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OZET

Anuk, OO. Etil Alkol ile Oksidatif Stres Olusturulan Sicanlarda Cmnar (Platanus orientalis L.)
Yaprak infiizyonunun Doku Koruyucu Rolii ve Fitokimyasal Iceriginin Arastirllmasi.. Van
Yiiziincii Yil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri
Anabilim Dali, Biyokimya Bilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2018. Cinar (Platanus orientalis L.)
bitkisi kaempferol glikozit tiirevleri bakimindan zengin olup, yilan ve akrep zehirlenmelerine, ses
kisikligi, dis ve diz agrilari, yaralar, inflamasyon ve mide rahatsizliklarina karsi halk hekimliginde
kullanilmasina ragmen karaciger ve bobrek gibi organlar iizerindeki etkileri bilinmemektedir. Bu
calismada etil alkol ile oksidatif stres olusturulan sicanlarda Cinar yapraklarindan elde edilen inflizyonun
doku koruyucu rolii ve fitokimyasal igerigi arastirildi. Toksisite testinden sonra, etil alkol ile oksidatif
stres olusturulan siganlarda biyokimyasal degisiklikleri, lipit peroksidasyonunu ve antioksidan enzim
seviyelerini test etmek i¢in 20 mg/mL ve 60 mg/mL dozunda Platanus orientalis (PO) inflizyonu verildi.
Ayrica, karaciger koruyucu 6zelligi bilinen silymarin pozitif kontrol olarak kullanildi. Otuz adet Wistar
cinsi erkek sigan; Normal, %20 Etil alkol, %20 Etil alkol+Silymarin (10 mg/kg), %20 Etil alkol+PO-20
mg/mL inflizyon ve %20 Etil alkol+ PO-60 mg/mL infiizyon olmak iizere bes gruba ayrildi. Elde edilen
in vitro sonuglarina gére GC-MS analizinde ekstrede benzaldehit, palmitik asit, 2,4-Ditert-butylphenol,
stearik asit, oktadekanoik asit, linoleik asit ve linolenik asitler belirlenirken; HPLC profilinde ise baskin
bilesigin kaempferol ve kaempferol tiirevleri olduklar1 belirlenmistir. Etil alkol grubunda serum AST,
ALT, LDH, GGT, iirik asit ve iire; karaciger ve eritrosit dokularinda ise GST ve MDA diizeyleri Kontrol
grubuna gore onemli artis gozlenmistir. Etil alkol+PO-60 mg/mL grubunda serum AST, LDH, GGT, iirik
asit, LDL_C ve MDA (tim dokularda) degerlerinde ise Etil alkol grubuna gore 6nemli diisiis
belirlenmistir. Ayrica, Etil alkol grubu bobrek dokusunda SOD, GPx ve CAT aktiviteleri Kontrol grubuna
gore onemli diisiis gosterirken tiim tedavi gruplarindaki GPx aktivitesi ise Etil alkol grubuna gére 6nemli
artig gosterdi. Bulgular, Cinar yapraklarinin belirlenen infiizyon dozlarimn tiiketimi etil alkol ile oksidatif
stres olusturulan sicanlarda karaciger ve bobrek hasarina kargt koruyucu rolii olabilecegini
gostermeketdir.

Anahtar Kelimeler: Cimar (Platanus orientalis L.), Silymarin, Antioksidan Enzimler ve Oksidatif Stres,
Biyoaktif Bilesikler, Rat.



ABSTRACT

Anuk OO, Investigation of Tissue Protective Role and Phytochemical Composition of Chinar
(Platanus orientalis L.) Leaf Infusion Against Ethanol-Induced Oxidative Stress In Rats, University
of Van Yuzuncu Yil, Institute of Health Science, Faculty of Pharmacy, Departments of Basic
Pharmaceutical Sciences, Biochemistry Science, Master Thesis, Van, 2018. Chinar (Platanus
orientalis L.) plant is rich in kaempferol glycoside derivatives and is used in folk medicine against snake
and scorpion poisoning, hoarseness, tooth and knee pain, wounds, inflammation and stomach discomfort
however the effects of chinar leaves on liver and kidney organs are unknown. The aim of this study was
to investigate the tissue protective role and phytochemical content of infusion obtained from dried chinar
leaves against ethanol-induced oxidative stress in rats. After toxicity test, the infusion of Platanus
orientalis (PO) were given at a dose of 20 mg/mL and 60 mg/mL for testing the biochemical changes,
lipid peroxidation and antioxidant enzyme levels by ethanol induced oxidative stress in rats. In addition,
silymarin known as liver-protective was used as positive control. Thirty male Wistar rats were divided
into five groups which consist of Normal, Ethanol 20%, Ethanol 20%+Silymarin (10 mg/kg), Ethanol
20%+ PO-20 mg/mL infusion and Ethanol 20%+ PO-60 mg/mL infusion. According to the obtained in
vitro results, benzaldehyde, palmitic acid, 2,4-Ditert-butylphenol, stearic acid, octadecanoic acid, linoleic
acid and linolenic acid were determined in the GC-MS analysis in the extract. Additionally, the
kaempferol and kaempferol derivatives were determined as dominant compound in the HPLC profile. In
the Ethanol group, AST, ALT, LDH, GGT, uric acid and urea in serum and GST and MDA in liver and
erythrocyte tissues showed a significant increase in levels compared to the Control group. AST, LDH,
GGT, uric acid and LDL_C levels in serum and MDA (all tissues) significantly decreased in Ethanol+PO-
60 mg / mL group according to Ethanol group. In addition, SOD, GPx and CAT activities in the kidney
tissue of Ethanol group showed a significant decrease compared to the Control group and the GPx activity
in all treatment groups increased significantly compared to the Ethanol group. These findings suggest that
the administration of the determined infusion doses of the chinar leaves might have protective roles
against liver and kidney damage induced oxidative stress by Ethanol in rats.

Key Words: Chinar (Platanus orientalis L.), Silymarin, Antioxidant Enzymes and Oxidative Stress,
Bioactive Compounds, Rat.

VI


https://www.researchgate.net/publication/51471300_Hepatoprotective_and_antioxidant_activities_of_grapeseeds_against_ethanol-induced_oxidative_stress_in_rats?_iepl%5BviewId%5D=RisdFTplyTX01nJJgSJ6gn3r&_iepl%5BprofilePublicationItemVariant%5D=default&_iepl%5Bcontexts%5D%5B0%5D=prfpi&_iepl%5BtargetEntityId%5D=PB%3A51471300&_iepl%5BinteractionType%5D=publicationTitle

ICINDEKILER

KABUL VE ONALY ..ottt sttt sttt abe st e enesne e I
ETIK BEY AN . ..ootititititctctetetete ettt ettt ettt sttt esetetesstetesetatetetetesssesesesasasnns Il
TESEKKUR....cocoiiitiicieieeeeeecte ettt ettt s sttt es ettt s s st as st s \Y;
OZET oo \Y
A B ST RA CT .t e e e naa e nas VI
ICINDEKILER ......ocuitiiieeitctee et ettt es st en st an e, Vil
SIMGELER VE KISALTMALAR .....oviiiiececeeese s IX
SEKILLER LISTESI ..ottt ss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s Xl
TABLOLAR LISTES....couiiiiiiiiiieieiiesssiei e X
1 GIRIS oot ettt s et e st et ne et en s en e enen 1
2. GENEL BILGILER .....coviiiiiiiiicicissississiecis st sesssensnes 3
2.1, OKSIUALIT SIS ...c.veiiiiiieiiieie ettt e e teeneesreeeeaneenneas 3
2.2. Serbest RAAIKAIIET ...........ooiiiieiee e 4
2.2.1. Hidrojen perokSit (H202) .....ccouiieieiiiiiiisi s 4
2.2.2. Hidroksil radikali (OH).......ccuoiiiiieiiiesiieeeee e 5
2.2.3. Stiperoksit radikali (02 ) ..o.ccoeeeerveereererssssessissesisssssessessesssssessesseneesessssneanes 5
2.2.4. SINGIEt OKSIJEN (MO2) ..ottt 5

2.3, ELil AIKOI (CoH5OH) . 6
2.4, ANTIOKSTAANIAT .......iiiieieiieeee et 7
2.4.1 Rediikte glutatyon (GSH).......cccooiiiiiiiiic e 7
2.4.2. Glutatyon peroKSidaz (GPX) .......ccceoeriririiiiiiieeeeesese et 8
2.4.3. Stiperoksit dismutaz (SOD)......cccviiiiiriiiieii e 9
2.4.4, KAtAlaz (CAT) oot bbb 10
2.4.5. Glutatyon S-transferazlar (GST)......cccooeiiiiieii e 10
2.4.6. Glutatyon rediiktaz (GR) .......coeiiiiiiiiiiie e 11

2.5, SHYMAIIN c..ooiie ettt e be e steeresre e re s 11
2.6. TIDDE BItKILET ...vcviiiieiice et 12
2.7. Cinar (Platanus) Agact ve Tibbi OzelliKIeri............coeevevriirivireriiieiereieeeieeeeias 13
2.8. Cinar (Platanus) Agaci ile Ilgili Yapilan Calismalar ...........cccccovvvevevereirieccnnnns 14
2.9. Aragtirmanin ATNACT .......uveeiiirireeiiitie e et e st e st e e st rr e e s s e e e s s e e e s arreeeeaa 19
3. GEREC VE YONTEM ......coooiitititieitet sttt sttt 20
I B € <) (< PP PTPUPPRP 20

Vil



3.1.1. BitKiSel Materyal..........cccoviieiieiiiie st 20

3.1.2. Deney hayvant (S1aM) ......covuiiiiiiiiiiieiiiiie e 20

3.1.3 Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler ...........c.cccooieiiiiiiniiniicice, 20
3.1.4. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler.............ccccovviiiiininiinicniienn, 21

R I 0] 117<) 1 o DO TP PP RO PPR TP 21
3.2.1. Inflizyon hazirli1 c....c.cvvecveiieeieicccce e, 21
3.2.2. Toksisite testi ve dozlarin belirlenmesi...........ccocveiiiiiiiiiiiesecee 21
3.2.3. Deneysel muamele ve gruplarin olusturulmasi .........ccceevevveieerieseeseennene 21
3.2.4. Kan ve doku 6rneklerinin alinmast .........ccoccvereeeiieniiniieneeese e 22
3.2.5. Eritrosit paketinin hazirlanmasi...........cocccveiiiiiiiiiiiiieie e 22
3.2.6. DOKU hOMOJENIZASYONU .....oviiiiieiieieieie st 23
3.2.7. [0 Vivo ANAIZIET .......ooeviieiieiiie st 23
3.2.7.1. Serum biyokimyasal parametreler ...........c.ccooeieiiienineee, 23
3.2.7.2. Malondialdehit (MDA) taYiNT ......cccoiiiiiiiiiieieeee e 23
3.2.7.3. indirgenmis glutatyon (GSH) tayini ..........ccceervererirereriirereriseessesennnns 24
3.2.7.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim tayini .........cccccerveeereeiieesieeieeseeennes 25
3.2.7.4. Glutatyon peroksidaz (GPX) enzim tayini .........cccccevvevivevesieeseeie e 27
3.2.7.5.Katalaz (CAT) enzim tayiNi........ccocoeiieriieiieiiieieee e se e se e see e 28
3.2.7.6. Glutatyon S-transferaz (GST) enzim tayini ........ccccceeerereieneninieeee, 29

3.2.8. [n vitro @NANZIET ........cvoevevreiiieicisie s 30
3.2.8.1. Ugucu bilesiklerin analizi ..........cccooovveiiiiiiiiiiiieeeee e 30
3.2.8.2. HPLC @NAHZI....cveiiiiiiieiiieee e 31

3.2.9. Istatistiksel ANAZIET ..........ccevevveieceeieieieeceeie e, 32

4. BULGULAR ...ttt ettt sttt st e b nne s 33
5. TARTISMA VE SONUC .....ooiiiiiieiieiieesiee ettt 43
KAYNAKLAR .ot b et bt ettt nbe et e 48
(0746 ) 10)1Y 1 15T 58
e S T SRS 59
EK 1. EtiK KUIUI REBPOIU. ..ot 59
EK 2. Tez Orijinallik RAPOIU ......cc.oiiiiiiiiiieieese s 60

VIl



ACT
ADH
AKH
ALDH
ALP
ALT
AST
BHT
C25H22010
C,HsOH
CoHe
CAT
CCl,
CDNB

cm

Cu,Zn-SOD

CYP2E1
DNA
DTNB
DTNB
E.C.
EDTA
ETS

Fe
Fe-SOD
g
GC-MS
GGT
Glu
GPx

SIMGELER VE KISALTMALAR

. Astim Kontrol Testi

: Alkol Dehidrogenaz

. Alkolik Karaciger Hastalig1

: Aldehit Dehidrogenaz

. Alkalen Fosfataz

: Alanin Aminotransferaz

: Aspartat Aminotransferaz

. Biitillenmis Hidroksi Toliien
: Silymarin

. Etil Alkol

: Etan

: Katalaz

. Karbon Tetrakloriir

: 1-Kloro-2,4-Dinitrobenzen
: Santimetre

: Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz izoenzimi
. Sitokrom P450 2el

. Deoksiriboniikleik Asit

: 5-5’-Ditiobis 2- Nitro Benzoik Asit

: Ellman’s Ayiraci

: Enzim Kodu

: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

. Elektron Tasima Sistemi

: Demir

. Demir Siiperoksit Dismutaz izoenzimi
: Gram

: Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometre
: Gama Glutamil Transferaz

: Glukoz

: Glutatyon Peroksidaz


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C25H22O10&sort=mw&sort_dir=asc

GR
GSH
GSSG
GST
H,0;
Hb

HCI
HDL_C
HPLC
HPO;

kDa
kg

LDH
LDL_C
LOOH

MDA

mg

mL

mmol
mM
Mn-SOD
N
Na,COs
Na;HPO,
Na,SO,
NazCsHs0;
NaCl
NADPH
NaH,PO,

: Glutatyon Rediiktaz

. Rediikte Glutatyon

: Okside Glutatyon

. Glutatyon S-Transferazlar

: Hidrojen Peroksit

: Hemoglobin

: Hidroklorik Asit

: Yiksek Yogunluklu Lipoprotein

: Yiiksek Yogunluklu S1vi Kromatografisi
: Metafosforik Asit

: Immunoglobulin

: Kilo Dalton

: Kilogram

. Litre

. Laktat Dehidrogenaz

. Diistik Yogunluklu Lipoprotein

. Lipid Hidroperoksitleri

: Molar

: 1.1.3.3-Tetra Etoksi Propan

: Miligram

: Mililitre

: Milimol

: Milimolar

. Manganez Siiperoksit Dismutaz zoenzimi
: Normal

: Disodyum Karbonat

: Disodyum Hidrojen Fosfat
: Sodyum Siilfat

: Sodyum Sitrat

: Sodyum Kloriir

. Beta Nikotinamid Adenindiniikleotit Fosfat
: Sodyum Dihidrojen Fosfat



nm
nmol
NaOH
NF-xB
NMR
NO
‘OH
0oy

0O
oD
PO
PSH
PS-SR
QR2
RNS
ROS
Rpm
SA
SH

sn
SOD
SSA
TBA
TCA
TFA
Tris
WHO

pm

°C

- Nanometre

: Nanomol

: Sodyum Hidroksit

. Niikleer Faktor Kappa B

. Niikleer Manyetik Rezonans
: Nitrik Oksit

: Hidroksil Radikali

. Siiperoksit Anyonu

. Singlet Oksijen

: Oksijen

: Optik Dansite

. Platanus orientalis

. Bir Proteinin indirgenmis Karma Disiilfidi
: Bir Proteinin Oksitlenmis Karma Distilfidi
. Kuinon Rediiktaz 2

. Reaktif Nitrojen Tiirleri

. Reaktif Oksijen Tiirleri

. Dakika Bagina Doniis

: Spesifik Enzim Aktivitesi

: Siilfidril

: Saniye

. Siiperoksit Dismutaz

. Siilfosalisilik Asit

. Ttiyobarbitiirik Asit

. Triklor Asetik Asit

. Trifloroasetik Asit

: Hidroksi Metil Amino Metan
. Diinya Saglik Orgiitii

: Mikrometre

: Mikrolitre

. Santigrad Derece

Xl



Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

Sekil 7.

