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1. OZET

Bu c¢alismada sigcanlarda karbon tetrakloriir (CCls) uygulamasinin neden oldugu
karaciger hasarina bagli karaciger lipid peroksidasyonu artis1 ve glutatyon tiiketimi lizerine
1sirgan otu tohumunun etanol ekstresinin etkisi arastirtlmistir. Bu amacgla 200-220g
agirliginda 28 adet Wistar albino tiirii disi si¢can kullanildi. Kontrol grubu (grupl), CCly
grubu (grup 2), ekstre grubu (grup 3) ve ekstre + CCly grubu (grup 4) olmak iizere 4 grup
olusturuldu. Isirgan tohumlarinin toz haline getirildikten sonra (%96) etanol ekstraksiyonu
ile hazirlanan ekstre, deney hayvanlarina 14 giin siiresince her giin intra peritonal (i.p.)
olarak 300pul enjekte (1g/kg) edildi. 15. giinde 16- 18 saat a¢ birakilan siganlardan 2. ve 4.
grup si¢anlara tek doz (1 ml/kg) CCly’iin zeytinyagindaki % 20' lik ¢ozeltisi, 1. ve 3.grup
siganlara ise ayni hacimde zeytinyagi i.p. olarak uygulandi. 2 saat sonra ketamin anestezi
altinda sicanlarin kalplerinden kan 6rnekleri alindi. Daha sonra 6ldiiriilen siganlarin
karacigerleri ¢ikarildi ve karaciger lipid peroksit seviyeleri (MDA) ile karaciger glutatyon
(GSH) diizeyleri 6l¢iildii. Alinan kan 6rneklerinde ise plazma lipid peroksit seviyeleri,
plazma alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) enzim aktiviteleri ve
diger biyokimyasal parametreler otoanalizor ile karaciger ve plazma lipid peroksidasyonu
tiobarbiitiirik asit, karaciger glutatyon diizeyleri ise Ellman yontemi ile dl¢iildii.

4. grup siganlarin CCls grubu sigcanlarina oranla plazma lipid peroksit, ALT ve
AST diizeyleri azalmistir. Ayni1 zamanda 4. grup si¢anlarin karaciger lipid peroksit
diizeyleri CCly uygulanan gruba gore diigsmiistiir. Ekstre uygulanmasi karaciger lipid
peroksit diizeylerini kontrol grubuna gdre azaltirken, plazma lipid peroksid diizeyleri
kontrol grubu diizeylerinde kalmistir. Sadece ekstre verilen siganlarin karaciger GSH
diizeyleri kontrol grubuna gore %21.3 artmistir. Ekstre+CCly verilen grubun GSH diizeyleri
ise CCly grubuna gore degisiklik gostermemistir. Histolojik calismalarda ekstre uygulanan
grupta normale yakin karaciger yapist gézlenirken, CCls uygulamasi hepotositlerde ileri
derecede harabiyete neden olmustur. 14 giin ekstre uygulanan siganlarda CCly
uygulamasindan sonra CCls’e bagli karaciger harabiyetinin hafif derecede oldugu
gorilmiistiir.

Sonug olarak 1sirgan otu tohumunun etanol ekstresinin CCl4’e bagli olarak artan
karaciger enzimlerinin diizeylerini ve karaciger lipid peroksidasyonu diizeylerini azalttigi
gorilmistiir. Ekstre CCly’lin hepatoksik etkisini azaltarak antioksidan etki gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, Glutatyon, Isirgan otu tohumu, Malondialdehit



2. SUMMARY

THE EFFECT OF (Urtica dioica L.) SEED EXTRACT ON PLASMA AND

LIVER LIPID PEROXIDATION AND LIVER LEVELS GLUTATHIONE IN
ALBINO RATS ACUTE CARBON TETRACHLORIDE TREATMENT

In this study, the inhibitory effect of Urtica Dioica L. (stinging nettle) seeds extract
on lipid peroxidation stimulated by carbon tetrachloride in rats were investigated. 28
Wistar albino female rats each, 200-220g in weight were used. The 4 groups were
named as: control group (group 1), carbon tetrachloride group (group 2), extract group
(group 3) and extract + carbon tetrachloride group (group 4).

Stinging nettle seeds were pulverized and ethanol exract was prepared. Group 3
and group 4 received injections of ethanol extract of the seed for 14 days. Each day
300ul (1g/kg) of the extract was injected intraperitoneally (i.p.). After starvationon for

16-18 hours on the 15" day to the rats in group 2 and group 4 20% CCl, solution in
olive oil (1 ml/kg) were injected. The control and extract group received olive oil at
equal volumes (1 ml/kg) i.p. To the rats, 2 hours later, mild ketamine anaesthesia were
performed. Plasma alanine aminotransferaze (ALT), aspartate aminotransferaza (AST)
enzyme activities and other biochemical parameters were measured by autoanalyser in
blood examples taken from the hearts while they are in ketamine treatment anaesthesia.
The rats were killed after 2 hours of the treatment. Plasma and liver lipid peroxide
levels were measured with thiobarbituric acid (TBA) test; and liver glutathione levels
were measured with Ellman method.

In group 4 compared to controls there was a decrease in plasma lipid
peroxidation, ALT enzyme activities and liver lipid peroxidation levels. No change
between control groups but was observed increase in carbon tetrachloride group.
Injection with the extract has increased liver lipid peroxidation but it had no effect on
plasma lipid peroxidation level nearly control group’s level. Exract groups rats
glutathione levels compared to the control group showed 21.3% decrease. Carbon
tetrachloride +extract group showed change on glutathione levels from carbon
tetrachloride group.

In histological experiments extract group showed normal liver structure. But

carbon tetrachloride group showed exceedingly hepatosit damage. After injection of the



ethanol extract of the seed 14 days. Exract group 4™ decrease the hepatosit damage
which caused by carbon tetrachloride (CCly).

Inconclusion ethanol extract of the Urtica dioica L. seed decreased the levels of
liver enzymes(ALT and AST) and lipid peroxidation induced by CCl,. Upon treatment

with seed extract, the capasity of antioxidant effect in liver was increased.

Key Words: Antioxidant, Glutathione, Stinging nettle seed, Malondialdehyde



3. GIRIS VE AMAC

Hastalik etkenlerinin diinyanin varolusu ile birlikte diinya iizerinde olduklar:
bilinmektedir. Dolayisiyla ilk insanlarin dahi hastaliklara kars1 bir korunma yontemi
oldugu diisiintilmektedir. Tarih 6ncesi donemlerden giiniimiize, zengin bir floraya sahip
Anadolu'da, hastaliklara kars1 bitkiler tedavi amagli uygulanmaktadir. Gilintimiizde de,
ozellikle son 20 yilda bu alanda ¢ok sayida deneysel calismalar yapilmis ve yapilmaya
devam etmektedir. Ozellikle ABD ve Avrupa’da bitkisel ve dogal iiriinlere artan bir ilgi
gozlenmektedir. Yapilan epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarin 1s181nda, bitkisel
besinlerden zengin beslenmenin kanser ve ateroskleroz gibi kronik bir takim
hastaliklarin gelisimini azaltabilecegi sdylenmektedir.

Son yillarda fizyolojik ve patolojik olarak 6nemli fonksiyonlar iistlendikleri
diisiiniilen serbest radikaller ile bunlara kars1 savunma mekanizmalar1 olusturan
bilesikler olan antioksidanlara ilgi ¢ok artmistir. Bazi bitkiler antioksidan madde igerigi
bakimindan zengindir. Tedavi amagli olarak ¢ok eski donemlerden beri kullanilan
1sirgan otunun yaprak, tohum ve ¢igeklerinin de antioksidanlar agisindan zengin bir
icerige sahip oldugu bilinmektedir.

Antioksidan, antimikrobial, antiiilser gibi aktivitelere sahip olan 1sirgan otunun
(1) yapilan literatiir taramasinda; deney hayvanlarinda 1sirgan otu yapraklarinin CCls’e
bagli olarak degisen alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu ve karaciger glutatyon diizeylerine etkisinin
incelendigi ¢alismalar bulunmasina ragmen, 1sirgan tohumu etanol ekstresinin bu
parametreler ilizerine olan etkisinin arastirildigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle; ¢calismamizda, halk arasinda siklikla kullanilan ve antioksidan vitamin ve
mineraller agisindan zengin olan 1sirgan otu tohumunun etanol ekstresinin, karbon
tetrakloriiriin olusturdugu karaciger hasarina bagli olarak gelisen lipid

pereoksidasyonunu inhibe edici etkisinin olup olmadiginin aragtirilmasi amaglanmaistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Serbest Radikallerin Tarihgesi ve Ozellikleri

Serbest radikaller ile ilgili ¢alismalar Gomberg’in 1900’1 yillarda trifenilmetil
radikalinin (Ph;C’)varligini ispatlamasiyla basladi. Gomberg’e gore bir serbest radikal
bagimsiz olarak varolabilen, en dis orbitalinde ortaklanmamis bir veya daha fazla sayida
elektron igeren atom, atom gruplar1 veya molekiillerdir. Bu tanimlamaya gore basit bir
serbest radikal, hidrojen atomudur ve en dis orbitalinde iki adet ortaklanmamis elektron
bulunduran molekiiler oksijen 6rnektir (2- 8). Radikallerin reaktiveteleri farklilik arz
etmesine ragmen, genellikle nonradikallerden daha az stabildirler. En basit serbest
radikal, bir proton ve bir elektron ihtiva eden hidrojen atomudur. Serbest radikaller,
pozitif veya negatif ylik tagiyabildikleri gibi, yiiksiiz de olabilirler (9- 12).

Bir bilesik ii¢ sekilde serbest radikal haline gelebilir. Bunlardan;

v' Tlave bir elektron alinmasi

v' Elektron kaybedilmesi

v Kovalent bagin simetrik kirilmasi sonucu iki fragmentin birer elektron kazanmasiyla
serbest radikal haline geldikleri homolitik bagin kirilmasi ile ger¢ceklesmektedir (5,
9).

Organizmalardaki bir¢cok molekiil, ortaklanmamis elektron icermediginden
meydana gelen serbest radikal, radikal olmayan molekiillerle reaksiyona gireceginden,
yeni serbest radikaller meydana gelecektir. Radikallerin reaksiyonlar: ii¢ evreye
ayrilmaktadir. Bunlar: baslama, ilerleme, bitis reaksiyonlaridir ve bu reaksiyonlar, zincir
reaksiyonlar1 seklinde meydana gelmeye egilimlidirler (2, 5).

Radikallerin reaktivitesi oldukc¢a degisken olmasina ragmen, radikaller radikal
olmayan yapilara gore daha az kararlidirlar. Radikaller bir kez olustuklarinda, hem
baska radikallerle, hem de baska molekiillerle ¢esitli etkilesimlerle reaksiyona
girebilmektedirler. Bu reaksiyonlarin hizi ve seciciligi, radikalin konsantrasyonunun
ylksekligine ve radikalin reaksiyona girebilecegi molekiilde zayif baglarin varligina
baglhdir (3). Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi

kimyasallarin etkisi altinda kalma karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilag



toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal
maddeler, sigara dumani, solventler gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin,
doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi
aliskanlik yapict maddeler bulunmasi nedeniyle radikaller toksikolojik agidan da
onemlidir (13- 16).

Serbest radikaller, hem oksidan, hem de uyarici ajan gibi gérev yapabilir. ki
radikal reaksiyona girdiginde dengeli bir yap1t meydana gelir. Fakat biyolojik
sistemlerde bir radikalin, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona girme olasilig1 daha
ylksektir. Boyle bir reaksiyon sonucunda bagka serbest radikaller meydana gelir. Bu da
binlerce reaksiyon uzunlugundaki zincir reaksiyonlarini uyarir. Cok doymamis yag
asitlerinin lipid peroksidasyonu buna ornektir (9). Ticari hayatta 6nemli zararlara neden
olan depo edilen yaglardaki eksimelere serbest radikallerin neden olmasinin
anlasilmasiyla radikal kimyasiyla ger¢ek anlamda ilgilenilmeye baslanmistir (9).

Insan viicudunda ve besinlerde bulunan lipidler, proteinler, karbonhidratlar,
niikleik asitler de oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma i¢in zararli olabilecek
irtinler olusabilmektedir (17). Bu durum da oksidatif strese neden teskil etmektedir.
Reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri oksidatif strese en ¢ok sebep olan temel
faktorlerdendir (18) .

Serbest radikaller, pestisidlerin ve ¢cevresel kimyasallarin toksisitelerinde de
onemli rol oynarlar. Pestisidler, oksidatif strese, serbest radikal liretimine,
antioksidanlarda degisime yol agabilirler. Lipid peroksidasyonu, pestisidlerin neden
oldugu zehirlenmelerde zehirlenme mekanizmalarindan biri olarak belirtilmistir (19).
Canlilarda hidroksil (OH),sliperoksit (O;"), nitrik oksit (NO") ve peroksit (ROO") gibi
serbest radikaller olduk¢a dnemlidir. Peroksinitrit (ONOOQO"), hipoklorik asit (HOCI),
hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen ('Ag O,) (bazen 'Ag veya 'O, yazilir) ve ozon
(O3) serbest radikal degildirler, fakat canli organizmalarda kolayca serbest radikal
reaksiyonlarinda onciiliik ederler. “Reaktif Oksijen Tiirleri” terimi sadece OH , O;",
NO' ve ROO" i¢in degil, ayn1 zamanda ONOO’, HOCI, H,0; 'O, ve Os iginde
kullanilmaktadir (20) .
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Sekil 1:Serbest Radikallerin Hiicresel Hasar Yapma Mekanizmasi (36)



4.1.1 Serbest Radikal Kaynaklari
Tablo 1: Reaktif Oksijen Tiirleri (18)

Reaktif Oksijen Tirleri
Radikaller Nonradikaller
Stiperoksit Hidrojen peroksit
Hidrosi Hipoklorik asit
Peroksi Hipobromik asit
Alkoksi Ozon
Hidroperoksi Singlet oksijen

Serbest oksijen radikallerinin, ila¢ ve toksinle olusan reaksiyonlar, kursun zehirlenmesi,
aminoglikozit nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi, karbon tetrakloriire baglh
karaciger hasari, glomerulonefrit, hepatit B, iskemi ve reperfiizyon, vitamin E eksikligi,
kanser, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi, arteroskleroz, pankreatitis ve
romatoid artrit gibi pek ¢ok hastaligin patogenezisinde etkili olduklar1 6ne
siirlilmektedir (14, 21).

