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OZET

SURUCU, Nuri Mustafa. Sigan Karacigerinde Karbon Tetrakloriir (CCls)’tin
Olusturdugu Hasara Kargi Dogu Citlembiginin (Celtis tournefortii) koruyucu
Etkisi, YUksek Lisans Tezi, Van, 2018.

Bu c¢alisma, CCl, ile olusturulan karaciger hasarina karsi Celtis tournefortii
(Ct)(Dogu Citlembigi)'nin iyilestirici ve koruyucu etkilerinin arastiriimasi
amacilyla planlanmistir. Calismada 32 adet Wistar-albino turt sigan kullanildi.
Siganlar kontrol grubu, CCl4, CCIl4+Ct ve Ct olmak Uzere 4 gruba ayrildi. Celtis
tournefortii  yaprak ekstraktinin 28 gunlik muamele sonrasi; aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz
(LDH) ve alkalen fosfataz (ALP) enzim seviyeleri, karaciger dokusu superoksit
dizmutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (KAT) enzim aktiviteleri ile
glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) icerikleriyle birlikte total antioksidan
seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) spektrofotometrik yontemle tespit

edilerek degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgular CCl,; grubunda serum AST, ALT, ALP ve LDH enzim
seviyelerinin yuUkseldigini, CCIl4+Ct grubunda ise dustigunt gostermistir.
Karaciger dokusunda MDA, TOS ve OSI duzeyleri istatistiki olarak artmakla
birlikte, CCl4+Ct grubunda azaldi. SOD, GPx, KAT, GSH ve TAS duzeyleri CCl,
grubunda anlamli olarak azalirken, CCl4+Ct grubunda anlamli olarak artmistir.
Gruplardaki anitoksidan enzim seviyelerindeki bu degisiklik ve iyilesmenin
nedeni dogu citlembigi yapradinin karaciger koruyucu etkisi ve antioksidan

rolunden kaynaklanmaktadir.
Anahtar Sozciikler

Antioksidan, Celtis tournefortii, CCl,, karaciger koruyucu, oksidatif stres.



ABSTRACT

SURUCU, Nuri Mustafa. The Effect of Celtis tournefortii (Hackberry) on Total
Antioxidant and Oxidant Status against CCls-Induced Hepatotoxicity, Master
Thesis, Van, 2018.

In this study investigation of the curative and protective effects of Celtis
tournefortii (hackberry) against liver injury by CCl,; was aimed. 32 Wistar-Albino
male rats weighing 150-220g were used in the experiment. Rats were divided
into 4 groups: control, CCls, CCIs+Ct ve Ct. At the end of the 28-day
experiment, the hepatopreventive effect and antioxidant role of hackberry leaf
supplementation feed were assessed by measuring level of serum liver damage
enzymes, aspartame aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
lactate dehydrogenase (LDH) and alkaline phosphatase (ALP), antioxidant
defense systems, superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPXx),
catalase (CAT) and reduced glutathione (GSH), total antioxidant status (TAS),
total oxidant status (TOS) and malondialdehyde (MDA) contents in the liver

tissues of rats.

According to the findings of the study, while the levels of AST, ALT, ALP and
LDH increased in carbon tetrachloride group, they were decreased in CCls+Ct
group. Also, while the value of MDA, TOS and OSI contents increased in the
CCl4 group, they decreased in the liver tissue of the CCl4+Ct group. Value of
SOD, GPx, KAT, GSH and TAS contents decreased in the CCl, group, they
increased in the liver tissue of the CCI4+Ct group. Moreover, decreases and
increases occur in the system of antioxidant enzyme defense because of the
liver hepatopreventive effect and antioxidant role in hackberry leaf + carbon

tetrachloride group in comparison to those of carbon tetrachloride.
Key Words

Antioxidant, Celtis tournefortii, CCl,, hepatoprotective, oxidative stress.
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1. BOLUM
GIRiS
1.1. Serbest Radikaller

Genellikle kararsiz ve c¢ok reaktif olan serbest radikaller, dis
yorungelerinde eslenmemis bir elektron bulunduran molekuller olarak
tanimlanirlar. Kararsiz olduklarindan c¢evrelerindeki atom ve molekullere
saldirirlar ve bdylece tepkimeye girdikleri molekulleri farkh tip radikallere
déntismesine neden olarak hicredeki hasarin yayilmasina onculik ederler
(Crawford, 2015).

Oksijen kaynakli olan radikaller reaktif oksijen turleri (ROT) olarak
bilinmektedir. Birgok farkli ROT tipi bulunmaktadir. Butlin hicrelerde
gerceklesen mitokondri solunumu ve enerji Uuretimi esnasinda redoks
tepkimeleri sonucu ¢cok az da olsa ROT uretilebilmektedir. Kisa omurlia ve
yuksek reaktif ozellikli superoksit (O2’) radikali bu ara urtnlerden biridir
(Crawford, 2015).

1.1.1. Serbest Radikal Kaynaklari:

Serbest radikal olusumu normal metabolizma esnasinda olusabildigi gibi
cesitli dis etkenlerin organizmaya etkisiyle de olusabilir. Dolayisiyla serbest
radikal kaynaklari endojen ve ekzojen olmak tzere iki gruba ayrilir. (Dindar ve
Arslan, 2000).

1.1.1.1. Ekzojen Kaynaklar:

Serbest radikal Uretimi organizmada yabanci toksik maddeler tarafindan

arttirllabilir. Serbest radikallerin ekzojen kaynaklari; endustriyel kirleticiler, diyet,



ilaglar, ultraviyole (UV), 1sik, radyasyon, sigara dumani, metal iyonlari, ozon ve
ksenobiyotiklerdir. Metal iyonlari H,O, (hidrojen peroksit) ile tepkimeye girerek
oldukga reaktif olan hidroksil (OH"") radikalini Uretirler ve oksidatif strese neden
olurlar. (Caylak, 2011).

Pestisitler serbest radikal uretimi yaparak oksidatif stres ve sonucunda
lipid peroksidasyona neden olabilirler. Alkol kullanimi reaktif oksijen turlerinin
olusumuna neden olarak hlcrelerde oksidatif stresin indiklenmesine ve hicre
hasarina énculik edebilmektedir (Temiz ve ark., 2015). Benzer sekilde ozona
maruz kalmak peroksidasyon indikatoru olan tiobarbiturik asit (TBA) oraninda

artisa neden olur (Mercan, 2004).

1.1.1.2. Endojen Kaynaklar:

Hicre icinde serbest radikal Uretimine neden olan farkli endojen
kaynaklar vardir. Bunlar mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), redoks
donguleri, aragsidonik asit metabolizmasi, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz
gibi enzimlerdir. (Caylak, 2011).

1.1.2. Serbest Radikal Turleri:

En onemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir. Kimyasal
yapisina bakildiginda oksijenin son ydrungesinde iki eslenmemis elektrona
sahip oldugu gorilmektedir. Biyolojik sistemlerde meydana gelen kimyasal
tepkimelerde en ¢ok kullanilan elementlerin basinda oksijen oldugu i¢in genelde
serbest radikale donlismeye yatkin olarak goérulir. Oksijen igeren radikallere
Reaktif Oksijen Turleri denilmektedir (Halliwell, 1991).

1.1.2.1. Singlet (Tekli) Oksijen:

Singlet oksijen (*O.), yapisinda eslenmemis elektron bulunmayan ancak

serbest radikal tepkimelerini baglatabilme o6zelligine sahip oldugundan dolayi



serbest radikal sinifina dahil edilmistir (Gutteridge, 1995). Singlet oksijenin
uretiimesi farkh reaksiyonlarla gergeklesebilir. Bunlar, superoksit radikalinin
dismutasyonu sonucu, disaridan enerji alan oksijen elektronlarindan birinin
kendi donus yonunun tersine donen yorungeye geg¢mesi sonucu, hidrojen
peroksitin hipohalit ile reaksiyonu sonucunda Uretilmesi g0sterilebilir (Singleton
ve Sainsbury, 2006). Singlet oksijen, bitki hudcrelerinin 1s1ga maruz kalmig
kloroplastlarinda, memelilerin de retina ve lenslerinde olusur (Halliwell ve
Gutteridge, 1984).

1.1.2.2. Stiperoksit Radikali

Oksijen, yasamsal faaliyetlerin gergceklesmesi (ATP Uretimi, oksidatif
fosforilasyon) icin 6nemli iken bazi olumsuzluklari da beraberinde
getirebilmektedir. Molekller yapidaki oksijen (O,), bir elektron alarak zayif
reaktif bir serbest radikal olan slperoksit radikalini (O;") olusturur.
(Fridovich,1975). Aerobik hlcrelerin mitokondrilerinde oksijenin suya donigumu
sirasinda bazen kendiliginden elektron kagagi sonucu superoksit radikali

olugabilir.

Superoksit radikali yliksek reaktif 6zelligi olmayan bir serbest radikaldir
(Koca ve Karadeniz, 2003). Superoksit radikali Haber-Weiss reaksiyonunda
Fe*? veya Cu* katyonlarinin katalizérligiinde su ile tepkimeye girdiginde yiiksek

reaktif 6zellikte olan hidroksil radikallerini (OH") meydana getirir.

F +2
O, *+ H>0, ;OH' + OH-+ 0,

Urtinlerde olusan hidroksil radikali hizli bir sekilde lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonlarini baglatarak hicrede ciddi hasarlara neden olmaktadir
(Koca ve Karadeniz, 2003).



1.1.2.3. Peroksil Radikali:

Alkil radikalinin (R") oksijenle tepkimeye girmesi sonucu peroksil radikali
(ROOQO’) olusur. Tepkime oldukca hizhidir. Peroksil radikali organizmada lipid

peroksidasyonu esnasinda agiga ¢ikmaktadir (Kibrishoglu, 2013).

R + O, —» ROO

1.1.2.4. Hidroksil Radikali:

Son orbitalinde eslenmemis elektron olan hidroksil radikali (OH")’nin
elektron ilgisi ¢cok yuksektir. Bundan dolayi hidroksil radikali, oksijen radikalleri
arasinda en aktif ve en toksik etkiye sahiptir. Rastladigi her molekul ile
reaksiyona giren hidroksil radikali bulundugu yerde buyuk hasara neden olur.

Bilinen en iyi hasar lipit peroksidasyonudur (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin superoksit radikali ile reaksiyona
girmesi (Haber-Weiss Reaksiyonu) ve hidrojen peroksitin gegis elementleri
varhidinda indirgenmesi sonucu (Fenton Reaksiyonu) olusur (Matés ve ark.,
1999).

1.1.2.5. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H.0,)’in yapisinda eslesmemis elektron olmadigindan
radikal Ozellik gostermez ancak bilinen en aktif serbest radikal olan hidroksil
radikalinin (OH’) kaynagi olmasindan dolayi serbest radikal biyokimyasinda
onemli rol oynar. Clnklu Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari sonucu en aktif

ve zarar verici radikal olan hidroksil radikalini olugturur.

Hidrojen peroksit, peroksit molekulinin iki hidrojen atomu almasiyla
olusur. Ayrica, organizmada bir dismutasyon reaksiyonu gergeklestiren
superoksit  dismutaz (SOD) tarafindan  katalizlenmesi ile  olusur
(Gutteridge,1995).



1.1.3. Serbest Radikallerin Biyokimyasal Etkileri:

1.1.3.1. Lipit Peroksidasyonu:

Serbest radikallerin organizmadaki doymamis yag asitlerine etkisi lipit
peroksidasyonu olarak bilinir ve kendiliginden devam eden zincirleme
reaksiyondur (Akkus, 1995). Coklu doymamis yag asitlerinin malondialdehit
(MDA), alkoller, peroksitler, pentan ve etan gibi Grunleri olusturma tepkimelerine

serbest radikaller neden olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Hucre zarlarinin yapisinda doymamig yag asitleri bulundugundan dolayi
lipid peroksidasyonu hucre zari gegirgenligine ve esnekligine hasar verir ve bu
hasar geri donusumsuzdiur (Kurutas ve ark., 2004). Hicre zarinda lipit
peroksidasyonu sonucu; hucre iyon dengesi bozulur, hiucre zar tasima iglevi

bozulur, litik enzimlerin salgilanmasi sonucu hucre hasari olugur.