SEKILLER LISTESI
Etil alkol metabolizmast............ooviiiiiiiiiii
Silybum marianum L. (a) ve silymarinin molekiiler yapisi (D).........

Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda silymarin ve

P.orientalis’in karaciger dokusu MDA ve GSH seviyeleri.............

Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda silymarin ve
P.orientalis’in bobrek dokusu MDA ve GSH seviyeleri................

Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda silymarin ve

P.orientalis’in eritrosit dokusu MDA ve GSH seviyeleri...............
P.orientalis bitki yapragi GC-MS sonuglart............................es

P.orientalis yaprag ekstresinin HPLC profili............................

Xl



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

TABLOLAR LISTESI

Kiivete SOD ayiraglarin pipetlenmesi...........cceeeveeeiienieeiieenieenieeneeennen. 26
GPx ayiraglarin kiivete pipetlenmesi..........coovvviiiieieicicieeeee, 28
CAT fosfat tamponun hazirlanist (pH:7.5) .....cooiiiiiiii, 28
CAT tampon ve 0rneklerin kiivete pipetlenmesi........................... 29
Karisimlarin kiivete alinmasi ile GST 6l¢limiin yapilmasi............... 30
HPLC analizlerinde kullanilan olan sistemler............................. 31
HPLC analizlerinde kullanilan gradient programi......................... 31

Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan si¢anlarda silymarin ve
P.orientalis’in canli hayvan agirliklar: ve siv1 tikketimine etkisi......... 34

Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda silymarin ve
P.orientalis’in biyokimyasal parametrelere etkisi......................... 35

Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda silymarin ve
P.orientalis’in ¢esitli dokulardaki antioksidan enzimlere etkisi......... 40

P.orientalis bitki yapragit GC-MS sonuglart.................cocoeoenenn. 41

X1



1. GIRIS

Oksidatif ~ stres; endojen ve eksojen kaynakli serbest radikallerin
olugmasi/olusturulmast sonucu meydana gelebilen, yaslanma siire¢lerinde 6nemli rol
oynayan, kronik hastalik riskini artiran ve Oliimciil sonuglar1 olan karmasik olaylar
dizisidir (Dogan ve ark., 2018). Son yillarda oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin
onlenmesinde, Ozellikle serbest radikallerin ve antioksidanlarin roliine iliskin kayda
deger gelismeler olmaktadir (Nwozo ve ark., 2012). Bilim insanlarinin ve geleneksel
terapistlerin, tibbi bitkilerin kullaniminin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla tibbi
bitkilerin farmakolojik 6zelliklerinin aydinlatilmasi ve muhtemel aktif bilesenlerin
cikarilmasi i¢in ¢abalar1 giderek artmaktadir (Ntchapda ve ark., 2014). Yapilan pek ¢ok
calismada antrakinonlar, flavonoidler, aromatik asitler ve tanenler gibi dogal
antioksidanlar polifenoliklere sahip olan sifali bitkilerin reaktif oksijen tiirleri (ROS)
stiptiriicii ve lipit peroksidasyonunu Onleyici etkileri oldugu gosterilmistir (Hong ve

ark., 1994; Dogan ve ark., 2015; Nath ve Yadav, 2015).

Deney hayvanlarinda oksidatif stres olusturulma modellerinde, karbon
tetrakloriir (CCly) (Suzek ve ark., 2016; Dogan ve ark., 2018), siklofosfamid (Ali ve
ark., 2013) ve etil alkol (Dogan ve Celik, 2012; Bati ve ark., 2015) gibi pek ¢ok
kimyasal kullanilmaktadir. Daha once etanol ile olusturulan karaciger hasarinin, lipit
peroksidasyonunu, protein karbonil olusumunu, 1-hidroksil etil radikalinin olusumunu,
lipid radikallerinin olusumunu artirdig1 ve karaciger antioksidan savunma sistemlerinde
etkili enzim diizeylerinde ise azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Nwozo ve ark.,

2012; Yaylac1 ve ark., 2014).

Bugiine kadar tespit edilen 350.000 bitki tiirii arasinda, yaklasik 35.000 bitki
tiirii tibbi amagli kullanildig1 ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tahminine gore bitkisel
ilaclar; ozellikle gelismekte olan iilkelerin kirsal bolgeleri olmak iizere diinya
niifusunun yaklasik % 80’1 tedavi amagh kullanilmaktadirlar (Kong ve ark., 2003; Tania
ve ark., 2016). Tirkiye sahip oldugu arazi yapisi ve farkli bitki ortiilerinin ayn1 anda
goriilmesi sebebiyle bitki tiirii bakimindan zengin bir tilkedir. Tiirkiye’de simdiye kadar
yaklagik 10.500 bitki tiirli tanimlanmis ve bu bitkilerin yaklasik % 30’nun ise endemik
oldugu bildirilmistir (Dogan, 2015).



Cmar (Platanus orientalis L.) (Platanaceae) ¢ok yillik odunsu bir agagtir. Bitki
ana kimyasal bilesenleri olarak; proantosiyanidin glikozitlere, flavonol glikozitlere,
fenoliklere, karbonhidrat bilesenlerine, yag asitlerine, fitol tiirevlerine ve flavonoidlere
sahip oldugu bilinmektedir (Tantry ve ark., 2012). Bu maddelerin antioksidan etkili

olduklar1 bilinmektedir.

Bu ¢alismada, etil alkol ile oksidatif stres olusturulan si¢anlarda Cinar yaprak
infiizyonun kan, karaciger ve bobrek dokular1 {izerindeki olas1 koruyucu veya toksik
etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilere sebep olan etken maddelerin tespitinin yapilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi veya azaltilmis antioksidan
durumu oksidatif stres olarak adlandirilir (Joshi ve ark., 2013). Oksidatif strese sebep
oldugu diisiiniilen reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve ROS yapilarinda eslenmemis
elektron ihtiva eden ve son derece kararsiz olan atom veya molekiillerdir. RNS/ROS
hem zararli hem de yararl etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Valko ve ark., 2006).
Canli organizmalar, hayatlarini siirdiirebilmeleri igin oksijen (O;) ve ROS kullanarak
adapte olmus, ¢ogalmis ve yeni yasam formlarinin olusmasina katkida bulunmustur
(Halliwell ve Gutteridge, 2015; Gutteridge ve Halliwell, 2018). Oksijene adaptasyon ve
indirgenme ara maddeleri, ROS’un ana gorevlerini yerine getirmesine izin vermek igin
0zenle diizenlenmis bu sistem gerekli antioksidan savunmalarin es zamanl tiretilmesine
zemin hazirladigl tahmin edilmektedir. Oksidatif stresin belli diizeyde olmasi karmagik
yasam formlar1 i¢in 6nemli gorevlerinin yaninda, yiliksek diizeyi biyomolekiillere zarar
verme potansiyeli vardir ve buna “oksidatif hasar veya oksidatif stres” denir (Dogan ve
ark., 2017). Insan hastaliklarinda oksidatif hasar ve ROS’un roliinii dikkate alarak
“oksidatif stres” terimi: basitgce ROS ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
bir dengesizlik, sinyalleme ve kontrol ve/veya molekiiler hasar olarak kullanilir
(Gutteridge ve Halliwell, 2018; Sies, 2018). ROS, yiiksek konsantrasyonlarda
proteinlere, niikleik asitlere ve hiicre membran lipitlerine 6nemli derecede hasar verme
potansiyeline sahiptir (Poli ve ark., 2004). ROS’un zararli etkileri antioksidan enzimlere
ek olarak enzimatik olmayan antioksidanlar etkisiyle dengelenir (Valko ve ark., 2006).
Serbest radikallerin kararsiz olmalari, rol oynadiklari tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli
hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynarlar (Dogan ve Celik, 2012). Oksidatif stres
ozellikle kanser ve norodejeneratif Parkinson ve Alzheimer hastaliklart gibi
hastaliklarin gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunur (Halliwell, 2007; Seet ve ark.,
2010; Di Domenico ve ark., 2017). Oksidatif strese sebep olan pek ¢ok faktor vardir
ancak; literatiirde oksidatif stres genel olarak serbest radikallerle iliskilendirilmistir. Bu
radikaller genel olarak ROS ve RNS kaynaklaridir.



2.2. Serbest Radikaller

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), singlet oksijen (*0,), siiperoksit anyonu ('Oy),
hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit (H20,) ve digerleri hiicre metabolizmasina
bagli normal oksidatif siire¢ sirasinda iretilirler (Giorgio ve ark., 2007). Serbest
radikaller eksojen (radyasyon, sigara dumani, stres, ilaglar, pestisitler ve diger
ksenobiyotikler, ¢evre kirliligi vb.) ve endojen (mitokondriyal elektron tasima sistemi,
oksijenaz enzimler (ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, lipooksijenaz), fagositik
hiicreler (nétrofiller, makrofajlar), otooksidasyon reaksiyonlari (Fe™?, epinefrin)
kaynakli olusabildigi gibi biyolojik sistemlerde normal metabolik siirecin isleyisi

sirasinda da olusabilirler.

2.2.1. Hidrojen peroksit (H,0,)

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikal kaynagini O, olusturur.
Onemli serbest radikal kaynaklarindan birisi hidrojen peroksittir (H,0). H,0,
yapisinda paylasilmamis elektron bulundurmadig: icin radikal 6zelligi olmayan fakat;
Cu ve Fe gibi metal iyonlarinin varliginda en reaktif ve en zararl radikal olan hidroksil
(OH) radikalinin 6nciilii olarak rol oynadigindan reaktif oksijen tiirleri igerisine dahil
edilir (Dogan, 2015). Hidrojen peroksitten hidroksil radikali olusumu Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonlartyla olur. Hidrojen peroksit, siiperoksit radikallerinin enzimatik ve

enzimatik olmayan dismutasyonu sonucu iki farkl yol ile olusabilir.
0, + O, +2H" —H,0,+0, (Enzimatik)
0, + 2 +2H" — H,0, (Enzimatik olmayan)

H20,, in vitro modellerde oksidatif stres olusturmak igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bai ve ark., 2018). Katalaz (CAT) enzimi H,O;’yi H,O ve O,
doniistiirerek zararli etkisini ortadan kaldirmaktadir. H,O, tarafindan iiretilen ROS’lar
protein yikimina, epitel hiicre hasarina, lipit zarlarmma ve goz lensine kolayca niifuz

ederek ciddi hasarlara neden olmaktadir (Liu ve ark., 2013; Li ve ark., 2013).



2.2.2. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali ("OH) yarilanma 6mri ¢ok kisa, oldukca reaktif ve zararli olan
radikallerin basinda gelir. Hidroksil radikali ¢esitli atmosfer ve yiizeysel su siire¢lerinde
onemli rol oynayan (Gonzalez ve ark., 2018) canli hiicre yapilarinda fosfolipidler,
karbohidratlar, proteinler, DNA gibi elektronca zengin bir¢ok molekiile zarar veren bir
radikal tlirtidiir. Hidroksil radikali hiicre zarlarindaki doymamis yag asitlerine saldirarak
lipid peroksidasyonuna, hiicre 6liimiine ve DNA fizerinde kirilmalara ve mutajenik

etkilere neden olur (Dogan, 2015).

2.2.3. Siiperoksit radikali (O, )

Serbest radikal olmasina ragmen yiiksek derecede reaktif olmayan, O
molekiiliine bir elektron ilavesiyle O, olusan serbest radikal tiirtidiir (Miller ve ark.,

1990).
O, + e — Oz'_

Stiperoksitin en biiyiik kaynag: elektron transport zinciridir. Stiperoksitin tiretimi
cogunlukla hiicrenin mitokondrisi i¢inde gerceklesir (Cadenas ve Sies, 1998).
Mitokondrinin Elektron Tasima Sisteminde (ETS) enerji doniisimii sirasinda az
miktarda elektron kagagi olmakta ve bu durum oksijenin O," serbest radikaline
dontisiimiine neden olur ve ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynar (Kovacic ve
ark., 2005). Siiperoksitin 6nemi, kendisinden bir sonraki basamakta bulunan H,0,

kaynag1 olmasindan kaynaklanir.

2.2.4. Singlet oksijen (*O,)

Singlet oksijen (*O,), ortaklasmamis elektronu bulunmadigindan radikal
olmayan bir reaktif oksijen molekiiliidiir, delta ve sigma olmak tizere iki sekli vardir. Bu
zit spinli eslesmemis elektronlar ayni yoriingede bulunuyorlarsa delta singlet oksijen,
farkli yoriingelerde bulunuyorlarsa sigma singlet oksijen formu olusur (Perl-Treves ve
Perl, 2002). Molekiiler oksijen yiiksek enerji ile uyarildiginda bu eslesmemis
elektronlardan biri ya kendi spininin tersi yoniinde hareket eder ya da bulundugu
orbitalden bagka bir orbitale gecis yaparak singlet oksijene neden olur. Singlet oksijende

eslesmemis elektronlarin spinleri birbirine zittir.



2.3. Etil Alkol (C,HsOH)

Etil alkol (Etanol) doymus bir hidrokarbon olan etanin (C;Hg) alt1 hidrojeninden
birinin yerine bir hidroksil grubunun (OH) ge¢mis hali olarak tanimlanir. Alkol, alkol
dehidrogenaz (ADH) ve aldehit dehidrogenaz (ALDH) enzimleri ile metabolize edilir.
ADH, alkolii ¢ok toksik ve kanserojen bir madde olan asetaldehide metabolize ederken
bir sonraki adimda asetaldehiti ALDH yardimiyla az aktif bir yan {iriin olarak
adlandirilan asetata metabolize edilmektedir (Edenberg, 2007). Asetat daha sonra
karaciger disindaki dokularda karbondioksit ve suya ayrilir (NIAAA, 1997). Alkol
viicutta ¢ogunlukla karaciger tarafindan metabolize edilmekle beraber; beyin, pankreas
ve midede de alkol metabolize edilmektedir. Bu dokulara ek olarak, alkol kiiciik
miktarlarda gastrointestinal sistemde asetaldehide metabolize edilir ve bu dokular
asetaldehidin zararli etkilerine maruz kalir (Seitz, 2007). Alkol tiiketimi {ist solunum
yolu, karaciger, kolon/rektum ve meme kanserleri dahil olmak iizere farkli kanserler
gelistirme riskine katkida bulunabilir (Bagnardi ve ark., 2001). Sitokrom p450 2E1
(CYP2E1) ve Kkatalaz enzimleri alkolii asetaldehide pargaladiklart igin alkol
metabolizmasinda 6nemli rollere sahipler. CYP2E1 enzimi ¢ok miktarda alkol
tiketiminden sonra aktiflesirken; katalaz ise viicutta alkoliin sadece az miktarini

metabolize edebilmektedir (Edenberg, 2007).

