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CRATAEGUS ORIENTALIS ETANOL EKSTRESININ
ANTINOSISEPTIF, ANTIINFLAMATUVAR, ANTITROMBOTIK
ve
ANTIOKSIDAN ETKILERI

OZET

Crataegus (ali¢) bitkisinin tiirlerinin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerinin
ilag olarak kullanim1 ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Alicin kalp ve damar
hastaliklar1 i¢in kullanomi ¢ok yaygindir ve bu yararli terapotik etkilerinin
antioksidan iceriginden kaynaklandigi ileri stiriilmektedir.

Bu calismada Crataegus orientalis yapraklarinin etanol ekstresinin in vitro
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi ve olasi antinosiseptif, antiinflamatuvar ve
antitrombotik etkilerinin arastirllmas: amaglanmistir. EKstrenin nosisepsiyon
tizerindeki etkilerinin fareler iizerinde degerlendirilmesi icin hot-plate, tail-
immersion ve asetik asit ile indiikklenen kivranma testleri uygulanmistir. Anti-
inflamatuvar ve antitrombotik etkileri ise karragenin ile indiiklenen penge ddem
testi ve kuyruk tromboz testi kullanilarak belirlenmistir. Ekstrenin antioksidan
aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve p-karoten-linoleik asit sistemi
kullanilarak tayin edilmistir.

Antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkilerin belirlenmesi i¢in uygulanan testlerde
ekstrenin 50, 100 ve 200 mg/kg olarak hazirlanan dozlar1 intraperitoneal olarak 30
dakika oOncesinden verilmistir. Hot-plate testinde 50 mg/kg dozunda kontrolle
karsilastirildiginda anlamli bir etki goriilmezken, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda
antinosiseptif etkide anlamlilik gozlenmistir. Tail-immersion testinde tim
dozlarda goriilen antinosiseptif etki kontrole gore anlamlilik gostermistir. Asetik-
asit ile indiiklenen kivranma testinde ise doz arttik¢a kivranma sayilarinda 6nemli
bir diisiis goriilmiistiir. Antiinflamatuvar etki testinden elde edilen sonuglar doza
bagimli bir etkinlik gdstermistir ve 200 mg/kg dozda inflamasyonun inhibisyon
aralig1 %68,02 ve %96,8’dir. Antitrombotik aktivite testinde kuyruklarda tromboz
olusumunun 6nemli derecede baskilandig1 gozlenmistir. DPPH-radikal siipiiriicii
aktivite testinde ve p-karoten-linoleik asit sisteminde ekstrenin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir.

Deneylerden elde edilen bulgulara gére, Crataegus orientalis etanol ekstresinin
antinosiseptif, antiinflamatuvar, antitrombotik ve antioksidan aktivitelerinin
dikkate deger oldugu sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Crataegus orientalis, ali¢, antinosiseptif, antiinflamatuvar,
antitrombotik, antioksidan



ANTINOCICEPTIVE, ANTI-INFLAMMATORY, ANTITHROMBOTIC
and
ANTIOXIDANT EFFECTS of the ETHANOL EXTRACT of
CRATAEGUS ORIENTALIS

ABSTRACT

The medicinal use of extracts prepared from plant parts of the genus Crataegus
(hawthorn) dates back to ancient times. The use of hawthorn in cardiovascular
diseases is very common and it has been proposed that its antioxidant constituents
account for this beneficial therapeutic effects.

In this study, the aim was to determine the in vitro antioxidant activity and to
investigate for possible antinociceptive, anti-inflammatory and antithrombotic
effects of ethanol extract of leaves of Crataegus orientalis. In order to evaluate
the effects of extract on nociception namely hot-plate test, tail-immersion test and
acetic acid-induced writhing test were wused. Anti-inflammatory and
antithrombotic effects were evaluated by using carrageenan-induced hind paw
edema and tail thrombosis models. Moreover, the antioxidant activity of the
extract was determined by using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and f-
carotene-linoleic acid assay system.

In the tests that were used to determine antinociceptive and anti-inflammatory
effects, the extract was administered 30 min prior to pain induction in dose range
of 50, 100, 200 mg/kg intraperitoneally. In the hot-plate test, there was no
significant effect in the dose of 50 mg/kg when compared to control whereas the
doses of 100 and 200 mg/kg exerted significant antinociceptive effect. The
antinociceptive effects, which were observed in tail-immersion test, were
significant in all doses when compared to control. In the acetic acid induced
writhing test, as the dose increases an important decrease in the writhing
responses were observed. The results that were obtained from anti-inflammatory
test showed a dose-dependent activity and the anti-inflammatory activity ranging
was between 68.02 and 96.8% at 200 mg/kg dose. In the antithrombotic activity
test, it was observed that formation of tail thrombosis was suppressed
significantly. The extract was shown to possess antioxidant activity in DPPH-
radical scavenging test and p-carotene—linoleic acid assay system.

According to experimental findings, it was concluded that ethanol extract of
C.orientalis  displayed remarkable  antinociceptive,  anti-inflammatory,
antithrombotic and antioxidant activities.