Lipit peroksidasyonun baslamasinda hidroksil radikalinin (OH") etkili
oldugu bilinmektedir. Hidrojen atomu bir molekulden ayrildiktan sonra geride
kalan molekulde eglenmemis elektron birakir. Hidroksil radikali yag asidinden
bir hidrojen kopararak yag asidi ile etkilesime girer (Halliwell ve Gutteridge,

1984). Boylelikle dort basamaktan olusan lipit peroksidasyonu meydana gelir.

1. Basamak: Hidroksil radikali yag asidinin metilen kismindan bir hidrojen

koparip lipit radikalini olugturur (Southorn, 1988).

2. Basamak: Lipit radikaline oksijen (O;) eklenerek lipit peroksi radikali (LOO")
ve lipit hidroperoksidi (LOOH’) olusur (Freeman ve Crapo, 1982).

3. Basamak: Lipit pargalanmasi sonucu yeniden yapilanma olusur. Olusan
urtnlerden biri de malondialdehit (MDA)'tir.



4. Basamak: Zincirleme reaksiyon seklinde devam eden bu tepkimeler
genellikle endojen ya da eksojen bir antioksidan bilesik tarafindan

sonlandirilabilir.

1.1.3.2. Proteinlere Etkisi:

Proteinlerin  serbest radikallerden etkilenme hassasiyetleri goklu
doymamis yag asitlerine gore daha azdir (Temiz, 2011). Serbest radikallerin
proteinlerde harabiyet dereceleri igerdikleri aminoasit bilesimlerine baglidir.
Doymamis bag ve kukurt igeren aminoasitlerin serbest radikallere ilgisi yuksek
oldugundan; triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, methionin, sistein gibi
aminoasitlere  sahip  proteinler serbest radikallerden daha kolay
etkilenebilmektedirler (Colak, 2011). Bu etki sonucunda &zellikle sulfur
radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana gelir. Reaksiyon
sonucunda yagdlarinda fazla sayida disulfid bagi bulunan immunoglobulin G ve
albumin gibi proteinlerin tersiyer yapilari ve fonksiyonlari bozulur (Temiz, 2011).
Sadece c¢ekirdek DNA’sI degil ayni zamanda mitokondriyal DNA (mtDNA)da
serbest radikallerden etkilenebilir. mtDNA'da ¢ekirdek DNA’sindan daha fazla
oksidatif hasara ugramasinin nedeni, mtDNA’nin serbest radikal bolgelerine

daha yakin olmasindan kaynaklanir (Lim ve ark., 2005).

1.1.3.3. Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar Gzerine etkisiyle, monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda gapraz bag
olusturma ozelliklerinden dolay!r kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar
(Akkus, 1995).



1.1.3.4. DNA’ya Etkisi:

lyonize edici radyasyon (UV, goérunlr 1sik, X isinlari, 1si ve isik gibi)
sonucu olusan serbest radikaller, mutajenik etkilerinden dolayr DNA’ya hasar
verir. Bu hasarlara reaktif oksijen turleri ve 6zellikle de hidroksil radikali neden
olur. Serbest radikallerin DNA ile etkilesmesi sonucunda; DNA zincirlerinin
kirllmasi, nukleotidlerin  kaymasi, DNA bazlarinin pargalanmasi ve DNA
denatlrasyonu olusabilir (Halliwell, 2006). Notrofillerden kaynakli olusan
hidrojen peroksit, hiicre zarindan gecip hlcre g¢ekirdegine ulasarak DNA’da

hasara yol acgabilir (Halliwel, 1994).

1.2. Oksidatif Stres

Serbest radikallerin hticre igerisinde artisi ve patolojik nedenlerden dolayi
antioksidanlarin azalmasina bagl olarak oksidan/antioksaidan denge bozulur.
Fizyolojik aktivite sonucu olusan serbest radikal Urtnleri ve bu Urlnlere karsi
supdrucl etki gosteren antioksidanlarin dengesinin bozulmasi sonucu oksidatif
stres olusur. Oksidatif stres olusumu hicre membraninda hasar, lipid
peroksidasyonu, protein fonksiyonlarinda bozukluk ve DNA’da vyapisal
harabiyete neden olarak hiicre hasarina yol agmaktadir (Ozcan ve ark., 2015).
Oksidatif stres bagsta kanser olmak uUzere, kardiyovaskiler ve norolojik

hastaliklarin olusumundan sorumludur (Sahin ve ark., 2012).
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Sekil 1. Oksidatif stresin olusumunu gdsteren denge



1.3. Antioksidan Sistem:

Organizmada serbest radikallerin hiucresel yapilara verecegi hasari engellemek
icin antioksidan savunma mekanizmalari mevcuttur. Antioksidanlar endojen
(antioksidan enzimler v.b.) ve Ekzojen (vitaminler v.b.) olmak Uzere iki sinifta

incelenir (Ozcan ve ark., 2015).

1.3.1. Endojen Antioksidanlar:

Antioksidanlar; serbest radikal Ureten tepkimeleri sonlandirmak, radikal
olusturan reaksiyonlari sinirlandirmak, serbest radikal zincirlerini kirmak veya
onarim yapmak seklinde etki gosterirler (Benzie, 2000). Endojen kaynakli
antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak uUzere ikiye

ayrilr.
1.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar:

1.3.1.1.1. SOD:

Son derece reaktif olan superoksit radikalinin hidrojen peroksit ve
molekuler oksijene dismute eden, superoksit dismutaz (SOD) metalloenzimidir.
SOD’un katalize ettigi superoksit spontan reaksiyon seklinde de
gerceklesmektedir, ancak SOD’un katildig1 dismutasyon reaksiyonu 4000 kat
artmaktadir (Flohe ve Otting, 1984).

O, + 0Oy +2H" % H>O, + O

Superoksit radikalinin yikimi SOD tarafindan hizli ve etkili bir reaksiyon
ile gergeklestiriimektedir. SOD hucresel reaksiyonlarda stperoksit radikal

dizeyini kontrol eder ve hucreyi oksidatif hasara karsi korur (Temiz, 2011).

Oksijen kullaniminin ¢ok oldugu organizmalarda SOD aktivitesi de

artmaktadir. Hucresel metabolizma esnasinda superoksit radikalinin Gretimi



yuksek olmasina ragmen SOD enzim sistemi sayesinde superoksit radikal
dizeyi dusuk tutulmaktadir (Akkus, 1995). Reaktif oksijen radikallerinin
detoksifikasyonunun ilk basamagini SOD enzimi olusturur. ikinci basamagi ise,
SOD’un superoksit radikalini dismutasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan hidrojen
peroksiti suya indirgeyen katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)

olusturur.

1.3.1.1.2. KAT:

Katalaz enzimi glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir (Von Sonntang,
2006). Katalaz, superoksit dismutaz (SOD) enziminin olusturdugu hidrojen
peroksiti, su ve oksijene metabolize eden bir antioksidan enzimdir (Chistiakov,
ve ark., 2004). Bu enzim hidrojen peroksiti par¢calamazsa, Fenton reaksiyonuyla
cok tehlikeli olan hidroksit (OH") serbest radikali olusabilir (Toyokuni ve ark.,
1995).

2H,0, KATALAZ. 5.0+ 0,

Katalaz enzimi hepatosit ve eritrositlerde ¢ok ylksek yogunlukta bulunurken
bobreklerde yuksek yogunlukta, beyin, kalp ve iskelet kasinda ise az yogunlukta
bulunur (Temiz, 2011). Yuksek yogunluktaki hidrojen peroksit katalaz enzimi
tarafindan katalize edilir fakat hidrojen peroksitin yuksek yogunlugu lipid

peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olur (Chistiakov ve ark., 2004).

1.3.1.1.3. GPx:

Glutatyon peroksidaz (GPx) yuksek hidrojen peroksit yodunlugunda
glutatyon (GSH)'u okside glutatyona (GSSG, glutatyon disulfir) katalize
ederken, ayni zamanda hidrojen peroksiti de suya donustiurar (Drevet, 2006).
GPx maksimum etkinlik i¢in selenyuma ihtiyag duyarken katalaz demir gibi
gecis metallerinin kofaktorligine etkilidir.

GP
ROOH + 2GSH —— 2> ROH + GSSG + H20
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GPx enziminin en fazla aktivite gosterdigi dokular eritrosit ve karacigerdir
(Tekkes, 2006).

GPx, katalazin aksine dusuk hidrojen peroksit (H.O2) yodunlugunda etkili
bir sekilde calismaktadir (Temiz, 2015). Bu reaksiyon sayesinde GPx lipit

peroksidasyonunun dnlenmesinde buyuk bir rol oynamaktadir (Temiz, 2011).

1.3.1.1.4. TAS:

Reaktif oksijen tarlerine (ROS) karsi savunmayi antioksidanlar
yapmaktadir. Serbest radikallerle antioksidan savunma sistemi saglkli
bireylerde hemen hemen dengededir. Antioksidanlarin azalmasi ya da serbest
radikallerin artmasiyla bu denge bozulur ve oksidatif stres ortaya c¢ikar. Bu
nedenle antioksidanlar vicutta savunmaya katilarak organizmayi oksidatif

stresten korur.

Antioksidanlarin tek tek olgimu laboratuvarda gergeklestirilebilir ancak
bu iglem zaman alici, masrafli ve yogun emek gerektirir. Total antioksidan
seviyenin Olgumu ayri ayri olgimden daha degerli bilgiler verebilir. Ayni
zamanda plazmada bulunan antioksidanlar birbirleriyle etkilesim icerisinde
olduklari igin, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari etkinin toplamindan daha ¢ok
etki olusturmaktadirlar (Engin, 2016). Bundan dolay! bireysel antioksidanlarin
OlcimuU yerine total antioksidan seviye (TAS) dlgimu yayginlasmaktadir. (Erel,
2004).

Total antioksidan seviye, membranlari oksidatif strese karsi koruma
kapasitesinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Kwak ve Sun Yoon,
2007).
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1.3.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar:

1.3.1.2.1. GSH:

Glutatyon (GSH) neredeyse butin okaryotik hiicrelerde sentezlenir. GSH
hicrenin redoks durumunu Kkorur, detoksifikasyon sistemini calistirir ve bir
antioksidan olarak hareket eder (Karabulut ve Gulay, 2016). Glutatyon hucreyi
serbest radikallerin olusturacagi hasara karsi koruyan guglu bir antioksidan olup
vitamin E ve C’nin yenilenmesini saglar. Bdylelikle daha o6nce kullaniimig

antioksidanlar tekrar aktif hale gelir (Uzun, 2014).

GSH’In ¢ogunlugu sitoplazma da bulunur ama bazi durumlarda GSH
sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondri, c¢ekirdek, peroksizom ve
endoplazmik retikulumda da bulunabilir (Karabulut ve Gulay, 2016). Glutatyon
proteinlerdeki sulfidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutar ve bu gruplari
oksidasyona karsi korur. Ayrica superoksit, hidroksil ve Singlet oksijen

radikalleri ile tepkimeye girerek onlari nétralize eder (Temiz, 2011).

1.3.2. Eksojen Antioksidanlar:

Biyolojik sistemlerde oksidan ve antioksidanlar arasinda bir denge vardir.
Bu dengenin saglanmasinda superoksit dismutas (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH) gibi endojen antioksidanlar
reaktif oksijen tdrlerini (ROS) notralize ederler. C vitamini, E vitamini,
karotenoidler ve polifenoller gibi eksojen antioksidanlar olmadan endojen
anitoksidanlar reaktif oksijen turlerini nétralize etmede yetersiz kalirlar. Bundan
dolay! biyolojik sistemin oksidatif stresi dnlemesi igin eksojen antioksidanlara
ihtiyac duyulur. Dolayisiyla oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengede

eksojen antioksidanlar anahtar rol oynarlar (Kogyigit ve Selek, 2016).

