 0. ve 5.haftalara gore kiyaslanmasi
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Sekil-16: Kontrol grubu plazma trigliserid miktarlarinin 0. ve 5. haftalara gore

kiyaslanmasi
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Sekil-17: Bitki grubu plazma trigliserid miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore kiyaslanmasi
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Sekil-18: Kolesterol+ bitki grubu plazma trigliserid miktarlarin 0. ve 5. haftalara

gore kiyaslanmasi
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Sekil-19: Kolesterol grubu plazma trigliserid miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore

kiyaslanmasi
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Sekil-20: Kontrol grubu plazma LDL miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore

kiyaslanmasi
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Sekil-21: Bitki grubu plazma LDL miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore kiyaslanmasi
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Sekil-22: Kolesterol+bitki grubu plazma LDL miktarlarinin 0. ve 5. haftaya gore

kiyaslanmasi
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Sekil-23: Kolesterol grubu plazma LDL miktarlariin 0. ve 5.haftaya gére kiyaslanmasi
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Sekil-24: Kontrol grubu plazma HDL miktarlarinin 0. ve 5.haftaya gore kiyaslanmasi
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Sekil-25: Bitki grubu plazma HDL miktarlarinin haftalara gore kiyaslanmasi
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Sekil-26: Kolesterol+bitki grubu plazma HDL miktarlarinin 0.ve 5.haftaya gore

kiyaslanmast
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Sekil-27: Kolesterol grubu plazma HDL miktarlarinin 0.ve 5. haftaya gore

kiyaslanmast
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Sekil-28: Tavsanlarin ayrildiklar1 gruplara gore 5. hafta sonunda plazma MDA

miktarlarinin kiyaslanmasi
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Sekil-29: Tavsanlarin ayrildiklar1 gruplara gore 0. ve 5. haftada plazma total

kolesterol miktarlarinin kiyaslanmasi
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Sekil-30: Tavsanlarin ayrildiklar1 gruplara gore 0. ve 5. haftada plazma trigliserid

miktarlarinin kiyaslanmasi
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Sekil-31: Tavsanlarin ayrildiklar: gruplara gore 0. ve 5. haftada plazma LDL

miktarlariin kiyaslanmasi
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Sekil-32: Tavsanlarin ayrildiklar1 gruplara gore 0. ve 5. haftada plazma HDL

miktarlarinin kiyaslanmasi
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Sekil-33: Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Boliimiinde otoanalizér ile  yapilan

Ol¢ciim sonuglart



Resim-1: Kontrol grubuna ait karacigerin goriiniimii.

Sinuzoid (S), Vena Sentrali (VS) l :Hepatosit

(Boyama:Hematoksilen-Eozin, Biiyiitme x20)



Resim-2: Kontrol grubuna ait karaciger gériiniimii.

Vena Sentralis (VS)

(Boyama:Hematoksilen Vangiessson, Biiyiitmex10).



Resim-3: Kolesterol grubuna ait karaciger gériiniimii

Vena Sentralis(VS), sinuzoid(S), Yaglanma (Y), l: hepatoksitlerde hidropik

dejenerasyon

(Boyama:Hematoksilen Eozin, Biiyiitmex20)
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Resim-5: Kolesterol+Bitki grubuna ait karaciger goriintimii

l:hepatoksitlerde hidropik .

b

Vena Sentralis(VS), sinuzoid(S), Yaglanma (Y)

dejenerasyon

Biiyiitmex20)

2

(Boyama:Hematoksilen Eozin



Resim-6: Kolesterol+Bitki grubuna ait karaciger goriiniimii.

(Boyama:Hematoksilen Vangiessson, Biiyilitmex10)



Resim-7: Kontrol grubuna ait aortun longitudinal kesiti

Diizensiz liimen yaplsl(L)iz Endotel hiicreler, Media katmani(M)
( Boyama: Hematoksilen Eozin, Biiylitmex20)



Resim-8: Kolesterol grubuna ait aortun longitudinal kesiti
Diizenli liimen yap1s1(L),l :Endotel, Subendotel (Se), kikirdak(K), kemik(Ke)
(Boyama: Hematoksilen Eozin, Biiyiitmex40)



Resim-9: Kolesterol+Bitki grubuna ait aortun longitudinal kesiti
Diizenli liimen yapisi(L) l : Endotel, Subendotel (Se), kikirdak(K), kemik(Ke)

Cikint1 (C)
(Boyama: Hematoksilen Eozin, Biiyiitmex40)
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