Keywords: Crataegus orientalis, hawthorn, antinociceptive, anti-inflammation,
antithrombotic, antioxidant
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GIRIS ve AMAC

Bitkilerin hastaliklardan korunmak adina, binlerce yil Oncesinde baslayan
kullanimi modern tip ilaglarinin gelistirilmesinde biiyiik rol oynamistir. Son
zamanlarda ise gliniimiiz tibbinda bitkisel ilaglarla tedaviye ilgi oldukca artmistir.
Sifali bitkilerle tedavi ¢ok uzun yillar boyunca deneme-yanilma yontemiyle elde
edilen tecriibeler sonucu ortaya ¢ikmistir. Ancak gliniimiizde ilerleyen tip bilimi
ve teknolojiler sayesinde halk arasinda sifali oldugu bildirilen bitkilerin etkileri ve
bu etkilere araci olan kimyasal ya da kimyasallar belirlenebilmektedir. Bitkilerle
tedavi “fitoterapi” adi altinda incelenmektedir. Bitkiler diinyada yaygin bir sekilde
gida destegi, geleneksel olarak halk ilact veya bitkisel ilag olarak
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bitkisel ilaclarin kontrolsiiz kullanimi1 ve saglig1
kotii yonde etkileyen durumlarin ortaya ¢ikmasindan dolay1 bitkisel ilaglarin yan
etkileri, etkileri ve yapilar1 gibi konularda pek c¢ok arastirma yapilmaya
baslanmistir (Siizer, 2005).

En eski zamanlardan beri insanoglu i¢in kontrol altina alinmasi zor olan
duygulardan biri agridir. Agr1, hasar olusturacak uyarinin ortadan kaldirilmasini
sagladigi i¢in aslinda uyar sistemi seklinde ¢alisan koruyucu bir mekanizmadir
(http-11). Agr1 duyusunun istesinden gelebilmek icin gegmiste cesitli bitki
tirlerinde careler aranmistir ve bdylece bugin kullandigimiz  modern
analjeziklerin gelisimine katkida bulunulmustur.

Cagimizin en ¢ok miicadele edilen hastaliklarindan olan kanser, artrit ve
ateroskleroz gibi hastaliklarin patogenezinde oksidan etkileri olan reaktif tiirler
(reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri) rol oynamaktadir. Giiniimiizde bu
hastaliklardan kurtulmak ya da korunmak i¢in kullanilan ilaglarin yani sira
insanlar destekleyici olarak antioksidan etkinligi olan bitkilerden de
yararlanmaktadir. Boylece reaktif tiirlerin iiretim hizlar1 hiicre savunma
mekanizmalar1 tarafindan giderilme hizin1 astiginda olusan oksidatif stresi
onlenmek veya hiicrelerin antioksidan savunma sistemlerini gii¢lendirmek
amagclanmaktadir (Giimiistas ve Atukeren, 2008; Inal ve ark., 2007).

Tibbi degeri oldugu bilinen bitkilerden biri olan ali¢ (Crataegus), yaprak, ¢icek ve
meyvelerinden hazirlanan ekstreler ve tentiirler ile tedavi amagh olarak halk
arasinda kullanilmaktadir (Barnes ve ark., 2002; Bahorun ve ark., 2003). Halk
arasindaki bu kullanim genellikle kalp problemlerini tedavi etmeye ve kolesterolii
diisirmeye dayali geleneksel bir kullanimdir (Mills ve Bone, 2000). Konjestif
kalp yetmezliginin erken safthalarinda (Weihmayr ve Emst, 1996; Schussler ve
ark., 1995) ve anjina pektorisin tedavisinde pozitif etkilere sahip olan alicin
(Hanack ve Bruckel, 1983) bu etkilerinin bitkinin antioksidan aktivitesinden ileri
geldigi diisiinlilse de halen mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Crataegus
monogyna, aronia ve pinnatifida tiirlerinin antioksidan etkileriyle ilgili yapilmis
¢alismalar bulunmaktadir (Rakotoarison, 1997; Ljubuncic ve ark., 2005; Mills ve
Bone, 2000). Cesitli ali¢ tiirlerinin (Crataegus monogyna & pinnatifida)
antiinflamatuvar  etkinliklerini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir ve bu
caligmalarin bazilarinda prostaglandin I, ve tromboksan Aj;’nin bu ali¢ tiirleri
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (Vibes ve ark., 1994; Kao ve ark., 2005).
Bununla birlikte, ali¢ tiirlerinin agri iizerindeki etkileriyle ilgili ¢alismalar mevcut
degildir. Ancak flavonoitlerce zengin ve ayn1 zamanda antioksidan etkileri olan



bitkilerin analjezik etkilere sahip oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir
(Erdemoglu ve ark., 2009; Giiveng ve ark., 2010).

Tez kapsaminda, ali¢ tiirlerinden Crataegus orientalis’in yapraklarinin etanol
ekstresinin  yukarida bahsedilen bilgilerden yola ¢ikilarak antinosiseptif,
antiinflamatuvar, antitrombotik ve antioksidan etkinliginin, olup olmadiginin
cesitli deneysel yontemlerle aragtirilmasi amaglanmistir.