E vitamininin (a-tokoferol) serbest radikal zincir reaksiyonunu durdurmak

icin lipit peroksil radikallerini temizlemesi ve C vitaminin (askorbik asit) lipit
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peroksidasyonunu 6nlemesi gibi durumlarda endojen ve eksojen antioksidanlar
birlikte caligirlar. E vitamini (a-tokoferol), A vitamini (B-karoten-retinol), C
vitamini (askorbik asit), folik asit, bakir, ¢inko, selenyum gibi mineraller eksojen
antioksidanlardir (Temiz, 2011).

1.4. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerin normal gelisimi esnasinda sentezlenen sekonder
metabolitlerdir. Bitkilerin kendilerini bazi zararlilara karsi savunmada rolleri
oldugu duasunulen farkh 6zellik ve miktarlarda fenolik bilesikler bulunmaktadir.
Bitkilerin meyve, sebze, kok, yaprak, govde ve tohumlarinda fenolik bilesikler
bulunabilirler (Nizamhoglu ve Nas, 2010). Ayrica ayni turdeki fenolik madde
icerigini, iklimsel kosullar, toprak cesidi, bitki hastaliklari, cografi bdlge gibi
cevresel sartlar etkilemektedir (Sellapan ve ark., 2004). Fenolik bilesiklerin en

yaygin grubu flavanoidlerdir.

Flavonoidler; sar renkli olmalarindan dolayi Latince sari anlamina gelen
‘flavus’ kelimesinden turetilmistir. Serbest radikallerle reaksiyona giren

flavonoidler onlari etkisiz hale getirerek antioksidan 6zelliklerini gosterirler.

Superoksit, hidroksil, singlet oksijen radikallerini temizlemesi, peroksil
radikalini yakalamasi, lipid peroksil zincirini kirmasi ve gegis metallerini (bakir
ve demir gibi) indirgemesi flavonoidlerin antioksidan etki mekanizmalarindandir.
(Kahraman ve ark., 2002).

Fenolik bilesikler antioksidan 0zelliklerinden dolayi, kanser, kalp
rahatsizligi, goz hastaliklari ve yashlikla birlikte ortaya gikan pek ¢ok hastahgdin

onlenmesinde etkin rol oynayabilmektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2010).
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1.5. Karaciger

1.5.1. Karacigerin Yapisi:

Karaciger, diyaframin altinda abdominal bogslukta yer alir ve deriden
sonra vucudun en buyuk organidir. Yetiskinlerde ortalama agirligi 1500 gram
olup vucut agirhginin ortalama %?2’sini olusturur. Karaciger hucreleri olan
hepatositler bazi metabolik bilesiklerin Uretilmesinde ve depo edilmesinde, bazi
maddelerinde detoksifiye edilmesinde ve tasinmasinda goérev alir (Danjolli,
2016).

1.5.2. Karacigerin Gorevleri:

Karacigerin endokrin ve ekzokrin olarak birgok goérevi bulunmaktadir.
Genigleme 6zelligi olan karaciger kendi kan damarlarinda kan depolayabilir. Bir
karaciger hucresi olan kupffer, portal kan ile karacigere gelen yabanci
parcaciklarin ve bakterilerin gogunu c¢ok kisa bir sure igerisinde ortadan
kaldirabilir (Guyton ve Hall, 2013).

Karacigerin en 6nemli gorevlerinden biri de safra Uretiimesidir. Safra
salgisinda elektrolitleri, su, fosfolipid, billuribin kolesterol ve safra asitleri
bulunur. Karacigerde uretilen Kkolesterolin ¢ogunlugu safra tuzlarina

doénastaraldr.

Karaciger protein sentezinde goérev alir. Aminoasitlerin enerji
metabolizmasinda kullanilabilmesi i¢in karbonhidrat ve yaglara donusturulmesi
(aminoasit deaminasyonu), amonyagin uzaklastirimasi ve dre olusumu

karacigerin proteinler tzerine etkisinin sonucudur (Guyton ve Hall, 2006).

Karaciger kan glikozunun fazlasini kandan alip glikojen olarak depolar ve
kan glikoz seviyesi dugmeye basladiginda daha 6nceden depo edilen glikojen
tekrar kana glikoz olarak verir. Bu donusum karacigerin karbonhidrat

metabolizmasindaki etkisinden kaynaklanmaktadir. Ayrica karaciger basta A
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vitamini olmak Uzere, D ve B12 vitaminlerinin de en buyuk depo yeridir (Guyton
ve Hall, 2006).

1.5.3. Karaciger Hasar1:

insan viicudunun metabolik faaliyetlerinin énemli bir kismini diizenleyen
organ karacigerdir. Dinyada karaciger hastaliklari ciddi bir saglik problemi
olarak devam etmektedir. Hastaliklara karsi kullanilan ilaglar karacigerde yan
etkilere neden olabilmektedir (Shallan ve Sabh, 2008).

Karaciger; fizyolojik ve biyokimyasal gorevlerinden dolayi zararli madde
ve ilaclara kargi maruz kaldigindan karacigerde ciddi patolojik sorunlar
olusmaktadir. Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese bu patolojik
sorunlar yol acabilir. CCl,; serbest radikal olusumuna neden olarak oksidatif
stres olusturan toksik bir maddedir ve karaciger hasari modellerinde
calismalarda secilebilecek en etkili ajanlardan birisidir. CCl,, karaciger de lipid
peroksidasyonuna neden olmaktadir (Parola ve ark., 1996). CCl,, karacigerde
sitokrom Pyso tarafindan CCl3’e donlsur. CCls radikali oksijen elementi ile
reaksiyona girip ylksek reaktiflije sahip CCIsO0 (Triklorometilperoksil)
radikalini olusturur. Hicrede bulunan mitokondri, endoplazmik retikulum ve
plazma membranindaki yaglarin bozulmasina neden olan bu durum hucre
gegirgenligini etkiler. Boylelikle htcre iginde kalsiyum birikmesinden dolayi
homeostazi bozularak hicresel hasar olusmaktadir (Weber ve ark., 2003). CCl,
vicuda oral ya da deri yoluyla alinabilir (Sismanoglu, 1995). Vicuda giren
maddenin hepatotoksisiteye neden oldugu bir ka¢g gin sonra ortaya ¢ikar. Bu
olay sonucunda karacigerde bulunan AST(aspartataminotransferaz) ve aldolaz

enzim seviyelerinde artis gozlenir (Mayer ve Hemmens, 1997).

1.6. Karbon Tetrakloriir Toksisitesi

Karbon tetraklortr (CCl,) bir ksenobiyotik olmasinin yani sira renksiz,

saydam, berrak, yanici olmayan, yogun, iletken olmayan ugucu bir sividir.
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Donma noktasi -23°C ve kaynama noktasi ise 77°C’dir. Duzgun tetrahedron
molekiil yapisina sahip olan CCl,'Gin merkezinde karbon (C) atomu bulunur. lyi
bir kimyasal ¢6zucu oldugu i¢in gunumuzde cesitli yaglar, vernik, cila, petrol

artnleri ve organik bilesiklerin imalatinda kullanilir. (Sahin, 2011).

Kuru temizleme, otomobil tamiri, bdcek olduricu ve tahillarin
buharlanmasinda kullanilan ve vicuda solunum, sindirim ve deri yoluyla
alinabilen CCl,, basta karaciger olmak Uzere bdbrek, beyin, kas, akciger ve
testis gibi dokulara dagilarak bu dokularda hasarlara neden olur (Cetin ve Cetin,
2011).

Karbon tetraklortr zehirlenmesinin baslica belirtileri; bas agrisi, bas
dénmesi, halsizlik, gérme bulanikligi ve biling kaybidir. CCl,'Gin sitokrom P-450
vasitasiyla CCls (triklorometil) serbest radikallerine doniisimi toksisitenin
basladigini gostermektedir. CClz serbest radikali g¢ok aktif olup g¢oklu
doymamis yag asidine badlanarak hucre zarina hasar veren lipit
peroksidasyonuna neden olur. Bunun sonucunda hiicre zarinin yapisi bozulur
ve hicrenin enerji kaynaklari azalir (Can, 2014). CCl; serbest radikali oksijen
(Oz) varliginda oldukga reaktif olan triklorometilperoksi (CCI;00) radikaline

donuUsdr. Yari omri CCl; radikalinden kisa olan bu radikal daha reaktiftir.

CCly, lipit peroksidasyonunu baglatarak oksidatif strese neden olur ve
bunun sonucunda lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde belirte¢ olarak
kullanilan MDA seviyesinde artis gerceklesir (Lin ve ark., 2008). CCl, yagda
¢Ozunebildiginden dolayl hlicre membranindan gegebilme 6zelligine sahiptir.
Karacigerde asiri lipit birikimi sonucunda karaciger 6zelliklerinde bozulmalar ve

siroza hatta kansere neden olan degisimler ortaya ¢ikar.

1.7. Celtis tournefortii ve ozellikleri

Dogal olarak yetisen celtis bitkisinin Glkemizde yetisen iki tura adi
cittembik (Celtis australis L.) ve dogu citlembigi (Celtis tournefortii)dir.

Karaagacgiller (Uimaceae) familyasindan orta boylu agac¢ olan Celtis her yil
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yapragini doker. Celtis lezzetli ve besleyici oldugundan dolayr kithk
donemlerinde besi hayvanlarina yem olarak verilmekte ve yakacak odun olarak

farkl amaglarda yetistiriimektedir (Ylcedag ve Gultekin, 2008).

Tarihi 9.000 yil dncesine dayanan Asikh Hyilk kazilarinda Celtis
tournefortii (Ct) c¢ekirdeklerinin bulunmasi (Ertug, 2000) Ct bitkisinin varliginin
ulkemizde gok eskiye dayandigini kanitlamaktadir. Fransa kralinin destegi ile
1700-1702 yillart arasinda Dogu Akdeniz ulkelerini gezen Fransiz hekim ve
botanik¢i Tournefort 1717'de Paris’te yayimlanan seyahatnamesinde 6nemli
buldugu bitkileri kitabinda yayimlamistir. Bu bitkiler arasinda Dogu Anadolu
Bolgesinde toplayip adlandirdigi Celtis tournefortii (Ct) cinside vardir (Satil ve
ark., 2012). Ct bitkisinin yoresel olarak birgok ismi bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari; dagdagan, dagan, dardahan, dogu melengi¢, merlengeg, menevis ve
bittimdir (Yucedag ve Gultekin, 2008).

Celtis tournefortii (Ct)'i olgunlastiginda sarimtirak kirmizi, portakal sarisi
ve Kkirli sari renklerindedir ve gekirdekli olup meyvesi ise suludur (Polat, 2012).
Mart-Nisan aylarinda gicek acan ve kisin yapraklarini doken Ct meyvesi nohut
bayukligunde olup fistik tadindadir. Antiseptik 6zellikte olan meyveleri mide
agrilarini gidermede, yaralari iyilestirmede ve bdbrek kumu dokmede etkili
olabilmektedir (Ozrenk ve ark., 2012).

Ct diger Celtis turlerine kiyasla kurakliga, parazitlere kargi daha dayanikli
ve kazik kokunun olmasindan dolayr kurak bolgelerin agaglandiriimasinda
kullanilabilirler. Mizrak yapragi ve zarif taglari olmasi onlari kent alanlarinin park
ve bahcelerinde sus bitkisi olarak kullanilmalarini saglar. Etli sulu meyveleri kug
ve cesitli hayvanlardan tarafindan tiketilir. Yiksek c¢imlenme oraninin elde
edilmesi icin topraga ekim zamanlari en uygun kasim, aralik ve ocak aylaridir.
(YUcedag ve Gultekin, 2008).
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Tablo 1. Celtis tournefortii fenolik ve flavonoid igerik miktarlari (Keser ve ark.,

2017)

icerik Miktar
Rutin 0.55+0.05
Morin 0.05+0.00
Kuersetin 0.05+0.00
Kamferol 0.05+0.00
Naringin 0.35+0.05
Naringenin 0.05+0.00
Resveratrol 0.05+0.00
Vanilik Asit 29.10+0.25
Gallik Asit 32.95+0.50
Kafeik Asit 5.90+0.20
Ferulik Asit 19.45+0.75
Rosmanirik Asit 1.2040.05




18

1.8. Literatur Bildirigleri

Insan viicudunun metabolik faaliyetlerinin énemli bir kismini dizenleyen
organ karacigerdir. Dunyada karaciger hastaliklari ciddi bir saglik problemi
olarak devam etmektedir. Hastaliklara kargi kullanilan ilaglar karacigerde yan
etkilere neden olabilmektedir. Bundan dolayi dunya genelinde pek ¢ok insan
alternatif tibba yonelmektedir (Shallan ve Sabh, 2008).