Tablo 2: Reaktif Azot Tiirleri (18)

Reaktif Azot Tirleri

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit Nitroz asit
Azot dioksit Nitrozil katyonu

Nitroksi anyonu

Dinitrojen tetraoksit

Peroksinitrit

Peroksinitril asit

Nitronyum katyonu

Alkilperoksi nitritler

Ozon, in vivo olarak iiretilmeyen mavi gaz kiimesi, atmosferde giines
radyasyonuna karsi 6nemli bir koruyucu olarak gérev yapmaktadir. Diinyanin yiizeyine

yakin olan ozon, istenmeyen bir oksidandir ve bir toksik hava kirleticisidir (22). Ozonun



biyolojik etkisi dogrudan biomolekiillerin oksidasyon veya peroksidasyonuna ya da her
ikisine birden katkida bulunmasidir (23- 25). Ozona maruz kalan siganlarin beyninde,
lipid peroksidasyonun bir indikatorii olarak tiobarbitiirik asit oraninda bir artis
bulunmustur (26). Cok zehirli bir madde olan siyaniire maruz kalmadan sonra, hiicre
sitoplazmasinda 1- 2 saniye igerisinde peroksidler sekillenmis ve birkac¢ dakikalik siire
boyunca birikmeye devam etmistir. Ayn1 zamanda siyaniir, antioksidan savunma
sistemlerini de inhibe etmistir. Peroksid birikimi ve siyaniiriin neden oldugu hiicre
Oliimii, askorbat ile durdurulmustur (27).

Nitrik oksit, kan basinci diizenleme ve trombosit agregasyonunu onleme gibi bazi
faydali fonksiyonlara sahiptir fakat asir1 tiretimi toksik etkilere neden olusturur. Asiri
NO iiretiminin, kronik enflamasyon, kalp ¢arpintisi ve septik sok gibi durumlara sebep
oldugu ileri siirilmistiir (28). Nitrik oksit sasirtici ¢esitlilikteki biyolojik sistemlerde
araci olarak taninir. Norotransmitter gibi etki gostererek trombosit agregasyonunu
engeller ve makrofaj fonksiyonlarinda énemli rol oynar. ileri derecede toksiktir ve ¢ok
kisa omiirliidiir (29).

Hipoklorik asit bir serbest radikal degildir, fakat potansiyel bir oksitleme ve
klorlama ajanidir. Ayrica hiicre membraninin bozulmasini saglayan kolesterol
klorohidrinlerinin formasyonuna katildigi da tahmin edilmektedir (30). HOCI ayrica
primer aminlere, proteinlerin siilfhidril gruplarina da saldirmakta ve DNA’da piirin
bazlarini kolay sekilde klorlayabilmektedir (31, 32) . Notrofillerin yabanci organizmayi
oldiirmek i¢in kullandi1g1 mekanizmalardan biri de hipoklorik asit tiretimidir (33).
Hipoklorik asit ve ozon gibi hidrojen peroksit’te bir serbest radikal degildir.

Metabolizmadaki serbest haldeki demir ve iyonlarinin gereginden fazla bulunmasi

durumu da en az serbest oksijen reaktifleri kadar hasar verebilmektedir (34, 35).



4.2. Lipid Peroksidasyonu

Insan hiicre membranlar1 fonksiyonlarini diizgiin bir sekilde yerine getirebilmesi
i¢in "akiskan" olmalidir. Akiskanligin biiyiik bir kism1 membran lipidlerinde bulunan
¢ok doymamis yag asidi yan zincirleriyle saglanmaktadir. Bu ¢cok doymamis yag asidi
yan zincirleri serbest radikal saldirilarina oldukga agiktir ve bu saldirilar sonucunda
lipid peroksidasyonu baglamaktadir. Peroksidasyon, membran lipid ve proteinlerinde
hasar meydana getirmektedir (5). Lipid peroksidasyonu zar fosfolipidlerindeki ¢ok
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve boylece zar lipid yapisini
degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir (37, 38).

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Poliansatiire yag
asitleri (PUFA) nin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca
zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Bu
sekilde olusan membran hasar1 geri doniisiimstizdiir (39).

Peroksidasyona en duyarli olan birimler, doymamis yag asitleridir. Lipid
peroksidasyonunun mekanizmasi incelendiginde reaktif serbest radikallerin, ¢ok
doymamis yag asidi yan zincirlerinden hidrojen atomlarini koparttiklart gériilmektedir.
Hidrojen atomunun tek bir elektronu vardir ve yag asidi omurgasina kovalent bagla
baglhidir. Radikaller, zar yapisindaki ¢ok doymamis yag asidi zincirinin o-metilen
gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklastirarak, lipid peroksidasyonunu baslatmaktadir.
Bir hidrojen atomu koparilan karbonun ortaklanmamis bir elektronu kalmakta ve
serbest radikal haline gelmektedir. Olusan lipid radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir ve
bir dizi degisiklige ugramaktadir. Oncelikle; molekiil igi ¢ift bag aktarilmas1 sonucunda
dien konjugatlar1 olusur ve devam eden reaksiyonlarda; lipid radikalinin zarlarda
¢Ozlinmiis olarak bulunan molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesinden lipid peroksil
(LOO") radikali meydana gelir. Son derece reaktif olan peroksil radikalleri, membran
yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid
radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de ag¢iga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniismiis olurlar. Olay bu sekilde kendi
kendine katalizlenerek devam eder (37, 39- 43).
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Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. U¢ ya da
daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir.
Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon alis-verisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar bu sekilde iyon gecirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle,
DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1 mutajenik, hiicre
kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir (44- 47).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesikler ile etan, pentan gibi ugucu gazlara doniismesi suretiyle son bulur. Olusan
metabolitlerden MDA, fosfolipidlerin, niikleik asitlerin veya proteinlerin amino
gruplarina baglanarak toksik etkisini gosterir. MDA miktar1, TBA (tiobarbiitiirik asit)
testi ile 0l¢lilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin belirlenmesinde siklikla

kullanilmaktadir (38- 40).
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Sekil 2: Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu (20)
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4.3. Karbon Tetrakloriir ve Etki Mekanizmasi

Serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin gergeklesmesi
esnasinda olusabildigi gibi, cesitli ekzojen etkenlerin etkisi ile de olusabilmektedir. Bu
ekzojen etkenlerden birisi de karbon tetrakloriirdiir. (CCls). CCl4 uygulamasindan en
fazla etkilenen organ, karacigerdir (48- 53). Bundan dolay1 CCly, klasik ve model bir
hepatotoksikandir. Oksijen radikalleri, niikleik asitler, proteinler, lipidler ve
karbonhidratlar gibi tiim kimyasal siniftan bilesigi geri doniisiimli veya doniislimsiiz
olarak hasara ugratabilme kapasitesindedir (9).

Kendi sinifinin en toksik maddesi olan karbon tetrakloriir, hem likit hem de buhar
olarak gastrointestinal sistem ve solunum sisteminde ¢ok kolay absorbe edilebilen ve
karaciger basta olmak {lizere beyin, bobrek, kan, kas ve yag dokusunda yliksek oranlarda
dagilan zehirli bir maddedir (42, 54- 56). Ancak karbon tetrakloriiriin en 6nemli toksik
etkisi, sitokrom Py4s¢ sisteminin en fazla yogunlastig: karacigerin "santrobiiler"
bolgesindeki tek hiicrenin 6liimiinden baglayarak tiim organ boyunca agir 6limlere
neden olabilecek sekilde gelisir (56, 57). Bu organik ¢oziicii, sitokrom Pyso tarafindan
serbest radikale ¢evrilmektedir. Karbon-klor bagi1 kirilmakta ve karbonda
ortaklanmamig bir elektron kalmaktadir. Triklorometil radikali ("CCl3), oksijen ile

reaksiyona girip bir peroksil radikali olusturur.

CCly, —> CCh~+Cl

"CCl3+ O, _ CCL305°

Lipid peroksidasyonu sirasinda meydana gelen peroksil radikalleri gibi, CCl5;0;",
membran lipidlerindeki ¢ok doymamis yag asitlerinden hidrojen koparmada ¢ok
basarilidir. Bu da lipid peroksidasyonunu baglatmaktadir. CCls toksisitesinin ana
mekanizmasi, endoplazmik retikulumun lipidlerinde kontrol edilemeyen lipid
peroksidasyonunu indiiklemektir (4, 5).

S6z konusu maddenin neden oldugu metabolitlerin makromolekiillere kovalent
baglanarak olusturduklari lipid peroksidasyonu sonucunda, intrahepatik Ca’ dengesi
bozulur. Boylelikle ana mikrozomal aktivitelerden birisi olan Ca’ depolama yetenegi
inhibe edilmis olur (36, 43, 54, 58). CCl, karacigerde 6zellikle sentrolobiiler bolgede

neden oldugu nekrozdan sorumludur. Triklorometil radikali, makromolekiillerle
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dayanikli addukt olusturdugu gibi, oksijenle de birleserek daha aktif metabolit olan
triklorometilperoksi radikali meydana gelir. Bu radikal, lipid peroksidasyonun temel
baslaticisidir. Lipid peroksidasyon, lipoprotein sentezi i¢in gerekli olan yapilari da
hasara ugratarak hepatik lipidozise yardimci olur. Karacigerde asir1 lipid birikimi
sonucu, organin fonksiyon bozuklugu ve siroza dogru ilerleyen degisimler ortaya cikar.
Kazlarda olusturulan deneysel CCly zehirlenmesinde lipid peroksidasyonun gostergesi
olan MDA diizeyleri kontrollere gore dnemli derecede yiiksek bulunmus ve
makroskobik olarak karacigerde diffiiz bir yaglanma sekillendigi goriilmiistiir (59- 63).
Serum veya plazmadaki bazi enzim aktivitelerindeki degisiklikler, karaciger hiicre
hasarinin birer gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu enzimler arasinda amino
transferazlar da vardir. Aminotransferazlar (transaminazlar da denilmektedir), alanin
aminotransferaz ve aspartat aminotransferazdir. Bu enzim aktivitelerindeki artis, aktif
karaciger hasarini yansitmaktadir (64, 65). Bu enzimler, transaminasyon
reaksiyonlarinda gorev alan hiicre i¢i enzimlerdir. Aminotransferazlar, bir a-amino
asitten a-amino grubunun bir a-keto aside transferini katalizlemektedirler. ALT,
alaninin amino grubunun o-keto glutarata transferini katalizlerken; AST, aspartatin

amino grubunun o-keto glutarata transferini katalizlemektedir (65).

Alanin + a-keto glutarat Piruvat + Glutamat

—
Aspartat + a-keto glutarat —— Oksaloasetat + Glutamat

ALT, agirlikli olarak karacigerde bulunurken, AST bir¢ok dokuda bulunmaktadir. Bu
dokular arasinda karaciger, kalp, iskelet kasi, bobrek ve beyin sayilabilir. AST, ALT'ye
gore karaciger fonksiyonunun bir gostergesi olarak daha az spesifiktir. Karaciger
hiicresinde ALT, sitosolde yogun olarak bulunurken, AST'nin degisik izoenzimleri
mitokondrilerde ve sitosolde bulunmaktadir. Bu enzimler, hemen hemen biitiin
karaciger hastaliklarinda erken bir yiikselis gosterip hastalik boyunca 2-6 hafta
siiresince yiikselmis kalmaktadir. Genelde ALT ve AST diizeyleri, birbirine paraleldir.
Bu enzimlerin diizeylerindeki diisiisler, karaciger fonksiyonundaki diizelmeye isaret
etmektedir (66, 67). Bu iki d6nemli enzimin (ALT ve AST) plazma diizeyleri akut ve
kronik karaciger harabiyeti teshisinde 6nemli bir faktordiir. Her iki enzim de, genellikle

boyle durumlarda birbirlerine paralel olarak yiiksek aktivite 6l¢timleri verirler (68, 69).
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4.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksidasyonu baslangi¢ veya gelisme basamaginda ya da her iki
basamakta onleyen veya geciktiren maddelerdir. Biyolojik sistemlerde antioksidan
aktiviteye sahip bilesiklerin bulunmasi yasam i¢in temel bir ihtiyagtir. Antimutajenik,
antikarsinojenik, antiaging (yaslanmay1 geciktirici) gibi bir¢cok biyolojik fonksiyonlar
bu antioksidanlardan kaynaklanmaktadir (70). Genel bir ifade ile lipid peroksidasyon
mekanizmasindaki zincirleme reaksiyonlarin arasina girerek sistemi inhibe eden
ve/veya reaktif oksijen radikallerini yok ederek biyolojik yapinin devamini saglayan
bilesiklere antioksidanlar denilmektedir (71, 72). Bunlar serbest radikallerin ve
metabolitlerinin blokerleri olarak fonksiyon gostermektedirler (73).