KAYNAK BILGIiSi
Agnr (Nosisepsiyon)

Agrni, viicudun belli bir bolgesinden kaynaklanan, kuvvetli bir doku harabiyetine
bagli olan ya da olmayan, insanin ge¢miste edindigi, subjektif, primitif, protektif
deneyimleri ile ilgili, sensoryal, hos olmayan emosyonel bir duyum, davranis
seklidir. Bu tanim, Uluslararast Agr1 Arastirmalari Dernegi (International
Association for the Study of Pain=l1ASP) tarafindan yapilan ve biitiin diinyada
kabul goren bir tanimdir (Giizeldemir, 1999). Agr1, herhangi bir doku hasarlandigi
zaman ortaya c¢ikan ve kisiyi agrili uyarani ortadan kaldirmak i¢in bir reaksiyon
gostermeye zorlayan koruyucu bir mekanizmadir (Guyton ve Hall, 2007).

Viicudun herhangi bir bolgesinde bir doku harabiyeti oldugu zaman, 6zellesmis
sinir uglart olan nosiseptorlerin bu bdlgede lokal olarak saliverilen mediyatorler
ve aljezikler araciligiyla uyarilmalari ile agrinin algilanilmasi saglanip, merkezi
sinir sisteminin belirli bolgelerinde noral yapilarda degerlendirilip, zararh
uyarinin algilanmasi ve buna kars1 gereken fizyolojik, biyosimik ve psikolojik
onlemlerin harekete gecirilmesine ise nosisepsiyon denilir (Giizeldemir, 1999).

Agrimn iletim mekanizmast

Agn iletimi, deri yiizeyinden santral serebral kortekse kadar periferik ve santral
yapilarin kompleks etkilesimini iceren bir mekanizmadir (Fiirst, 1999). IASP’a
gore, agr1 asil ya da potansiyel doku hasari ile iligkili hos olmayan duyusal ve
duygusal deneyimler olarak tanimlanmistir (Merskey ve Bogduk, 1994). Buna ek
olarak, agrilar1 olan hastalarda hiperaljezi (agr1 uyaranina asir1 duyarlilik), allodini
(normalde agr1 olusturmayacak mekaniksel bir uyariya cevap olarak agri
olusumu) ve hiperestezi (duyusal uyarana karsi anormal duyarlilik) gibi bazi ortak
sorunlar olusabilir (Besson, 1999). Birgok degisik agri ¢esidi vardir. Bunlar,
mekanizmalaria gore ‘nosiseptif’, ‘norojenik’, ‘noropatik’ ve ‘psikojenik’ olarak
adlandirilirlar ve sirasiyla nosiseptorlerin uyarilmasi, ndronal dokuda hasarlanma,
bir sinirin disfonksiyonu ve psikolojik faktorlerle iliskililerdir (Fiirst, 1999;
Millan, 1999).

Zaman agisindan bakilacak olursa, agri donemleri gegici, akut ya da kronik
olabilir. Gegici olan tipinde, nosiseptif etki iletiminin aktivasyonu doku hasarina
bagli olmadan ortaya ¢ikar. Akut tipinde, bolgesel doku hasar1 ile birlikte
nosiseptor hasar1 ve aktivasyonu meydana gelir. Kronik agri, daha ¢ok yaralanma
ya da hastaliklar ile tetiklenir ve siirekli hale gelmesinde agriya neden olan
faktorler disinda baska faktorler rol oynuyor olabilir (Loeser ve Melzack, 1999).
Doku hasarina bagli olarak meydana gelen akut agr1 1 aydan az siirebilir ama
bazen 6 aydan bile uzun siirer. Klinik 6ncesi ¢alismalar gostermistir ki, yeni
genlerin noronal ekspresyonu hasarin ilk 20 dakikasi i¢inde gerceklesir. Kronik
agr1 bir gilin i¢cinde uzun stireli davranigsal ve histolojik degisiklikleri baslatabilir.
Ayrica akut agrinin hizli bir sekilde kronik agriya doniisebilecegi bilinmektedir
(Carr ve Goudas, 1999).