Karaciger; fizyolojik ve biyokimyasal gorevlerinden dolayi zararli madde
ve ilaglara karsi maruz kaldigindan karacigerde ciddi patolojik sorunlar
olugsmaktadir. Bu hasara yol aganlardan biri de CCl,dur (Robbins ve ark.,
2004). Bu hasarlar serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese yol agar.
CCly, karaciger de lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir (Parola ve ark.,
1996). CCly, karacigerde sitokrom Pyso tarafindan CCl3z’e donistr. CCls radikali
oksijen elementi ile reaksiyona girip ylksek reaktiflige sahip CCI3;00
(Trikolometilperoksil) radikalini olugturur. Hucrede bulunan mitokondri,
endoplazmik retikulum ve plazma membranindaki yaglarin bozulmasina neden
olan bu durum hucre gegirgenligini etkiler. Boylelikle hucre iginde kalsiyum
birikmesinden homeostazi bozulmasiyla buyuk hucresel hasara neden olacaktir
(Weber ve ark., 2003). CCl; vicuda oral ya da deri yoluyla alinabilir
(Sismanoglu, 1995). Vicuda giren maddenin hepatotoksisiteye neden oldugu
bir kac gln sonra ortaya ¢ikar. Bu olay sonucunda karacigerde bulunan AST
(aspartataminotransferaz) ve aldolaz enzim seviyelerinde artis gézlenir (Mayer

ve Hemmens, 1997).

Cekirdekli, boyutu nohut kadar olup, sulu ve olgunlastiginda portakal
sarisi renginde olan Ct meyvesi; Ulkemizin hemen hemen her yerinde dogal
olarak yetismekte olan dort citlembik tlrtinden biridir (Ylcedad ve Gultekin,
2008). Ct meyveleri; bobreklerde kum ddkmede, yaralarin onariimasinda ve
mide agdrilarinda dezenfektan olarak kullaniimaktadir (Bermejo ve Sanchez,
1998). Celtis tlrlerinin; yaprak, kok ve meyveleri saglik alani disinda bir de
kozmetik alaninda guzel koku verdiginden kullaniimaktadir.
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Bu calisma, bdlgede hastaliklara kargi onleyici veya tedavi edici olarak
yaygin sekilde kullanilan, halk arasinda bittim denilen Celtis tournefortii
bitkisinin gergekte boyle bir 6zelliginin olup olmadigini aragtirmak ve bilimsel bir

tabana oturtmak igin planlanmistir.

Adedapo ve ark. (2009) ve Gegibesler (2016) Celtis africana ve Celtis
tournefortii bitkilerinin fenolik iceriklerinin ylUksek oldugunu rapor etmiglerdir.
Gongalves ve ark. (2015) Celtis iguanaea yapraginin oldurtci toksik etkisinin

olmadigini bildirmigtir.

El-Alfy ve ark., (2011) C. Australis ve C. Occidentalis yaprak ekstraktlarinin
lipid peroksidasyonunu ©Onemli olgide azalttigini rapor etmislerdir. Celtis
australis ve Celtis occidentalis gibi Celtis'in diger turleri ile ilgili ¢calismalar
yapilmis ve olumlu sonuglar bulunmus (Zanchet ve ark., 2017; Filali-Ansari ve
ark., 2016). Dolayisiyle bolgede yaygin olarak kullanilan bu bitkinin de gercekte
hastaliklari onleyici veya tedavi edici 6zelliginin olup olmadigini belirlemek

amaciyla boyle bir calisma planlanmistir.
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2.  BOLUM

MATERYAL ve YONTEM

2.1. Deneyde Kullanilan Materyaller:

2.1.1. Deney Hayvanlari ve Citlembik Yapragi Materyali:

Bu arastirmanin canli materyali olan 150-250 gram agirliginda, 2-3 aylik,
56 adet saglikli (Wistar albino) irki siganlar Van Yuzinci Yil Universitesi Deney
Hayvanlari Unitesinden temin edilerek standart plastik sican kafeslerine
yerlestirildi. Parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi icin
yapilan calismada gerekli butin énlemler alindi. Bu amagla kontrol ve deney
gruplarinda siganlar esit ortamlarda tutuldular. Ortam sicakligi 22+2°C, nem
%50 ve 12 saat gece/gindiuz dongusunde barindirildilar. Deney c¢alismasi

oncesinde 24 adet sigan LDsg toksik doz ¢calismasinda kullanildi.

Etkileri arastinlacak bitki materyali olan c¢itlembik (Celtis tournefortii)
yapragi Siirt ili yoresinden 2016 Agustos ayinda toplanarak golgede ve agik
havada kurutuldu. Citlembik yapraklari 6gltiiclide toz haline getirilerek -20°C’de

kullanilacagl zamana kadar hava almayan Kkilitli posetlerde saklandi.

2.1.2. Analizlerde Kullanilan Cihazlar:

IKA T25 digital ultrasonic homojenizatér, WiseStir galkalayici, hassas
terazi, sicak su sanyosu BM 101 Nuve, otomatik pipet Socorex Swiss, derin
dondurucu, Orion pH metre 420 A, Hettich Universal 320r sogutmal santrifdj,
BOECO S-22 UV/Vis spektrofotometre, Harris derin dondurucu (-80 °C), makas,
nester, plastik tepsiler, Whatman stuzgec¢ kagidi No.42.
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2.2. LDsp Uygulamast:

Literatir  taramalari sonucu Cthin toksisite calismalarina
rastlanilamamistir. Bu ylzden biri kontrol grubu olmak tGzere 250, 500, 1000 ve
2000 mg/kg yiksek dozlarda ekstraksiyonlar hazirlanarak letal doz (LDsp) tespit
ediimeye calisiimistir. Amag¢ Ct vyaprak ekstraktinin akut toksisitesini
gOstermektir. Deney uygulamasi gergeklestirimeden 6nce Ct yaprak
ekstraktinin 7 gunlik LDso galismasi yapildi. Her bir grupta 6 si¢gan olmak tzere

toplamda 30 sigan LDsg galigmasi igin kullanildi.

2.3. Celtis tournefortii Ekstraktlarinin Hazirlanmasi ve Deney

Gruplarina Uygulanmasi:

Celtis tournefortii yapragi laboratuvar 6gutlciunde toz haline getirildikten
sonra ekstraksiyon eldesi icin etanol-su(3:1 v/v) karisimina eklendi. Erlenin
etrafi aliminyum folyo ile kaplanarak hotplate’de 750 rpm, 50°C ve 3 saat
boyunca ekstre edildi. Daha sonra suzintl kati partikillerden ayristirilarak
falkon tuplerde +4°C, 5000 rpom’de 5 dakika santriflj edildi ve ekstrakt eldesi
saglandi. Daha sonra deneklere uygulanacak ekstraksiyon icin doéner

evaporatorde 40°C ve 80 rpm’de ugurma islemi gergeklestirildi.

Ekstrakt +4°C’lik dolapta muhafaza edilerek Van Yuzinci Yil Universitesi
Deney Hayvanlari Unitesinde sigan gruplarina kitleleriyle orantili olarak gavaj
ile uygulandi. Deney 28 guin devam etti. 32 adet sigan; kontrol grubu, karbon
tetraklorar (CCl,) grubu, karbon tetraklortr+Celtis tournefortii (CCls+Ct) grubu

ve Celtis tournefortii (Ct) gruplari olmak tzere 4 (n=8) gruba ayrild1.
Kontrol Grubu: 1 ml serum fizyolojik intragastrik yolla verildi.

CCly Grubu: Calisma baslangicinda Siganlara tek doz 2 mi/kg vicut
agirhgi (bw) CCl, aygigek yaginda ¢ozulerek i.p yolla uygulandi.
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CCl4+Celtis tournefortii grubu: Calisma baslangicinda Siganlara tek doz
2 ml/lkg bw CCl, aygicek yaginda ¢ozulerek i.p yolla uygulandi. 1 saat sonra ve
28 gun boyunca hergun Ct ekstraktindan 1 mL/kg gavaj yoluyla uygulandi.

Celtis tournefortii grubu: Calisma baslangicindan itibaren 28 gun
boyunca hergin Ct ekstraktindan 1 mL/kg gavaj yoluyla uygulandi.

Sigcanlarin net agirliklari deney baglangicindan itibaren haftalik olarak 28
gun boyunca tartilarak kaydedildi. Deney boyunca si¢canlar standart sigan yemi

ve su ile ad libitum olarak beslendi.

2.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi:

28 gunluk deney sonucunda siganlar %10’luk ketamin ile bayiltilip
diseksiyona alindi. Biyokimya testleri olan ALT, AST, ALP ve LDH igin gerekli
olan kan enjektor yardimiyla hayvanlarin kalbinden alindi. Alinan kanlar serum
enzim analizleri icin biyokimya tuplerine aktarildi. Diger yandan siganlarin
karaciger dokulari alinarak fizyolojik su ile yikanip kurutma kagidiyla
kurutulduktan sonra analizlerin yapilacagi tarihe kadar -80°C’lik derin

dondurucuda muhafaza edildi.

CClyUn olusturdugu hepatoksisiteye karsi Celtis tournefortii yapraginin
kullanildid1 bu ¢aligmada sigcanlarin karaciger hasar biyobelirteg gostergeleri
olan serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALP),
laktat dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP) enzim seviyeleri ile
antioksidan durumun gdstergesi olan antioksidan enzimlerden slperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) aktiviteleri ve
glutatyon (GSH) ve total antioksaidan seviye (TAS) analizi gergeklestirildi.
Ayrica oksidan durumun ortaya konmasi amaciyla total oksidan seviye (TOS)
ve malondialdehit (MDA) seviyesine bakildi.
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2.5. Doku Ekstraksiyonun Hazirlanmasi:

Muamele sonrasi -80°C’lik derin dondurucuda bekletilen siganlarin
karaciger dokulari oda sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak ¢ozduruldu.
Karaciger dokularinda antioksidan enzim, glutatyon, total antioksidan seviye ve
total oksidan seviye tayinleri i¢cin doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde
gerceklestirildi. Ekstraksiyon islemi i¢cin homojenat tamponu olarak fosfat tuz
tamponu (PBS) (pH 7,4) hazirlandi. Dokular hassas dijital terazilerde 0.5 gram
tartildi. Dokular buz akl uzerine konulan petri kabi igerisinde bisturi ucu
yardimiyla ezilerek fincan kroze igine konuldu ve Gzerine 5 ml soguk tampon
(PBS) eklendi. Dokular buz soguklugundaki banyoda Ultrasonic
homojenizatérde 3 dakika boyunca homojenize edildi. Ekstrakt 15 dakika 8500
rom’de sogutmali santriflij cihazinda (Hettich Universal 320r) +4°C’ de santrif(j
edildi (Xia ve ark., 1995). Karaciger dokularindan elde edilen berrak

supernatantlar ependorf tliplere aktarilarak analizlere hazir hale getirildi.

2.6. Analizlerin Yapilmasi:

2.6.1. Toplam Fenolik icerik Tayini:

Toplam fenolik bilesik belirleme tayini spektrofotometre cihazi ile Singleton ve
Rossi (1965)'nin Folin-Ciocaltaeu ydontemine gore tayin edildi. Standart olarak
gallik asit kullanildi. Bitki ekstrakti icinde bulunan toplam fenolik madde miktari

gallik asite esdeger olarak hesaplandi.

0,2N Folin Reaktifi: 2N stok siseden 1mL Folin reaktifi alindi ve saf su ile 10

mL’ye tamamlandi. Sonug olarak 0,2N Folin elde edildi.

800 pg/mL Standart Gallik Asit: 800 ug gallik asit hassas terazi ile tartildi ve 1

mL metanolde ¢ozulerek stok standart hazirlandi.
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%10’luk Na,COgj: Kati olan Na,COj; ile ¢ozelti hazirlayabilmek icin kutlece
yuzde hesaplandi. 2 g Na,CO3 18 g saf su igerisinde ¢ozdurulerek %10’luk (w/v)

Na,COg3 ¢ozeltisi hazirlandi.