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri
koruyan maddelerdir. Vitamin C, E, A, B-karoten, metallotionin, poliaminler, melatonin,
NADPH, adenozin, koenzim Q-10, iirat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler,
fitodstrojenler, sistein, homosistein, taurin, metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol,
nitroksidler, glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT),
siiperoksid dismutaz (SOD), tioredoksin rediiktaz, nitrikoksid sintaz, hem oksijenaz-L
ve eozinofil peroksidaz bu gruba girer (74- 76). Diyetle alinin a-tokoferol lipid
peroksidasyona karsi korur ve sonugta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasari
ve tiimdr gelisimine kars1 kullanilabilir (77). Insanlarda serebrovaskiiler hastaliklarda
kullanim alani1 bulan idebenonun, serbest radikal yok edicisi gibi etki gdsterdigi ve lipid
peroksidasyona karsi mitokondrial membrani korudugu belirlenmistir (78). Yine
anestezik dozlarda kullanilan propofolun, hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonu
sinirlandirabildigi veya durdurabildigi gosterilmistir (79). Bir maddenin etkili bir
antioksidan olabilmesi i¢in, lipid peroksil radikali gibi baslangi¢c formundaki serbest
radikallerle uygun oranlarda reaksiyon verebilmesi ve kendi rejenerasyonlari i¢in suda
eriyen bilesiklerle etkilesime girebilmesi gerekmektedir (36).

Antioksidanlar farkli ¢oziicii sistemlerinde farkli aktiviteler sergilemektedir.

v’ Antioksidanlar sistemin 6zelligine bagl olarak farkli aktivite gdsterirler. Polar
antioksidanlar bulk yag sistemlerde, apolar antioksidanlar ise yag-su emiilsiyon

sistemlerinde daha iyi antioksidatif etki gosterdigi gézlenmistir (80, 81).
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v’ Antioksidanlarin yiikii de antioksidan aktiviteyi etkiler. Fizyolojik pH'da negatif
yuklii olan askorbik asidin antioksidan aktivitesi, pozitif yiiklii lipid misellerinin

varliginda daha da artmaktadir (82).

Antioksidan aktiviteye sahip molekiillerin asagida anlatildig1 gibi lipid

peroksidasyonunu kontrol eden ii¢ temel mekanizmalar1 vardir (18).
¢ Serbest Radikal Zincir Reaksiyonunu Durdurma Mekanizmasi

Serbest radikal zincir reaksiyonlarini elektron alarak veya elektron vererek
durdurmak miimkiindiir. Elektron alinarak daha kararli bir yap1 kazanilarak radikalik
zincir reaksiyonu durdurulabilir. Ayrica radikalin elektron alarak daha kararli bir yap1
kazanmas1 da miimkiindiir. Baz1 fenolik bilesikler lipidler iizerinde antioksidan aktivite
gOstermesine ragmen, in vitro sartlarda DNA, protein ve karbonhidratlarin oksidatif

hasarini hizlandirirlar (83).
+* Metal Selatlama Mekanizmasi

Bu mekanizma, radikal tiirlerle etkilesme olmadigindan dolay1 daha ¢ok koruyucu
mekanizma olarak bilinir. Bu mekanizmada antioksidanlarin metal iyonlari ile
antioksidan kompleksler olusturmasindan ziyade, metal iyonlarinin hidroperoksitleri

parcalama ve serbest radikal olusturma karakterleri inhibe edilir (84).
% Singlet Oksijen Kuengeri

Antioksidanlarin {igiincii etkin antioksidan mekanizmalari ise singlet oksijen
kuencgeri (sondiiriiciisii) olarak hareket etmeleridir. Bu proses karotenoidler gibi
antioksidan ile singlet oksijen (102,) arasindaki enerji transferi ile temel haldeki
oksijenin (302) olusmasi seklindedir (85). Antioksidanlar temel haldeki oksijenle

etkileserek stabil {irlinler olustururlar (84).
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Serbest radikal olusumu

<——

Enzim antioksidanlar
(SOD, CAT, GSH-PXN
temizlenmesi

0, , HO, Temizleme islemi esnasinda
harcanma

Lipid faz |:> OI—<::| Sulu faz

</ <

Tokoferoller Askorbat
Ubikinon Urat
Karotenoitler Glutatyon ve
diger tiyoller

Flavonoitler

Tamir mekanizmalari |:> DOKU HASARI

Sekil 3: Serbest radikal saldirilarina kars1 antioksidan savunma sistemleri (6).

Zincir kiric1 antioksidanlar
% Serbest radikallerin direkt
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4.4.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar i¢in degisik siniflandirmalar mevcuttur. Ornegin, De la Torre
Boronat ve Tamames (86) antioksidanlari; askorbik asit gibi indirgeyici ajanlar, karoten
gibi antioksidanlar ile antiradikal ve primer antioksidanlar olmak iizere lice ayirmislar.
Diger bir yaygin siniflandirmada ise antioksidanlar, primer veya radikalik zincir
reaksiyonu parcalayan antioksidanlar ile radikalik zincir reaksiyonlari baslaticilarini
indirgeyen antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilmistir (87).

Sekilde goriildiigii gibi baz1 kaynaklarda ise antioksidanlar, viicut i¢i ve besin

kaynakli antioksidanlar olarak ikiye ayrilmistir.

Tablo 3: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (20)

ANTIOKSIDANLAR

Viicutta Bulunan Antioksidanlar Besin Kaynakli1 Antioksidanlar
Enzimler Kiigiik Molekiiller Dogal
Katalaz Askorbik asit Tokoferoller
Peroksidaz Glutatyon Karotenler
Siiperoksit dismutaz ~ |Urik asit Fenoller
Glutatyon peroksidaz  |Metal baglayicilar Flavonlar
Glutatyon rediiktaz Katesinler

Endojen Antioksidanlar
Enzim Yapisinda Olanlar

Antioksidan savunmanin dnemli bir boliimiini siiperoksit ve H,O, radikallerini
temizleyen 6zel enzimler olusturur ki; bunlar, siiperoksit dismutaz ile birlikte katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glukoz- 6-fosfat dehidrogenaz enzimleri
olarak, memeli hiicrelerinin intraselliiler savunma sisteminin en temel sinifini teskil
ederler. Bu enzimlerin aktiviteleri, serbest radikallerin sentez ve yikilim hizina,
beslenme ile alinan selenyum, demir, ¢inko, bakir ve manganez gibi eser elementlerin

mevcudiyetine baglidir (88- 91).
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Tim aerobik hiicrelerin yapisinda bulunan ve yasamalar1 i¢in gerekli olan
siiperoksit dismutaz, organizmada serbest radikallere kars1 ilk savunma hattini
gerceklestiren enzimdir (36, 90). Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agcan
siiperoksit grubu, bakirlt bir enzim olan siiperoksit dismutaz araciliginda hidrojen
peroksit ve oksijene ¢evrilir. Stiperoksit grubundan daha zayif etkili olan H,O»,
dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerle su ve
oksijen gibi daha zayi1f etkili iiriinlere doniistiriilerek etkisiz kilinir.
Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen maddeler,
stiperoksit gruplarinin zararsiz hale getirilmesini sinirlandirirken, lipid peroksidasyonu
hizlandirirlar. Ayrica katalazin etkinligini engelleyen maddeler aminotriazol gibi
herbisidler de etkin oksijen gruplarina veya bu gruplari olusturan maddelere duyarliligi
artirir (76, 92).

Katalaz, tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan hem igerikli
bu enzim, yiiksek hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda, s6z konusu radikali oksijen
ve suya cevirir (41).

CAT
2H,0, ——> 2H,0+0,

Glutatyon Peroksidaz, organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan ve en énemli
endojen antioksidanlardan birisi olan glutatyon; glutamat, sistein ve glisin amino
asitlerinin peptit baglari ile birlesmesinden olusmus bir tri-peptitdir. Oldukca yiliksek
konsantrasyonda bulundugu karaciger tarafindan sentezlenir (56). GSH sentezinde
karaciger oldukca aktiftir ve goreceli olarak oldukga yiliksek konsantrasyonda GSH
icermektedir (93). Yapisinda bulunan sisteinden dolay1 bir stlfidril (-SH) grubu
tasimaktadir ve kendisini etkin yapan da bu gruptur (91, 94). Bu nedenle hiicre i¢i bir
siilfidril tamponu olarak etkilidir. Selenyuma bagimli olan GSH-Px, hem H,0, ve hem
de lipid hidroperoksitlerini metabolize ettigi halde, selenyumdan bagimsiz olan GSH-Px
ise yalnizca lipid hidroperoksitlerine etkili olabilmektedir (72).

Niikleofilik bir yapiya sahip olan indirgenmis glutatyon, elektrofilik karakterdeki
karbon, ¢inko, kadmiyum, civa, kursun ve bakir gibi atomlarla kompleks olusturarak
agir metallerin viicuttan atilmalarina yardimci olur (72). Normal kosullarda, hiicrede
bulunan H,O;'nin detoksifikasyonundan esas olarak GSH-Px sorumludur. GSH-Px, lipid

peroksidasyonunun baslamasini ve gelismesini engelleyici 6zellikte bir enzimdir (42,

19



72). Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerinin yikilimini katalizleyerek membran
lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese kars1 koruyan GSH-Px, bu etkisini glutatyonun

ylikseltgenmesi ile gergeklestirmektedir (42, 71).

GSH-PX
H,O, +2GSH —> 2 H,0 + GSSG

Katalitik reaksiyon sonucu H,O ve oksitlenmis glutatyon disiilfit (GSSG) olusur.
Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi i¢in oksitlenmis glutatyonun tekrar
indirgenmis sekle donlismesi gerekmektedir. Olusan yilikseltgenmis glutatyon, rediikte
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda bir tepkimede, glutatyon

rediiktaz vasitasi ile glutatyonu meydana getirir (72).

Glutatyon rediiktaz
GSSG + NADPH + H" > 2 GSH + NADP"

Non-enzim Antioksidanlar

Bu sistem lipofilik (yagda erir) ve hidrofilik (suda erir) antioksidanlari igerir.
Bir¢ok oksidan madde ilk 6nce hidrofilik fazda salindigi i¢in, bu fazin antioksidanlar1
ilk koruma hatt1 olarak rol oynarlar. Ancak lipid fazin antioksidanlari, 6zellikle lipid

peroksidasyonuna karsi olmak iizere hidrofilik antioksidanlardan daha etkilidirler (95).

1. Sivi Faz Antioksidanlari:

Hiicre sitozolii veya kan plazmasinda yer alan antioksidanlara 6rnek olarak
askorbik asit (C vitamini), glutatyon, albumin, melatonin, metionin, sistein, ferritin gibi
onemli maddeleri sayabiliriz (39, 91, 96). Biyolojik ortamlarin ¢ogunda askorbat olarak
bulunan C vitamini, hiicre dis1 sivilarin en 6nemli antioksidanidir. Kalp, karaciger,
beyin ve dalak dokular1 yiiksek miktarda C vitamini igerirler (72, 97). Askorbat, belirgin
bir pro-antioksidan olarak sivi fazdaki tiim peroksil radikallerini, plazma lipidlerine
difiize olmadan 6nce tutar. Bu sekilde lipid peroksidasyonunun baglamasini
engelleyerek, biyomembranlari1 peroksidatif hasardan korur (72, 94, 98). C vitamini

fizyolojik ve yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan etkili olmasina ragmen, diisiik
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konsantrasyonlarda membran fosfolipid yapisini degistirerek lipid peroksidasyonunu
arttirir. Bu sekilde; C vitamini doza bagimli olarak koruyucu veya hasara neden olucu

bir etki gosterir (72, 94).

Serbest radikalleri ve lipid peroksitlerini indirgemede anahtar rolii oynayan GSH,
biotransformasyon ile olusan zehirli maddelerin uzaklastirilmasinda da etkilidir.
Dogrudan kendisinin veya degisik enzimlerin aracilig1 ile metabolitler, safra yolu kanali
veya merkaptiirik asit yolu vasitasiyla viicuttan atilirlar (56, 57, 72, 99). Organizmada
sistein deposu olarak gorev yapan GSH, aminoasitlerin membran transportunda da

islevsellik gostermektedir (39).

2. Lipid Faz Antioksidanlari

Enzimatik olmayan antioksidanlarin lipid fazda bulunan bilesiklerini A, E ve K
vitamini olusturur (100). Meyvelerin genellikle kabuklarinda, sebzelerin ¢abuk biiyiiyen
kok ve dallarinda ve az ergin yesil yapraklarinda fazlasiyla bulunan E vitamini ile yine
bir¢ok sebze ve meyvenin yapisinda yer alan karotenoidler (A vitamini) insan
viicudunda sentez edilemezler. Ancak diyet ile alinabilirler (101, 102). Bu antioksidan
maddeler, oksijen etkinliginin neden oldugu zarara karsi, birbirleri ile iliskili koruyucu
vasitalarin (C vitamini, glutatyon gibi) sinerjistik rol aldigi kompleks bir savunma
sistemi olustururlar (41, 88).

Vitamin E olarak adlandirilan yagda erir bir kisim antioksidanlar tokol ve
tokotrienol alt tiirevleri igeriginde, biyolojik aktiviteleri farkl: tiirleri barindirirlar.
Bunlardan a-tokoferol, dokulardaki E vitamininin % 90 dan fazlasni1 kapsar ve en fazla
biyolojik aktivite gosteren tiir olarak bilinir (102, 103). S6z konusu bu vitamin, optimal
hiicre faaliyetlerini saglamak i¢in gerekli olan son derece 6nemli bir antioksidandir.
Lipitte ¢oziiniirliigliniin fazla olmasi1 nedeni ile membran fosfolipidlerine kolayca difiize
olabilmekte ve siiperoksit, hidroksil ve lipid peroksil radikallerini indirgeyerek,
bunlarin biomembranlarda olusturabilecegi lipid peroksidasyonunu 6nlemektedir (39,
72,90, 103).

Lipid peroksidasyonuna karsi savunmanin en yogun oldugu hiicre i¢i organelleri
ve hiicre zarlarinda yer alan a-tokoferoliin antioksidan etkisi, kimyasal yonden en aktif
kismi olan fenolik hidroksil grubundan ileri gelmektedir (39, 71, 73, 104), a-tokoferol

insan plazmasindaki yagda ¢6ziinen tek ve temel bag1 yikict antioksidandir (105). E
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vitamininin zincir kirici bir 6zellige sahip olmasindan dolay1, inhibisyonu, direkt ya da
indirekt olarak oksidasyon zincirinin baslangi¢c basamaginda (singlet oksijen, sliperoksit
anyon radikali, hidroksil radikali) veya ilerleme basamaginda (lipid peroksil radikali)
gerceklesir (39, 72, 102, 106).