Son yillarda aferent lif fizyolojisinin altinda yatan mekanizma ve omuriligin
(spinal kord) dorsal boynuzundaki sinaptik islemlerin agikliga kavusmasiyla, agri
stirecine iligkin bilgiler ¢cok gelismistir (Dray, 1997; Besson ve Chaouch, 1987;
Grubb, 1998; Fiirst, 1999; Millan 1999; Wall ve Melzack, 1999).
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Nosisepsiyon, agrili uyarilarin santral sinir sistemine (SSS) iletildigi bir
mekanizmadir (Fiirst, 1999). Nosiseptorler deri ve deri alti, damarlar, Kkaslar,
fasiya, eklemler ve viseralde (testisler, iireter, biliyer sistem) bulunan, agrinin
periferik algilanmasinda tetik noktalar olan serbest sinir sonlanmalaridir
(Glizeldemir, 1999). Bunlar, agrili uyaranlarla (mekaniksel, 1s1, soguk ve
kimyasal) aktive edilerek bu sinyalleri SSS’ne tasiyan miyelinli (Ad) ve
miyelinsiz (C) liflerdir (Grubb, 1998; Russo ve Brose, 1998; Besson, 1999; Fiirst,
1999; Millan, 1999). A-delta lifleri aksiyon potansiyelini hizli iletirler ve genis
capl liflerdir. Ani ve batict agrilart diizenlerler. Bu liflerin sinir sonlanmalarindan
glutamatin salgilandigina inanilir. C lifleri ise aksiyon potansiyelini yavas iletirler,
kiigiik ¢aplt liflerdir ve yavas, yanici, Kronik agrilardan sorumludurlar. C liflerinin
terminalinden ise hem glutamat hem de P maddesinin salindig1 iddia edilmektedir
(Stucky ve ark., 2001; Guyton ve Hall, 2007). Bu nosiseptorlerin hiicre govdeleri,
spinal korda yapisik olan dorsal kok gangliyonunda bulunur.

Opioidler
Baklofen

A-delta agn lifleri omuriligin arka boynuzlarinda lamina I (lamina marjinalis)’de
sonlanirlar. Burada neospinotalamik (spinotalamik yolagin lateral kismi) yolun
uyarilan ikinci sira néronlar1 beyne giderler ve bu yola ait liflerin ¢ogu talamusa
kadar giderken, az bir kismi beyin sapinin retikiiler bolgelerinde sonlanir.
Talamusta, Tglincli swra ndronlar aksonlarmi agrili uyaranlarin  olustugu
somatosensoryal kortekse ya da agrinin duyusal komponentleriyle ilgili olan
anteriyor singulat girusa yollarlar. Somatosensoryal kortekse impuls kalin liflerle
geldiginden iletim hizli olur. Bu sistem agrili uyaranin lokalizasyonu, baslangici,
stiresi ve siddeti hakkinda bilgi verir (Guyton ve Hall, 2007; Giizeldemir, 1999).

Paleospinotalamik ~ yolak  (spinotalamik  yolagin  spinoretikiiler  ve
spinomezensefalik kismi1) da ise agr1 dzellikle periferik yavas-kronik tip C lifleri
ile iletilir. Bazi sinyaller yine de A-delta lifleri ile tasinabilir. Birincil
nosiseptorler, spinal kordun lamina II (substanstiya jelatinoza) bolgesinde bulunan
ikinci sira ndronlar ile sinaps yapar. Ikinci sira ndronlar spinal kordu gegerek
spinotalamik trakta (STT) ¢ikarlar ve hizli A-delta lifleri ile birlesirler. Bu liflerin
bir kismi1 talamusa giderken geri kalanlar1 ise periakuaduktal gri bolgede ve
mezensefalon, medulla ve ponsun retikiiler ¢ekirdeklerinde sonlanir. Bu yolak



agrinin algilanmasinda degil, agrinin meydana getirdigi 1zdirabin anatomik
temelinin olusmasinda rol oynar. (Guyton ve Hall, 2007; Siizer, 2005;
Giizeldemir, 1999).

Nosiseptorlerin uyarilmalart agri olusumunda 6nemlidir. Ancak ‘deaferentasyon,
fantom agrilar1, nevralji’ gibi agrilarda agr1 olus mekanizmasi farkhidir ve
nosiseptorlerin uyarilmalar1 s6z konusu degildir. Bu agri, somatosensoryal uyari

iletiminin yaralanmas: sonucu merkezi sinir sistemine akisinin kesilmesi ile ortaya
cikar (Glizeldemir, 1999).
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Sekil 2. Agr1 Mekanizmasi ve Yolaklar: (Liillmann ve ark., 2005)

Agri mediyatorleri

Yaralanmalar sonucunda olusan agrilarda, termal ve mekanik uyarilara karsi
nosiseptorlerin duyarliliginin artmasiyla agr1 duyusu daha da koétii bir hal alir. Bu
durum, birincil duyu sonlanmalar1 ve fibroblast, mast hiicreleri, notrofiller ve
trombositler gibi hiicrelerden saliverilen kimyasal mediyatdrlerden kaynaklanir.
Inflamasyon olusumunda gorev alan bilesenlerden bazilar1 (protonlar, ATP,
serotonin ve lipitler) nosiseptorlerin yilizeyindeki iyon kanallartyla etkileserek
noronlarin uyarilabilirliklerini direkt olarak degistirebilirler. Digerleri ise
(bradikinin ve norotrofin) metabotropik reseptorlere baglanir ve etkilerini ikincil
mesajcilar yoluyla gosterirler.
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Sekil 3’de goriilen faktorlerin hepsi hiicre ylizey reseptorleriyle etkileserek
nosiseptdr sonlanmalarin1 daha duyarli hale getirir ve harekete gecirirler. Bu
nosiseptorlerin aktivasyonu aferent mesaji omuriligin dorsal boynuzuna (ve
buradan beyine) iletmekle kalmaz, ayrica norojenik inflamasyonu baslatir (Julius
ve Basbaum, 2001).