Deneyin Yapiligi: Toplam fenolik madde tayinin esasi fenolik bilesiklerin bazik
ortamda Folin-Ciocaltaeu ayracini indirgeyip kendilerinin oksitlenmis forma
donustugu redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin ayraci oksitleyici bilesik
olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucu olugan mavi rengin absorbansinin
Olcllmesi sonucu analizi yapilan bitkinin fenolik bilesiklerin toplam miktarlarinin
hesaplanmasi mumkundur. Olusan ¢ozeltinin renk siddeti fenolik maddelerin

konsantrasyonu ile dogru orantihidir.

50 upL gallik asit Gzerine 2.5 mL saf su eklendi. Karisim Uzerine 0,2N
Folin'den 250 uL eklenip karistirildi ve 3 dakika oda kosullarinda inklbe
edildikten sonra Uzerine %10’'luk Na,COsz'den 750 pL eklenip 2 saat oda

kosullarinda inkube edilerek 765 nm’de absorbansi okundu

Standart grafigin hazirlanmasinda fenolik bir bilesik olan gallik asit
kullanildi. Gallik asitin metanolle farkli konsantrasyonlari hazirlandi ve
spektrofotometre cihazinda absorbansi 765 nm’de okundu. Numunenin 100
gramindaki mg gallik asit esdegeri (mg GAE/100g numune) fenolik madde

miktari hesaplandi.
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Sekil 3. Toplam Fenolik Tayini Kalibrasyon Grafigi

2.6.2. Toplam Flavonoid igerik Tayini:

Toplam flavonoid igerigi Zhishen ve ark. (1999)'nin metoduna gore tayin
edildi. Calismada standart olarak kuercetin kullanildi. Toplam flavonoid igerigi
tayinin esasi, AICI; ve NaNO, ayraclarn kullanilarak alkali ortamda flavonoid-
aluminyum kompleksinin meydana gelmesi ile belirlenmistir. Reaksiyon sonucu
olusan pembe rengin absorbansinin dlgilmesi sonucu analizi yapilan bitkinin
flavonoid igeriginin toplam miktarlarinin hesaplanmasi mumkundur. Olusan

¢cOzeltinin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantihidir.

1000 pg/mL Standart Quercetin: 1000 ug kuercetin hassas terazide olculdu ve

10 mL saf suda ¢dzulerek stok standart hazirlandi.

Deneyin Yapiligi: 1 mL kuercetin Uzerine 5 mL saf su eklendi. Karisim Uzerine
0,3 mL %5’lik NaNO, ilave edilip vortekslendi ve 5 dakika oda kosullarinda
inkibe edildi. Sonra 0,6 mL %10’luk AICl3 ilave edilip karistirilarak 5 dakika oda
kosullarinda inktbe edildi. Daha sonra 2 mL 2M’lik NaOH eklenip saf suyla 10
mL’ye tamamlandi. Ayni iglem Ct yaprak ornegi i¢in de yapildi.
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Standart grafigin hazirlanmasinda kuercetin kullanildi. Kuercetinin farkl
konsantrasyonlari hazirlandi ve spektrofotometre cihazinda absorbansi 510
nm’de okundu. Numunenin 100 gramindaki mg kuercetin esdegeri (QE/100 g

numune) flavonoid madde miktari hesaplandi.

Kuersetin

y =0,0002x-0,0012
R*=0,9974
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Sekil 4. Toplam Flavonoid Tayini Kalibrasyon Grafigi

2.6.3. SOD Enzim Tayini:

Prensip: Superoksid dismutazin rollu, oksidatif enerji basamaginda
uretilen toksik stperoksid radikalini (O, hidrojen peroksite (H2O) ve molekuler

oksijene (O;) dismutasyonunu hizlandirmaktir.

Bu metotla asagidaki formulde goéruldigu gibi ksantin ve ksantin oksidaz
kullanilarak superoksid radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (INT) ile kirmizi boya formuna donusur. SOD
aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile dlgulir (McCord ve Fridovich,
1969).

XO Oy
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Ksantin ——— Urik Asit + Oy I.LN.-T. —— Formazon D (Renkli
bilesik)

SOD
0O, — > H,O, + O

Deneyin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile
Perkin Elmer Lambda 1A UV/VIS spektrofotometrede 505 nm'de 37°C'de
Olclldid (Randox Lab., 1996). Analiz materyali olarak daha 6énce hazirlanan ve
analiz zamanina kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen doku

supernatantlari kullanildi.

icerik karistirilarak 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 sonuglari

asagidaki denklemde yerine konarak SOD enzimi % inhibisyonlari hesaplandi.

(AAstapk-x100) . (AA®mekpk-X100)
100 - = % Inhibisyon 100 - =%
inhibisy (“/A0enk o) (Aennkor)

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi igin, standart grafigi elde edilerek,
Standart grafikten elde edilen edim formdlu ile sulandirma faktéri de hesaba

katilarak SOD aktivitesi U/g tim doku olarak hesaplandi.

2.6.4. GPx Enzim Tayini:

Prensip: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), formulde goérilen kumen

hidroksidin ile indirgenmis glutatyonu (GSH) okside eden reaksiyonunu
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katalizler. Ortamda glutatyon reduktaz (GR) ve nikotin adenin dinlkleotid fosfat
hidrojen (NADPH) var ise vyukseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’In
NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a indirgenir (Paglia ve Valentine, 1967).

GPx
2GSH + ROOH > ROH + GSSG + H,O

GR
GSSG + NADPH + H" ——— NADP™ + 2GSH

Analizin yapilisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel
enzim kitleri ile Perkin EImer Lambda 1A UV/VIS spektrofotometrede 340 nm'de
ultraviyole metotla 37 °C'de olguldii (Randox Lab., 1996). Analiz materyali
olarak, daha ©Once hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80°C’de derin

dondurucuda muhafaza edilen doku supernatantlari kullanildi.

Klvetler karistirilarak, ornek ve korun absorbanslari 1 dakika sonra
okunarak zaman baglatiimasindan, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar

okunarak dakika absorbans degisimi hesaplandi.

Hesaplama: U/g doku = 8412 x DA 340 nm / dakika. Ornek ve kériin U/g
tim doku sonuglari igin, érnek degerden (U/g), kor degeri (U/g) cikarildi.
Sulandirma faktérinide hesaba katilarak sonuclar U/g tim doku cinsinden

hesaplandi.

2.6.5. KAT Enzim Tayini:

Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’'nin metoduna gore calisildi.
Hidrojen peroksit (H,O,) 240 nm ’'de maksimum absorbans verir. Deney
ortamina ilave edilen H,O; katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmakta, bu

ise kendini ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde gostermektedir.
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Absorbanstaki bu azalma KAT enziminin aktivitesi ile dogru orantihdir.

Reaksiyon su sekildedir:

KAT
H,O, > H,O + %% O,

Kullanilan reaktifler; Fosfat tamponu (pH 7 ve 50 mM), absorbansi 0.500

nm’ye H,O, ile ayarlanmis olan H,O- ’li fosfat tamponu (H,O, ¢ozeltisi).

2.6.6. MDA Tayini:

Prensip:Yag asitlerinin serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olugsan
peroksidasyon urlnlerinden malondialdehit, tiyobarbiturik asit ile renkli forma

girmesi ile dlgulur (Slater, 1984).

Analizin Yapihigi: Lipid peroksidasyon urinu malondialdehit seviyesi
tiyobarbiturik asit (TBA) reaktifi ile renk reaksiyonu sonucu spektrofotometre
cihazinda maksimum 532 nm’de absorbanslar 6l¢lldi. Bir tipe ekstraksiyon
islemleri gergeklestiriimis doku supernatantlarindan 200 pl alinarak tzerine 800
plfosfat tamponu ve 25 ul BHT ile suspanse edildi. Sonra 500 ul %30’luk TCA
eklendi. Tipler vorteksle karistirilarak iki saat -20°C’de buzdolabinda tutuldu.
Sonra 15 dk 2000 rpm’de santrifiij edildi. Sipernatantin 1 ml’si alinarak baska
tuplere aktarildi. Bunlarin Uzerine 75 pl EDTA Na;H,O, 250 pl TBA eklendi.
Tipler vorteksle karistirildi ve 15 dk sicak su banyosunda (90°C) tutuldu. Sonra
oda 1sisina getirilerek 532 nm’de optik dansiteleri yapilarak okundu (Slater,
1984).

2.6.7. GSH Tayini:

Prensip: Ekstraksiyon igslemleri gergeklestirilmis dokulardan hazirlanan
hemolizat ve supernatantlarinda, sulfidril (SH) tasimayan tum proteinler,
cokturiict ¢dzelti ile ¢oktirildi. indirgenmis glutatyon (GSH), elde edilen berrak

sivida sulfidril gruplarinin DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu
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sonucu olusan sari rengin miktari ile olgulda (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve
ark., 1988).

Ayiraglar:

1. Cokturucu Gozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA (disodyum
etilen diamin tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml'ye distile suda eritilerek

tamamlandi.
2. Fosfat Gozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.

3. DTNB (Ellman's Ayiraci): 40 mg DTNB (5,5'-(2-ditiobis) nitrobenzoik
asit), %1 sodyum sitrat, 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.

Analizin yapilhigi: Doku supernatantlarindan 500 pl alinarak 750 pl
cokturict c¢ozelti ile karistirildi ve +4°C 3500 rpm’de 10 dakika santriflij edildi.
Sipernatnatin 500 pl'si baska bir tlipe alindi ve ¢okelti atildi. Uzerine 2 ml fosfat
tamponu, 250 yl DTNB ayiraci eklendi. Blank igin 500 pl ¢okturicu ¢ozeltisi (3
kisim ¢okturacu ¢ozelti + 2 kisim distile su), 2 ml fosfat tamponu ve 250 pl
DTNB ayiraci tlipe alinarak hazirlandi. Kan numuneleri igin 200 ul érnek 1,8 mL
PBS ile dilie edilerek uygun oranda ¢okturticu ve diger ayiraglar eklendi. TUpler
vorteks ile iyice karistirildi ve 5 dakika inkibe edilerek spektrofotometrede 412
nm'de kore karsi ornek ve standart numunelerin optik dansiteleri okundu.
Sonuglar nmol/mg doku olarak hesaplandi (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark.,
1988).

2.6.7. TAS Tayini:

Olgim Erelin (2004) geligtirdigi metoda gére, numune ve ayiraglar
karigtinldiktan 5 dk sonra spektrofotometrede kinetik okuma yapilarak
gercgeklestirilir.  Metot, numunede bulunan antioksidanlarin, kullanilan
ayiraglardaki koyu yesil renkli ABTS+ (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik

asit) radikal katyonunu indirgeyerek ABTS molekuline déndstirmesi esasina
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dayanmaktadir. Numunede bulunan antioksidan miktarina bagli olarak
degisebilen ABTS+ radikalinin ABTS’ye indirgenme orani arttikga, koyu yesil
olan renkagilmaya, beyazlasmaya bagslamakta; spektrofotometrede 660 nm’de
okunan absorbans degerlerinin degisimi numunede bulunan total antioksidan
diizeyleri ile iliskilendiriimektedir. Olglim Trolox Equivalent standart antioksidan
sollisyonu kullanilarak kalibre edilir. Olglilen TAS dizeyleri mmol Trolox

Equivalent olarak okunur.

2.6.8. TOS Tayini:

Olgim Erel'in (2005) gelistirdigi metoda gére, numune ve ayiraglar
karigtinldiktan 4 dk sonra spektrofotometrede end-point okuma yapilarak
gerceklestirilir. Metot, numunede bulunan oksidanlarin analizde kullanilan
ayiractaki ferrous (Fe*) iyon komplekslerini ferrik (Fe™®) forma okside ederek
donustirme esasina dayanmaktadir. Oksidasyon reaksiyonu sonucu miktari
artan ferrik iyonlar reaksiyonun asidik ortaminda bulunan kromojen ile renkli bir
kompleks olusturmaktadir. Olusan rengin yodunlugu numunede bulunan
oksidan maddelerin toplam miktarina bagl olarak degismektedir. Bu degisimler
spektrofotometrede 560 nm’de okuma yapilarak belirlenmektedir. TOS analizi
hidrojen peroksit (H20.) ile kalibre edilir ve sonuclar hidrojen peroksit equivalent

litre (umol H,O, Equiv./L) olarak ifade edilmektedir.