LOO+0TH — M« LOOH +a T

(oo TH: a -tokoferol)

Olusan o T" (tokoferoksil) radikali nispeten stabildir ve lipid peroksidasyonunu
kendi kendine baglatmak i¢in yeterince reaktif degildir.

LOO'+aT —> LOOH +a TQ

(a TQ: a -tokoferolkinon)

Bu yol ile peroksidasyon reaksiyonlarinin radikal zinciri etkili bir sekilde kesilir.
Sonraki biyolojik siire¢ igerisinde askorbat, glutatyon ve Vitamin K gibi diger
antioksidanlarla etkilesim sonucunda detoksifikiye olusumu gercgeklesir (39, 71, 90,
100, 107). Bir diger yagda ¢ozliniir antioksidan olan B-karoten ise provitamin A
aktivitesine sahip olarak, ¢ok etkili bir triklorometil peroksil radikali indirgeyicisi ve
singlet oksijeni bastiricist olarak islev gormektedir (72, 108).

K vitamini, biyolojik kinon sinifinin en iyi taninan ve yesil yaprakli bitkilerde
bolca bulunan yagda erir bir bilesigidir (69,107). Mitokondrial solunum zincirinde
elektron tasiyici olarak da dnemli bir goreve sahiptir.

Bitkilerdeki antioksidan etkiden sorumlu temel faktorlerden biri de bitkilerin
yapilarinda bulunan flavonoidlerdir (109- 112). Dogal kaynakli antioksidanlar tahil ve
baklagillerde, meyvelerde, sifal1 bitkilerde ve bitki kaynakli igceceklerde bol miktarlarda
bulunurlar (113, 114). Bitkisel kaynaklardan elde edilen antioksidanlarin genelikle
tokoferoller, flavonoidler, karotenler, alkaloidler, klorofiller, proteinler, amin gibi
azotlu bilesikler, polifonksiyonlu organik asitler ve fenolik asit gibi fenolik bilesikler

yapilarinda oldugu goriilmiistiir (18,115- 118).

4.5. Isirgan Otu (Urtica dioica L.)’nun Tarihgesi

Isirgan otunun tedavi amaci ile kullanilmasinin 6nceligi antik ¢aglara kadar
dayanir. Anadolu Dioscorides (M.S. 1.ylizy1l) “Materia Medica” da 1sirganin ¢ok sayida

sifal1 etkilerini siralamis, 6zellikle kopek 1sirmalari, kangren, iilser ve tiimor
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tedavilerinde yararli oldugunu belirtmistir. Eski Yunan ve Roma’da, insanlarin
kendilerini 1sirganla doverek romatizma agrilarindan kurtulduklar: bildirilmektedir.
Aristonun dgrencisi Theophrastus (M.0.372-285), “Historia plantarum” da 1sirganin
bitki olarak 6zelliklerine deginmistir (119) ve BORDE “Dietary of Health” kitabinda,
1sirganin balgamli hastaliklara iyi geldigini bildirmistir (120). Isirganin sifali etkileri
Hippokrates’in (M.O. 460- 377 ) eserlerinde bahsedilmektedir (121).

Afrika' da Zulu Kabilesi de bitkiyi afrodizyak olarak kullanmistir (122). Bitkinin
halk hekimliginde 6nem kazanmasi ve yayginlagsmasi ise ortacagda 6zellikle Bat1 ve
Giiney Avrupa' da olmustur (119). Amerika'da ve Avrupa'da bitkinin yaprak ve kok
inflizyonlar1 su i¢ginde kaynatilip, sikilarak temin edilen si1vis1 tedavi amagl
kullanilmakta, sa¢ saglig1 ve harici yaralar i¢in hazirlanan preparatlarin da bilesiminde
yer almaktadir (122, 123). Isirgan, halk tibbindaki dnemli yerini giiniimiize degin
korumustur. Almanya’da ders kitaplarinda, tip alaninda kullanim1 ayrintil1 olarak
verilmistir (124).

Anadolu kiiltiiriinde yi1llardan beri geleneksel bir sekilde kullanilmaktadir.
Mutfaklarda salata ve yemek olarak kullanildig: gibi, halk arasinda degisik sekillerde
tedavi amagl olarak da kullanilir. Kansizlik, seker hastaligi, romatizma, kellik ve kanser
gibi bazi hastaliklarin tedavisinde pozitif etkiye sahip olduguna inanilir. Ayrica
yapisinda bulunan asetil kolin ve histaminden dolay1 yakici etkiye de sahiptir (126).

Ancak, bunlarin ¢ogunlugu gbézleme bagh olup, etkinlik yollar1 bilimsel deneylerle

gosterilip, agiklanmamastir.

4.6. Isirgan Otu (Urtica dioica L.)’nun Taksonomik ve Morfolojik
Ozellikleri

Doga'da ve tlilkemizde yaygin olarak bulunan Urtica dioica L. iki yiizii tiiyli yesil
yaprakli bir bitkidir (127). Bitkiler diinyasinda en fazla evrimlesmis Spermatophyta
(tohumlu bitkiler) bélimiindedir (128). Urtica dioica L., ¢i¢gek ortii yapraklar:
gelismemis oldugundan, Apetalae grubundan, ¢igek yapisi ¢ok basit, ¢icek ortii
yapraklarinin 6niinde erkek ve disi organlar bulunan Urticales takiminin Urticaceae
(Isirgangiller) familyasindandir.

Urticaceae, tropik ve subtropik bdlgelerde yasayan, siit borular1 bulunmayan

monoik (ayni1 bitki tizerinde bazi ¢igekler disi organlara, bazilar1 da erkek organlara
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sahiptir) ve dioik (bir bitkinin ¢igeklerinin tiimii disidir veya tiimii erkektir) bitkileri
kapsar. Bu familyada 40'in iistiinde cins ve 500in iistiinde tiir vardir (121).

Toprak istii kisimlarina Herba Urticae, toprak alt1 kisimlarina Radix Urticae denir.
Tiiyleri hayvanlara kars1 tipik bir savunma aracidir (129). Kisa ve dal seklindeki
rizomlart odunlagmistir. Karsilikli yerlestirilmis genis ve oval yapraklarin kenarlari
testere bicimindedir. Yesil ve géze batmayan erkek ve disi ¢igekler dik saplar lizerinde
diizenlenmislerdir. Erkek c¢igek saplari, tohumlarini doktiikten sonra dahi yukar1 dogru
dik kalirlar; buna karsin, disi saplar dollenmeden sonra asagiya sarkarlar. Erkek
cigekler 4 tane petaldan olugsmustur. Disi ¢igekler, yliiksek¢ce duran tohum yapraginin
i¢inde, fir¢a bigiminde ¢ikintis1 olan tohum kesesi igerirler. Déllenmeden sonra tohum
kesesinden kabuklu meyve ¢ikar (121).

Urtica cinsinin tiirleri, Urtica dioica L., Urtica urens L., Urtica cannabina L.,

Urtica pilulifera L., Urtica membranacea Poir. ve Urtica kiovensis Rogoft. dur.

Resim 1: Urtica dioica L.

http://wisplants.uwsp.edu/scripts/Detail.asp?spcode=URTDIOsGRA
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Resim 2: Urtica urens L.

http://wisplants.uwsp.edu/scripts/detail.asp?SpCode=URTURE

Resim 3: Urtica pilulifera L.
http://www.biolib.cz/cz/taxonindex/chU/?taxonid=14871
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Resim 4: Urtica cannabina L.

http://www.suiri.tsukuba.ac.jp/~raise/new/plant_album/p5.htm

Resim 5: Urtica membranacea Poir.

http://sophy.u-3mrs.fr/photohtm/Y13344. HTM
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Urtica dioica L. (Biiyiik 1sirgan otu): Urtica dioica L., boyu 30 ile 150 cm arasinda
degisen iki evcikli bir bitkidir (121). Cok yillik dioik ve otsu bir bitkidir. Yapraklari
koyu yesil renkli, sapli, disli kenarli, yakict tiiylii ve yaygin bir tiirdiir. Bu tiirlin
yapraklar1i Anadolu'da degisik yorelerde pazarlarda satilmakta ve sebze olarak
kullanilmaktadir (126). Tuzlac1 ve Erol'un yaptig1 incelemede; Anadolu’da halk arasinda
yaygin bir sekilde kullanilan Urtica dioica'nin daha ziyade kanser, romatizma, ekzama,
siyatik romatizmalarda ve idrar yollar1 hastaliklarina karst suda kaynatilarak dekoksiyon
halinde kullanildig1 ve "dalagan, dalagaz otu" olarak adlandirildigi da kaydedilmistir
(130).

Urtica urens L. (Kii¢iik 1sirgan otu): Bir yillik monoik ve otsu bir bitkidir. Boyu
60 cm kadar olabilir. Yapraklar1 acik yesil renkli, sapl, disli kenarli, yakici ve tiiyliidir.
Duvar kenarlarinda ve harabelerde bol miktarda bulunur. Yapraklari 2-4 cm uzunlukta,
oval veya kalp bi¢imindedir.

Urtica pilulifera L.: Bu tiir 30-100 cm ylikseklikte bir y1llik ve otsu bir bitkidir.
Yapraklar disli, kenarli ve saplidir. Yaygin olarak bulunan 1sirgan tohumlari bu tiiriin
olgun meyveleridir. Disi ¢icekler 1-1,5 cm ¢apinda kiiresel sekilli ve uzun sapli durumlar
meydana getirir. Tiirkiye'de olduk¢a yaygin bir bitkidir. Yol ve duvar kenarlarinda ve
bahgelerde yetisir. Meyveler 3mm kadar uzunluktadir. Yumurta bigiminde parlak esmer
renkli ve keten tohumuna benzer taneler halindedir. Suya konuldugunda iizerinde miisilaj

tabakasi1 olusur (131).
4.7. Isirgan Otu (Urtica dioica L.)’nun Kimyasal Ozellikleri

Urtica dioica L. enzimlerce de zengindir. Kolin asetiltransferaz (132- 134) ve
azot metabolizmas1 enzimlerinden transferazlarin (135, 136) aktivitelerinin yiiksek
oldugu bildirilmistir.

Yapraklarinda aminoasit tiirevlerinden histamin, serotonin, kolin, asetilkolin ve
betain tanimlanmistir (137- 139). Urtica ekstrelerinden saflastirilan betain adli

maddenin, deney hayvanlarinda kan koagiilasyonunu hizlandirdigi saptanmistir (122).
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Sekil 5: Histamin, Serotonin, Betain

Bitkinin mevsimsel azot dinamigi de 1 y1l boyunca incelenmistir. (140). Yaz ve
sonbahar mevsimlerinde, toprak alti kisimlarinin ¢ogunlugunu serbest aminoasitlerden
kaynaklanan bir azot deposu olusturmaktadir. Tohumlarda ise, ana azot depolarini
proteinler olusturmaktadir. ilkbaharin baslarinda, toprak alt1 azot deposu hareketlenerek
yukarilara ¢ikmakta ve slirglinlerin hizli gelismesi i¢in protein yapiminda
kullanilmaktadir.

Yapraklar, basta demir ve manganez olmak iizere minerallerce de ¢cok zengindir
(141,142). Tohumlarindan %23.48 oraninda yag elde edilmis ve yag asitleri
kompozisyonu saptanmistir (143). Yag asitleri profilinde ortaya ¢ikan en ilgi ¢ekici
nokta, diger bitki tohumlarina gore linoleik (%81.46) ve behenik (%1.25) asit
igeriklerinin ¢ok yiiksek olmasidir.

Urtica dioica’nin yapraklarinda formik asit (144) ve bol miktarda klorofil vardir
(145). Isirganin giineste ve golgede yetisen yapraklarinin klorofil ve karotenoit igerikleri
farkli olmaktadir (146). Giineste yetisen yapraklarin klorofil, karoten, violaksantin ve
zeaksantin igerikleri golgede yetisenlerinkine gore daha az bulunmustur. (147), taze
yapraklardan elde ettikleri karotenoitleri, f-karoten, hidroksi-a-karoten, uteoksantin,
lutein epoksit ve violaksantin olarak tanimlamiglardir. Bitkinin anaerobik kosullarda
fermentasyonundan metan gazi elde edildigi de bildirilmistir (148).

Bir grup arastirmaci, bitki rizomlarindan UDA (Urtica dioica Agglutunin) adi
verilen bir lektin elde etmislerdir (149). UDA, 77 degisik amino asitten olusmustur ve
kompleks bir yapiya sahiptir ve bir ¢ok glikoproteini baglama kabiliyetindedir (149-
151). Lektinler, protein yapisinda bilesiklerdir. Plazma membraninda karbonhidratlarin
0zel kisimlarin1 baglayarak hiicreye giris ve ¢ikisi kontrol ederler ve hasara ugramis
molekiilleri taniyarak devre dis1 birakirlar. UDA lektininin insan lenfositlerinin
cogalmasinda uyarici roliiniin bulundugu, bagisiklik sistemini uyararak hiicre
¢ogalmasini inhibe ettigi gdzlemlenmistir (152). In vitro test edilen 9 mikroorganizma
susunun hepsinde inhibisyon etkisini gostermis ve daha sonraki test denemelerinde de
ekstre bilesiginde bulunan antimikrobiyal komponentlerin varligindan dolayi kiiflerin

tesekkiil etmedigi gozlemlenmistir (153).
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Tablo 4: Isirgan otunun, tohum, yaprak ve ¢iceklerinin vitamin diizeyleri (119)

Urtica Vit.C B-Karoten a-Tokoferol |Tiamin Riboflavin |Niasin Vit.. B6
dioica L.
roted mg/100 gr |ug /100 gr mg/100 gr mg/100 gr |mg/100 gr mg/100 |mg/100 gr
Tohum 5.7 650 20.2 0.128 0.22 1.79 0.148
Cigek 0 1900 16.9 0.027 0.76 1.86 0.102
(kuru)
Yaprak 237.5 5000 14.4 0.015 0.23 0.62 0.068
Tablo 5: Tohum, ¢i¢ek ve yapraklarin mineral diizeyleri (mg/100gr) (119)

Urtica Demir Bakir | Kalsiyu | Fosfo | Magnezyu Sodyu | Potasyu Selenyu
Dioica L. Cink m r m Mangan m m m

0 ez
TOHUM 33 4.3 0.90 | 2172 642 | 352 6 24 661 0.078

0
CICEK 43 2.60 | 1.20 | 2978 400 | 325 19 24 1492 0.0015
(kuru)
Taze 13 0.95 [0.52 | 853 75 96 3 16 532 0.0027
Yaprak
Kuru 56 4,11 | 2,25 | 3693 325 | 416 13 69 2303 0,012
Yaprak
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Urtica dioica L. koklerinden elde edilen ve kitin baglama 6zelligi gosteren be-
lektinin antifungal aktivitesi arastirilmistir. Urtica dioica L. lektini antifungal olarak
biiyiimeyi onlerken, antifungal bitki proteini olan kitinazdan daha farkli bir 6zellik
gostermistir (154). Ayrica UDA lektininin, Callosobruchus maculatus’a karsi insektisit
etkisi gosterdigi tespit edilmistir (122).