Alkol
dehidrogenaz

7N

Etanol Asetaldehit Asetat
H:C-CH,-OH H:;C-CH=0 Aldehit H,C-COOr

dehidrogenaz

P4502E1

Sekil 1. Etil alkol metabolizmasi

Alkoliin kiiciik bir miktar1 yag asit etil esterleri olarak adlandirilan bilesikler
olusturmak amaciyla yag asitleriyle etkileserek uzaklastirildigi ve bu bilesiklerin
karaciger ve pankreas hasarma katkida bulundugu bildirilmistir (Vonlaufen ve ark.,
2007). Alkol CYP2EL1 tarafindan metabolize edildiginde ROS olusumuna sebep olur.

ROS; proteinlere ve DNA’ya zarar verebilir veya karsinojenik bilesikler olusturmak igin



diger maddelerle etkilesime girebilir (Seitz, 2006). Alkolik karaciger hastaligi (AKH),
diinya ¢apinda kronik karaciger hastaliginin baslica nedeni olup fibrozise ve siroza yol
acmaktadir (Latief ve Ahmad, 2018). Yogun alkol tiikketimine bagli olarak insanlarin %
90’1indan fazlasinda karaciger yaglanmasi gelisir ancak; bunlarin sadece % 20’si agir
alkolik karaciger hastaligt (AKH) ve siroza donlisme potansiyeline sahiptir
(McCullough, 1998). Kiiresel mortalitenin yaklasik % 4’tinii olusturan AKH diinya
genelinde yiiksek morbidite ve mortaliteye sahiptir (Liu ve ark., 2014). Alkol ile
olusturulan oksidatif stres, etanoliin metabolizmasina baglidir (Zima, 2001). Yapilan
bazi deneysel caligmalar alkol tiiketiminin; lipid peroksitler ve serbest radikallerin
olusumuyla oksidatif stres artigina neden olabilecegini gostermistir (Yurt ve Celik,
2011; Dogan ve Celik, 2012; Bati ve ark., 2015). Ek olarak, bazi ksenobiyotiklerin
tiiketilmesi sonucu 'Oy, H,0, O, ve ‘OH gibi serbest radikal (kaynaklar1) artisiyla
beraber dokularda lipid peroksidasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Halliwell, 1996).

2.4. Antioksidanlar

Canli organizmalar, serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in hem
hiicre igerisinde hem de hiicrenin dis yapisinda etkili olan koruma mekanizmalarin
tiimiine antioksidan savunma sistemi denir. Hiicre veya dokular fonksiyonlarini normal
diizeylerde siirdiirebilmek icin agsirt iiretilen ROS ve RNS’lerin rediikte glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon s-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve vitaminler savunma

sistemlerince nétralize edilirler (Urso ve Clarkson, 2003; Dogan ve ark., 2018).

2.4.1 Rediikte glutatyon (GSH)

Hiicre ic¢inin en Onemli antioksidan molekiillerinden biri olan GSH, hemen
hemen tim canli hiicrelerde bulunan ve L-glutamat, L-sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan bir tripeptidtir. Diger bir ifade ile GSH, proteinlerle disiilfit
degis-tokusuna girerek tiyol gruplarinin indirgenmis halde tutulmasini saglayan bir

tripeptidtir (Gtirdol, 2016).

GSH + PS-SR <«—> PSH + GS-SR



PS-SR: Bir proteinin oksitlenmis karma disiilfidi, PSH: Bir proteinin
indirgenmis karma disiilfidini gostermektedir. GS-SR, bir flavoprotein olan NADPH-
bagimli glutatyon rediiktaz (GR) yardimiyla GSH’e ¢evrilir. Bu enzim igin okside
glutatyon (GSSG)’da substrattir.

GR
GSSG + NADPH +H" <«—  2GSH + NADP"

GSH, metHb reaksiyonunda olusan H,0, tarafindan da GPx’in kataliziyle
oksitlenebilmektedir.

GPx
2GSH + H,0, «—» GSSG + H,0

GSH aktif bolgesinde selenyum igeren bir enzim olan GPx enzimi
katalizorligiinde, H,O, ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etki
gosterir, hiicreleri ROS hasarlarindan korur ve HpO,’yi O, ve H,O donistiirerek
hiicrelerden uzaklastirir (Murray ve ark., 2000; Akbari ve ark., 2018).

GSH, hiicrelerde bulunan biiyiik bir peptid olup yaklasik olarak karacigerde 5
mmol/L ve eritrositte 2 mmol/L konsantrasyonlarinda bulunmaktadir. GSH sadece
antioksidan savunma sistemine katilmiyor ayni zamanda 6nemli bir siilfidril tampon
olup, rediikte durumda Hb ve enzimlerde SH-grubunun siirdiiriilmesini saglar (Baynes

ve Dominiczak, 2009).

2.4.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx (EC 1.11.1.9), 84 kDa molekiil agirliginda ve 4 selenyum atomu igeren
tetramerik yapida bir antioksidan enzimdir. GPx, H,O, ve lipid hidroperoksitleri
(LOOH) tizerine etkilidir. GPx aktivitesi selenyuma gereksinim duyan formunda hem
H,0, hem de LOOH’u metabolize ederken, selenyuma gereksinim duymayan formu ise

sadece LOOH lar1 metabolize etmektedir.

GSSG + NADPH +H*—CR__, NADP' + 2GSH

2GSH + ROOH >, ROH + GSSG +H,0



Alyuvarlardaki pentoz fosfat yolunda GR enzimi, GSSG’yi GSH’ye
doniistiirmesi i¢in gereken NADPH’1 saglar (Murray ve ark., 2000). GPx fagositik
hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GPx, solunum
patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gérmesini onleyen ve eritrositlerde olusan oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir
(Kiling, 1986). Yapilan pek ¢ok deneysel hayvan caligmasinda GPx aktivitesi toksik
gruplarda diiserken tedavi ve kontrol gruplarinda ise artma goriildiigli rapor edilmistir

(Dogan ve Celik, 2012; Dogan ve ark., 2017; Dogan ve ark., 2018).

2.4.3. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD (E.C. 1.15.1.1), antioksidan savunma sisteminin ilk basamagini olusturan
enzim olup, siiperoksit (O, ) radikalini H,0,ve O, doniisiimini katalizler. SOD

organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzimdir (Giirdél, 2016).
20,” +2H 2, H,0,+0,

SOD enzimi hemen hemen biitiin aerobik organizmalarda bulunan bir metal
enzimdir. Insanlarda SOD’un aktif merkezinde Cu,Zn-SOD ve Mn-SOD metal
kofaktore sahip iki izoenzimi bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD izoenzimi hiicre sitozoliinda
bulunurken, Mn-SOD izoenzim tipi ise hiicre mitokondrisinde bulunmaktadir. Bu
izoenzimler ayni tepkimeyi katalizlemelerine ragmen aralarinda yapisal hi¢bir benzerlik
bulunmamaktadir (Fridovich, 1995; Perl-Treves ve Perl, 2002). Fe-SOD izoenzimi ise
sadece prokaryotlarda ve bazi bitkilerin kloroplastlarinda bulunmaktadir. Oksijen
kullanim1 fazla olan dokulardaki SOD aktivitesi fazla, oksijen kullanimi az olan
dokulardaki SOD aktivitesi ise diisliktiir (Dogan, 2015). ROS’larin canlilarda
olusturdugu hasarin onlenmesinde SOD ve katalaz enzimleri birlikte is gdrmektedir
(Siileyman ve ark., 2018). SOD’un katalizledigi tepkime sonunda olusan H,O, oksijenin
toksik tiirlerinden biridir ve CAT enzimi tarafindan birikimi 6nlenmektedir (Mao,

1993).



2.4.4. Katalaz (CAT)

CAT (E.C. 1.11.1.6) enzimi 240 kDa civarinda molekiil agirligimna sahip olup,
aktif kisminda dort tane ferrihem grubu (Fe®** protoforfilin) bulunduran bir
hemoproteindir. CAT enzimi SOD’a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile hidrojen
peroksiti, H,O ve O;’ye pargalayarak biyolojik sistemleri H,O, nin zararlarina kars
korurlar (Aebi, 1984; Halliwell ve Gutteridge, 1999). CAT, tiim canli hiicre ¢esitlerin
peroksizomlarinda farkli miktarlarda bulunan bir enzimdir. CAT o6zellikle karaciger,
bobrek, eritrosit, kirmizi kemik iligi ve mukoz membranlarda yiiksek miktarlarda

bulunmaktadir (Scibior ve Czeczot, 2006).

CAT
2H202 > ZHZO +OZ

CAT, kataliz etkisini ya H,O, nin pargalanmasi (katalitik reaksiyon) seklinde

ya da alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon) seklinde gergeklestirir
(Mavelli ve Rotilio, 1984).

2.4.5. Glutatyon S-transferazlar (GST)

GST (EC 25.1.18); dimerik yapida, sitozolde bulunan ksenobiyotik ve
karsinojenlere karsi hiicresel savunmada yer alan, tasidigi bir elektrofilik merkez ve
indirgenmis GSH ile konjugasyon yoluyla c¢o6ziinebilir/ayristirilabilir bilesiklere
doniistiiren, intraseliiler bir enzim ailesidir (Mannervik ve ark., 1992; Hayes ve Pulford,
1995). Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda 6nemli rolleri olan GST enzim
ailesi, basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipit peroksitlerine

kars1 antioksidan aktivite gosterirler (Nelson ve Cox, 2000; Erat, 2002).

ROOH + 2GSH—C°T  ,GSSG + ROH +H,0

GST’ler GSH igerisinde bazi gruplarin yer degistirmesi, yeni gruplarin
eklenmesi ve ¢ikarilmasi gibi endojen ve eksojen bir¢ok bilesigin GSH ile baglanmasini
saglar (Hollingworth ve Dong, 2008). GST’nin bazi izoenzimleri GPx aktivitesi
gostererek LOOH’larin metabolizmasinda gorev almaktadir (Giirdél, 2016).
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2.4.6. Glutatyon rediiktaz (GR)

GR (E.C. 1.8.1.7) enzimi, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
indirgenmesi sirasinda GPx enzimi tarafindan yiikseltgenen glutatyonu (GSSG)
indirgenmis (GSH) hale geviren bir enzimdir. GR pentoz fosfat yolundan elde edilen
NADPH varliginda organizmada sinirli miktardaki GSH’1 tekrar kullanima hazir hale
getirmis olur (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

2.5. Silymarin

Silymarin (CasH2,010), Asteraceae familyasina ait (Silypbum marianum L.)

devedikeni bitkisi tohumlarindan elde edilen karaciger koruyucu bir maddedir.

Sekil 2. Silybum marianum L. (a) ve silymarinin molekiiler yapis1 (b)

Silymarin; basta silibin (% 60) olmak tizere, izosilibin, silikristin, silidianin ve
dehidrosilibin izomerlerinden olusmaktadir (Ding ve ark., 2001; Demartini ve Esposti,
2002). Silymarin karaciger koruyucu etkisi nedeniyle toksik kimyasallara, alkole bagli
yag infiltrasyonuna, safra kesesi hastaliklarina, toksin ve mantar zehirlenmelerine,
hepatit gibi cesitli karaciger hastaliklarinda ve yilan/bocek 1siriklarina karsit 2000 yildan
beri yaygin olarak kullanilmaktadir (Ding ve ark., 2001; Kocaman ve DO, 2015).
Silymarinin karaciger dokusunda giiclii detoksifikasyon ve glutatyon (GSH) azalmasina
kars1 koruyucu etkiye sahip olup lipid peroksidasyonunu engelleme potansiyeline
sahiptir. Silymarin, lipoksijenazi inhibe ederek karacigerde I6kotrien olusumunu
engelledigi, hepatositlerde protein sentezini arttirdigi, mast hiicre stabilizasyonunu
sagladigl, timor oOnciillerinin aktivitesini azalttigi, immun fonksiyonlar1 diizenledigi,

insan prostat karsinomunda steroid hormonlara bagli tiimérleri inhibe ederek
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antianjiojenik etki gosterdigi belirlenmistir (Miguez ve ark., 1994; Zi ve ark., 1999;
Kang ve ark., 2004). Silymarin; etil alkol, karbon tetrakloriir, asetominofen, radyasyon,
fenilhidrazin, soguk iskemisi, asir1 doz demir ve Amanita phalloides’in yol agtigi
karaciger kollajen birikimini ve karaciger hasarini azalttig1 belirtilmistir (Fuchs ve ark.,
1997; Abenavoli ve ark., 2010). Benzer sekilde Kocaman ve DO 2015 yilinda yaptiklari
calisgmada silymarinin; antinflamatuar, antiapoptotik, antikarsinojenik, antiviral,
antifibrotik ve antianjiojenik ozelliklere sahip, iyi tolere edilebildigi ve kullaniminin
giivenli oldugunu bildirmisler ve silymarinin farkli hastaliklarda da tedavi edici yonleri
acisindan arastirmalara acik oldugu, gelecek vaat ettigini rapor etmislerdir. Luper ise
1998°deki ¢aligmasinda; klinik arastirmalarda tedavi amagli kullanilan silymarinin anti-
oksidatif, anti-lipidperoksidativ, anti-fibrotik, anti-inflamatuar, bagisiklik sistem
giiclendirici ve karaciger koruyucu etkisi nedeniyle toksik hepatitis, karaciger
yaglanmasi, siroz, iskemik hasar, radyasyon toksisitesine ve viral hepatite karsi etkili
oldugunu bildirmistir. Bunlarin yani sira, silymarinin diyabet ve diyabetin sebep oldugu
komplikasyonlarin engellemesinde etkili olabilecegi belirtilmistir (Vessal ve ark., 2010;
Marrazzo ve ark., 2011; Garcia-Ramirez ve ark., 2018). Silymarin’in bu olumlu
etkilerin yaninda bazi literatiirlerde gastrointestinal bozukluklar ve allerjik deri

dokiintiileri seklinde yan etkileri oldugu belirtilmistir (Saller ve ark., 2001).

2.6. T1ibbi Bitkiler

Bitkiler, insanoglunun var oldugu biitiin donemlerde basta ila¢ olmak {izere
barmnak, giyim, gida, tat ve koku gibi ihtiyaglar1 karsilamistir (Gurib-Fakim, 2006).
Insanlik tarihi boyunca birgok hastaligin (diyabet, sarilik, nefes darlig1 vb.) tedavisinde
bitkiler denenmis ve hala bitkiler kullanilarak tedavi edilmeye ¢alisilmaktadir (Eloff,
1998). Antik ¢aglardan giiniimiize kadar neredeyse tiim kiiltiir ve uygarliklar; etkinligi,
ekonomikligi, bulunabilirligi, diisiik toksisitesi ve kabul edilebilirligi gibi nedenlerle
tibbi bitkileri kullanmislardir (Coolborn ve Bolatito, 2010). Tibbi bitkilerin kullanim
bilgileri, cesitli tibbi sistemlere dayanan yiizyillar boyunca birikimleri sonucu
olusturulmustur (Pei SJ, 2001). Diinya ¢apinda yaklasik 35.000-70.000 arasinda bitki
tiirii tibbi amagla kullanilmaktadir (Hasan ve ark. 2007). Geleneksel tip uygulamalar
Cin, Hindistan, Japonya, Pakistan, Sri Lanka ve Tayland’da yaygindir (Hamayun ve

ark., 2006). Gelismekte olan bazi iilkelerde, geleneksel tip saglik hizmetlerinin temel
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dayanagini olustururken; gelismis iilkeler son zamanlarda, bitkisel ilag ve tedavi igeren
geleneksel tibba yonelmislerdir (Hoareau ve DaSilva, 1999). Geleneksel tipta yaprak,
meyve, kok, govde, kok ve gévde kabugu, tohum, ¢icek ve lateks en ¢ok kullanilan bitki
kisimlaridir (Muthu ve ark. 2006). Geleneksel tipta kullanilan tibbi bitkiler, insan
viicudu tizerinde belirli bir fizyolojik etki iireten bazi organik bilesikler icerir ve bu
biyoaktif maddeler; tanen, alkaloid, karbonhidrat, terpenoid, steroid ve flavonoid gibi
bilesenlerden olusur (Mann, 1978; Edoga ve ark., 2005). Platanaceae, Asteraceae,
Fabaceae, Apiaceae, Lamiaceae gibi pek ¢ok tibbi bitki familyalar1 geleneksel tipta
kullanilmaktadir (Asadbeigi ve ark., 2014).