Agrili uyaranlarin desendan (descending, inen yolak) inhibisyonunda gorev alan
norotransmiterler (endojen opioidler, serotonin ve noradrenalin gibi) agrili uyari
varliginda ikinci sira ndronlarin ateslenmesini inhibe ederler (Russo ve Brose,
1998; Fiirst. 1999; Millan, 1999). Ancak, nosisepsiyon tekdiize bir duygu degildir.
Agrinin kalitesi ile koruyucu cevaplarin baglamasi omurilik i¢indeki bir¢ok faktor
ve Ust beyinde integrasyon ve modifikasyon ile ilgili olan nosiseptif sinyaller
araciligryla belirlenir (Calixto ve ark., 2000).

Uretilen, ya da doku hasar1 veya eksojen iritanlara (formalin, asetik asit,
kapsaisin, bazi zehirler) bagli olarak saliverilen arasidonik asit metabolitleri
(prostaglandinler ve l6kotrienler) gibi kimyasal mediyatorlerin, peptitlerin (Kinin,
tasikinin, kalsitonin geni ile iligkili peptit, galanin, kolesistokinin, vazoaktif
intestinal peptit), serotoninin, asetilkolinin, sitokinlerin, sinir biiytime faktoriiniin,
glutamatin, nitrik oksitin, ATP (adenozin trifosfat)’in, =~ ADP (adenozin
difosfat)’in, adenozinin ve protonlarin direkt ya da indirekt aktiviteleri, agr
iletimi sirasinda olusan c¢oklu olaylardan hem periferik hem de santral sinir
sisteminde sorumludur (Collis ve Hourani, 1993; Belfrage ve ark., 1995; Dray,
1997; Sawynok, 1998; Fiirst, 1999; Besson, 1999; Millan, 1999).

Patofizyolojik mediyatorlerin iretildigi birgok 6nemli kaynak vardir: hasarlanmis
doku, vaskiilatiir (bir organdaki damarlagsma veya damar ag1), bagisiklik hiicreleri
ile duyusal ve sempatik sinirler. Bu mediyatorler, santral ve periferik sinirlere
genisge dagilmis olan reseptorleri etkileyerek etki gosterirler. Bu reseptorlerin
birgogu heterotrimerik G-proteinlerine baghdir ve protein kinaz A, C ve G, SAMP
(siklik adenozin monofosfat), SGMP (siklik guanozin monofosfat) gibi ikincil
mesajcilarin olusumunda ve dolayisiyla kalsiyum mobilizasyonunda rol oynar.
Eksitator aminoasitler ve asetilkolin (nikonitik reseptorlere etki eden) gibi diger



norotransmiterler, direkt olarak iyon kanallarii aktive ederler ve sonug¢ olarak
membranin iyon gegirgenligini kontrol ederler (Wood ve Docherty, 1997; Millan
1999). Dokularda fiziksel hasar ve prostaglandin (PG) E,, bradikinin, P maddesi,
histamin, adenozin, serotonin gibi bazi1 inflamatuvar mediyatorlere maruz kalmak
da dahil olmak tizere bir¢ok faktoriin nosiseptorleri mekanik ve termal uyarilara
kars1 duyarlilastirdigi bilinmektedir (Besson, 1999; Millan, 1999).

Bazi agri mediyatorlerinin etkileri
Kininler

Plazmadan saliverilen Kininler prostanoitler, sitokinler ve serbest radikallerin
hiicrelerden saliverilmesinde etkilidir. Mast hiicrelerinin degraniilasyonlarina
neden olarak histamin ve diger inflamatuvar mediyatorlerin salinmasini saglarlar.
Kininler kuvvetli algojen maddelerdir ve deri, eklem ve kaslardaki nosiseptorleri
dogrudan uyararak agri olustururlar. Bradikininin, prostaglandinler ve serotonin
(5-HT, 5-hidroksitriptamin) gibi diger algojen maddeler ile arasinda giiglii bir
sinerjistik etki vardir (Dray, 1995).

Prostaglandinler

Bradikinin gibi imflamatuvar mediyatorlerin etkileri ile agiga ¢ikan
prostaglandinler tek baslarina agr1  olusturamazlar ve nosiseptorleri
hassaslastirarak etki gosterirler (Giizeldemir, 1999). lltihapli dokulardan
saliverilen serotonin, histamin ve bradikininin etkilerini potansiyalize eder.
Arasidonik asitten meydana gelen prostaglandinler ve 6zellikle PGE; hiperaljezi
yapan mediyatorlerin basinda gelir (Kayaalp, 2005).

Serotonin

Serotonin inflamasyon ya da zedelenme sonucunda trombositlerden ve mast
hiicrelerinden saliverilerek 5-HT3 reseptoriinii aktive eder ve duyusal ndronlar
direkt olarak harekete gecirir (Dray, 1995). Nosiseptorlere dogrudan etki eden
serotonin vaskiiler tabanli agrilarin patogenezinde rol oynar (Glizeldemir, 1999).
Ayrica G protein kenetli olan 5-HT; ve 5-HT, reseptorlerini aktive ederek de
duysal noronlart uyarir. Bu durum potasyum iyon gecirgenligini ve membran
depolarizasyonunu azaltir. Buna bagli olarak da nosiseptdrlerin duyarlilig1 artarak,
151 ve basing uyaranlarina kars1 agr1 esigi diisebilir (Dray, 1995).