Urtica dioica L.’den elde edilen ekstrenin deney hayvanlarin ditiretik etki
gosterdigi ve kan iirik asit degerlerini diisiirdiigli goriilmustiir (122). Bir baska
arastirmada perflizyon seklinde uygulanan Urtica dioica L.ekstresinin siganlarin renal
fonksiyon faaliyetinde artis ve bunun yani1 sira kan basincinda azalmaya neden oldugu
gorlilmiistiir. Renal fonksiyon faliyeti diiiretik aktivite olarak degerlendirilmektedir
(155). Deney tavsanlarina oral ve parental olarak tatbik edilen Urtica dioica L.
ekstreleri, hipoglisemik etki gdstererek, kan sekeri diizeylerinde % 20-30 diisiis
saglamistir (122).

4.8. Isirgan Otu (Urtica dioica L.)’nun Tibbi Tedavideki Onemi

Ulkemizde genis bir yelpazede yetisen ve biiyiik 1sirgan, dikenli 1sirgan, dirik,
dizlagan, jincari, dicirgen, gijirtken olarak yoresel isimler alan Urtica dioica L. ve
Urtica urens L. protein, vitamin ve mineral icerigiyle besleyici bir 6zellige sahiptir
(122, 156). Tedavi amacli genel kullanimi ise kok ve yaprak ekstresi ile herba posasinin
haricen tatbiki, infiizyonlarinin diyet ile alinmasi, tohum ve yapraklarinin bal ile
karistirilarak tiiketilmesi seklinde olmaktadir (119, 122, 123).

Urtica dioica L. bitkisinin, bilimsel tedavideki dneminin ¢agdas literatiirlerde
yerini almasi ¢ok yenidir. Isirgan otu ile hazirlanan degisik preparatlar, antitiimoral
aktivite lizerindeki ¢aligmalarda kullanilmistir.

Bitki yapraklar1 karistirilmak suretiyle hazirlanmis olan yem ile ayni bitkinin
tohumlarinin suda kaynatilip otoklavdan gecirilerek elde edilmis olan ekstresi,
miyeloma timor hiicre olusturuldugu evrede ve tiimor olusturulduktan sonraki evrede
farelerin lizerinde ayr1 ayri denenmistir. Karbonil grup tasiyan ve glukoza bagl bir
alkaloit oldugu isaret edilen tohum ekstresindeki etken madde, tiimor olusumuna kars1
koruyucu, tiimoriin yayilmasini engelleyici ve tedavi edici olarak yiiksek oranda
kemoterapik bir aktivite gdstermistir. Bunun yanisira yaprak ve tohumlar, fareleri

miyeloma tiimor olusumuna kars1 korumus; tiimor olusturulan bir baska grupta ise,
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diyet olarak kullanilan yapraklarin kemoterapik 6zellikten ¢ok immunoterapik
etkinligine dikkat ¢ekilmistir (119).

Halk hekimliginde romatizmal hastaliklarin tedavisinde kullanilan Urtica dioica
L.'nin bu 6zelligi klinik deneylerle de dogrulanmistir. Posa haline getirilerek
hazirlanmis yaprak preparatlarinin harici olarak uygulandig: deneylerin yanisira, in
vitro deneylerde de yaprak ekstrelerinin antiinflamatuar etkisi rapor edilmistir ve
0zellikle romatoid artritte belirginlesen kronik iltihaplanmay1 giderici aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir (157, 158).

Daha ¢ok halk hekimliginde romatizma, egzama, iilser, mide kanseri, hemaroid,
akciger apsesi, bademcik iltihabi, kanser, prostat rahatsizliklari, solunum ve idrar yolu
hastaliklari, barsak solucani ve bobrek taslari ile karaciger, sag, deri rahatsizliklar: ve
harici yaralar1 tedavi amaci ile kullanilmaktadir, ayrica ekspektoran, kan dindirici,
hipoglisemik ve immunostimulan amagcli da kullanilmaktadir (119, 122, 159).

Benign Prostat Hiperplazisi (BPH), yash erkeklerde en sik goriilen neoplastik bir
hastaliktir. Etiyolojisi tam olarak anlagilamamakla birlikte, 6strojenlerin etkisi oldugu
bilinmektedir. Aromatazlar, androjenlerin 6strojene doniislimiinde anahtar bir enzimdir.
Bu enzimin inhibisyonu ile dstrojen diizeylerindeki azalma prostat rahatsizligi olan
kisilerde diizelme saglar (156). Bitkinin kdk ekstresinde yer alan ve aromataz
inhibitorleri olan secoisolarisiresinol, lignan, oleanolik asit ve ursolik asitin, bu
hastaligin tedavisindeki roliinii arastirmak {izere yapilan bir ¢alismada, s6z konusu
aromatazlarin iyilestirici etkileri bulunmustur (160). Bununla ilgili bir baska ¢alismada,
yine bitki kdkiiniin organik solvent ekstresi, prostat hiicre metabolizmasinda timor
gelisimini ve ¢cogalma hizini inhibe etmis, bu inhibisyonun da ekstre igerigi olan

steroidal komponentler vasitasi ile gerceklestigi tespit edilmistir (161).
4.9. Isirgan Otu (Urtica dioica L.)’nun Antioksidan Ozellikleri

Gilinlimiizde, bir¢cok biyolojik hasarin ortaya ¢ikmasinda serbest radikallerin 6nemli
rolii oldugu diistiniilmektedir (89, 90). Ancak serbest radikaller, bir¢gok mekanizma yolu
ile olusmasina ragmen, bu bilesikleri inaktif hale getirebilecek dogal savunma
kaynaklar1 vardir. Antioksidan denilen bu kaynaklarin insan viicudunda sentez

edilemeyen tiirlerinin diyette bulunmas1 gerekmektedir (88, 101). Isirgan otu, diyet ile
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viicuda alinmasi gerekli besin maddeleri icerigiyle iyi bir antioksidan zenginlige sahiptir
(119, 153). Bu antioksidanlarin en 6nemlileri olarak a-tokoferol (E vitamini), askorbat
(C vitamini), flavonoidler (kemferol, kuersetin, rutin), karotenoidler (p-karoten,
ksantofil, retinoik asit, retinol), K vitamini, katesinler ve tanenler ile fenolik
bilesiklerden kafeik asit, kumarik asit ve ferulik asit gosterilebilir (72, 119, 162, 163).

Sebze ve meyvelerin, antioksidan 6zellikleri tasidiklari, askorbik asit, tokoferoller,
karotenoidler, flavonoidler gibi temel bilesik guruplarindan kaynaklanmaktadir. Clinkii
bu bilesikler meyvelerde ve bitkisel besinlerde bol miktarda bulunmaktadir (109, 110,
164).

Antioksidanlarin diger dnemli bir dogal kaynaginin ise tohumlar oldugu
kaydedilmistir (87). Insan viicudunun sentezleyemedigi dnemli antioksidanlardan a-
tokoferol, 1sirgan otu yapraklarinda bulunan miktari ile, en iyi dogal kaynaklardan
sayillmaktadir (119). Primer olarak yesil yapraklarin kloroplastinda meydana gelen E
vitamininin sekiz formundan birisi olan a-tokoferol, viicutta silomikronlarla ince
barsaktan emilir ve lenf yolu ile dolagima katilir. Dolasimda ise lipoproteinlere baglh
olarak bulunur. Hiicredeki E vitamininin pek ¢ogu mitokondri ve endoplazmik
retikulumda toplanmistir. Bunun yanisira karaciger ve iskelet kas1 gibi pek ¢ok dokuda
da E vitamini vardir (90, 101).

E vitamininin en potansiyel formu olan a-tokoferol, lipid peroksidasyonun
inaktivite reaksiyonlarinin en yogun olustugu hiicre ici organellerinin hiicre zarlarinda
bulunur, a-tokoferoliin zarlardan hiicre i¢i organellerine taginimi ile ilgili olarak yapilan
bir caligmada, "a-tokoferol tasima proteinleri" nin homojen yapis1 ve sitozoldeki
vitamine baglanma aktivitesi arastirilmistir. Deney sonucunda, yaklasik 30.000 molekiil
agirliginda oldugu tespit edilen "a-tokoferol tasima proteini" nin, si¢an karacigerinde
yogun bir aritma giiciine sahip oldugu tespit edilmigtir (104).

Viicut genlerinde bulunan kalitsal 6zellikleri ile, karacigerlerinde bakir birikmesi
ve diger baz1 klinik gostergelerinden dolay1r Wilson hastaligina benzer sendromlar
gosteren Long-Evans Cinnamon (LEC) siganlar1 iizerinde yapilan bir deneyde o-
tokoferoliin antioksidan etkileri arastirilmistir. Diyetlerine vitamin karistirilmig erkek
sicanlarin tedaviye cevap verdigi ve a-tokoferoliin yogun sekilde absorbe edilerek
transportunun ger¢eklesmesi sonucunda, antioksidan etkisinin oldugu rapor edilmistir.

(103). Farkli model sistemler iizerindeki toksisite ¢alismalar:1 a-tokoferoliin etkili bir

32



antioksidan oldugunu gostermis; bu da plazma ALT ve AST enzim seviyelerinde tespit
edilen diismeler ile kanitlanmistir (54, 165).

Viicutta sentezlenemedigi i¢in diyette bulunmas1 gereken baska bir antioksidan
da Vitamin C dir (101, 119). Isirgan otu yapraklarinda yiiksek miktarda yer alan C
vitamini, biyolojik ortamlarin ¢ogunda askorbat olarak bulunur. Ozellikle kan
plazmasindaki askorbik asit, peroksil radikalini tuzaga diisiirmede 6nemlidir (73).

C vitamininin, hem kendisinin bir antioksidan oldugu hem de Vit E ile
etkilesmek suretiyle bir ko-antioksidan olarak aktif oldugu belirtilmektedir (73, 106).

Antioksidan sistemde C vitamini ile E vitamini sinerjistik bir etkilesim
gostererek, serbest radikallere kars1 hizla cevap verirler. Basta karaciger olmak iizere
organlardaki C vitamini miktar1 E vitamini miktarindan daha fazladir. Ancak; E
vitamini C vitamininden daha lipofilik oldugundan, biomembranlarda C vitaminine
oranla daha fazla depolanir. E vitamininin antioksidan etkisinin C vitamininkinden
fazla olmas1 da bundan dolayidir (101).

E vitamini ile C vitamininin serbest radikallere kars1 ortak savunmasinda, ilk
kademede E vitamini aktif iken, ikinci kademede aktivasyon C vitamini lizerine geger.
Antioksidan etkisinin temeli olarak fenol grubu barindiran tokoferollerin, savunma
hattindaki ilk reaksiyonlarinin sonunda serbest radikaller, tokoperoksit radikali olarak
kendi yapilarinda meydana gelir (101, 106). C vitamininin rejenerasyon etkisi,
tokoperoksil radikalinin membran yiizeyine gecisinden sonra goriiliir. Olusan yeni
radikal, membran/su ara yiizeyinde, ya askorbik asitle birlikte tekrar tokoferol haline
donerek antioksidan roliine devam eder, ya da ortamdaki diger bir peroksil radikali ile
birleserek reaktif olmayan tokoferol kinon haline doniisiir. Boylece 1 molekiil E
vitamini, 2 molekiil peroksil radikalini temizlemis olur (101, 106, 166). Yeniden olusan
a-tokoferol ise, membran sisteminin dmriiniin uzatilmasinda etkin gérevde bulunur
(167). Diger taraftan C vitamini de kendi araciligi ile olusan bu rejenerasyon
reaksiyonunun sonunda, aynen E vitamini gibi bir radikal durumuna diiser (106).

Sebzelerin koyu yesil yapraklarinda bulunan K vitamini, 1sirgan otunun bir baska
antioksidan igerigidir ve kinonun iyi bilinen tipik biyolojik bilesiklerindendir (107). in
vitro bir arastirma yagda eriyen vitaminler i¢cerisinde Vitamin K hidrokinonlarinin
oksidasyon reaksiyonlarinda zincir kirici rolleri ve serbest radikal temizleme 6zellikleri

ile oldukca aktif antioksidan tiirlerinden sayilabilecegini gostermektedir (107).
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On maddesi karotenler olan A vitamini, 1sirgan otuna antioksidan 6zellik veren
bir diger bilesiktir (119). Bunlar a, B, y karoten, retinol, retinal, retinoik asit, likopen ve
degisik molekiil yapisindaki ksantinlerdir. Karotenoidler, barsak mukozasinda ve ince
barsakta pasif difuzyon ile emilirler. Emilim oranlar1 diyetteki yag miktarina baghdir.
Karaciger tarafindan absorbe edilerek silomikron kalintilarina ¢evrilen A vitamini,
gerektiginde saliverilmekte ve oncelikle LDL ile dolasima ge¢mektedir (101). A
vitamini tiirevlerinin iyi birer singlet oksijen ve radikal tutucu 6zellige sahip
antioksidanlar olarak nitelendirilmelerinin yanisira karbon tetrakloriir metaboliti olan
triklor metil peroksil radikalleri ile de hizla reaksiyon vererek, zincir kirict yapida
olduklar1 saptanmistir (72). Yapilan ¢aligmalar, B-karotenin dogada bilinen en etkili
singlet oksijen bastiricis1t oldugunu (73) ve etkin olarak triklor metil peroksil
radikallerini de indirgedigini gostermistir (72).