2.7. Cinar (Platanus) Agaci ve Tibbi Ozellikleri

Plantanaceae familyasi 9 tiirden meydana gelmektedir, bunlardan 2’si Asya ve
Avrupa’da geri kalan tiirler ise Kuzey Amerika’dan Giiney Meksika’ya kadar yayilmis
bolgede bulunmaktadir (Carpenter ve ark., 2015). Platanaceae familyasindan sifali bir
aga¢ olan Platanus orientalis Dogu Akdeniz’deki en biiylik ve en uzun Omiirlii
agaclarindan biridir. Dogu Ciar agaci olarak bilinen Platanus orientalis’e, eski
caglardan beri ilgi ve saygi duyulmustur (Hajhashemi ve ark., 2011; Rix ve Fay, 2017).
Ozellikle Tiirkiye’de bulunan Platanus orientalis L., neredeyse biitiin ormanlarda,
akarsu ve nehir diplerinde dogal olarak bulunur. Bunlar; 5 metreden fazla bir capa ve
25-35 metre uzunluga sahip, 2000 yil boyunca yasayabilen uzun Omiirlii agaglardir.
Govde ve dallar acgik gri veya yesilimsi gridir. Govde beyazimsi gri bir kabuk ile
kaphdir. Eski govde kabuklari kii¢iik plakalar halinde dokiiliir. Acik yesil renkli
yapraklar1 5-7 loblu, biiytlik disli ve tiiysiizdiirler. Yaprak sap1 olduk¢a uzundur ve boyu
3-8 c¢m arasinda degisir. Meyveler kiire seklinde, bilesik ve 2-6 tanesi uzun bir yaprak
sapinda bulunur (Davies, 1982; Gilman ve Watson, 1994; Mataraci, 2002; Ansin ve
Ozkan, 2006). Dogu Cmar agaciin odunlari; kutu, sepet, mobilya, kontrplak, kagit
tiretimi, komiir endiistrisinde kullanilmaktadir (Fao, 1986; Gilman ve Watson, 1994).
Bununla birlikte bitkinin yaprak (Tantry ve ark., 2012), tohum (Jankovi¢ ve Dodevski,
2018), meyve (Chatzigeorgiou ve ark., 2017) ve diger organlari tibbi agidan deger
tasimaktadir. Bitki ana kimyasal bilesenler olarak; proantosiyanidin glikozidleri
(Nishanbaev ve ark., 2004; Nishanbaev ve ark., 2005; Nishanbaev ve ark., 2010),
flavonol glikozitleri (EI-Alfy(a) ve ark., 2008), fenolik maddeler (Kaouadji, 1990;
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Mitrokotsa ve ark., 1993; EI-Alfy(b) ve ark., 2008), karbonhidrat bilesenlerini
(Khodzhaeva ve ark., 1995), yag asitlerini (Khidyrova ve ark., 1995), fitol tiirevlerini
(Abdullaev ve ark., 1994) ve flavonoidleri (Kaouadji, 1986; Kaouadji, 1989;) icerir
(Haider ve ark., 2012). Bitkiden elde edilen bu bilesikler farkli hastaliklarin tedavisinde
dogrudan veya dolayli olarak kullanilirlar (Mitrocotsa ve ark., 1999). Eski donemlerde
halk hekimliginde Platanus orientalis dis agrilarina ve dizlerdeki agr1i ve
iltihaplanmalara kars1 agr1 kesici olarak kullanilmistir (Ebn-e-Sina, 1988; Tonekaboni,
2007). Ayrica halk hekimliginde Cinar agacinin yapraklar1 yara iyilestirici ve
oftalmolojik bir ajan olarak kullanilirken; kokler hemostatik bir ajan ve yilan 1siriginda
antivenom olarak; kabuklar ditiretik ve diyarede kullanildig1 bilinmektedir (Tuzlaci ve
Erol, 1999; Nishanbaev ve ark., 2004; Lizzio, 2014). Yapilan baz1 arastirmalarda Dogu
Cmar agacinin antikanser (Tantry ve ark., 2012), anti-inflamatuar ve antinosiseptif
aktivileri ve ilserojenik risk degerlendirilmesi (Haider ve ark., 2012), ses kisiklig1 ve
asttimda etkileri (Asadbeigi ve ark., 2014) ve yaslanma karsiti olarak kullanilmasi
(Chatzigeorgiou ve ark., 2017) arastirilmistir. Bu etkilerin yaninda bitkinin agir
metallerle meydana gelen kent kirliligine kars1 verdigi tepkiler ve ¢evre kirliligini nasil

temizledigi de arastirillmistir (Pourkhabbaz ve ark., 2010; Khosropour ve ark., 2017).

2.8. Cinar (Platanus) Agaci Ile Tigili Yapilan Calismalar

Cinar agacina ait yapilan bazi ¢alismalar asagida 6zetlenmistir:

Tantry ve ark. (2012), Cinar (Platanus orientalis L.) yapraklarindan hazirlanan
etanolik ekstraktinin etilasetat ve n-biitanol fraksiyonlarindan elde edilen sekiz adet
acillenmis flavonol glikozit bilesigini 2D NMR teknikleri dahil olmak tizere NMR ile
karakterize etmisler. Sonug olarak izole edilen bilesikler; niikleer faktor kappa B (NF-
kB), nitrik oksit (NO), aromataz ve kuinon rediiktaz 2 (QR2) ile kanser Onleyici
aktiviteleri i¢in degerlendirilmis ve bunlardan bazilarinin az da olsa aktif oldugunu

belirtmisler.

Haider ve ark. (2012), Platanus orientalis Linn.’den hazirlanan etanolik ekstrakt
ve onun cesitli fraksiyonlar1 karragenan tarafindan olusturulmus arka penge 6demindeki
anti-inflamatuar aktiviteleri igin 100 mg/kg P.orientalis ve 200 mg/kg P.orientalis

dozlar1 verildikten sonra kloroform fraksiyonu 3 saat sonra standart ibuprofen (% 6.66)
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ile karsilastirilmis ve 200 mg/kg P.orientalis iyi bir inhibisyon (% 68.33) ortaya
koydugunu belirtmislerdir. 200 mg/kg P.orientalis dozu analjezik aktivitesi etanolik
ekstrakt ve tiim fraksiyonlar1 (6zellikle kloroform), standart ibuprofen ile
karsilastirildiginda onemli Ol¢lide analjezik aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Mide
tilseri ¢aligmalarini ise 600 mg/kg dozunda {ilserojenik risk degerlendirmesi incelenmek
tizere gerceklestirmislerdir ve Onemsiz derecede {ilserlesme meydana geldigini
belirtmislerdir. Etanolik ekstrakt ve fraksiyonlarmin histopatolojik sonuglariin tlsere
neden olmadigi aksine anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif aktiviteleri oldugu ortaya

konulmustur.

Dimas ve ark. (2000), Platanus orientalis L. tomurcuklarindan hazirlanan
metanolik ekstraktinda izole edilen platanoside ve tiliroside’in insan 16semik hiicre
dizilerinde in vitro sitotoksik aktivitelerini incelemislerdir. Platanoside, test edilen hiicre
dizisinin ¢oguna kars1 sitotoksik aktivite sergilerken; tiliroside, test edilen dokuz hiicre

dizisinin ikisine kars1 aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Butt ve ark. (2015), Kuzey Pakistan’da yilan ve akrep 1sirig1 tedavisinde
bitkilerin etnomedikal kullanimi {izerine yaptiklar1 ¢alismada; 40 aileye ait toplam 62
adet tibbi bitkinin yillan ve akrep 1sirigina karst kullanildigi belirtilmistir. Ayni
caligmada, Platanus orientalis L.’nin yilan ve akrep 1sirigina karsi kullanilan bitkilerden
biri oldugunu ve boélgenin tibbi bitkileri iizerinde yapilacak olan fitokimyasal ve
farmakolojik caligmalarda kullanilabilecek degerli geleneksel bilgileri korumak i¢in

etno-tibbi belgelerine odaklanma onerisinde bulunmustur.

Asadbeigi ve ark. (2014), Urmia’da 10 tibbi bitki ailesinden 20 sifali bitkinin
solunum rahatsizliklarini tedavi etmek i¢in kullanildig: bilgisine yer verildigi ¢calismada;
solunum hastaliklarin tedavisinde en ¢ok kullanilan bitki kisminin tohum (% 27)
yontemin ise kaynatma (% 54) oldugunu bildirmislerdir. Calismalarinda Platanus
orientalis L. kabuklarinin kaynatilarak ses kisikligi ve astimda kullanildigi bilgisine yer

vermislerdir.

Stoop ve ark. (1996), bitkilerde mannitol metabolizmasinin stresle basa ¢ikma
ozelliklerinden yola cikilarak; Platanus orientalis ve diger bitkilerde bulunan

mannitolun tuz ve ozmotik strese karsi uygun bir ¢oziicii oldugunun belirtildigi

15



calismada; patojen saldirilara karsi bitki tepkilerinde rol aldigini ve bu avantajlara
bagli olarak mannitol metabolizmasi, hem biyotik hem de abiyotik strese kars1 bitki

tepkilerinde rol alabilecegini ortaya koymuslardir.

Pazouki ve ark. (2009), Platanus orientalis polenlerinden kiitle spektrometresi
ile yeni bir alerjen olan siklofilini tanimladiklar1 ¢aligmada, Platanus aserifolia alerjisi
izerine yapilan kapsamli g¢alismalara ragmen, Platanus orientalis agaglarindan elde
edilen polen alerjenlerinin molekiiler karakterizasyonu hakkinda herhangi bir bilginin
bulunmadigi ve ¢alismada P. orientalis polen ekstresinin IgE reaktivitesinden kismen
sorumlu olan 18 kDa molekiiler agirligina sahip siklofilin ailesinin yeni tanimlanmig bir

liyesini tespit etmislerdir.

Bastos ve ark. (2007), betulinik ve betulonik asitlerin mantarlar tarafindan
biyotransformasyonunu arastirdiklar1 g¢alismada; birgok bitki tiirlinde bulunan bir
triterpenoid olan betulinik asit ve yakin iligkili olan betulonik asit, anti-kanser ve anti-
HIV gibi aktivitelere sahiptirler. Misir yapraklarindan Colletotrichum ile birlikte
Platanus orientalis kabugundan izole edilmis; Artanroturys, Chaetophoma ve
Dematium mantarlar1 tarafindan her iki bilesikte tek tek metabolize edilmistir. Sonug
olarak bu mantarlarin C-3, C-7, C-15, C-25 ve C-30 pozisyonlarinda lupan

substratlarinin yavas ve secici oksidasyonu i¢in faydali oldugunu ortaya koymuslardir.

Mirsadrace ve ark. (2018), rutin tedavilere direngli astim hastalarinda
Rosmarinus officinalis ve Platanus orientalis ekstrelerinin etkilerini arastirdiklari
calismada; {i¢ farklh gruptaki deneklere ekstreleri tek basina veya kombinasyon halinde
vermiglerdir. Astim Kontrol Test (ACT) degeri, R. Officinalis ile yapilan tedaviden
sonra 6nemli gelisme gosterdigi, R. officinalis grubunda oksiiriik, balgam iiretimi ve
hiriltida iyilesme oldugunu gosterirken; P. orientalis grubunda ise sadece Oksiiriik ve
gogiisteki sikismada iyilesme oldugunu gostermisler. R. officinalis ekstrakti direngli
astim tedavisinde iimit verici sonuglar verirken bu bitkisel ilaclarin etkili bilesenlerini

bulmak i¢in ileri ¢aligmalar yapilmasini tavsiye etmislerdir.

Doénmez (2018), Kocayemis agact (Arbutus andrachne L.) ve Dogu Cinari
(Platanus orientalis L.) agaglarindan lipofilik ve hidrofilik ekstraktifler {izerine yaptigi

calismada; toplam lipofilik ekstrakt miktar1 A. andrachne agacinda 3,39 mg/g, P.
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orientalis agacinda ise 16,91 mg/g olarak saptamistir. A. Andrachne’deki toplam
hidrofilik ekstrakt miktar1 daha yiliksek oldugunu belirlemistir. Yag asitleri her iki agag
tirtinde lipofilik ekstraktlarda baskin grup olarak tespit etmistir. A. andrachne agacinda
(0,17 mg/g) 18:3 ve P. orientalis agacinda (0,19 mg/g) 16:0 oraninda olmak iizere en

yiiksek yag asitlerine sahip oldugunu belirlemisler.

Saragoglu (2018), Cmar yapraginda bulunan flavonoidler, proantosiyanidin
glikozitler, penta-aromatik triterpenoidler, tannin, fitol tiirevleri ve kafeik asit gibi aktif
bilesiklerin geleneksel tedavide osteoartrit, gut ve antidepresan gibi olumlu etkileri

oldugunu bildirmistir.

Hoshika ve ark. (2014), ozona maruz kalan yaprak doken agag tiirlerinde stoma
tembelliginin belirlenmesini konu alan ¢aligmada; Fideler biiyiitiilmiis ve istli acik
bdlmelerde ii¢ diizey ozona (42, 69, 100 nmol mol ™ ortalama giin 15131, (09:00’dan
18:00’a) maruz birakilmasi sonucunda; stoma ozon akisinin kisitlanmasi, P.

orientalis’te ozon kaynakli tembelligi azalttigini belirtmislerdir.

Jankovi¢ ve ark. (2018), karbon vyakalama ve depolama teknolojisinde
uygulanmasi amaciyla ham ve pirolize Cinar agact tohum (Platanus orientalis L.)
orneklerinin tanimlanmasi tizerine yaptiklart ¢aligmada; tahribatsiz analitik yOntem
Cinar agaci tohumlariin karbon agisindan zengin bir hammadde oldugunu gostermistir.
Sonuglar, karbonlastirma sonucu olusan madde ileri aktivasyon islemi i¢in ¢ok iy1
ozelliklere sahip oldugunu gosterirken, Cinar agacit tohumunun karbon yakalama ve

depolama uygulamasinda iyi bir aday olabilecegini belirtmislerdir.

Khosropour ve ark. (2017), agir metallerin neden oldugu kentsel kirlilige karsi
Platanus orientalis yapraklarmin tepkisinin arastirdigi ¢alismada; kentsel kirliligin
Cmar (Platanus orientalis L.) yapraklarinda fizyolojik, biyokimyasal ve anatomik
ozellikleri tlizerindeki etkisi incelemislerdir. Kentsel alan yapraklarinda siiperoksit
dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz ve guaiacol peroksidaz aktiviteleri daha yiiksek
oldugunu ve bu enzim aktivitelerindeki artisin, agaclarin kirlilige bagli stres nedeniyle
artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile bas etmeye calistiklarini ve Dogu Cinar
agaclarinin kirli bir kent ortaminda yasarken fizyolojik ve anatomik &zelliklerini

degistirdigini bildirmislerdir.
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Lizzio (2014), Pakistan’da tedavi olarak kullanilan sifali bitkilerin kantitatif
etnobotanik aragtirmasinda bolgede bulunan 48 farkli insan rahatsizligina karsi alinan
50 aileden toplam 92 bitki tiirii rapor etmistir. Yayimladigi ¢alismada bolgede Cinar
olarak bilinen Platanus orientalis bitki kabugunun diyare ve dis agrisinda kullanildigini

bildirmistir.