2.6.9. OSi Hesaplama:

TOS duzeylerinin TAS dlzeylerine oranin ylzde derecesi oksidatif stres
indeksi (OSI) olarak kabul edilir. OSi oksidatif stresin bir indikatéridir. Kisaca
TOS’un TAS’a bélinmesi ile elde edilmektedir. OSI degerinin yiiksek olmasi
dokuda oksidatif stres etkisinin ¢ok oldugunu, disik olmasi ise oksidatif stres

etkisinin az oldugunu belirtmektedir.

Hesaplama:
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OSi (AU) = TOS(umol/L) x100
TAS (umol/L)

2.6.10. Protein Miktar Tayini:

Protein miktar tayini Lowry ve ark. (1951)'nin yontemi modifiye edilerek
yapildi. Bu metoda goére proteinlerin Cu-protein kompleksini olusturmasi ve
Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildiginde mavi bir renk olugturmasi ilkesine
dayanmaktadir. Cozelti uzerine 100 pl Folin ayiraci eklendikden sonra 30
dakika inklibasyona birakildi. 750 nm’ye ayarlanmis spektrofotometre cihazinda
okuma iglemi gerceklestirildi. Elde edilen absorbanslar protein standart grafigi

yardimiyla protein miktari hesaplandi.

2.7. Istatiksel Analizler:

Elde edilen bulgular istatistiki olarak degerlendirilerek, aritmetik
ortalamalari (X) ve standart sapmalari (£SD) bulundu. Gruplar arasindaki farkin
onemli olup olmadigini tesbit etmek icin ANOVA (tek yonli varyans analizi; one-
way ANOVA) testi ve ikili gruplarin kendi aralarinda kargilastiriimasi icin de
POST HOC testlerden TUKEY HSD testi yapildi. Anlamllik siniri olarak p<0.05
kabul edildi.
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3. BOLUM

BULGULAR

Karbon tetraklortr (CCl,) ile hasarlanmis sigan karacigeri Uzerine Celtis
tournefortii (Ct) bitki yapraginin koruyucu ve antioksidan etkisinin arastirilmasi
amaciyla planlanan galisma sonucu elde edilen bulgular gizelgeler ve sekiller

halinde verilmistir.

Yapilan toksik doz (LDsp) uygulamasi sonucu doz gruplarinda 6lum
gerceklesmemistir. Siganlarin fiziksel aktivitelerinde bir azalma olmadigi ayrica
dis gorunuglerinde, tuy dokme, tuy rengi ve parlaklhiginda bir degisim
g6zlenmemigtir. Ayrica g0z rengi, idrar ve digkida olagan disi bir degisim

g6zlenmedi.

Tablo 2. Celtis tournefortii yapragi toplam fenolik ve flavonoid igerik miktari

Toplam Fenolik ve Flavonoid igerik

Su EtOH/Su EtOH/Su
(1:3) (3:1)
X+SD X +SD X +SD
TFi (ug GAE/mg) 454,4+20,6 671,1+31,2 762,8+50,8
TFB (QE
mg/100g) 1516+109,7 4049,3+259,8 5462,7+287,6

Tablo 1'deki bulgulara gére; TFI miktarinin en diisik degeri su, en yiiksek

degeri etil alkol/su (3:1) ile hazirlanan ekstraktta belirlendi.
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Sekil 5. Farkli oranlarda ¢oziicu ile hazirlanan Celtis tournefortii yapragi TFi

miktarlarinin karsilastiriimasi.

Tablo 1'deki bulgulara gére; TFI miktarinin en disik degeri su, en yiiksek

degeri ise etil alkol/su (3:1) ile hazirlanan ekstraktta belirlendi.

Total Flavonoid igerik
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Sekil 6. Farkli oranlarda ¢ézicl ile hazirlanan Celtis tournefortii yapragi TFi

miktarlarinin karsilastiriimasi.
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Tablo 3. Deney grubu siganlarin serum enzim diizeyleri.

SERUM ENZIMLERI

Kontrol CCly CCl4st+Ct Ct
SERUM
X +SD X +SD X +SD X +SD
AST (U/L) 89,448,1 129,1+#17,7%°  112,3+21,8*  96,3+12,6"
ALT (U/L) 37,548 45, 4+4,4° 38,1+4,3° 33,4+3,7°

LDH (U/L) 758,4+855  1004,3+97,7°  821,9+65,3" 763+83,3"

ALP (U/L) 154,5+25 200,3+27,4*  170,5#¢23,2  162,9+16,3"

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).

b: CCl4 grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agcidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 2’deki bulgulara gore; AST degerlerinde CCIl; ve CCls+Ct
gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli bir artma bulunurken, Ct grubunda ise

CCl4 grubuna gore anlamli bir azalma oldugu gézlendi (p<0.05).
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Sekil 7. Deney gruplarinin serum AST duzeylerinin karsilastiriimasi.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 2’deki bulgulara gore; CCl, grubunda kontrol grubuna goére ALT
degerleri anlamli bir sekilde artarken, CCl,+Ct ve Ct grubunda ise CCl4 grubuna

gore anlamli olarak azalmigtir (p<0.05).
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Sekil 8. Deney gruplarinin serum ALT duzeylerinin karsilastiriimasi.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).

b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 2’deki bulgulara goére; LDH degerleri bakimindan CClI,; grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak yukselmistir. Diger
taraftan CCIl4+Ct grubu CCls grubuna gore LDH bakimindan anlamli olarak

azalmistir (p<0.05).
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Sekil 9. Deney gruplarinin serum LDH dlzeylerinin karsilastiriimasi.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).

b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 2’deki bulgulara gore; ALP degerleri CCl, grubunda kontrol
grubuna gore anlamh bir artigs gdsterirken, Ct grubunda ise bu deger CCl,

grubuna gore anlamli olarak azalmistir (p<0.05).
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Sekil 10. Deney gruplarinin serum ALP duzeylerinin kargilastiriimasi.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).

b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 4. Deney grubu siganlarin karaciger oksidan ve antioksidan parametreleri

ANTIOKSIDAN ENZIMLER iLE GSH ve MDA

ANALIZLER

Kontrol CCly CCl+Ct Ct

X+SD X*SD X+SD X+SD

MDA

GSH

SOD

KAT

GPx

87,65+9,99 125,86+11,22%° 92,61+8,79° 56,83+5,24P¢
5,46+0,63 4,67+0,33° 4,910,45 5,88+0,54"°
68,18+3,87  53,96+2,6°  59,77+1,37*°  72,442,63%"°
4,71%0,26 3,66+0,36° 410,342 4,63+0,12"°

7,47+0,42 3,740,412 5,01+0,372P 7,8+0,76"°

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).

b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agcidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 3'deki degerler karaciger dokusunda, MDA degerlerinin CCly

gruplarinda en yuksekken, Celtis tournefortii yapragi verilen gruplarda ise MDA

duzeyi dusmustur. CCls grubunda MDA miktari kontrol ve CCls+Ct grubuna

goOre anlaml olarak yukselmistir (p<0.05).Ct grubunda ise MDA duzeyi, kontrol,

CCl,4 ve CCl4+Ct gruplarina gére anlamli olarak azalmisti (p<0.05).
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Sekil 11. CCl, ve Celtis tournefortii yapragi uygulanan sicanlarin karaciger
MDA duzeyleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 3’'deki degerler karaciger dokusunda, en dusuk GSH duzeyi CCl,
grubunda gikarken, Celtis tournefortii yapragi verilen gruplarda ise GSH duzeyi
en yuksek ¢ikmigtir. CCls grubunda GSH miktari kontrol grubuna gére anlamli
olarak azaldi (p<0.05). CCls+Ct grubunda GSH duzeyi CCls grubuna gore fark
edilmeyecek kadar bir artis gostermesine ragmen, Ct grubunda bu gluzey
istatistiksel olarak 6nemli dl¢ide yukselmisti (p<0.05).
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Sekil 12. CCl, ve Celtis tourneforti yapragi uygulanan siganlarin

karacigerlerindeki GSH duzeyleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agcidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 3'de, Celtis tournefortii yapragi verilen gruplarda SOD aktivitesinin
en yuksek oldugu bunun yaninda en dusuk aktivitenin ise CCl, grubunda oldugu
gorulmektedir. CCls grubunda SOD aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli
olarak dusuktl (p<0.05). CCl,;+Ct grubunda ise SOD aktivitesi CCls grubuna
gore anlamh olarak artmisti (p<0.05). Ct grubundaysa SOD aktivitesi kontrol,
CCl,; ve CCly+Ct gruplariyla karsilastirildiginda anlamh bir artis oldugu
gorulmektedir (p<0.05).
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Sekil 13. CCly; ve Celtis tournefortii yapragr uygulanan siganlarin
karacigerlerindeki SOD aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).
c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 3’e gore karaciger dokusunda, CCl, grubu KAT aktivitesi kontrol
grubuna goére anlamli olarak gerilemisti (p<0.05). Ayni zamanda, CCl+Ct
grubunda da kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde gerileme oldugu gozlendi
(p<0.05). Ct grubunda ise KAT aktivitesi CCl, ve CCl;+Ct gruplariyla
karsilagtinldiginda anlamli bir artig oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 14. CCl, ve Celtis tourneforti yapragr uygulanan siganlarin

karacigerlerindeki KAT aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agcidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 3'deki de@erler karaciger dokusunda, CCl, grubunda GPx aktivitesi
kontrol grubuna gére anlaml olarak azalma goéruldi (p<0.05). CCls+Ct
grubunda CCl, grubuna gore ise istatistiki olarak bir artis dikkat cekmektedir
(p<0.05). Ct grubunda ise GPx aktivitesi CCl, ve CCl;+Ct gruplariyla
karsilastinldiginda istatistiki bir artis oldugu manidardir (p<0.05).
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Sekil 15. CCly ve Celtis tournefortii yapragr uygulanan siganlarin

karacigerlerindeki GPx aktiviteleri.
a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 5. Deney grubu siganlarin karaciger TAS, TOS, OSI diizeyleri

TOTAL ANTIOKSIDAN ve OKSIDAN SEVIYE

Kontrol CCly CCls+Ct Ct
ANALIZLER
X+SD X +SD X +SD X+SD
TAS 6,75+0,69 2,53+0,252 6,5+0,66"° 8,39+0,622P°¢
TOS 41,49+4,77 54,82+4,82%  47,63+2,37*° 36,49+2,37°°¢
oSl 617,1+63,43 2188,7+289,74® 739+87,13° 438,6+58,16"°

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).
c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel acidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 4’teki degerler, CCl, grubunda TAS miktari kontrol grubuna goére
anlamli olarak dusuktl (p<0.05). CCls+Ct grubu CCl4 grubuna gore TAS dlzeyi
bakimindan anlamli bir artis gosterdi (p<0.05). Ct grubunda ise TAS miktari
batin gruplara gore istatistiki olarak ytksek bulundu (p<0.05).
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Sekil 16. CCl; ve Celtis tournefortii yapragr uygulanan siganlarin

karacigerlerindeki TAS duzeyleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhidir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCl4+Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 4’e goére karaciger dokusunda, CCl; uygulanan grupta toplam
oksidan seviyenin en yuksek oldugunu ve Ct grubunda ise TOS’unen duslk
seviyede oldugunu gdstermektedir. CCl, grubunda TOS miktari kontrol grubuna
gore anlamh olarak yuksek bulundu (p<0.05). CCl,+Ct grubunda CClI, grubuna
gore ise anlaml bir azalma oldu (p<0.05). Ct grubu TOS miktari CCl,; ve
CCl +Ct gruplariyla karsilastinildiginda istatistiki olarak bir azalma tespit edildi
(p<0.05).
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Sekil 17. CCl, ve Celtis tourneforti yapragi uygulanan siganlarin

karacigerlerindeki TOS duzeyleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).