Flavonoidler ve diger polifenoller, insan saglig1 lizerinde antioksidan olarak
olumlu kazanglar1 ile son zamanlarda popiiler olan bitki bilesikleridir. Antioksidan
olarak islevselliklerinin yanisira antimikrobiyal ve immunomodulator sistemlere de
yarar saglarlar (168). Isirgan otunun 6nemli yapilarindan olan tanenler de biyolojik
aktivitelerinden dolay1 genis ilgi uyandiran flavonoid yapisindaki bitki bilesikleridir.
Yiiksek oksijen duyarliligina sahip olarak, flavonoidler gibi metal iyonlar1 i¢in giiglii
baglayici 6zelliklere sahiptirler (168).

Isirgan otunun igeriginde bulunan ve sicakkanli hayvanlarda 6nemli derecede
biyolojik rolii olan selenyum, semimetalik bir elementtir. E vitamini ile birlikte
sinerjistik etki gostermekte ve ¢coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu

onunla birlikte 6nlemektedir (90, 119, 165).

Serbest radikallerin hiicre hasarlarina kars1 antioksidan olarak gérev yapan bitki

kaynakli mikrobesleyiciler arasinda bakir, ¢inko ve manganezin de yer aldig: rapor

edilmektedir (88, 119).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Geregler

5.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 6: Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal sarf maddeleri

Marka

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma (ABD)

5,5-Dithio-bis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)

Sigma (ABD)

Etanol

Riedel Haaen

Etilen Diamin Tetra Asetik asit ( EDTA)

Sigma (ABD)

Folin Reaktifi Sigma (ABD)
Fosfotungstik asit Merck (Almanya)
Asetik Asit Merck (Almanya)
Gliserin Sigma (ABD)

Glutamil sisteinilglisin (Glutatyon)

Sigma (ABD)

HCl

Merck (Almanya)

Karbon tetraklorir

Carlo Erba, (Milano, Italya)

Metafosforik asit

Carlo Erba, (Milano, Italya)

NaCl

Merck (Almanya)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Biorad (ABD)

TBA(Tiyobarbiturik asit)

Merck, (Germany)

TEP (Tetra etoksi propan)

Fluka Chem. (Switzerland)

Tris Merck (Almanya)
Sodyum Karbonat (Na,CO3) Merck (Almanya)
Di Sodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPOy,) Merck (Almanya)

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Merck (Almanya)

Sodyum Potasyum Tartarat (NaKC4H4Oy)

Sigma (ABD)
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5.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 7: Arastirmada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ismi

Markasi ve Modeli

Bidistile su cihazi

Millipore MilliQ/RG (Fransa)

Derin dondurucu

Bosch, -20 °C

Elektrikli su 1siticisi

Rommelsbacher

Etuv

Heraeus (Almanya)

Hamilton enjektorler

Hamilton (ABD)

Hassas Terazi

Sartorius (Almanya)

Homojenizator

Janke and Kunkel IKA -WERK RW 14 H

Manyetik Isiticili karistiric

Ika-Werk (Almanya)

Mekanik Karistirici Ika-Werk (Almanya)

Mikropipet Gillson Pippetman (Fransa)

Otoanalizor Hitachi 717 Boehringer Mannheim (Japonya)
pH metre Mettler Toledo MP220 (italya)

Ultra Santrifu;j

Heraeus (Almanya)

Spektrofotometre

Backman UV-2100 S

Vorteks karistirici

Ika-Werk (Almanya)
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5.1.3. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

IN HCI ¢ozeltisi: %37’1ik HCI (d:1.19 g/ml) ¢ozeltisinden 8.286 ml HCI alinda.
Distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

% 0.335'lik TBA ¢ozeltisi: 0.335g TBA distile suda ¢oziilerek, hacmi 100
ml’ye tamamlandi.

% 10" luk fosfotungstik asit ¢ozeltisi : 10g fosfotungstik asit alindi. Distile suda
¢Oziilerek, hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

% 50' lik asetik asit ¢ozeltisi: %100’liik asit ¢dzeltisinden 50 ml alind1. Distile su
ile 100 ml’ye tamamlandi.

0.15M KC1 ¢ozeltisi: 0.15 mol KCI alindi. Distile suda ¢oziilerek, hacmi 1000
ml’ye tamamlandi.Homojenizasyon tamponu i¢in. (Siyah sisede buzdolabinda
saklandi.)

% 0.8'lik TBA ¢ozeltisi: 0.4g TBA alindi. Distile suda ¢6ziilerek, hacmi 50
ml’ye tamamlandi.

% 0.9'luk NaCl ¢ozeltisi: 2.25g NaCl alindi. Distile suda ¢oziilerek, hacmi 100
ml’ye tamamlandi.

% 8.1'lik SDS ¢ozeltisi: 8.1g SDS alind1. Distile suda ¢dziilerek, hacmi 100
ml’ye tamamlandi.

% 20'lik asetik asit ¢cozeltisi: %100’liik asit ¢ozeltisinden 20 ml alind1. Distile su
ile 100 ml ’ye tamamlandi.

Doymus NaOH ¢ozeltisi: Oda sicakliginda 25 ml distile suda ¢6zlinebildigi kadar
NaOH ¢oziildii. (pH ayari igin.)

% 1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1g sodyum sitrat distile suda ¢oziilerek, hacmi
100 ml’ye tamamlandi.

Ellman Ayiraci: 4 mg DTNB, 10 ml % 1' lik sodyum sitrat ¢dzeltisi icinde
coziilerek, deney giinii hazirlandi.

Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67g metafosforik asit, 0.2g EDTA-Na tuzu, 30g
NaCl, sirasi ile 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

0.3M Na,HPO, ¢ozeltisi: 0.075mol Na,HPOy4 alindi. Distile suda ¢oziilerek,
hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

GSH Standardi: 1 mg/ml distile su ile deney giinii hazirlandi. GSH Calisma
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Standartlari; GSH standartindan %2, %5, %7.5 ve % 10' luk
konsantrasyonlarda distile su ile hazirlandi.

e Plazmada Lipid peroksit Stok Standart Cozeltisi: 0.1 mmol/100 ml TEP
(1,1,3,3, tetra etoksi propan) Calisma Standartlari: Stok standart ¢6zeltisinden
4, 6,8 ve 10 nmol/ml olacak sekilde hazirlandi.

e A ¢dzeltisi: 2g NayCOs tartilip NaOH (0.1N i¢in: 0.4g alinipl00Oml’ye
tamamlandi) ¢6zeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi.

e B ¢ozeltisi: 1g CuS0O4.5H,O0 distile suda ¢oziilerek, hacmi 100 ml’ye
tamamlandi. 2g Sodyum potasyum tartarat ¢dzeltisi distile suda ¢oziilerek,
hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan bu iki ¢dzelti esit hacimde (1/1)

karistirilarak kullanildi. Karisim taze hazirlandi.

5.1.4. Kullanilacak Ekstrenin Hazirlanmasi

Sekil 6: Ekstrenin Hazirlanmasi

Isirgan otu tohumu Afyon yéresinden toplanmis, M.U. Fen-Fakiiltesi dgretim
iiyelerinden Yrd.Dog¢.Dr. Sener Akinci tarafindan tanimlanmasi yapilmaistir.
1 kg 1sirgan tohumu toz edildikten sonra 2 litre etil alkolle 15 dakika ayirma hunisinde
karistirilarak ekstrakte edildi. 24 saat beklemeye birakildi. Siipernatant ( iistteki sivi
kisim) alindi. Cokelti kismi atildi. Etil alkole gegen aktif madde kismi Evaporatorde etil
alkol ucgurularak elde edildi. Elde edilen ekstrede protein tayini yapildi. Ekstrenin
protein mikter:1 600+70 pg/ml olarak belirlendi.

Koyu yesil renkli ekstre siganlara 14 giin siiresince her giin 1g/kg ekstre intra

peritonal (i.p.) olarak enjekte edildi.
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5.1.5. Deney Hayvanlarinin Ozellikleri ve Beslenmeleri

Calismamizda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarindan
temin edilen her biri 200- 220g agirliginda eriskin 28 adet Wistar Albino tiirii disi sigan
kullanildi. Calisma bagvurusu Etik Komite tarafindan 14.04.2006- 62. 2005. mar say1 ile
onay aldi. Deney baslangicinda sigcanlar 6nce iki ana gruba ayrildi. 14’er sicandan
olusan kontrol ve deney grubu, deney siiresince, % 24 ham protein, % 0.88 kalsiyum,
ortalama % 0.44 fosfor, % 3.7 ham seliilloz, % 5.7 ham kil, % 0.2 tuz, % 10 nem
icerigine sahip 2600 kg/cal metabolik enerjili, 16mm ¢apinda pellet tipi bazal yem ile

beslendiler. Su ihtiyag¢lari, musluk suyu ile giinliik olarak kargilandi.
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5.2. YOontem

5.2.1. Hayvan Caligmalari
Calismamizda 200- 220 g agirliginda 28 adet Wistar Albino tiirii disi sigan
kullanildi. Hayvanlar kontrol ve deney grubu olarak, her birisinde 14 si¢can olacak

sekilde iki grup altinda toplandi.
e Kontrol grubu (1.grup)
e Kontrol + karbon tetrakloriir grubu (2.grup)
e [sirgan otu tohumu ekstresi (3.grup)

e [sirgan otu tohumu ekstresi + karbon tetrakloriir grubu (4.grup)

Hazirlanan ekstre 3. ve 4. grup sicanlara 14 giin siiresince her giin 1g/kg (i.p.)
enjekte edildi. Beslenme siirelerinin bitiminde, 16- 18 saat siire ile a¢ birakildiktan
sonra, ertesi sabah 2. ve 4. grup si¢anlara tek doz (I1ml/kg) karbon tetrakloriiriin
zeytinyagindaki % 20' lik ¢ozeltisi, 1. ve 3.grup siganlara ise ayn1 hacimde zeytinyagi
1.p. olarak 15. giin uygulandi. Uygulamadan iki saat sonra, ketamin ile anesteziye alinan
sicanlarin kalplerinden alinan kanlar heparinlenmis tiiplere konuldu; eter verilerek
oldiiriilen sicanlarin karacigerleri hizla ¢ikartildi, temizlendi ve % 0.9' luk soguk NaCl
cOzeltisi ile yikandi. Filtre kagidi ile kurutularak, kullanincaya kadar derin dondurucuda
(-20 °C) saklandi1. Karacigerin bir kismi histolojik ¢caligsmalar i¢in %10 formaldehit
sollisyonu igerisinde saklandi. Alinan kanlar santrifiij edildi, plazmalar1 ayrildi,
bekletilmeksizin ALT ve AST enzim aktiviteleri ile glukoz, kolesterol, iire azotu
(BUN), iirik asit, trigliserid, kalsiyum, total protein, fosfor, albumin, magnezyum,

degerleri 6lgiildii. Plazma lipid peroksit 6l¢iimii ertesi giin yapildi.

5.2.2. Karacigerde Yapilan Incelemeler

Karbontetrakloriir (1 ml/kg, i.p.) uygulamasindan iki saat sonra dldiiriilen
sicanlarin hizla ¢ikarilan karacigerleri % 0.9'luk soguk NaCl ¢ozeltisi (serum
fizyolojik) ile yikandi, filitre kagidi ile kurulandi ve derin dondurucuda (-20°C) deney

giiniine kadar sakland.
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5.2.3. Karaciger Lipid Peroksit Diizeyinin Olg¢iilmesi (169)

TBA testi, lipid peroksidasyonun yikim {iriinlerinden olan MDA' nin, TBA ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kompleksin, 532 nm dalga boyunda

verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi prensibine dayanir.

Deneyin Yapilisi: Derin dondurucuda (-20 °C) saklanan karacigerden 1g kadar
tartilarak 9 ml 0.15M soguk KCl ilavesi ile doku homojenizatoriinde homojenize edildi.
Boylelikle % 10'luk karaciger homojenati elde edildi. Buradan 0.2 ml alindi, {izerine 0.2
ml % 8.1'lik SDS, 1.5 ml % 20'lik asetik asit (pH: 3.5), 1.5 ml % 0.8'lik TBA ilave
edilerek vortekste kuvvetlice karistirildi. Karigim kaynar su banyosunda 60 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda tiipler sogutularak 3500 rpm' de 15 dk. santrifuj edildi.
Stipernatan alinarak deney koriine kars1 spektrofotometrede okundu. Standart olarak
1,1,3,3-tetraetoksi propan kullanildi ve sonuclar nmol MDA/g karaciger olarak, standart

grafigi kullanilarak hesaplandi.

5.2.4. Karaciger Glutatyon Diizeyinin Olgiilmesi (170)

GSH Standardi: 1 mg/ml distile su ile deney giinii hazirlandi.

GSH Calisma Standartlari; GSH standartindan %2, %5, %7.5 ve %10'luk
konsantrasyonlarda distile su ile hazirlandi.