Histamin

P maddesi, interlokin-1 (IL-1) ve sinir biiyiime faktorii (NGF) gibi bazi
inflamatuvar mediyatorler mast hiicrelerinin degraniilasyonunu gergeklestirerek
histaminin saliverilmesini saglar. Duyusal ndronlar histamin H; reseptorlerini
ekspres ederler ve bu reseptorlerin aktivasyonuyla da bircok duyusal ndron
membraninin kalsiyum gecirgenligi artar. Bu durum duyusal noropeptitleri,
prostaglandinleri ve endotel hiicrelerindeki monohidroksieikozatetraenoik
asitlerini (HETE) uyararak hiperaljeziye yol agar (Rang ve ark., 1994).

P maddesi

Periferden gelerek nosiseptif uyarilart SSS’ne tasiyan primer duyusal ndronlarin
(C ve A-9) akson uglarinda bulunur. P maddesi, agrili impulslarin birinci duyusal
noronlardan ikinci duyusal ndéronlara taginmasinda gorevlidir (Kayaalp, 2005).



Adenozin trifosfat (ATP)

Duyusal noronlar1 aktive eder ve bunlarin katyonlara olan gecirgenligini arttirir.
ATP’1n yikilmasi ile olusan adenozin intradermal (i.d) ve intravendz (i.v) yolla
verildiginde agriy1 ve hiperaljeziyi uyarir (Bleehan ve Keele, 1977). Bu durumun
adenozinin, adenilat siklaz ile kenetli olan reseptorlerini aktive etmesinden ileri
geldigi distiniilmektedir. Siklik adenozin monofosfat (SAMP) firetiminin ve
potasyum iyonuna gegcirgenligin azalmasi aferent liflerin asir1 derecede
uyarilmasina neden olur (Levine ve ark., 1993; Dray, 1995). Adenozin en az dort
tane G protein kenetli reseptorle etkilesir (A1, Aza Az, Az). A1 Ve A
reseptorleriyle etkilesim antinosiseptif etki saglarken, As reseptorlerinin
aktivasyonunun nosisepsiyonu uyardigina dair kanitlar vardir (Sawynok ve Liu,
2003).

Modern Analjeziklerin Gelismesinde Kullanilan Bitkiler

Sifali bitkilerin hastaliklardan korunmak amaciyla kullanilist bes bin y1l dncesine
dayanan bir gelenek halini almistir. Yillar boyunca, dogal iirinler modern tipta
kullanilan terapétik ilaglarin gelistirilmesine biiyiik katk1 saglamiglardir (Cragg ve
ark., 1997; De Smet, 1997; Shu, 1998). Diinya ¢apinda varligi tahmin edilen 250
000 bitki tiriiniin sadece az bir kismi fitokimyasal olarak arastirilmisken,
biyolojik ve farmakolojik taramalar i¢in kullanilan parcalar ¢ok daha azdir
(Hamburger ve Hostettmann, 1991). Bitkilerden elde edilen ve farmakolojik
yonden aktif olan yeni ajanlarin aranmaya baslanmasi, hastaliklarin tedavisinde
biiyiik rol oynayan ve klinik agidan kullanigsh bir¢cok ilacin kesfinde rol
oynamistir. Kullanimda olan biitiin modern ilaglarin yaklasik %25°1 direkt ya da
indirekt olarak bitkilerden tiiretilmistir (De Smet, 1997).

Papaver somniferum

P. somniferum (hashas) bitkisinin yas meyve kapsiiliiniin ¢izilmesiyle g¢ikan
Ozsuyu spontan buharlagsma ya da yapay sicaklikla kurutularak afyon (opyum)
elde edilmistir (Kayaalp, 2005). Afyon; morfin, kodein, tebain ve papaverin de
dahil olmak tizere yaklagik 25 alkaloit icerir. 1805 yilinda, Alman eczaci Sertiiner
afyondaki aktif maddeyi izole etmis ve bu maddeye ‘morfin’ adim1 vermistir
(Brownstein, 1993; Benyhe, 1994). Morfinin P. somniferum’daki varligi disinda
siit, serebrospinal s1vi ve ayrica hayvanlarin sinir dokusu ekstrelerinde bulundugu
gdsterilmistir. leri siiriilen kanitlar, morfinin biyosentetik yolaklarmin hayvan ve
hatta karaciger, kan ve beyin gibi insan dokularinda bulundugunu gostermektedir
(Benyhe, 1994).