Majeed ve ark. (2018), bitkilerin farkli organlarim1 ve antimikrobiyal
uygulamalarint kullanarak glimiis nanopartikiillerin uygun maliyetli biyosentezi
amaciyla yaptig1 ¢alismada Platanus orientalis yaprak ekstraktinin glimiis nanopartikiil

tiretiminde kullanildigin1 bildirmistir.

Baris Ozel ve ark. (2015), tasitlarin neden oldugu agir metal kirliliginin etkilerini
belirlemek i¢in Dogu Cinar1 (Platanus orientalis L.) yapraklarinda yaptiklar1 ¢aligmada;
Tiirkiye’de Bartin ve Karabiik illerini baglayan D-755 Karayolu’nda arag trafiginin yol
actig1 agir metal analiz sonuglarinin Dogu Cinar agaglarinin yapraklarindaki epidermis
hiicrelerinde 1.5-4.7 pm boyutlarinda yaralanmalara sebep oldugunu ve bu
yaralanmalarin sonraki donemlerde 10.2-14.7 pum seviyelerine ulastigin1 tespit

etmislerdir.

Chatzigeorgiou ve ark. (2017) Platanus orientalis meyvelerinden anti-aging
aktiviteye sahip dogal f{iriinlerin izolasyonu {izerine yaptiklar1 ¢alismada; Ileri
fitokimyasal yontemler kullanarak Platanus orientalis meyvelerinden dogal iriinler
izole etmislerdir ve bunlar1 Drosophila flies ve normal insan fibroblastlarinda etkilerini
arastirmiglardir.  Platanus  orientalis meyvesinden elde edilen fenoliklerle
zenginlestirilmis metanol ekstraktinin Drosophila flies tiiriinde diyet uygulamasinin
antioksidan etkileri oldugunu bildirmislerdir. Proteostatik mekanizmalarini aktiflestirip,
sineklerin dmriinii biraz uzatmistir. Daha sonra ekstraktin iki ana bilesigini (Platanoside
ve Tiliroside) izole ederek bu bilesikler ile toplam ekstrenin zenginlestirilmesinin
oksidatif stresi azalttigimi ve (Tiliroside zenginlestirilmis ekstrakt durumunda)
proteostatik mekanizmalar1 aktive ettigini gézlemlemislerdir. Sineklerde saflastirilmis
Tiliroside uygulamasi; proteostatik genleri aktive ettigi, proteazom ve lizozomal-
katepsin aktivitelerini arttirdigi ve dokularin oksidatif yiikiinii azalttigi; ayrica,
sineklerin hareket aktivitesinde yasa bagli azalisini geciktirdigi ve sineklerin Oomiir

uzunlugunu arttirdigini belirtmisler. Ozellikle, Tiliroside normal insan fibroblastlarinda
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proteazomu aktiflestirerek hiicresel yaslanmanin ilerlemesini geciktirdigi, bu da insan
hiicrelerinin yaslanma oranini etkileyebilecegini rapor etmisler. Kisacasi, bu calismada
P. orientalis meyvelerinden elde edilen dogal tirtinlerin potansiyel yaslanma karsiti

aktivitesini vurgulamislardir.

Mahvi ve ark. (2007), sulu ¢ozeltiden kadmiyumun (Cd) uzaklastirilmasinda

Platanus orientalis yapraklarinin etkili oldugunu géstermislerdir.

Tuzlact ve Erol (1999), altmisalti (66) sifali bitki tiiriiniin raporlandig
calismada; Cinar (Platanus orientalis) bitki gévde kabuklarinin dekoksiyonu ditiretik

olarak kullanildigini bildirmislerdir.

2.9. Arastirmanin Amaci

Son zamanlarda Cinar yapraginin kire¢clenme problemlerine karsi halk tarafindan
cokca tiiketildigi bilinmektedir. Kireglenme amacli kullanilan bu yapragin cesitli
dokular tizerinde olas1 etkilerin belirlenmesi ©nemli olacaktir. Daha oOnce bazi
caligmalarda Platanus orientalis L. metanolik yaprak ekstresinin halk sagliginda yara
iyilestirici, anti-inflamatuar, analjezik etki, gbz sinir hastaliklarina ve mide ilserine
kars1 koruyucu etkisi; Cinar kokiiniin kan dengeleyici ve yilan 1siriklarina (zehir) karst
onemli koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ancak baktigimiz anlamda
sistematik calismalara rastlanilmamistir. Bu sebeple ilk defa bu galismada halkin bu
yapragi tiikketim seklinden yola ¢ikilarak ortaya konmasi 6nemli olacaktir. Bu nedenle,
etanol ile deneysel oksidatif stres olusturulan siganlara farkli konsantrasyonlarda Cinar
yapragi inflizyonu uygulanmasi sonucu kan, karaciger ve bdbrek dokularinda
antioksidan savunma enzim diizeylerinde ve serumda biyokimyasal parametrelerde
meydana getirdigi degisimlerin silymarin gibi karaciger koruyucu ve iyilestirici etkisi
bilinen bir madde ile karsilagtirilarak bu bitkinin hangi dozlarda tiikketilmesi gerektigi,
olas1 koruyucu veya toksik etkilerinin ortaya konulacak olmas1 hem yore halki hem de

bilim diinyasina énemli katki sunacagi kanaatindeyiz.

19



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Bitkisel materyal

Cmar (Platanus orientalis L.) bitkisi yapraklari 2017 yili Agustos ay1 Mardin
ilinin Dargegit il¢esi Hac1 Hamza kdyiinden toplandi. Toplanan yaprak ornekleri ¢esme
suyu ile yikandiktan sonra giinesten korunarak gélgede kurutulmalari saglandi. Calisma
oncesi hazirlikta, kuruyan yaprak numuneleri kaba toz haline getirildi ve g¢alisma
zamanma kadar -20 °C’de difirizde muhafaza edildiler. Toplanan 6rneklerin teshisi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dalinda gorevli Dr. Ogr. Uyesi
Abdullah DALAR tarafindan teshis edildikten sonra herbaryum o6rnegi (Herbaryum
No:340 ve Toplayic1 No: A.D-761) Van Yiiziincii Y1l Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

herbaryumunda saklandi.

3.1.2. Deney hayvam (Sican)

Calismada Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin
edilen 1,5-4 aylik, 100-350 g agirhgindaki 30 adet erkek sigan (Wistar albino)
kullanildi. Siganlar 25+2 °C oda sicaklifinda 14 saat aydinlik/10 saat karanlhk 11k
periyodunda standart plastik kaplarda ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Yapilan
calismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi i¢in gerekli

butiin Onlemler alindi.

3.1.3 Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler

WiseMix VM-10 vorteks, 1SOLab LS-EJ-320AB hassas terazi, NUVE NF
1200R sogutmali santrifiij, JSWB-22T sicak su banyosu, WTW inolab pH 7110 Ph
metre, Blender, Eppendorf plus mikro pipet, Vestel derin dondurucu, Wisecryo difiriz (-
80 °C), AE-S90-MD UV/VIS spektrofotometre, Ultrasonik homojenizatdr (SONOPULS
HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany), Kross saf su cihazi, Falkon 50 mL plastik tiip,
enjektor, EDTA’l1 ve Biyokimya tiipleri, makas, plastik siizgeg, nester, jilet, kurutma

kagidu.
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3.1.4. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Silymarin (Sigma, S0O292-50G), Bovin serum albumin (Sigma, A2153-10G),
Etil alkol (Sigma, Cas no:64-17-5), Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim Kiti (Ransod,
SD125), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim Kkiti (Ransel, RS504), Rediikte
glutatyon (GSH), Okside glutatyon (GSSG), Biitillenmis hidroksitolien (BHT),
Ttiyobarbitiirik asit (TBA), 1.1.3.3.tetracthoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), Hidroksi metil amino metan (Tris), Hidroklorik asit (HCI),
Sodyum siilfat (Na,SO,), Beta Nikotinamid Adenindiniikleotit fosfat (NADPH),
Metafosforik asit (HPO3), Triklor asetik asit (TCA), Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum
hidroksit (NaOH), Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PQ,), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Sodyum sitrat (NazCgHsO7),
Siilfosalisilik asit (SSA), disodyum karbonat (Na,COs3), Etanol, Ketamin (%10 luk).

3.2. Yontem

3.2.1. Infiizyon hazirhg

Toz haline getirilen numuneler kaynamakta (100 °C) olan suda yaklasik 2 dakika
bekletildikten sonra isitma iglemi durduruldu ve yaklasik 15 dakika sonra pellet bir
tiilbent ve ardindan da enjektor yardimi ile 0.45 um’lik hidrofilik filtreden (Millipore)

gecirilerek igirilecek sivi hazirlandi.

3.2.2. Toksisite testi ve dozlarin belirlenmesi

Toksisite testi i¢in kullanilan 6 adet Wistar albino irki erkek sicana 24 saatte bir
(0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 g/100 mL su, infiizyon) diisitk dozdan yiiksek doza dogru ad
libitum verilerek olast toksik etkiler yaklagik bir hafta boyunca go6zlendi. Test
sonucunda herhangi bir olim veya toksik bulguya rastlanmadi. Buna gore ana

calismada kullanacagimiz iki farkli dozu 20 mg/mL ve 60 mg/mL olarak belirledik.

3.2.3. Deneysel muamele ve gruplarin olusturulmasi

Deneysel ¢alismada kullanilan 30 adet Wistar albino irki erkek sican her grupta

6 sican olacak sekilde toplam 5 grup olusturuldu.
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(1) Kontrol grubu: Normal yem + ¢esme suyu verilen grup,
(11) Etil alkol grubu: Normal yem + % 20 etil alkol ilaveli gesme suyu verilen grup,

(111) Etil alkol + Silymarin grubu: Normal yem + % 20 etil alkol ilaveli ¢cesme suyu+
Silymarin (10 mg/kg/giin) ile beslenilen grup,

(1V) Etil alkol + Platanus orientalis (PO-20 mg/mL) grubu: Normal yem + % 20 etil
alkol ilaveli ¢esme suyu+ PO-20 mg/mL yaprak infiizyonu ile beslenilen grup,

(V) Etil alkol + Platanus orientalis (PO-60 mg/mL) grubu: Normal yem + % 20 etil
alkol ilaveli cesme suyu+ PO-60 mg/mL yaprak inflizyonu ile beslenilen grup.

Otuz giin siirdiiriilen deneyde siganlarin ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.

Deney boyunca sicanlarin haftalik canli agirlik, yem ve sivi tiikketimi hesaplandi.

3.2.4. Kan ve doku orneklerinin alinmasi

Otuz gilinlik deneme sonunda sigcanlar % 10’luk ketamin ile anesteziye tabi
tutularak enjektorler yardimiyla kalplerinden kan alindi. Kanlar EDTA’I1 ve biyokimya
cam tiiplere alindi. EDTA’lr kan eritrosit paketi i¢in kullanilirken, Biyokimya
tiiplerindeki kan ise serumda bakilmasi gereken parametreler i¢in kullanildi. Karaciger
ve bobrek dokular1 serum fizyolojik (% 0.9 NaCl) su ile yikandiktan sonra sivi azot

i¢ine alman dokular -80 °C’de difirizde saklanmalar1 saglandi.

3.2.5. Eritrosit paketinin hazirlanmasi

EDTA’l1 cam tiiplere alman kan 3000 rpm’de +4°C’de sogutmal santrifiijde 15
dakika santrifiij edildi. Olusan plazma atildi. Altta kalan hacme esit oranda serum
fizyolojik (% 0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin yikanma islemi gergeklestirildi. Serum
fizyolojik eklenen tiipler bu sefer 2000 rpm’de +4 °C’de 8 dakika santrifiij edildi. Her
seferinde yukardaki islem tekrarlanarak eritrosit yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. En
sonunda soguk su ile eritrositlerin patlatilmasi saglandi ve elde edilen eritrosit paketi (-
80°C) difirize konularak muhafaza edildi. Analizlere gecildiginde antioksidan
enzimlerdken MDA ve GSH diizeyleri ile SOD, GSH-Px, GST ve CAT enzim

aktivitelerine bakild.
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3.2.6. Doku homojenizasyonu

Derin dondurucuda (-80 °C) bekletilen siganlarin karaciger ve bobrek dokulari
oda sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak buz iizerinde ¢oziinmeleri saglandi.
Ekstraksiyon i¢in 1mmol/L EDTA ve 50 mM KH,PO, (pH 7.4) igeren tampon
kullanildi (Dogan ve ark., 2018). 500 mg doku iizerine 5 mL soguk tampon eklendi.
Dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic Processor homojenizatorde (SONOPULS
HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany) 3 dakika homojenize edildi. Ekstrakt hemen +4
°C’de 30 dakika 9500 rpm’de santrifiij edildi. Karaciger ve bobrek dokusundan elde
edilen berrak siipernatantlar hedeflenen parametre siipernetantlarinda belirlenen enzim

tayinleri i¢in kullanildi.

3.2.7. In vivo analizler
3.2.7.1. Serum biyokimyasal parametreler

Serumda Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT),
Laktat dehidrogenaz (LDH), Alkalen fosfataz (ALP), Gama glutamil transferaz (GGT),
Glukoz (Glu), Ure, Urik asit, Kreatinin, Total bilirubin, Albumin, Trigliserit, Kolesterol,
Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL C) ve Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL C)
(ARCHITECT 16200, Abbott park, IL 60064 USA) otoanalizatoér cihazinda Abbott
biyokimya kitlerinde fotometrik olarak bakildi.

3.2.7.2. Malondialdehit (MDA) tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon triinlerinden malondialdehid, tiyobarbitiirik asit ile renkli forma girmesi
ile olgtildi (Jain ve ark. 1989).

Ayrraclar
1.LEDTA Cozeltisi (0.1 M) : 37.224 g EDTA-NayH,0 1 litre distile suda eritilir.
2.BHT Cozeltisi (% 88) :0.220 g BHT 25 mL mutlak alkolde ¢ozdiiriiliir.
3.NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda eritilir.

4. TBA Cozeltisi (% 1) :1g TBA 100 mL’ye 0.05 N NaOH ile tamamlanir.
5.TCA (% 30) : 30 g TCA 100 mL distile suda eritilir.
6.Fosfat Tamponu : 8.1 g NaCl, 2.302 g Na;HPQOy, 0.194 g NaH,PO,

distile suda eritilerek 1 litreye tamamlanir (pH 7.4).
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Deneyin yapihisi: Lipid peroksidasyon iirlinli MDA seviyesi, TBA reaktifi ile
renk reaksiyonu sonucu AE-S90-MD UV/VIS spektrofotometrede 532 nm’de
absorbansta o6l¢iildii. Bir tiipe ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmis eritrosit paketi
veya doku stipernatantlarindan 200 pL alinarak tizerine 800 uL fosfat tamponu ve 25
uL BHT ile siispanse edildi. Sonra 500 pL % 30’luk TCA eklendi. Tiipler
vortekslenerek 2 saat -20 °C’de buzdolabinda tutuldular. Sonra 15 dakika 2000 rpm’de
santrifiij edildiler. Siipernatantlarin 1 mL’si alinarak baska tiipe aktarildiktan sonra
tiiplerin tizerine 75 uLL EDTA ve 250 uLL TBA eklendi. Tiipler vortekslendikten sonra
15 dakika sicak su banyosunda (90 °C) tutuldu. Sonra oda 1sisina getirilerek 532 nm’de
optik dansiteleri (eritrositlerde 532 nm OD den 600 nm OD ¢ikartilarak hemoglobindeki
MDA miktari ortadan kaldirildi) okundu (Jain ve ark., 1989).