Metod, siilfidril gruplarinin Ellman ayiraci ile reaksiyonu sonucu olusturdugu
renkli liriinlin spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi amacina dayanir. Ellman metoduna
gore, DTNB (5,5-ditiyo bis-2 nitro benzoik asit), siilfidril (-SH) gruplar1 tarafindan
indirgenerek, 1 mol (-SH) basina 1 mol TNB (2-nitro, 5-tio benzoik asit) olusur. Olusan
sar1 renkli liriin spektrofotometrede 412 nm de absorbans verir (TNB absorbansi, GSH
miktari ile dogru orantilidir).

2 GSH+2DTNB —— > GSSG+2TNB

Deneyin Yapilisi: 0.15M soguk KCI ¢ozeltisi ile hazirlanan % 10’luk karaciger
homojenatindan 0.5 ml alindi. Uzerine 1.5 m1 0.15M KCI1 ¢6zeltisi ve 3 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi ve santrifuj edildi.

Sonra 0.5 ml slipernatan alindi. Uzerine 2 ml 0.3M Na,HPO, ve 0.5 ml Ellman
ayiraci ilave edildi. Ellman muamelesinden sonra olusan renk 1 dakika icerisinde 412

nm de spektrofotometrede okundu.
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Olgiim, standart grafik egrisi kullanilarak ve seyreltme faktdrii gz oniine alinarak

yapildi ve sonu¢ pmol Glutatyon/g karaciger olarak bulundu.
5.2.5. Plazmada Yapilan Incelemeler

Karbon tetrakloriir (1 ml/kg, i.p.) uygulamasindan iki saat sonra o6ldiiriilen 1., 2.
ve 4. grup sicanlarin plazma ALT ve AST enzim aktiviteleri ile plazma lipid peroksit
degerleri olciildii. Isirgan otu tohumu ekstresi uygulanan 3.grup sicanlarda da kontrol
grubu ile birlikte diger biyokimyasal parametreler otoanalizor (Hitachi 717 Boehringer

Mannheim) ile 6l¢iildi.

5.2.6. Plazmada Lipid Peroksit Diizeyinin Olgiilmesi (171)
Metodun prensibi, karaciger MDA diizeyi tespit metodundaki amaca dayanir.
Stok Standart Cozeltisi: 0.1 mmol/100 ml TEP (1,1,3,3, tetra etoksi propan)
Calisma Standartlari: Stok standart ¢ozeltisinden 4, 6, 8 ve 10 nmol/ml olacak sekilde

distile su ile seyreltilerek, deney giiniinde hazirlandi.

Deneyin Yapilisi: Heparinli kan 6rnekleri santrifiij edilerek, plazmalar1 ayrildi.

Alinan plazmadan 0.3 ml alinarak tizerine 2.4 ml N/12 H,;SO4 ve 0.3 ml %10' luk
fosfotungstik asit kondu. Vortekste kuvvetlice karistirilarak, 3000 rpm’ de 15 dk
santrifiij edildi ve proteinler ¢oktiiriildii. Siipernatant atildi. Kalan (¢okelek lizerine 4 ml
distile su eklenerek, bir baget yardimui ile siispansiyon haline getirildi. Uzerine 1 ml %
0.335' lik TBA ilave edildi; vortekste iyice karistirildi ve 60 dk. siire ile kaynar su
banyosunda tutuldu. Daha sonra sogutulan tiipler 3000 rpm' de 10 dk. santrifuj edildi.
Stipernatantlarin absorbanslari, deney koriine kars1 spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda okundu. Degerlendirme, standart grafigi kullanilarak nmol MDA/ml plazma

olarak yapildi.

5.2.7. Plazma ALT ve AST Enzim Aktivitelerinin Olciilmesi
Plazmadaki ALT ve AST enzim aktiviteleri ile glukoz, kolesterol, iirik asit, BUN,

glukoz, albumin, total protein, trigliserid, kolesterol, VLDL magnezyum, kalsiyum,

fosfor degerleri otoanalizorde 6l¢iildii.
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5.2.8. Histolojik Caligsmalar
Isik mikroskopik preparasyon:

Tiim gruplardan alinan karaciger ve bobrek doku 6rnekleri % 10°luk notral
formalin soliisyonu ile 18 saat fikse edildi. Yiikselen alkol serilerinden ( %70, % 90,
%96, %100 ) gegirilerek suyu alindi, toluen ile seffaflastirildi, 60 C’lik etiivdeki
parafinde 1 gece bekletildikten sonra bloklandi. Bu bloklardan 5pm kalinliginda kesitler
alinarak, genel morfolojik degerlendirme yapabilmek i¢in hematoksilen-eosin (H-E)
boyas1 yapildi. Boyali kesitler Olympus BH2 fotomikroskop ile incelenerek
fotograflandi.

5.2.9. Lowry Metodu ile Protein Tayini (172)

Bu metod ile proteinler alkali ortamda bakir iyonlar1 ile reaksiyona girerek folin

reaktifi ile indirgenir. Bu sirada olusan mavi rengin siddeti ile protein konsantrasyonu

arasinda bir orant1 vardir.

A ¢ozeltisi: %2’lik Sodyum karbonat ¢dzeltisi (0.1 N Sodyum hidroksit ¢dzeltisinde
hazirlandi).
B ¢ozeltisi:% 1°lik Bakar stilfat ¢ozeltisi ile %2°lik Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi
esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanildi. Karisim taze hazirlandi.
C ¢ozeltisi: 50 mL A ¢ozeltisi ve 1 mL B ¢o6zeltisi karistirilarak hazirlandi (taze
hazirlandi).
Folin Reaktifi: Folin reaktifi kullanilmadan 6nce 1/1 oranda distile su ile karistirilda.
Protein Stok Standart Cozeltisi: %100°liikk (Img/ml) BSA (bovin serum albumin)
serum fizyolojik i¢inde hazirlandi.
Calisma Standart Cozeltisi: Stok standart ¢ozeltisi %5, %10 ve %15 albumin igerecek
sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlandi.

1. Numune, standart ve kor tiiplerine 3 mL C ¢ozeltisi eklendi ve vorteksle

karistirilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.
2. Her bir tiipe 0.1 ml folin hizla eklenip vorteks ile karistirildi.
3. Oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi.

4. 500 nm’de kore kars1 spektrofotometrede absorbanslar okundu. Calisma

standartlarinin konsantrasyonlar1 ve onlara karsilik gelen absorbans degerleri arasinda
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bir grafik ¢izilerek standart egrisi elde edildi. Protein degerleri asagidaki standart

protein grafiginden hesaplandi.

021 A
8,1 A
0,1 1
0,1 -
20, A
010 A
8,0 A
6,0 1
4.0 -
20 T T T T T T T T T 1

I 2 3 4 5 6 7 80 90 100
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Absorbans

Standart konsantrasyonu (% mg Aalbumin)

Grafik 1 : Bovin serum albumin standart grafigi

5.2.10. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplardan elde edilen datalarin analizi SPSS paket programi kullanilarak tek
yonlii varyans analizi (ANOVA, Tukey) ile incelendi. Veriler ortalama + standart

sapma olarak ifade edildi ve p< 0.05 istatistiksel anlamlilik sinir olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Plazmada Yapilan Biyokimyasal incelemelerde Elde Edilen
Bulgular

Tablo 8: Gruplarin plazma AST ve ALT degerleri

GRUPLAR AST(U/L) ALT (U/L)
Kontrol grubu (1.grup) 155.71+55.66 54.57+8.52
CCl, grubu (2.grup) 462.28+229.35% 92.42+24 54%*
Ekstre grubu (3.grup) 172.28+16.78° 27.14£10.57 °
Ekstre + CCly (4.grup) 251.42+54.36 26.71+12.827°

Kontrol grubuna gore kiyaslama, * p<0.001, **p<0.05
CCly grubuna gore kiyaslama, *p<0.001, bp<0.05

Kontrol + CCly (grup 2) sicanlarinin plazma AST ve ALT degerleri grup 1’e gore
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir. Isirgan otu tohumu ekstresi uygulanan
sicanlarin (grup 3) her iki gurubunda da AST degerleri kontrol grubu degerlerine
yakindir. Buna karsin ekstre uygulanan siganlarin plazma ALT diizeyleri kontrol
grubundan daha diisiik gozlenmistir. Kontrol + CCl4 grubuna gore ekstre uygulanan
gruplar kiyaslandiginda grup 3 ve grup 4’iin plazma ALT ve AST degerlerinin anlamli
olarak diistik oldugu gozlenmistir (Tablo 8).

AST

500+
400

300
uU/L

200
V]

) 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup

Gruplar

Grafik 2: Gruplarin plazma AST degerleri
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u/L

- 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup

Gruplar

Grafik 3: Gruplarin plazma ALT degerleri

Tablo 9: Gruplarin plazma firik asit ve BUN degerleri

GRUPLAR URIKASIT(mg/dl) | BUN(mg/dl)
Kontrol grubu (1.grup) 0.95+0.22 15.00+2.64
CCly grubu (2.grup) 1.35+0.58 20.71£5.55
Ekstre grubu (3.grup) 1.48+0.49 24.14425.97
Ekstre + CCly (4.grup) 1.50+0.42 32.28+18.12

Gruplardaki deney hayvanlarinin plazmalarinda iirik asit ve BUN degerleri
arasinda anlamli farkliliklar gézlenmemistir (Tablo 9).

Tablo 10: Gruplarin plazma glukoz, albumin, total protein degerleri

GRUPLAR GLUKOZ(mg/dl) | ALBUMIN(g/dl) | TOTAL
PROTEIN(g/dl)

Kontrol grubu (1.grup) 133.14+14.57 3.74+0.66 7.54+0.61

CCly grubu (2.grup) 117.28420.78 3.11+0.45 6.24+0.75

Ekstre grubu (3.grup) 114.00+17.67 3.02+0.25 6.24+0.36

Ekstre + CCly (4.grup) 126.28+25.44 3.05+£0.21 5.97+0.33

Kontrol grubuna gore kiyaslama, * p<0.001, **p<0.05

Gruplarin glukoz, albumin ve total protein degerleri incelendiginde, kontrol
grubuna gore kontrol + CCly grubu si¢canlarinin plazma albumin ve total protein

diizeylerinde azalmalar gozlenmistir. Tek basina ekstre uygulanan si¢canlarin plazma

46



glukoz diizeyleri %14 oraninda azalirken ekstre + CCly uygulanmasi plazma glukoz

diizeylerinde degisiklige neden olmamistir (Tablo 10).

Tablo 11: Gruplarin plazma trigliserid, kolesterol, VLDL degerleri

GRUPLAR TRIGLISERID KOLESTEROL VLDL(mg/dl)
(mg/dl) (mg/dl)

Kontrol grubu(1.grup) 42.57+16.74 47.14+9.83 10.85+6.14

CCly grubu (2.grup) 54.42+23.22 43.42+7.23 12.42+6.80

Ekstre grubu (3.grup) 130.71£29.25"* 43.00+4.04 24.42+8.01%*°

Ekstre + CCly (4.grup) 97.00+28.97 ° 46.85+12.04 22.28+7.08

Kontrol grubuna gore kiyaslama, * p<0.001 , **p<0.05

CCly grubuna gore kiyaslama, * p<0.001, ®p<0.05

Grup 3 ve grup 4’iin Trigliserid, VLDL degerlerinde kontrol grubuna gore anlaml

artislar gozlenmistir. Kontrol + CCly grubuna gore, ekstre +CClys uygulanan grubun

plazma trigliserid, VLDL ve kolesterol diizeyleri kiyaslandiginda plazma trigliserid ve

plazma VLDL degerlerinde anlamli artiglar oldugu gézlenirken, plazma kolesterol

diizeylerinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Tablo 11).

Tablo 12: Gruplarin plazma magnezyum, kalsiyum, fosfor degerleri

Kontrol grubuna gore kiyaslama, **p<0.05

CCl, grubuna gore kiyaslama, bp<0.05

GRUPLAR MAGNEZYUM | KALSIYUM | FOSFOR
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol grubu (1.grup) 2.00+0.77 10.12+0.57 | 4.81+0.41
CCly grubu (2.grup) 2.06+0.17 9.25+0.48 4.54+1.05
Ekstre grubu (3.grup) 2.26+0.54 9.31+0.40 5.22+1.50
Ekstre + CCly (4.grup) 3.37+1.51 ° 10.60+1.07° | 7.82+2.92"°

Grup 4’iin plazma magnezyum, fosfor degerleri kontrol grubuna gore

degerlendirildiginde anlamli artiglar gézlenmistir. Ayrica CCly grubuna gore grup 4’iin

magnezyum, kalsiyum ve fosfor degerlerinde de artiglar goriilmiistiir. (Tablo 12)
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6.2. Karaciger Lipid Peroksidasyon ve GSH Diizeyleri ile Ilgili Elde

Edilen Bulgular
Tablo 13: Gruplarin karaciger glutatyon, karaciger MDA ve plazma MDA

degerleri

GRUPLAR MDA PLAZMA MDA | GLUTATYON
(nmol/ gdoku) (nmol/ml) (umol/ gdoku)

Kontrol grubu (1.grup) 336.15+£55.57 4.32+0.76 6.51+0.66

CCly grubu (2.grup) 414.22+17.71 | 7.52+1.14 3.50£0.91

Ekstre grubu (3.grup) 269.50+£27.11 * | 4.6+1.12° 7.9+0.98"

Ekstre + CCly (4.grup) 361.87+24.98" | 6.3+0.73 3.9+0.70°

Kontrol grubuna gore kiyaslama, * p<0.001, **p<0.05
CCly grubuna gore kiyaslama, * p<0.001

Karaciger lipid peroksidasyon diizeyleri arastirildiginda, Kontrol + CCly grubunun
karaciger MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml1 olarak yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Grup 3’iin karaciger MDA diizeyleri kontrol grubuna gore azalmistir
(p<0.05). Ekstre+ CCls uygulanan si¢anlarin karaciger MDA diizeyleri sadece CCly
uygulanan gruba gore anlamli olarak azalmistir (p<0.001).

Kontrol grubuna goére grup 2, ve grup 4’lin plazma MDA degerlerinde anlaml1
artislar gozlenirken (p<0.001), CCls grubuna gore ekstre +CCly grubu plazma MDA
degerlerinde %16.2’lik azalma istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir.