Morfinin agri uyarisinin esigini yiikselterek agri algisim degistirdigi ve bu
antinosisepsiyonu membran opioid reseptorleri indiikleyerek gergeklestirdigi
bilinmektedir. p (mii), 6 (delta) ve «k (kappa) olmak iizere bilinen ii¢ opioid
reseptor tipi bulunmaktadir ve bu reseptorleri kodlayan genler 1990’larin
baslarinda klonlanmistir (Chen ve ark., 1993; Evans ve ark., 1992; Kieffer ve ark.,
1992; Yasuda ve ark., 1993). Sonralari tanimlanan bir reseptor ORL; olarak
adlandirilmistir (Mollereau ve ark., 1994). Bu reseptorler ortak bir yap1 olan yedi
transmembranal domain igerirler ve opioidlerle aktive edildiklerinde bogmaca
(pertussis) toksinine duyarli G; proteinlerine etki ederek adenilat siklaz ve/veya
voltaj kapili Ca** kanallarmi inhibe eder veya igeriye dogrultucu (inwardly



rectifying) K* iletkenligini uyarir (Dhawan ve ark., 1996). Endojen opioid
ligandlar, enkefalin, dinorfin, endorfin, endomorfin ve nosiseptinleri igerir ve
bunlar memelilerde proenkefalin, pro-dinorfin, pro-opiomelanokortin ve pro-
nosiseptinden tiiretilir (Dhawan ve ark., 1996; Meunier, 1997; Stone ve ark.,
1997). Opioid reseptorler agr1 iletiminde omurilik, orta-beyin, talamus ve periferik
duyusal-sinir lifleri gibi c¢esitli bolgelerde yerlesmislerdir. Bu yiizden, bu
reseptorlerin aktivasyonu spinal, supraspinal ve periferik analjezi ile iliskilidir
(Fiirst, 1999). Morfin analjezik etkilerini MOR (morfin opioid reseptor) geninin
tirtinii olan p-opioid reseptorii tizerinden gosterir (Calixto ve ark., 2000).

Cannabis sativa

Tarih boyunca Cannabis sativa L. dogal terapétik bir bitki olarak kullanilmustir.
Esrar (marihuana, hint keneviri) kullanimi1 5000 yil 6ncesine dayanir (Lemberger,
1980). Cannabis’in aktif komponentini kanabinoid adi verilen maddeler olusturur
ve bunlarin i¢inde bulunup esrarin farmakolojik etkilerinden sorumlu olan madde
) A®-trans-tetrahidrokanabinol (THC)’diir (Gaoni ve Mechoulam, 1964;
Mechoulam, 1970; Kayaalp, 2005). Farmakolojik ¢alismalar THC ve diger aktif
kanabinoidlerin belirli reseptor bolgelerine etki ettiklerini gostermistir (Hirst ve
ark., 1998). CB; ve CB; olarak adlandirilan bu reseptorler G-protein kenetli
reseptorlerdir ve adenilat siklaz aktivitesini inhibe ederler. CB; reseptorii hem
perifer hem de SSS’de bulunurken, CB; ise yalnizca periferde bulunur (Hirst ve
ark., 1998). Yapilan hayvan caligmalari, THC nin antinosiseptif aktivitesini CB;
reseptorii tizerinden gergeklestirdigini gostermistir (Formukong ve ark.,1989;
Hirst ve ark, 1998). CB; agonistleri siganlarin spinal kordunda formalin ile
indiiklenen c-fos ekspresyonunu baskilamistir ve bu agonistlerin intratekal
enjeksiyonu antinosisepsiyon saglamistir. Bu durum, kanabinoidlerin agril
uyaranlarin spinal islemini inhibe ettigini gosterir (Hirst ve ark., 1998).

Capsicum tiirleri

Solanaceae ailesine ait olan Capsicum tiirlerinin aktif maddesi 1846 yilinda izole
edilerek kapsaisin (kirmizibiberin aciligimi veren alkaloit) adi verilmistir ve
kapsaisinin antinosiseptif etkisi oldugu bildirilmistir (Jansco ve Lynn, 1987; Lynn
1990; Szallasi ve Blumberg, 1993). Euphorbia’dan elde edilen giiglii bir iritan
olan resiniferatoksin (RTX) kapsaisin analogu olarak tanimlanmistir (Hergenhahn
ve ark., 1975). Kapsaisin ve RTX, nosiseptif aferent sinir uglarinda bulunan
vaniloid reseptorii ile etkileserek ndrokinin A ve P maddesi gibi tasikininlerin
saliverilmesine neden olur. Bir vaniloid reseptor olan VR1 protein, termal enerjiyi
elektriksel sinyale doniistiirerek (aksiyon potansiyeli) santral sinir sistemine iletir
ve bdylece uyarinin sicak olarak hissedilmesini saglar (Stucky ve ark., 2001).
Kapsazepin ise vaniloid reseptorleri antagonize eder (Kayaalp, 2005). Oh ve ark.
(1996) kapsaisinin dorsal kok gangliyonunda iyon kanallarini aktive ederek mono
ve divalent degerlikli katyonlarm (Na® veya Ca'™) gecisini sagladigini
gostermistir.