A=axbxc

A = Absorbans a = Ekstinksiyon katsayisi

b = Isik yolu ¢ = Konsantrasyon

l.Sulandirma : 0.2 + 0.8 + 0.025 + 0.5 =1.525/0.2 = 7.625

2.Sulandirma : 1 +0.075+0.25=1.325/1=1.325

Sonug = 7.625 x 1.325 =10.103 125=F

c=Alaxb= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x It) x (1/ecm) x (10° nM/mol) x (I/10%x mL)
c=AXx1xFx10/1.56 = nmol/g protein doku olarak hesaplandi.

3.2.7.3. Indirgenmis glutatyon (GSH) tayini

Prensip: Gerekli islemlerden sonra eritrosit paketinden hazirlanan 6rneklerde,
siilfidril (SH) tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriicli (presipitasyon) c¢ozelti ile ¢oktiiriildii.
Indirgenmis glutatyon (GSH), elde edilen berrak sivida siilfidril gruplarinin DTNB 5,5°-
ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu sonucu sar1 rengin olusumu ile olgiildi.
Eritrosit dokusunda GSH seviyesinde diislis olabilecegi ihtimaline karsilik GSH
okunmast 24 saat igerisinde gergeklestirildi. Karaciger ve bobrek doku
slipernatantlarinda ise ¢Oktiiriicii kullanilmadi fosfat tamponu eklenmesi agamasindaki

sira takip edildi (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988; Dogan ve Celik, 2012).
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Ayrraclar:

1. Coktiirticii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA, 30 g NaCl 100 mL
distile suda eritilerek ¢ozdiirtildii.

2. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat, distile su ile hazirland.

3. DTNB (Ellman’s Ayiraci): 40 mg DTNB, % 1 sodyum sitrat, 100 mL’ye

distile su ile tamamlandi.

Deneyin yapihsi: EDTA’l1 tiim kandan 200 pL alindi. Uzerine 1.8 mL distile su
eklenerek, hemoliz gergeklestirildi. Daha sonra 3 mL ¢oktiiriicli ¢ozelti ile hemolizat
kanistirarak 5 dakika beklendi. Sonra karisim kurutma kagidinda siiziildii. Ornek
numuneden elde edilen siipernatantin 2 mL’si baska tiipe aktarildi. Tiipiin iizerine 8 mL
fosfat ¢ozeltisi eklenerek vortekslendikten sonra sicak su banyosunda 60 °C’de 10
dakika bekletildikten sonra ¢ikarildi, oda isisina geldikten sonra 1 mL DTNB ayiraci
tiipe konuldu. Standart i¢in, ImM GSH ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi. AE-S90-MD
UVI/VIS spektrofotometrede 412 nm’de kore karsi standart numunelerin optik
dansiteleri okundu. Karaciger ve bobrek doku siipernetantlarindan ise 1 mL alindi
tizerine 5 mL fosfat ¢ozeltisi eklenerek vorteksleme igslemi gergeklestirildikten sonra
sicak su banyosunda 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra cikarilan 6rnekler oda
1s1sina gelmeleri saglandiktan sonra 1 mL DTNB ayiraci tiipe konuldu ve AE-S90-MD
UVI/VIS spektrofotometrede 412 nm’de kore karsi standart numunelerin optik
dansiteleri okundu. Sonuglar dokular i¢in umol/mg protein doku olarak hesaplandi
(Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988; Dogan ve Celik, 2012).

3.2.7.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim tayini

Prensip: SOD ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksit radikali, 2-(-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum kloriir (INT) ile kirmizi boya formuna
dontismesi reaksiyonun inhibisyon derecesi ile dl¢iilmesi prensibine dayanir (McCord
ve Fridovich, 1969).

Ksantin—20inoeidez_, (rikasit+O,~

I.NT.—2= s Formazan D (Renkli Bilesik)

02'_ + 02'_ + 2H+ —_S0b 02 + H202
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Ayrraclar Konsantrasyonlari

1.Karigik Substrat

Ksantin 0.05 mmol/I

I.N.T. 0.025 mmol/Il
2.Tampon

CAPS 40 mmol/l pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/I
3.Ksantin Oksidaz (XO) 80 U/I

4.Standart 5.70/mL

Deneyin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile AE-S90-

MD UV/VIS spektrofotometrede 505 nm’de 37 °C’de olgiildii (Randox Lab., 2018).
Analiz materyali olarak daha oOnce hazirlanan ve analiz zamanina kadar derin
dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku siipernatantlar:
kullanildi. Eritrosit paketinden 10 uL alinarak 2500 pL 0.01 M fosfat tamponu (pH =
7.0) ilave edilerek 251 kati sulandirildi (F=251). Inhibisyonun % 30-60 arasi olmasi
sagland1. Igerik cizelge 3.1teki gibi karistirlarak ilk absorbans A; 30 saniye sonra
okundu ve es zamanli olarak zaman baslatildi. Son absorbans A; 3 dakika sonra okundu.
Hesaplama: Spektrofotometreden alinan optik dansite sonuglart asagidaki

denklemde yerine konarak SOD enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandi.

AAg 5, X100 . « x100 :
100— (AMspX400) %Inhibisyon ~ 100— (Mornap X100) _ %Inhibisyon

(AABIanka ) (AABIanka )

Tablo 1. Kiivete SOD ayiraglarin pipetlenmesi
Standart S1 Standart S2 Ornek kontrol

Sulandirilmig Ransod Or. 1SUL e
Standart RS P ——
Suland Or. I5uL
Sulandirilmis Kontrol . _____ - 15 uL
Karigik Substrat (R1) 500 uL 500 uL 500 uL 500 uL
Ksantin Oksidaz (R2) 75 uL 75 uL 75 uL 75 uL
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SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi icin standart grafigi elde edildi. Standart
grafikten elde edilen y = 0,0498x — 1,351 (R2=0,7246) formuli ile sulandirma faktori
de hesaba katilarak SOD aktivitesi U/g protein doku olarak hesaplandi.

3.2.7.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksitin GSH varliginda
indirgenmesini katalizler. Kiimen hidroperoksidin indirgenmesiyle olusan glutatyonun
formu GSSG, GR ve NADPH varliginda NADPH’mn NADP' ye yiikseltgenmesiyle
indirgenir. Enzim aktivitesi, 340 nm’de absorbanstaki degisim izlenerek tayin edilir

(Paglia ve Valentine, 1967).

2GSH + ROOH —&H-"_, ROH +GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H" —SfR s NADP* + 2GSH

Ayraclar Konsantrasyonlari
1.Ayirag (R1a)

Glutatyon 4.0 mmol/Il

G. Rediiktaz >0.5U/

NADPH 0.34 mmol/I
2.Tampon (R1b)

Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2

EDTA 4.3 mmol/I
3.Kimen Hidroperoksit (R2) 0.18 mmol/I

4.Sulandirma Ayiraci (R3)

Deneyin yapihisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede 340 nm’de ultraviyole metotla
37 °C’de 6lgiildii (Randox Lab., 2018). Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve
analiz zamanina kadar derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen eritrosit paketi ve
doku siipernatantlar1 kullanildi.

Analiz i¢in eritrosit paketinden 10 pL alinarak 2 mL sulandirma ayiraci ile

sulandirildi ( F =201).
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Tablo 2. GPx ayiraglarin kiivete pipetlenmesi

Sulandirilmis Ornek Ayrrag Kori
Ornek veya dH,0 10 uL 10 uL
Ayrrag (R1) 500 uLL 500 uL
Kiimen (R2) 20 uL 20 uL

Kiivetler karistirilarak, ornek ve koriin absorbanslart 30 saniye sonra okundu.

Okuma siiresi 3 dakika olarak belirlendi ve dakika/absorbans degisimi hesaplandi.

Hesaplama: U/g protein doku = 8412 x 75 uL AA 340 nm/dakika. Ornek ve
kortin U/g protein tiim doku sonuglart igin, 6rnek degerden (U/g), kor degeri (U/g)
¢ikarildi. Sulandirma faktorii de hesaba katilarak sonuglar tiim dokuda U/g protein doku

olarak hesaplandi.

3.2.7.5.Katalaz (CAT) enzim tayini

Prensip: Enzim aktiviteleri doku siipernatantlarinda ve eritrosit paketinde
Olciildi. Katalaz enziminin aktivite tayini, 37 °C 240 nm’de H,0,’in tiiketilme esasina
dayanan spektrofotometrik metoda gore tespit edildi (Aebi, 1974).

Katalaz, asagidaki reaksiyona gore H»O;’in suya ve oksijene ayrilmasini

katalizler.
H 202 Katalaz H 20 + 02

Katalaz tarafindan H,O;’in dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda 6l¢iildii. Clinkii H,O5, 15181 bu dalga boyunda absorbe etmektedir.

Kullanilan soliisyonlar asagida tablodaki gibi hazirlandilar.

Tablo 3. CAT fosfat tamponun hazirlanigi (pH:7.5)

Kimyasal MA 50 mM i¢in  Son Hacim (distile su)  Sol. Adi
KH,PO, 136,09 g/mol  6.805g 1000mL A
Na,HPO,4.12H,0 358,14 g/mol 17.907 g 1000 mL B:
Na;HPO4.2H,O 178,14 g/mol 8.907 g 1000 mL B,
Na,HPO, (saf) 141,96 g/mol  7.098 g 1000 mL B;

CAT fosfat tampon soliisyonlarin karistirilarak hazirlanmasi

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Soliisyonu (mL) B Soliisyonu (mL)

pH 7.5 i¢in 160 840
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H,0; cozeltisi ise; absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,05’li
fosfat tamponudur. Yaklagik 300 mL, pH 7,50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba
(plastik, cam olabilir) aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore
stfirlanip renkli kaptaki tampona 10-20 puL hacimlerle H,O; ilave edilir. Optik Dansite

(OD) 0.500 nm oluncaya kadar devam edilir ve aralarda karistirilir.

Deneyin yapilisi: Numune ilavesi ile kuartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilir
ve hemen kiivet alt-list edilip absorbans okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de bir
defa olmak tizere 5 dakika siire ile kaydedilir (Aktivite hizli ilerliyorsa 10 sn’de bir
kayit yapilir lineer azalma tespit edilirse okuma bitirilebilinir). Hesaplamada 1 dakikalik

lineer absorbans azalmasinin en yiliksek (OD;) ve en diisiik (OD;) degerleri esas alinir.

Tablo 4. CAT tampon ve 6rneklerin kiivete pipetlenmesi

Tampon Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H,0, ¢ozeltisi 0.01 -

H,0;’1i fosfat tamponu - 2.99
Stipernatant - 0.01

Enzim aktivitesi hesabi: A=e x ¢ x L,

A: abs/dk, e: eks kat, c: konsantrasyon, L: 1sik yolu (1 cm).

H,0,’nin 240 nm’deki milimolar Eks. Katsayisi: (0,0436 mM-1cm-1) 0,0436
mM= 0,0436 mmol/L= 0,0000436 mmol/mL= 0,0436 umol/mL=43,6 nmol/mL.

Spesifik enzim aktivitesi (SA)= (Enzim Unitesi/mL)/(mg prt/mL) olarak &l¢tildi.

3.2.7.6. Glutatyon S-transferaz (GST) enzim tayini

Prensip: Glutatyon S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile
glutatyonun —SH grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37°
C’de CDNB ile glutatyon konjugasyon siddetini 6lgerek tespit edilir (Mannervik ve
Guthenberg, 1981).

ROOH + 2GSH —%T »GSSG + ROH + H,0

Dokuda GST enzim tayini: Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve
analiz zamanma kadar derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen eritrosit paketi ve

doku siipernatantlar1 kullanildi. 3 mL kuvartz kiivette, 340 nm’de absorbans Ol¢limii
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gerceklestirildi. Absorbanslar, 3 dakika boyunca 30 saniyede bir kaydedildi. Absorbans
araligindaki degisimin lineer oldugu kisimdan dakika basina absorbans degisimi tespit
edilerek (EU = 3 (A/9.6)) formiilden sulandirma faktoriinii de hesaba katilarak

hesaplamalar yapildi. Sonuglar dokular igin nmol/mg protein doku olarak hesaplandi.

Tablo 5. Karisimlarin kiivete alinmasi ile GST 6l¢iimiin yapilmasi

Kor Numune Son konsantrasyon
PBS 2.7 mL 2.7 mL 0.1M
Distile Su 0.1 mL - -
CDNB 0.1 mL 0.1mL 1 mM
GSH 0.1 mL 0.1mL 1 mM
Stipernatant - 0.1 mL -

3.2.8. In vitro analizler
3.2.8.1. Ugucu bilesiklerin analizi

Ucucu bilesik analizi Dogan ve ark. (2018)’e gore yiiriitiildii. Ozetle, bitki
materyali hekzan ile muamale edildikten sonra elde edilen non-polar fraksiyon Varian
2000 ion trap mass spectrometer arayiizlii ve alev iyonizasyon detektor (FID) donanimli
Varian 3800 gaz kromatografisinde, 260°C enjektor sicakliginda gergeklestirildi.
Ogiitiilmiis bitki materyali 60 x 0.25 mm i.d., 0.2 um HP 88 column (Agilent, USA) ile
analiz edildi. Analiz islemi sicakligin 80°C’ye ayarlanmasi ile baslatildi, miiteakiben
sicaklik 5°C/dakika oranla 190°C’ye yiikseltilip, 190°C sicaklikta 3 dakika bekletildi.
Daha sonra, 5°C/dakika oraniyla, sicaklik 260°C’ye yiikseltilerek ve bu sicaklikta 3
dakika inkiibe edildi ve ardindan 2°C/dakika oramiyla sicaklik 275°C’ye yiikseltilip,
12,5 dakika bekletildi. Tastyic1 gaz olarak helyum kullanildi. Ugucu bilesikler total
molekiil agirliklari, parcalanma iyonlar1 ve gelis zamanlarinin NIST (National Institute
of Standards and Technology) kiitiiphanesi ve Van den Dool ve Kratz (1963) tarafindan
tanimlanan kiitle spektrum verileri ve giincel literatiir verileri ile mukayase edilmesi

sonucu tanimlandi.
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3.2.8.2. HPLC analizi

Ekstrede bulunan fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi islemleri yiiksek basingli sivi  kromatografisi cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. Analitik yiliksek basinglt sivi kromatografisi +30 °C’de yiiriitiildi ve
ornekler 250 nm, 280 nm, 326 nm, 370 nm ve 520 nm dalga boylarinda kontrol edildi.
HPLC analizlerinde kullanilan sistemler (Tablo 6) ve gradient programi (Tablo 7)
asagida sunuldugu sekilde gergeklestirildi. Calismada HPLC’ye 6zgii fenolik bilesik
standartlar1 kullanildi. Analiz islemi i¢in HPLC’ye yiiklenen tiim ekstreler ve standartlar

enjektor yardimi ile 0.22 um’lik hidrofilik filtreden gegirilerek filtre edildi.