Gruplarin glutatyon diizeyleri; kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, ekstre verilen
(grup 3) siganlarin karaciger GSH diizeyleri kontrol grubu seviyelerinde iken CCly ve

ekstre + CCly verilen siganlarin GSH diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli olarak

disiiktiir (p<0.001). (Tablo 13)
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Grafik 4: Gruplarin karaciger glutatyon diizeyleri
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Grafik 5: Gruplarin karaciger MDA diizeyleri
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6.3. Histolojik Calismalar Ile Ilgili Elde Edilen Bulgular

Resim 6: Kontrol grubu 151k mikroskobu karaciger goriintiisii
Normal karaciger yapisi izlenmekte X200

Resim 7: Karbon tetrakloriir grubu 151k mikroskobu karaciger goriintiisii
Hepatositlerde ileri derecede dejenerasyon (> ), Sinuzoidlerde genisleme ve
vazokonjesyon ( * ) izlenmekte X200

Karbon tetrakloriir grubunda hepatositlerde ileri derecede harabiyet gdzlenmistir.
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Resim 8: Ekstre grubu 151k mikroskobu karaciger goriintiisii:
Normale yakin karaciger yapisi izlenmekteX200

Resim 9: Karbon tetrakloriir+ekstre grubu 151k mikroskobu karaciger goriintiisii:
Hepatositlerde hafif dejenerasyon ( > ), Sinuzoidlerde hafif derecede
vazokonjesyon ( * ) izlenmekte X200

Ekstre + CCly uygulamasi CCly ‘e bagli karaciger harabiyetinin kismen azalmasini

saglamistir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Deneysel karaciger harabiyeti olusturulmasinda karbon tetrakloriir, klasik ve
model bir hepatotoksikandir. Oksijen radikalleri, niikleik asitler, proteinler, lipidler ve
karbonhidratlar degisik kimyasal siniftan bilesigi hasara ugratabilme kapasitesindedir
(9). CCls uygulamasindan en fazla etkilenen organ, karacigerdir (48- 53). Bu maddenin
olusturdugu harabiyetin derecesine bagli olarak bazi karaciger enzimlerinin plazmadaki
diizeyi fazlalasir (57, 103, 172, 174, 175). Bu nedenle serum veya plazmadaki bazi
enzim aktivitelerindeki degisiklikler, karaciger hiicre hasarinin birer gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Bu enzimler arasinda amino transferazlar (ALT ve AST) da vardir.
Bu enzim aktivitelerindeki bir artis, aktif karaciger hasarini yansitmaktadir (64, 65).

Calismamizda karaciger harabiyeti olusturmak i¢in karbon tetrakloriir kullandik.
CCly uyguladigimiz sicanlarin karaciger hiicrelerinde harabiyete bagli olarak plazma
ALT ve AST enzim seviyeleri yliksek gézlenmis ve bu sonug, diger arastirmacilarin
sonuglari ile paralellik gostermektedir (173, 174). CCl4 uygulanmasina bagli olarak
karaciger lipid peroksit diizeylerinde gozlemlenen artmalar, karbon tetrakloriiriin
karacigerde lipid peroksidasyonuna neden oldugunu dogrulayan arastirma sonuglar1 ile
uygunluk gostermektedir (174). Bunun yanisira, yine plazma lipid peroksit diizeylerinde
goriilen artisg, karaciger harabiyeti sonucu olusan lipid peroksidasyonunun plazmaya
yansidigini gosteren diger calismalar ile de ayn1 yondedir (175, 103).

Glutatyon, organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan ve aralarinda karbon
tetrakloriiriin de oldugu birg¢ok ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda dnemli gorevler
iistlenen temel bir bilesiktir. Glutatyon ayni zamanda hiicrelerin 6nemli bir antioksidan
bilesigidir ve herhangi bir nedenle oksidatif stresin arttig1 durumlarda hiicre i¢indeki
mevcut glutatyon hizla tiiketilir(175).

Oksidatif stres kronik hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli rol oynar, yapilan
caligmalarla pek cok bitkisel liriiniin de antioksidan 6zellikleri nedeniyle bu
hastaliklarda koruyucu 6zellige sahip olabilecegi gdsterilmistir. Ornegin bircok kronik
hastaligin dnlenmesi ve tedavisi amaciyla kullanilan sarimsagin en 6nemli
biyokimyasal 6zelliklerinden biri antioksidan potansiyelidir. Bu 6zelliginin i¢indeki
organik kiikiirt bilesiklerinden ve flavonoidlerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir

(176). Yine likopen ve diger karotenoidlerden zengin olan domates ve domates
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tirlinlerinin kullanimi ile ateroskleroz ve koroner arter hastalig1 insidansi arasinda bir
iliski bulunmustur (177 ).

Urtica dioica’ da antioksidan 6zellikleriyle bu bitkisel besinlere verilebilecek iyi
bir 6rnektir. Urtica dioica Diinya {lizerinde ve Tiirkiye’de genis bir yayilis alanina
sahiptir. Bitkinin yetistigi bolgeler itibari ile kullanimi incelendiginde; gerek halk ilaci
gerek tibbi preparat olarak genis kullanim alanina sahip oldugu goriilmektedir.

Genel olarak bitkiler etanol ile ekstrakte edildiginde glikozidler, saponinler ve
alkoloidler etanol fazina geger. Bu maddelerin yaninda hem suda hem de( C vitamini,
Se) bazi yagda ¢oziinen ( E vitamini gibi) antioksidan bilesikler de kolaylikla etanol
fazina alinir (126). Isirgan tohumu 6zellikle E vitamini C vitamini ve Se agisindan
zengindir. Tohumlarin etanol ektraksiyonun kullanilmasi bu nedenle tercih edilmistir
(119). Calismamizda 1sirgan tohumunun etanol ekstresinin bitkisel proteinler de
icerdigini gosterdik.

Onemli antioksidanlardan E vitamini ile C vitamininin karbon tetrakloriir
harabiyetini iyilestirici rolii, ¢esitli arastirmalarda denenmistir. Karbon tetrakloriir ile
birlikte ¢esitli halojenli hidrokarbonlarin denendigi bir ¢alismada, E vitamininin
karaciger ve bobrek basta olmak ilizere degisik organlarda lipid peroksidasyonunu
inhibe edici 6zelligi rapor edilmistir (178). Ayn1 amagla yapilan bir baska ¢alismada,
akut ve kronik karbon tetrakloriir uygulamasi ile ylikselen plazma AST enzim
aktivitesinin, E vitamininin antioksidan etkisi ile diistiriildiigii bildirilmektedir (179). Bu
dogrultuda bir baska calismada da, ayn1 madde kullanilarak yiikseltilen plazma ALT
enzim aktivitesi yine E vitamini kullanilarak diistiriilmiistiir (180). Diabetik ratlarda
vitamin E’nin bazi serum lipidleri ve lipid peroksidasyonu iizerine etkisinin incelendigi
bir baska ¢aligsmanin sonuglarinda diyabetik ratlarda vitamin E’nin lipid
peroksidasyonunu 6nleyerek koruyucu ve diizenleyici etki gosterdigi, boylece kalp-
damar rahatsizliklarini engelledigi kanaatine ulasgilmistir (181).

C vitamininin, baglangi¢c formundaki radikaller {izerine rolii olmasinin yanisira E
vitamini ile etkilesim ve membran fosfolipidleriyle arasindaki interaktivite dolayisi ile
kuvvetli bir antioksidan oldugu bilinmektedir (73, 94, 98,101, 106). Karbon tetrakloriir
uygulanan si¢anlar lizerinde yapilan bir deneyde, serbest radikallerin plazma ve
karaciger dokusunda protein ve bilirubin seviyeleri ile plazmada glukoz seviyeleri

iizerine etkili oldugu ve bunlarin seviyelerinde olumsuz azalmalara neden oldugu test
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edilmistir. Bu asir1 azalmalarin C vitamini araciligiyla normal seviyelere gelmesi
saglanmistir (182). Yapilan ¢alismalarda B-karotenin etkin olarak triklor peroksil
radikallerini indirgedigi bildirilmektedir (72). Haftada ii¢ kere diizenli olarak klasik
membranlar kullanilarak diyalize alinan ve B, vitamini ve folik asit disinda herhangi
bir vitamin destegi almayan hastalar lizerinde yapilan bir ¢aligmada suda ¢dziinen
antioksidanlarin diyaliz siireci boyunca membranlardan belirgin olarak kaybedildikleri,
oksidan ajanlarin iliretiminin artmasi ve rejenerasyonunun C vitamini kaybina bagh
olarak azalmasi nedenleri ile diyaliz boyunca E vitamini diizeyinin azaldigi, A vitamini
diizeyinin ise degismedigi gdozlenmistir (183).

Bitkilerle yapilan ¢alismalarda iceriklerinde antioksidan molekiiller bulunan
bitkilerin lipid peroksidasyonuna etkili olduklar1 gosterilmistir. Yurtsever ve arkadaslar
tarafindan laboratuvarimizda yapilan ¢alismada Brassica oleracea var capitata ‘dan
petrol eteri ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrenin farelerde antimikrobiyal, antitumoral
etkileri yaninda lipid peroksidasyonunu onleyici etkisi de bulunmustur (184).

Urtica dioica L. tohumlar1 ile yapilan bir ¢alismada, 60 giin 1sirgan tohumu yagi
etanol ekstresi uygulanmasinin, CCl4 uygulanmasi ile azalan plazma GSH diizeylerini
arttirdigi, ayrica isirgan tohumunun karaciger, glutatyon peroksidaz, katalaz ve
siiperoksit dismutaz aktivelerini artirdig1 gosterilmistir (185).

Calismamizda, 1sirgan ekstresinin karbon tetrakloriir uygulanmasindan 6nce 14
giin enjeksiyonu, si¢canlarda karaciger hasar1 nedeniyle ylikselen plazma ALT ve AST
enzim aktivitelerinde azalma saglamistir. GSH diizeylerinde ise CCly grubuna gore
anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Buna karsilik hazirlamis oldugumuz 1sirgan
tohumu etanol ekstresi CCly uygulanmasina bagli olarak artan karaciger lipid
peroksidasyonunu azaltici etki gostermistir. Bu nedenle tek basina ekstre
uygulandiginda GSH diizeyinde artis goriilmesine ragmen ekstre+CCly grubunda GSH
diizeyinin diisiik olmasinin nedeni mevcut GSH’larin lipid peroksidasyonuna karsi
kullanilmas1 olabilir. Ekstre uygulanmasi ile plazma MDA diizeylerinde de bir miktar
azalma olmasina karsin bu bulgular istatistiksel olarak anlaml1 degildir. Bu durum
ekstrenin lipid peroksidasyonunu 6nleyici etkisinin plazmaya heniiz yanstmamasindan
kaynaklanabilir.

Iki ay siire ile yemlerine 1sirgan otu yapragi karistirilarak beslenen sicanlarin

karaciger ve plazma lipid peroksit diizeylerinin CCl4 uygulanmasindan sonra kontrol
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grubuna gore diisiik oldugu bulunmustur (186) . Urtica dioica yapraklarindan elde
edilen ekstrenin iskemi-reperfiizyon hasarini dnleyici etki gosterdigi ve bu etkisinin
icerigindeki antioksidan molekiillerden kaynaklandig: bildirilmigtir (187).

Matsingou ve arkadaslar1 fosfolipidlerin ve linoleik asidin demir katalizli
oksidasyonunun 1sirgan otu ile engellenebilecegini gézlemlerken (188), bir baska
calismada ise 1sirgan otunun su ekstresinin linoleik asit peroksidasyonunu doza bagiml
olarak inhibe ettigi gosterilmistir (1).

CCly uygulanmasi sonucu olusan karaciger hasarinin histolojik incelenmesinde
goriilen hepatositlerdeki ileri derecede dejenerasyon sinozoidlerde genisleme ve
vazokonjesyon 1sirgan tohumu ekstresi uygulanmasiyla énemli derecede engellenmistir.
Bu bulgularda diger bulgularimizla uyumludur. Isirgan otu CClys disinda baska
nedenlere bagli olarak gelisen karaciger harabiyetini de engellemektedir. Phalloidin’in
neden oldugu hafif derecedeki hepatotoksisiteyi Urtica dioica tohumu eterik yaginin
erken donemlerinden itibaren 6nleyebilecegi gosterilmistir (189).

Isirgan tohumunun bazi1 biyokimyasal serum parametreleri lizerine etkileri de
arastirilmistir. Isirgan otu ile yapilan ¢alismalarda plazma glukoz diizeylerinde %10’ luk
azalmalar gozlendigi bildirilmektedir (122, 190, 191). Bizim ¢alismamizda da ekstre
uygulanan grubun plazma glukoz diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilik
gostermezken %14 oraninda azalma gozlendi. Ekstre + CCly grubunda ise herhangi bir
fark gézlenmemistir.

Isirgan otu yapraklarinin etanol ekstraksiyonunun farelerde plazma LDL
kolesterol diizeyini azalttig1 gosterilmistir (192). Bizim bulgularimiz da plazma total
kolesterol diizeyi degismezken plazma trigliserid ve VLDL diizeylerinde artislar
gozlenmistir. Bu bulgularimiz bu konudaki ¢alismalarla uyumlu degildir. Bu durumun
yaprak ve tohumlarin igerik farkliligindan kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz.

Calismamiz, 1sirgan otu tohumunun, karbon tetrakloriir ile karaciger hasari
olusturulan sicanlarda, artmis karaciger lipid peroksit diizeyleri ile plazma ALT ve AST
enzim aktivitelerinde sagladig1 azalmalar dolayisiyla, bu bitkinin karaciger hasarini
Onleyici, lipid peroksidasyonunu inhibe edici 6zellikte oldugunu ve iceriginde bulunan
vitaminler ve minerallerden kaynaklanabilecek antioksidan etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.
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