Tablo 4’'te, CCl, grubu OSI duzeyi kontrol grubuna gére anlamli olarak
yiiksekti (p<0.05). CCl4+Ct grubu CCls grubuna goére OSi bakimindan anlamli
bir azalma goruldi (p<0.05). Ct grubunda ise OSI| duzeyi CCl, ve CCl+Ct
gruplariyla kargilastirildiginda anlaml olarak azaldi (p<0.05).
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Sekil 18. CCl; ve Celtis tournefortii yapragl uygulanan siganlarin

karacigerlerindeki OSI duzeyleri.
a: Kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).
b: CCl, grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamhdir (p<0.05).

c: CCls+ Ct grubu ile arasindaki fark istatistiksel agidan anlamlidir (p<0.05).
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4. BOLUM

TARTISMA

Son zamanlarda bazi bitkilerin bilimsel olarak hastaliklari 6nlemesi ve
tedavisinde yapilan c¢aligmalar insan saghgi icin beslenme destegi oneminin
artmasina neden olmustur. Bu nedenle fonksiyonel gidalarin terapotik
kullanimlari giderek artmaya baslamigtir. Bitkilerin fenolik madde igerik turleri ve
dizeyleri yaprak, meyve ve cekirdeklerine gore farkhlik gosterebilir. Bitkilerin
blyime evrelerinde de yaprak ve meyvelerin fenolik igeriklerinde 6nemli
degisiklikler olusabilir (Temiz ve Temur, 2017). Bu calismada kullaniimak Uzere
secilen Ct bitkisinin oncelikle fenolik madde icerigi tesbit yoluna gidilmistir. Bu
amacla, farkh geleneksel ¢6zicl konsantrasyonlari kullanilarak optimum
miktarda Celtis tournefortii (Ct) yaprak ekstraktl elde etmek ve toplam fenolik
bilesik miktari belirleme yoluna gidilmistir. Toplam fenolik ve toplam flavonoid
icerik miktar1 elde etmek icin deneysel yontemler arastirildi ve yuksek hidrofilik
karakterlerinden dolayi fenolik bilesiklerin polaritesi yuksek olan ¢dzlculerde
daha verimli ekstrakte edilebildigi belirtimektedir (Temiz ve Temur, 2017). Bu

nedenle mevcut ¢alismada etanol ve su ¢ozuculeri kullaniimigtir.

Bu calismada en ylksek toplam fenolik bilesik degerinin 762,8 mg
GAE/g ile etanol:su (3:1) ekstraktinda, toplam flavonoid igeriginin ise 5462,7 QE
mg/100g ile etanol:su (3:1) ekstraktinda oldugu belirlenmigtir. Celtis tarleri iyi bir
antioksidan bilesik olabilecegi dusunuldigunden dolayi, bu 6zellik sicanlarda in
vivo olarak arastirilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid bilesik iceriklerinin en
yuksek degerlerinin etanol:su (3:1) olmasi sebebiyle ¢alismada bu oranlar tercih

edilmigtir.

Celtis tourneforti meyvesi EtOH:Su (1:1) solventi ile yapilan bir
calismada, en yuksek TFB miktari 5.33 mg GAE/g olarak tespit edilmistir (Polat,
2012). Yidinm ve ark., (2017) Celtis tourneforti meyvesinin metanol ile

hazirladiklar ekstraktinda fenolik ve flavonoid igerik miktarlarini sirasiyla 6,67
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mg GAE/g ve 1,93 mg/g QE olarak buldular. Adedapo ve ark. (2009)da
yaptiklari calismada 48 saat metanolik maserasyona tabi tutulan Celtis africana
yapraklarinin fenolik ve flavonoid igcerik miktarlarini sirasiyla 0,70 mg GAE/g ve
14 mg/g tannik asit olarak belirlediler. Gegibesler (2016) Celtis tournefortii‘nin
metanolik ekstraktinda yaptigi fenolik belirleme ¢alismasinda yaprak, meyve ve
dallarinda TFB miktarlarini sirasiyla 284,67, 143,52 ve 178,61 mg GAE/g olarak
bulmustur. En yuksek fenolik miktarin Ct'nin yaprak kisminda oldugunu rapor
etmigtir (Gegibesler, 2016).

Ekstraksiyon sonucu Celtis tournefortii meyvesinin herhangi bir toksik
etkisinin olup olmadigini tespit etmek igin yapilan letal doz (LDsp) uygulamasi
sonucu higbir doz grubunda olum gergeklesmedigi goruldu. Letal doz, bir
maddenin tek seferde verildiginde test grubundaki hayvanlarin % 50'sini élduren
doz olarak tanimlanmaktadir. Yapilan LDsy ¢alismasinda elde edilen bulgular
dogrultusunda Ct'nin ylksek dozlarinin glvenilir ve non-toksik olabilecegi
kanisina variimistir. Buna benzer bir calismada turl farkl olsada, Gongalves ve
ark. (2015) Celtis iguanaea yapragi ile yaptiklari toksisite ¢alismasinda (LDso)
2000 mg/kg doz uyguladiklari siganlarda 6lum olmadigini belirtmislerdir. Bu

bulgu sunulan ¢alismanin verileri ile paralellik arz etmektedir.

Bu calismada tek doz 2 mL/kg CCl, intraperitonel olarak siganlara
uygulandi ve deney sonucunda CCl, uygulanan gruplarda karaciger hasari
olustugu gorulda. CCly ile ilgili yapilan farkh calismalarda cesitli doz ve sire
uygulamalari bulunmaktadir. Aranda ve ark. (2010) 5 mL/kg doz, Sotelo-Felix
ve ark. (2002) 4 g/kg, Arosio ve ark. (2000) 3 mg/kg dozunu uygulamiglardir. Bu
calismalarin tamaminda siganlarin karacigerinde hasar goruldagu belirtilmistir.
CClyUn farkli dozlari kullanilarak yapilan g¢alismalardan ve takdim edilen bu
calismadan elde edilen bulgular sonucunda CCI,Un sigcanlarda karaciger

hasarina neden oldugu anlasiimigtir.

Literatir arastirmasi sonucu Celtis tournefortii ile ilgili yapiimis herhangi
bir in vivo ¢alismaya rastlanamamistir. Bundan dolayi tedavi gruplarindaki

karsilastirmada diger Celtis turleri kullanilacaktir.
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Calismada elde edilen bulgulara gore; CCIl, uygulanan gruplarda AST,
ALT, ALP ve LDH serum enzim aktivitelerindeki artma kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Serum ve plazmadaki bazi enzim
aktivitelerindeki degisim karaciger harabiyetinin birer gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu harabiyetin derecesi ise karaciger enzimlerinin artma miktarlar
ile orantili olabilmektedir. AST ve ALT enzimlerindeki artig karaciger hasarinin
bir gostergesi olarak degerlendiriimektedir (Géker ve Ozmen, 2009). Ahn ve
ark. (2014) iki hafta boyunca 3 defa 1mL/kg dozunda uygulanan CClI,Un
sicanlarda hepatoksisiteye neden oldugunu ve AST ile ALT enzimlerinin
aktivitelerinin yukseldigini rapor etmislerdir. Tanriverdi (2005) CCl,U 1mL/kg
dozunda oral olarak uyguladigi ¢galismasinda, AST ve ALT enzim aktivitelerinin
12. saatte artmaya bagladigini ve kontrol grubuna gore 24. saatte bu enzimlerin
en yuksek seviyeye ulastigini bildirmigtir. Lu ve ark., (2002) 1mL/kg dozu
uyguladiklari ¢alismalarinda, CCl,/un AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerini
arttirdigini  belirtmislerdir. Verilen literatur bulgular ile sunulan g¢alismanin
verileri paralellik arz etmektedir. Dolayisiyla CCl,Un degisik yollarla vicuda
alinmasi sonucu serum enzim aktivitelerinde artisa neden olarak karaciger

harabiyeti oldugunu gostermektedir.

Bu calismada CCI;+Ct grubunda ALT ve LDH serum enzim
aktivilerindeki azalma CCl,; grubuna goére istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu bulgu Ctnin CCl/un bozucu etkisini durdurdugunu
gostermektedir. CCl4+Ct grubunda AST ve ALP enzim aktivitelerindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmasada degerlerde bir azalma oldugu
gorulmustir. Gaidam ve Adole (2014) 100 ve 150 mg/kg dozlarinda
kullandiklari Celtis integrifolia ile yaptiklari calismada AST duzeyinin 150 mg/kg,
ALT dizeyinin ise 100 mg/kg uyguladiklari grupta azalma oldugunu
belirtmiglerdir. Ancak, bu azalig istatiksel olarak anlamli degildi. Calisma
sonunda tedavi grubunun serum LDH aktivitelerinde CCl, grubuna gore %66
oraninda azalma oldugunu bildirmislerdir. Ct yapraginin tedavi grubunda AST,
ALT, ALP ve LDH duzeylerini azalttigi sonucu literatir ile benzerlik

gOstermektedir. Antioksidanlar serbest radikallerin hiicre zarinda neden oldugu
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zincir reaksiyonlari sonlandirarak hucre butinlugunu korudugu belirtiimektedir
(Combs ve McClung, 2017). Bu bilgi i1siginda, Ct yapragi iceriginde bulunan
antioksidan bilesiklerde serum enzimlerinin iyilestiriimesinde etkili oldugu
soylenebilir. CCl,'in hepatotoksisitesi, bu c¢alismada AST ve ALT serum
duzeylerinde anlamh artiglar ile dogrulanmigtir. CCl, tarafindan induklenen
hepatik yaralanmaya sahip si¢anlarda Celtis uygulamasinin, tedaviden 4 hafta
sonra hasarin iyilesmesine yardimci oldugu serumdaki ALT ve AST enzim

aktivitelerinin azalmasi ile belirlenmistir.

Sekil 11'de karaciger dokularindaki lipit peroksidasyon drtund olan MDA
dizeyleri sunulmustur. Tablo ve sekilde gosterildigi Uzere; CCl, grubunda
kontrol grubuna gore istatiksel agidan anlamli bir artma bulunurken, CCI,+Ct
grubunda CCI, grubuna istatiksel agidan anlamli bir azalma oldugu tespit

edilmigtir.

CCl4, serbest radikal uUreterek oksidatif strese neden olan toksik bir
maddedir. CCl, Urtind olan; CCl, triklorometil (CCl3) ve triklorometil peroksil
(CCl302) radikalleri, hucre  membrani lipitlerine  baglanarak lipit
peroksidasyonunu baslatarak karaciger hasari olusturur (Ingawale ve ark.,
2014). MDA lipit peroksidasyonunun en onemli dranaddr. CClg lipit
peroksidasyonunu indukleyerek MDA duzeyinde artisa neden olur (Wang ve
ark., 2005). Wu ve ark., (2010) 0,75 mL/kg dozunda CCl, uyguladiklari
calismalarinda siganlarin karacigerinde MDA seviyesinin kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamh bir artis oldugunu belirtmislerdir. Yapilan arastirmada
da lUteraturlerde de belirtildigi Uzere CCl, grubunda MDA seviyelerinin kontrol
grubuna gore artmasi CCIlUn lipit peroksidasyonuna neden oldugu ve
karaciger hasari olusturdugu anlasilmistir. Diger taraftan calismada tedavi
grubu olarak Celtis tournefortii yaprak ekstrakti ile beslenen siganlarda
(CCl4+Ct grubu) MDA duzeyleri CCl4 grubuna gore anlamli dizeyde azalmistir.
Ayrica Ct grubunda da MDA degerleri kontrol, CCl, ve CClI4+Ct gruplarina goére
anlamli diuzeyde azalmistir. Bu bulgular etkileri incelenen Celtis tournefortii
yapragdinin lipit peroksidasyonunu azaltabilecegini gostermektedir. El-Alfy ve

ark., (2011) C. Australis ve C. Occidentalis yapraklarinin sulu ve etanolik
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ekstraktlarinin sican doku homojenatinda (beyin, kalp ve karaciger) FeSOg-
H,O, varliginda lipit peroksidasyon belirteci olan MDA duzeyini 6nemli olgude

azaltigini rapor etmislerdir.