Tablo 6. HPLC analizlerinde kullanilan olan sistemler

Sistem Ozellikleri

Detektor DAD (SPD-M10ADVP)

Oto enjektor SIL-10ADVP

Sistem kontrolciisii  SCL-10A

Pompa LC-10ADVP

Degaze DGU-12A

Kolon firim CTO-1-ADVP

Kolon Waters Atlantis DCyg, (4.6 mmx100 mm), 5 um
Mobil faz A: %0.5 TFA (Trifloroasetik asit) + %95 Ultra saf su.

B: %0.5 TFA + %4.5 Ultra saf su + %95 Asetonitril.

Akis hizi 1 mL/da.
Enjeksiyon hacmi 10 uL
Kolon sicakligi 30 °C

Tablo 7. HPLC analizlerinde kullanilan gradient programi

Zaman (dakika) Al (%) B’ (%)
2 100 0

5 80 20
10 60 40
15 40 60
20 20 80
25 0 100
30 0 100
32 100 0
40 100 0
40.01 0 0

1 9 0.5 TFA (Trifloroasetik asit), 2% 0.5 TFA + % 4.5 Ultra saf su + % 95 Asetonitril
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Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi iglemi, ko-kromatografi, fenolik bilesik
standartlarinin spektral karakteristikleri ve gelis zamanlar1 ile mukayese edilmesi

sonucu gergeklestirildi. Kantitatif analizler en az 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

Asit hidroliz islemi i¢in, ekstreden 10 mg tartilip, cam tiipe konuldu ve 2 mL 2N
Triflorik asit (TFA) ile muamele edildi. Tiip 1siticiya yerlestirilen ve 2 saat siireyle +120
°C’de bekletilen soliisyonlar 5 mL’lik volumetrik siselere aktarildi ve % 80’lik metanol
ile hacim 10 mL’e tamamlandi ve filtre edilerek HPLC kullanilarak ilgili analiz

islemleri ytiriitiildd.

3.2.9. istatistiksel analizler

Calismada elde edilen verilerin istatistik analizinde Minitab 14 paket programi
kullanildi. Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak, ikiden fazla olan gruplar arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde Tukey Coklu karsilastirma testinden yararlanildi. Onem derecesi biitiin

testler i¢in (p< 0.05) olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Otuz adet Wistar albino 1rki erkek sigan her grupta 6 tane olacak sekilde 5 gruba
ayrildi. I. Kontrol grubu: Normal yem + ¢esme suyu, II. Etil alkol grubu: Normal yem +
% 20 etil alkol ilaveli ¢esme suyu, III. Etil alkol + Silymarin grubu: Normal yem + %
20 etil alkol ilaveli ¢gesme suyu + Silymarin (10 mg/kg/giin), IV. Etil alkol + Platanus
orientalis (PO-20 mg/mL) grubu: Normal yem + % 20 etil alkol ilaveli ¢gesme suyu+
PO-20 mg/mL yaprak infiizyonu ve V. Etil alkol + Platanus orientalis (PO-60 mg/mL)
grubu: Normal yem + % 20 etil alkol ilaveli ¢esme suyu+ PO-60 mg/mL yaprak
inflizyonu gruplarina deney siiresi boyunca sivi ve yem kisitlamasina gidilmeden ad
libitum beslenmeleri saglandi. Otuz giin boyunca devam eden uygulamalar sonunda
hayvanlarin haftalik canli agirliklar1 ve sivi tiiketimlerine, karaciger koruyucu
etkilerinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek karaciger harabiyet biyobelirtecleri
olan serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP) ve gama glutamil transferaz (GGT) ile
glukoz (Glu), iire, trik asit, kreatinin, total bilirubin, albumin, trigliserit, kolesterol,
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL C) ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL C)
gibi cesitli biyokimyasal parametre diizeylerine bakildi. Ayrica karaciger, beyin ve
eritrosit dokusu oOrneklerinde antioksidan kapasite etkinliginin gostergesi olarak
degerlendirilebilecek antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ve rediikte
glutatyon (GSH) seviyeleri ile Malondialdehit (MDA) diizeyleri tespit edildi.

Elde edilen sonuglara gore; Tablo 8’de belirtildigi tizere, kontrol grubunda
3.haftadaki canli hayvan agirliklar1 2. hafta ve 4. haftaya gore istatistiksel acidan 6nemli
diistis (p<0.05) gosterdi. Etil alkol+PO-20 mg/mL grubunda 2. hafta ve 4. haftadaki
canli hayvan agirliklar1 1.haftaya gore istatistiksel agidan onemli diisiis (p<0.05)
gosterirken Etil alkol+PO-60 mg/mL grubunda ise 2. hafta canli hayvan agirliklart diger
haftalara gore istatistiksel acidan onemli artis (p<0.05) gosterdi. Benzer sekilde Etil
alkol+P0O-60 mg/mL grubunda 4.hafta 1.haftaya gore 6nemli diisiis gosterdi.

Hayvanlarin haftalik sivi tliketimleri Tablo 8’de gosterildigi gibi Kontrol
grubunda 3. haftadaki siv1 tikketimi 1. haftaya gore diisiis Etil alkol grubundaki 3 ve 4.

haftalardaki siv1 tiiketimi ise 1. hafta ve 2. haftalara gore 6nemli artis gosterdi. Etil
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Tablo 9’da goriildigi gibi, Etil alkol grubunda AST degeri Kontrol ve Etil

alkol+PO-60 mg/mL guruplarina gére dnemli artis gosterdi.
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Kontrol grubu ALT degeri diger tiim gruplara gore dnemli diists tespit edildi.

Etil alkol grubu LDH degeri Etil alkol+PO-20 mg/mL grubu disindaki gruplara

gore onemli artig gosterdi.

Etil alkol+PO-20 mg/mL grubu ALP diizeyi Etil alkol grubuna goére 6nemli
diisiis gosterdi.

Etil alkol grubu GGT degeri Kontrol grubunda tiim gruplara gore onemli diisiis
gosterirken Etil alkol grubu GGT degeri ise Etil alkol+PO-20 mg/mL grubu disindaki
gruplara gore onemli artig gosterdi. Ayrica, Etil alkol+PO-20 mg/mL grubu GGT degeri
Etil alkol+Silymarin ve Etil alkol+PO-60 mg/mL gruplarmna gore istatistiksel agidan

onemli artis tespit edildi.

Urik asit Etil alkol+PO-20 mg/mL grubu disinda diger gruplara gore istatistiksel

acidan 6nemli artis gosterdi.

Ure Kontrol grubunda Etil alkol+Silymarin grubu disinda diger gruplara gore

istatistiksel agidan 6nemli azalma gosterdi.

Total bilirubin diizeyi Etil alkol+Silymarin grubunda Etil alkol’e gore

istatistiksel acidan 6nemli artig gdsterdi.

Trigliserit diizeyi Etil alkol+PO-20 mg/mL grubunda Kontrol’e gore istatistiksel

acidan onemli artis gosterdi.

Kolesterol diizeyi Etil alkol ve Etil alkol+Silymarin gruplarinda Kontrol’e gore

istatistiksel acidan 6nemli azalma tespit edildi.

HDL C degeri Kontrol grubunda diger tiim gruplara gore artis, Etil alkol+PO-20
mg/mL grubunda ise Etil alkol ve Etil alkol+Silymarin gruplarina goére artis istatistiksel

acidan onemli bulundu.

LDL _C degeri Kontrol grubunda Etil alkol+Silymarin grubuna gore artis, Etil
alkol grubunda ise Etil alkol+Silymarin ve Etil alkol+PO-60 mg/mL gruplarina gore

artis1 istatistiksel agidan 6nemli bulundu.
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Diger parametreler ise belirlenen grup kiyaslanmasinda istatistiksel agidan

onemli fark bulunmadi.

® MDA
A
24,00

20,00 -
16,00 -

KARACIGER

m GSH

12,00 -
8,00 -
4,00 - -4
0,00 - -0

MDA (nmol/g protein doku)
[0l
GSH (umol/mg protein doku)

a: Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

b: Etil alkol grubu ile diger gruplar arasindaki fark dnemlidir (P<0.05).

c: Etil alkol+Silymarin grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

d: Etil alkol+PO-20 mg/mL ile Etil alkol+PO-60 mg/mL grubu arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Sekil 3. Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda Silymarin ve P.orientalis’in
karaciger dokusu MDA ve GSH seviyeleri

Sekil 3’teki sonuglara gore; karaciger dokusu MDA igerigi Kontrol grubunda

diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak oOnemli diisiis gosteritken Etil
alkol+Silymarin ve Etil alkol+PO-60 mg/mL gruplar ise Etil alkol grubuna gére 6nemli
diisiis gosterdi. Ayrica, GSH seviyesi Etil alkol ve Etil alkol+PO-60 mg/mL gruplarinda
Kontrol grubuna gore istatistiksel acidan Onemli diisiis gosterdi. Belirlenen diger

gruplarin kiyaslanmasinda ise istatistiksel agidan fark 6nemli bulunmadi.

Sekil 4’teki sonuclara gore; bobrek dokusu MDA igerigi Etil alkol+PO-20
mg/mL ve Etil alkol+PO-60 mg/mL gruplarinda Etil alkol grubuna gore istatistiksel
acidan onemli diisiis gosterdi. Bobrek dokusu GSH seviyesinde ise belirlenen gruplarin

kiyaslanmasinda istatistiksel agidan 6nemli fark bulunmadi.
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a: Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

b: Etil alkol grubu ile diger gruplar arasindaki fark dnemlidir (P<0.05).

c: Etil alkol+Silymarin grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

d: Etil alkol+PO-20 mg/mL ile Etil alkol+PO-60 mg/mL grubu arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

Sekil 4. Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda Silymarin ve P.orientalis’in
bobrek dokusu MDA ve GSH seviyeleri
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: Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark énemlidir (P<0.05).

o @

: Etil alkol grubu ile diger gruplar arasindaki fark dnemlidir (P<0.05).

o

: Etil alkol+Silymarin grubu ile diger gruplar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).
: Etil alkol+PO-20 mg/mL ile Etil alkol+PO-60 mg/mL grubu arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05).

o

Sekil 5. Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarda Silymarin ve P.orientalis’in
eritrosit dokusu MDA ve GSH seviyeleri
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Sekil 5°teki sonuglara gore; eritrosit dokusu MDA igerigi Etil alkol grubunda
Kontrol ve Etil alkol+PO-20 mg/mL grubuna gore istatistiksel a¢idan Onemli artig
gosterirken, Etil alkol+PO-60 mg/mL grubu MDA igerigi ise tiim gruplara gore
istatistiksel olarak Onemli diislis gosterdi. Eritrosit dokusu GSH seviyesinde ise

belirlenen gruplarin kiyaslanmasinda istatistiksel agidan dnemli fark bulunmadi.

Tablo 10’da belirtildigi gibi, karaciger dokusunda bakilan SOD, GPx, CAT ve
GST enzimlerinden sadece Etil alkol grubunda GST aktivitesi Kontrol’e gore
istatistiksel agidan 6nemli artig gosterdi. Diger antioksidan enzim aktivitelerinde ise Etil
alkol grubunda genel olarak diisiisler goriilse de istatistiksel acidan fark Snemli

bulunmadi.

Bobrek dokusunda Kontrol SOD aktivitesi diger gruplarin tiimiine gore

istatistiksel acidan 6nemli artis gosterdi.

Bobrek dokusunda Kontrol GPx aktivitesi Etil alkol+PO-20 mg/mL grubu
disinda diger gruplarin tiimiine gore artig, Etil akol grubunda diger gruplara gore diisiis
ve Etil alkol+P0O-20 mg/mL ve Etil alkol+PO-60 mg/mL gruplarda Etil alkol+Silymarin

grubuna gore artis istatistiksel agidan 6nemli bulundu.

Bobrek dokusunda Kontrol grubu CAT aktivitesi Etil alkol+PO-20 mg/mL
grubu diginda diger gruplara gore artis, Etil alkol+PO-20 mg/mL grubunda ise Etil

alkol+PO-60 mg/mL grubuna gore azalma istatistiksel agidan 6nemli bulundu.

Eritrosit dokusunda CAT aktivitesi Etil alkol+Silymarin grubunda Etil alkol

grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli artis gosterdi.

Eritrosit dokusunda GST aktivitesi Kontrol grubunda diger tiim gruplara

istatistiksel agidan 6nemli azalma gosterdi.
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Tablo 11. ve Sekil 6’da goriildiigii gibi P.orientalis bitki materyal icergindeki

GC-MS sonuglarinin gelis zamani, bilesik ad1 ve % konsantrasyonlar sirasiyla; 35.07
(Benzaldehit) % 4.15, 37.12 (Palmitik asit) % 8.12, 39.46 (2,4-Ditert-Butylphenol) %
15.58, 40.82 (Stearik asit) % 44.23, 41.17 (Oktadekanoik asit) % 5.91, 42.57 (Linoleik
asit) % 1.10 ve 44.06 (Linolenik asit) % 2.99 oldugu belirlendi

Tablo 11. P.orientalis bitki yapragit GC-MS sonuglari

Gelis Zamani Bilesik Relatif Konsantrasyon (%)
1.] 35.07 Benzaldehit 4.15
2.1 37.12 Palmitik asit 8.12
3. 39.46 2,4-Ditert-Butylphenol 15.58
4. 40.82 Stearik asit 44.23
5. 41.17 Oktadekanoik asit 591
6.| 42.57 Linoleik asit 1.10
7. 44.06 Linolenik asit 2.99
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Sekil 6. P.orientalis bitki yapragi GC-MS sonuglari
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Sekil 7°de goriildiigii kromatografik ve spektral analizler neticesinde P.orientalis
ekstrede bulunan major bilesik kaempferol olarak belirlenmistir. Asit hidroliz islemi
uygulamasi neticesinde kromatogramda bulunan bilesiklere ait pikler kaybolmus ve
ekstrede bulunan kaempferol bilesiginin miktarin1 kayda deger bir sekilde arttirmustir.
Kaempferol bilesigi standardi ayn1 zamanda HPLC’de yiiriitiilmiis olup, ekstredeki
kaempferol ile spektral karakteristik, ko-kromatografi ve gelis zamanlari ile mukayese

edilmis olup, ekstredeki baskin bilesigin kaempferol ve kaempferol tiirevleri olduklar

belirlenmistir.
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Sekil 7. P.orientalis yaprag: ekstresinin HPLC profili
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5. TARTISMA VE SONUC

Cinar (Platanus) cinsi, ikisi tilkemizde olmak iizere diinya iizerinde simdiye kadar 9
tirti tanimlanmistir. Bu bitkinin bazi tibbi 6zellikleri nedeniyle insanlar yapraklarini,
kabuklarini ve tohumlarini yilan 1siriklari, ses kisikligi, astim, eklem agris1 ve kireclemeye
kars1t kullanmaktadir. Ancak bu bitkinin basta bobrek ve karaciger organlari olmak iizere
olumlu veya olumsuz etkilerinin olup olmadigi, bu etkilere sebep olan fitokimyasal igeriginin
neler oldugu ve belki de en 6nemlisi bu bitkinin hangi dozlarda tiiketilmesi gerektigi ile ilgili
literatiire rastlamlmanmustir. {lk defa bu calismada etil alkol ile oksidatif stres olusturulan
sicanlarda Cinar (Platanus orientalis L.) bitki yapragi inflizyonun doku koruyucu rolii ve

fitokimyasal igerigi arastirilmistir.