Sekil 12’da redukte glutatyon (GSH) sonuglar sunuldu. Bu sonuglara
gore karaciger GSH degerlerinde CCl, grubunda kontrol grubuna gore anlamli
bir azalma tespit edildi. Ayrica Ct grubunda GSH dizeyi CCl, grubu ve CCl4+Ct
gruplarina goére anlamh olarak artmigtir. . Bu sonuca goére, sadece Ct
uygulamasinin GSH duzeyini artirdigi, fakat CCl, ile birlikte uygulandiginda
fazla etkili olmadigi sdylenebilir.

Tripeptit yapida olan GSH, hdcreleri serbest radikallere karsi koruyan
thiol bilesigidir. GSH cesitli ilaglarin ve kimyasallarin zehirsizlestiriimesinde
gbrev alir. Non-enzimatik antioksidan olan GSH hidrojen peroksit
eliminasyonunu saglayarak hucreyi oksidatif hasara karsi korur (Akkus, 1995).
Ancak GSH serbest oksijen radikallerinin etkisiyle artan oksidatif strese karsi
kullanildigindan dolay! dizeyi azalir ve bdylelikle GSH'In azalmasi oksidatif
stres riskini arttinir. Bundan dolayr GSH’in ylksek dizeyde olmasi canlilarin
yasami i¢in gereklidir (Erenel ve ark., 1993). CCl, ile olusturulan hepatotoksisite

sonucu GSH seviyesinin belirgin sekilde azaldigi ifade edilmektedir.

Filali-Ansari ve ark., (2016) Celtis australis’ten saflastirilan B-sitosterol ile
tedaviden sonra GSH oraninin arttigini ve ROS temizleyici olarak goérev
yaptigini ifade etmiglerdir. Yapilan calismada da tedavi grubunda GSH
dizeylerinin artmasi, Celtis tournefortii yapraginin ROS temizleyici olabilecegini

dusundurduagu gibi, GSH duzeyini korudugu da soylenebilir.

Sekil 13'da calismaya ait SOD aktiviteleri sunulmustur. Elde edilen
bulgulara goére karaciger dokusunda SOD aktivitesi CCl,; grubunda kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamh sekilde azaldigi gorilmastir. Benzer
sekilde, Yang ve ark., (2008) siganlar Uzerinde yaptiklari galismada CCl,
uygulanan grupta SOD dizeyinde anlamli bir azalma oldugunu géstermislerdir.
Bununla birlikte CCI4+Ct grubundaki SOD aktivitesinin CCl,; grubuna gore
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anlamli bir sekilde arttigi belirlendi. Bu durum Ct'nin CCl,'n hasar yapici

etkisini yok ettigini ve SOD aktivitesinin dugtusunu engelledigini gostermektedir.

Celtis'in farkli tart olan Celtis iguanaea ile yapilan bir calismada
(Zanchet ve ark., 2017), 300 ve 600 mg/kg dozunda Celtis iguanaea bitkisinin
sicanlarda SOD aktivitesini anlamli olarak arttirdigi rapor edilmistir. Sunulan
calismada da literatlire uygun olarak, Ct yapraginin CCls+Ct grubunda CCly4
grubuna gére SOD aktivitesinin istatiksel agidan anlamli olarak arttirdigi tespit

edilmistir.

SOD, KAT ve GPx hucrelerde serbest oksijen radikallerine kargi
antioksidan savunmayi gerceklestiren enzimlerdir. Bu savunmanin ilk
basamagini super oksit radikalini hidrojen peroksite dismute eden SOD
olusturur. KAT ve GPx ise dismutasyon sonucu olusan hidrojen peroksiti suya

katalizleyerek ikinci basamagi olustururlar.

Sekil 14’de elde edilen bulgular degerlendirildiginde, Katalaz aktivitesi
CCls grubunda, kontrol grubuna goére, anlamli azalis gosterdi. CCl,+Ct
grubunda ise, sayisal degelerde bir azalig vardi, fakat anlamli degildi. Ct
grubunda da anlamli sekilde, CCl, grubuna gore, artma oldugu tespit edilmistir

(p<0.05). Bu katalazin antioksidan 6zelligi agisindan dnemli bir sonugtur.

Katalaz enzimi glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir (Von Sonntang,
2006) ve SOD enziminin olusturdugu hidrojen peroksiti su ve oksijene
metabolize eden bir antioksidan enzimdir (Chistiakov ve ark., 2004). Bu enzim
hidrojen peroksiti parcalamazsa, Fenton reaksiyonuyla c¢ok tehlikeli olan
hidroksit (OH") serbest radikali olusabilir (Toyokuni ve ark., 1995). Cuciureanua
ve ark., (2009) CCl; uygulamasi sonucu antioksidan sistemin olumsuz
etkilendigini ve KAT aktivitesinin azaldigini belirtmislerdir. Benzer olarak CCl,
uygulanan siganlarin KAT aktivitelerinde dusls goéruldiagu rapor edilmistir
(Wang ve ark., 2009). KAT aktivitesinin CCl, hasarina maruz kalan karaciger
dokusunda azaldigini gosteren galismalarda mevcuttur (Cui ve ark., 2013; Cao

ve ark., 2014). Yapilan g¢alismada da Sekil 13'de sunulan grafikte CCl,
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uygulanan grupta KAT aktivitesinin literatire uygun olarak azaldigi
goOrulmektedir. Bunun nedeni CCl, induklemesi ile artan H,O,’'in detoksifiye
edilmesi esnasinda KAT enziminin asiri kullanilmasi sonucu KAT aktivitesindeki

azalma olabilir.

Zanchet ve ark., (2017) 150 mg/kg doz uyguladiklari Celtis iguanaea
bitkisinin KAT aktivitesini arttirdigini  ve bunun lipit peroksidasyonunu
azaltabilecegini rapor etmislerdir. Yapilan galismada CCl,4+Ct grubunda CCly
grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olmasa da KAT aktivitesinin artmasi

Celtis tournefortii yapraginin oksidatif stresi azaltmasi olarak yorumlanabilir.

Tablo 3'de GPx enzim aktivitesi CCls uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore istatiksel agidan anlamli olarak azaldigi gorulmektedir. Bu
arastirmada GPx aktivitesinde CCl,4+Ct grubunda CCl, grubuna gore istatiksel

agidan anlamh bir artigin oldugu tespit edilmigtir.

GPx, GSH'I yukseltgeyerek H,O,yi su ve molekller oksijene gevirir.
Bunun sonucunda membran lipitlerini oksidatif strese karsi korur
(Memisogullari, 2005). Aksit ve ark., (2015), yaptiklari ¢calismada, siganlara
birer gin ara ile 3 defa 1 mL/kg CCls uygulamasinin si¢can karacigerinde GPx
aktivitesinin istatistiksel anlamda azalma oldugunu bildirmiglerdir. Yang ve ark.,
(2008) CCl, ile karaciger hasari olusturduklari uygulamada karaciger GPx

enzim aktivitesinde anlamli bir azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Antioksidanlarin tek tek olgumu gergeklestirilebilir ancak bu islem zaman
alici, masrafli ve yogun emek gerektirmektedir. TAS Olgimu ayri ayri dlgimden
daha degerli bilgiler verebilir. Ayni zamanda plazmada bulunan antioksidanlar
birbirleriyle etkilesim icerisinde olduklari igin, bilegenlerin tek baglarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha ¢ok etki olusturabilmektedir (Engin, 2016). Bundan
dolay! bireysel antioksidanlarin 6lgimu yerine TAS o6lgimu yayginlagsmaktadir.
(Erel, 2004). Ayrica TAS ve TOS ile hesaplanan OSI dederi de, oksidatif stresin

bir diger gostergesi olabilir.
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Yukaridaki literaturlerde belirtilen gerekgelerden dolayr bu c¢alismada
TAS, TOS ve ISO oOlgumleri de yapilmigtir.

TAS degerleri incelendiginde, CCl 'Un dusurdugu TAS degerinin CCls+Ct
grubunda normal deg@erlerde seyrettigi, Ct grubunda ise anlamli sekilde arttigi
belirlenmistir. Bu bulgu, Ct'nin CCl,’Un hasarini tolere edebildigi gibi, yalniz Ct
uygulanmasi durumunda da TAS degerlerini bir hayli yukselttigini
gostermektedir. Bu sonug, Ctnin antioksidan Ozelliginin  oldugunun

gOstergesidir.

TOS agisindan deg@erlendirildiginde de, beklenildigi tzere, CCl, grubunda
anlaml sekilde arttigi, CCls+ Ct grubunda CCl, grubuna goére anlamh sekilde
dustugu, fakat kontrol grubu degerlerine ulasamadigi tespit edildi. Ct grubunda
ise, CCl, ve CCly+ Ct gruplarina gore anlamli sekilde gerilemisti. Kontrol grubu
degerlerinden sayisal olarak daha da dusuktl. Fakat bu dusts anlamli degildi.
TOS degerlerindeki bu azalmalar da Ctnin antioksidan 6zelliginin bir
gOstergesidir. Ayrica, TAS arttiginda TOS’un dusmesi, TAS dustuginde de

TOS’un artmasi gibi aralarindaki iligki de Ct’nin antioksidan 6zelligindendir.

OSI oranlan incelendiginde, CCls grubunun arttirdigi OSI duzeyinin
CCl4+ Ct grubunda anlamli olarak azaldidi tespit edilmistir. Ct grubunda ise,
CCl4 ve CCly+ Ct gruplarina gore anlamlh sekilde azalma oldugu gorulmuagtar.
OSI degerinin disuk olmasi oksidatif stres etkisinin az oldugunu belirtmektedir.
OSI duzeylerindeki bu azalmalar Ct'nin oksidatif stresi azaltabilme 6zelligine

sahip olabilmesinden kaynaklanmaktadir.

Benzer sekilde Ozsahin (2011)de CCIsG 1 mL/kg tek doz uyguladigi
deneysel calismasinda kontrol grubuna goére karaciger dokusu TOS degerinde
onemli dlctide ylkselme, TAS degerinde ise diisme oldugundan, oksidatif stres

belirleyicisi olan OSI degerini ylksek bulmustur.

Sigan karacigerinde CCl, ile oksidatif stres olusturan Dertli (2012), TOS

degerlerinde yukselme ve bunun sonucunda oksidatif stresin arttigini, TAS
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degerlerinin azaldigini tespit etmistir. TAS degerlerinin dismesi ve TOS
degerlerinin yukselmesi CCl,Un serbest radikal miktarlarindaki artmaya bagl

oldugu dusunulmektedir.

Sonu¢ olarak; Celtis tournefortii yapraginin CClsUn olusturdugu
karaciger hasari karsisinda serum enzimlerinden ALT, AST, ALP ve LDH
aktivitelerini azalttigi; karaciger SOD, KAT, GPx enzim aktivitelerini ve GSH ile
TAS duzeyini arttirdigi; MDA ve TOS dizeylerini ise azalttigi belirlendi. Ayrica
Celtis tournefortii serum enzimlerinin kontrolinU saglayarak htcre buatunlugu
saglamada etkili oldugu aciktir. Bunun yaninda Celtis tournefortii, toplam fenolik
ve flavonoid igerigi agisindan iyi bir antioksidan olabilecegi ve bu ylzden
oksidan/antioksidan dengeyi saglamak igin nutrasétik olarak kullanilabilir.
Calisma bulgulari, Celtis tournefortii'nin oksidatif stres gostergesi olarak
degerlendirilebilen TOS’u azalttigi ve antioksidan kapasitenin bir godstergesi
olarak deg@erlendirilebilecek TAS’I arttirdigi igin hepatoprotektif etkisi olabilecegi

dusunulmektedir.

Bu calisma ile bodlgede yaygin olarak kullanilan Celtis tournefortii
bitkisinin antioksidan ve koruyucu etkisi arastiriimigtir. Elde edilen bulgular bu
Ozelliklerinin oldugu yonundeydi. Fakat bu bitki ile ilgi daha farkli ¢alismalar
yapillmasi gerekmektedir. Bu c¢alismanin, yapilacak olan g¢alismalara temel

olusturacagi kanaatindeyiz.
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