Bu ¢alismada, 30 giin boyunca P.orientalis yaprak infiizyonunun iki farkli dozu (20 ve
60 mg/mL) ile beslenilen sicanlarin haftalik canli agirliklar1 ve siv1 tiikketimlerinin yani sira
etil alkol hasarina karsi iyilestirici etkilerinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek serum
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH),
alkalen fosfataz (ALP) ve gama glutamil transferaz (GGT) ile glukoz (Glu), iire, iirik asit,
kreatinin, total bilirubin, albumin, trigliserit, kolesterol, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL _C) ve disiik yogunluklu lipoprotein (LDL C) gibi ¢esitli biyokimyasal parametre
diizeylerine bakildi. Ayrica karaciger, bobrek ve eritrosit dokusu siipernatant 6rneklerinde
antioksidan kapasite etkinliginin gostergesi olarak degerlendirilebilecek antioksidan
enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve
glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ve rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ile
Malondialdehit (MDA) diizeylerine bakildi. Bu in vivo parametrelere ek olarak in vitro olarak

P.orientalis bitki yapragi GC-MS ve HPLC sonuglar1 degerledirildi.

Tablo 8’de goriildiigii gibi canli hayvan agirliklar1 son haftalarda Kontrol grubunda artis
goriilirken Etil alkol+PO gruplarinda ise genel olarak diisiis gozlendi. Etil alkol ile oksidatif
stres olusturulan siganlarda canli hayvan agirliklart Etil alkol grubunda 4 haftada 1 haftaya
gore onemli diisiis gosterirken Ginger+Etil alkol grubunda ise 6nemli artis oldugu rapor
edilmistir (Akbari ve ark., 2017). Bir diger ¢alismada % 20’lik etil alkol ile 60 giin boyunca
beslenilen ratlarin baslangi¢c ve son canli hayvan agirliklarinda istatistiksel agidan bir farkin
olmadig1 rapor edilmistir (Bati ve ark., 2015). Calismamizdaki canli hayvan agirliklari
literatiir sonuglariyla uyumlu oldugu saptanmistir. Ayrica Etil alkol+PO gruplarindaki canhi
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hayvan agirliklarindaki diisiis Tablo 8’de goriildiigii gibi sivi tiiketimi ile canli hayvan

agirliklar arasinda bir korelasyon oldugu goriilmektedir.

Tablo 9’da goriildiigii gibi serum biyokimyasal parametrelerinden AST, ALT, LDH, iirik
asit, iire ve GGT parametreleri Etil alkol grubunda, Kontrol grubuna gore onemli artis
gosterirken tedavi gruplarindaki diizeyleri ise genel olarak Kontrol degerlerine cekildigi
goriilmektedir. GGT parametresinde ayrica doza bagl bir disiisiin oldugu goriilmektedir.
Lipit profili parametrelerinden Kolesterol Etil alkol ve Etil alkol+Silymarin gruplarinda
Kontrol grubuna gore 6nemli artis gosterirken HDL C diizeyi ise Kontrol grubunda diger tiim
gruplara gére 6nemli artis, Etil alkol+PO-20 mg/mL grubunda ise Etil alkol grubuna goére
onemli azalma gosterdi. LDL_C diizeyi Etil alkol+Silymarin grubunda Kontrol ve Etil alkol
gruplarina gére onemli diisiis gosterirken benzer sekilde Etil alkol+PO-60 mg/mL grubu da
Etil alkol grubuna goére onemli diisiis gosterdi. Etil alkol ile oksidatif stres olusturulan
sicanlarda Etil alkol grubu AST, ALT, ALP degerleri Kontrol ve Etil alkol+Silymarin 50
mg/kg grubuna gore artis gosterdigi rapor edilmistir (Das ve ark., 2018). ki hafta boyunca %
20’1ik etil alkol ile beslenilen siganlarin serum AST, ALT, kreatinin, iire ve trigliserit
diizeyleri kontrol ve tedavi gruplarina (etanol+klonidin) goére Onemli artis gosterdigi
belirtilmistir (Elkomy et al., 2018). Yirmi dort hafta siiren bir ¢alismada ilk dort hafta 5 g/kg
giinde tek doz, 5 ve 8.haftalarda 7 g/kg giinde tek doz, 9 ve 12. Haftalarda 9 g/kg, 13 ve
24 haftalarda ise 9.5 g/kg etil alkol ile beslenilen sicanlarin serum AST, ALT, MDA, TNF-a
ve IL-1b diizeyleri etanol grubunda artis etanol+Silymarin (100 mg/kg) ve etanol+fraksetin
(20 ve 50 mg/kg) gruplarinda ise onemli diisiis gosterdigi rapor edilmistir (Chen ve ark.,
2018). Kadmiyum (Cd) ve etil alkol ile oksidatif stres olusturulan siganlarin Cd+Etanol grubu
tedavi gruplarina goére serum kolesterol, SOD, GPx, GST, CAT ve GSH diizelerinde diisiis
bilirubin, iirik asit, GGT, LDH, ALP, AST, ALT ve MDA diizeylerinde 6nemli artis oldugu
rapor edilmistir (Abarikwu ve ark., 2017). Sonuglarimiz genel olarak literatiirlere paralellik
arz ettigi ancak bazi1 parametrelerimizde gruplar arasinda farklilik bulunmadig goriilmektedir.
Bu farklilik kullanilan doz ve deney siiresi ile tedavi gruplarinda kullanilan dozun diistikliigii
sonucu olabilir. Ayrica Cinar ile ilgili daha 6nce bdyle bir ¢alisma yapilmadigindan buna dair

caligmalarla kiyaslama yapilmamuistir.

Sekil 3, 4 ve 5 ile Tablo 10°da goriildiigii gibi bir ay boyunca sadece % 20’lik etil alkol
ile beslenilen grubun karaciger dokusu MDA ve GST iceriginde artis GSH diizeyinde ise
azalma tedavi gruplarinda ise bu degisimin Kontrol degerlerine ¢ekildigi tespit edilmistir.
Benzer sekilde Etil alkol grubu bobrek dokusu MDA igerigi Etil alkol+PO (20 ve 60 mg/mL)
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gruplarina gore énemli artis gosterdi. Diger yandan antioksidan savunma enzimlerinden SOD,
GPx ve CAT (GPx ve CAT igin Etil alkol+ PO-20 mg/mL grubu hari¢) Kontrol grubu diger
tim gruplara gore Onemli diisiis gosterirken Etil alkol grubunda GPx hem pozitif (Etil
alkol+Silymarin) hem de tedavi (Etil alkol+PO 20 ve 60 mg/mL) gruplarima gére onemli
diisiis gosterdi. Ayrica GPx tedavi gruplan pozitif grubuna gore CAT ise Etil alkol+PO-60
mg/mL grubunda Etil alkol+PO-20 mg/mL grubuna goére onemli artig gosterdi. Eritrosit
dokusu MDA igerigi Etil alkol grubunda Kontrol ve Etil alkol+PO (20 ve 60 mg/mL)
gruplarina gore Onemli artis gosterdi. Eritrosit dokusunda antioksidan savunma sistem
enzimlerinden CAT Etil alkol+Silymarin grubunda Etil alkol grubuna goére onemli artis
gosterirken GST aktivitesi Kontrol grubunda diger tiim gruplara gore onemli diisiis gosterdi.
Elli glin boyunca normal yemin yaninda % 20’lik etil alkol beslenilen si¢anlarin deney
sonundaki Etil alkol grubundaki karaciger, bobrek ve eritrosit doklarinda MDA diizeylerinde
artis goriilirken SOD, GPx, GST ve GSH enzim diizeylerinde ise dokudan dokuya bazi
dalgalanmalar olmakla beraber genel manada diisiisler oldugu rapor edilmistir ( Yurt ve Celik,
2011; Dogan ve Celik, 2012; Bati ve ark., 2015). Yapilan pek ¢ok caligmada etil alkol
tiketiminin karaciger ve bobrek harabiyet biyobelirteg parametreleri ve lipid
peroksidasyonunda 6nemli artiglar gozlenirken antioksidan savunma sisteminde gorevli enzim
aktivitelerinde diismeler gozlendigi ancak; koruyucu amaclh kullanilan gida, ilag veya ekstre
iceriginin verildigi gruplarda doku hasar1 biyobelirte¢ parametrelerinde ve MDA igeriginde
diislis, antioksidan enzim aktivitelerinde ise genel manada artis doldugu rapor edilmistir
(Ozkol ve ark., 2017; Abarikwu ve ark., 2017; Elkomy et al., 2018; Chen ve ark., 2018).
Sonuglarimiz daha 6nce yapilmis ¢alismalarla genel manada uyumlu oldugu ve Cinar yapragi
inflizyonunun etil alkol kaynakli oksidatif stresi azalttiginin gdstergesi olan MDA ve doku
harabiyet parametrelerindeki diisiis ile antioksidan enzim diizeylerindeki artiglar bitkinin

antioksidan etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Tablo 11, Sekil 6 ve 7’de goriildiigii gibi GC-MS sonuglari sonucu benzaldehit,
palmitik asit, 2,4-Ditert-Butylphenol, stearik asit, oktadekanoik asit, linoleik asit ve linolenik
asitler belirlenirken HPLC profilinde ise hem asit hidroliz 6ncesi hemde asit hidroliz
sonrasinda yapilan analiz sonucunda ekstrede bulunan major bilesigin kaempferol ve tiirevleri
oldugu belirlenmistir. Daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda P.orientalis bitkisinin kaempferol
tirevlerini (Khan, 2017), betulinik ve betulonik asitler igerdigi rapor edilmistir (Bastos ve
ark., 2007). P.orientalis kokiinden hekzan ile hazirlanan ekstrenin palmitik, stearik, oleik,

linoleik ve linolenik yag asitleri ile 3,4-hidrobenzoik asit ve katesin fenolleri icerdigi rapor
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edilmistir (Donmez ve ark., 2016). Yiiksek demir takviyesiyle karaciger steatozu olusturulan
sicanlarda sizma zeytinyaginda bulunan hidro-ksilotrol, oleik asit, tokoferol ve c¢oklu
doymamis yag asitlerinin koruyucu etkisinin olabilecegi rapor edilmstir (Berrera ve ark.,
2018). Kaempferol ve tiirevlerinin in vitro ve in vivo denemelerde mide kanserini
engellemede (Song ve ark., 2015), bobrek kanserinde ve hiicre 6liimii siireglerinde olumlu

tetiklemelere neden oldugu bildirilmistir (Song ve ark., 2014).

Daha 6nce yapilmis pek ¢ok calismada etil alkoliin serbest radikal iiretimi nedeniyle basta
karaciger ve bobrek organlar1 olmak lizere zarar verdigi ve bu zararhi etkilerinin ortadan
kaldirilmasi veya minimize edilmesinde gida, ilag, ekstre, vitamin vb. takviyelerin 6nemli rol
aldig1 gosterilmistir. Cinar bitkisi ile ilgili deneysel ¢aligmalarin sinirli olmasi ve yaptigimiz
bu ¢aligmaya benzer bu bitki ile ilgili daha 6nce ¢aligsmalara rastlanilmadigindan karsilagtirma
yapilamamistir. Ancak bitkinin fitokimyasal icerigi ile ilgili daha oOnce yapilan bazi
caligmalarda  bitkinin ~ koumaryl rhamnopyranosid, platanoside, kaempferol,
koumaroylglukopyranosid, tiliroside, kaempferol-3-rhamnopyranoside (afzelin), quersetin,
nikotiflorin, rutin ve koumarik asit gibi birgok fitokimyasal metabolitin varlig1 ortaya
konulmustur (Mitrokosta ve ark. 1993; Dimas ve ark. 2000; Natakani ve arkadaslar1 2000;
Khan, 2017). Cinar agaci kabugundan hazirlanan ekstraktin betulinik asit ve betulonik asit
icerigine sahip oldugu ve bu bilesiklerin anti-HIV ve antikanser aktivitelerine sahip oldugu
rapor edilmistir (Bastos ve ark. 2007). Cinar agaci yapraklarindan hazirlanan etanolik ekstrakt
fraksiyonlarinin anti-inflamatuar ve anti-nosiseptif etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Haider
ve ark., 2012). Cmar yaprag etanolik ekstraktindan elde edilen bazi flavonol glikoziti
bilesiklerin NF-kB, NO, aromataz ve QR2 ile kanserin 6nlenmesinde etkili olabilecegi rapor
edilmistir (Tantry ve ark. (2012). Platanus orientalis L. tomurcuklarindan hazirlanan
metanolik ekstraktinda izole edilen kaempferol glikozidlerinden platanoside ve tiliroside’in
insan 16semik hiicre dizilerinde in vitro sitotoksik aktivitelerine sahip oldugu rapor edilmistir
(Dimas ve ark., 2000). Kuzey Pakistan’da Platanus orientalis L.’nin yilan ve akrep 1sirigina
kars1 etkili oldugu bildirilmistir (Butt ve ark., 2015). Cimar agaci kabuklarinin kaynatilmis
suyu ses kisikligi ve astimda (Asadbeigi ve ark., 2014), Ciar yapraklarinin ise oksiiriik ve
gogiisteki sikismalara karsi etkili oldugu rapor edilmistir (Mirsadraee ve ark., 2018). Cinar
yapraginda bulunan flavonoidler, proantosiyanidin glikozitler, penta-aromatik triterpenoidler,
tannin, fitol tiirevleri ve kafeik asit gibi aktif bilesiklerin gelencksel tedavide osteoartrit, gut
ve antidepresan gibi olumlu etkileri oldugu bildirmistir (Saragoglu, 2018). Pakistan’da

Platanus orientalis bitki kabugunun diyare ve dis agrisinda kullanildigin bildirmistir (Lizzio,
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2014). Cmar bitkisinde kaepferol glikozidlerinden tiliroside maddesinin normal insan
fibroblastlarinda proteazomu aktiflestirerek hiicresel yaglanmanin ilerlemesini geciktirdigi bu
nedenle P. orientalis meyvelerinden elde edilen dogal iiriinlerin potansiyel yaslanma karsiti
aktiviteye sahip olabilecegi tavsiye edilmistir (Chatzigeorgiou ve ark., 2017). Ciar bitkisinin
tibbi ozellikleri disinda 6zellikle karbon emisyonu, hava kirliligi, agir metal temizleyicisi ve
glimiis nanopartikiil tretimi gibi 6nemli rolleri oldugu belirtilmistir (Stoop ve ark., 1996;
Hoshika ve ark., 2014; Baris Ozel ve ark., 2015; Khosropour ve ark., 2017; Jankovié ve ark.
2018; Majeed ve ark., 2018).

Sonug olarak; bulgularimiza bir biitiin olarak bakildiginda Cinar yapragi infiizyonunun
karaciger ve bobrek harabiyet parametrelerini ve lipid peroksidasyonunu onemli derecede
diistirdiigii, antioksidan savunma enzim aktivitelerini artirdigi, lipid profili parametrelerinde
az da olsa olumlu etkiler gosterdigi ve kilo artisinda diismelere neden oldugundan dolay1
obezite tedavisinde bir diyet stratejisi olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir. Bu
etkilerin sebebi kesin olmamakla beraber Cinar yapraginin igermis oldugu basta kaempferol
ve tiirevleri, esansiyel yag asitleri ve benzaldehit gibi maddelerin olumlu etkileri sonucu

olabilir.

Yapilan bu in vivo ¢alismayla ileride yapilacak hayvan deney modellerinde, molekiiler
diizeydeki gen ekspresyonu ve hiicre kiiltiirii calismalarinda o6nemli katki sunacagi

kanaatindayiz.
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