Salix tiirleri

Salix (Salicaceae) sinifi yaklasik 500 degisik bitki tiiriinii igerir ve sogiit olarak
bilinir. Salix (saliks) tiirlerinin aktif bileseni salisindir. Ancak yapilan ¢aligmalar,

salikortin, frajilin ve tremulasin gibi fenolik glikozitlerin de bu bitkinin
kabugunda bulundugunu gostermistir (Robbers ve Tyler, 1999). Salisinin



izolasyonundan sonra elde edilen salisilik asit ilk olarak antiseptik ve antipiretik
ve ayrica romatizma ve gut hastaliginin tedavisinde kullanilmistir. Daha sonra
salisilik asitten asetilsalisilik asit sentezlenmis ve gii¢lii ates diistiriicii etkinligi
kesfedildigi zaman ‘aspirin’ adin alarak terapdtik 6nem kazanmigtir (Hass, 1983;
Walker, 1995). Asetilsalisilik asit (ASA), vyani aspirin non-sterodial
antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) icinde en fazla kullanilanidir. Analjezik etkisi
siklooksijenaz enzimleri (COX-1 ve COX-2) inhibisyonu araciligiyla
prostaglandinlerin sentezini geri-doniissiiz (irreversibl) inhibe etmesinden ileri
gelir (Ferreira, 1972; Kayaalp, 2005). COX-1 enzimini inhibe edici etkisi COX-
2’den daha fazladir. PGE;, sentezini azaltarak da antipiretik etkinlik gosterir
(Stizer, 2005).

Kafein

Kafein (1,3,7-trimetilksantin) kahve ¢ekirdegi, ¢ay yapraklar1 ve kola cevizi ile
yapilan igeceklerden elde edilmistir ve ergotamin ile kombine edilerek migren
agrilar i¢in, non-sterodial antiinflamatuvar ilaglarla kombine olarak da analjezik
formiilasyonlarda kullanilmaktadir. Kafein tek basma farkli bas agrilarini tedavi
etmek i¢in uyarici olarak da kullanilmaktadir (Sawynok, 1995). Kafeinin analjezik
adjuvan oOzelliklerinin, aspirin benzeri ilaglar ile kombine edildiginde, agr
iletiminin ~ diizenlenmesinde rol oynayan periferik ve santral adenozin
reseptorlerinin blokajiyla alakali oldugu gosterilmistir (Sawynok, 1995, 1998;
Sawynok ve Reid, 1996).

Hypericum tiirleri

Hypericum eski zamanlardan beri farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Hypericum perforatum’un koksalji, bas agrisi, hipersensitivite, nevralji ve felg
gibi norolojik hastaliklar igin kullanildig: bilinmektedir (Duke, 1985). Hypericum
perforatum ve Hypericum calycinum ekstreleri ile fareler iizerinde yapilan tail-
flick testinde, bu iki tiiriin 6nemli Ol¢iide analjezik aktivitesi oldugu tespit
edilmistir (Oztiirk ve ark., 1996a), (Oztiirk ve ark., 1996b).

Bitkilerden Tiiretilen Antinosiseptif Ozellikli Diger Maddeler
Alkaloitler

Rios ve ark. (1989) aforfinoit (aporphinoid) alkaloitlerin kimyasal ve farmakolojik
etkilerini inceleyerek bunlardan bazilarmin (pronusiferin, glausin, nusiferin ve
pukatein) antinosiseptif 6zellikleri oldugunu gostermistir. Sophora alopeculoides
bitkisinden izole edilen matrin benzeri (+)-allomatrin ve (+)-matrin adli iki lupin
alkaloidinin, sirasiyla k- opioid reseptor ve u- ve k- opioid reseptorleri etkileyerek
antinosiseptif etki gosterdikleri bulunmustur (Xiao ve ark., 1999). Psychotria
colorata bitkisinden izole edilen alkaloitlerin hayvanlarda nalokson-reversibl
antinosiseptif etkisi oldugu gosterilmistir (Elisabetsky ve ark., 1995). Mitragyna
speciosa’nin baslica alkaloiti mitrajininin opioid benzeri etkinlige sahip oldugu
bulunmustur (Matsumoto ve ark., 1996; Thongpradichote ve ark., 1998).

Terpenoitler ve steroitler

Terpenoit ve steroit bilesikleri sebzelerde genis bir dagilim gosterir. Diger
etkilerinin yani sira, dogal olarak olusan terpenoitler, antiinflamatuvar ve
antinosiseptif etkinlik gosterirler, trombosit agregasyonunu inhibe ederler ve
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sinyal transdiiksiyonu mekanizmasinin bazi basamaklarina intraseliiler diizeyde
miidahale ederler (Calixto ve ark., 1998; Mahato ve ark., 1992; Safayhi ve Sailer,
1997).

Cymbopogon citratus bitkisinin yaginda bulunan monoterpenler farkli agri
modellerinde antinosiseptif etkinlik gostermislerdir. Bu yagin en aktif bileseni
olan myrcene periferik etkili opiatlar ya da aspirin benzeri antinosiseptif etkiye
sahiptir (Lorenzzeti ve ark., 1991). Izole edilen ve tanimlanan gesitli terpenler
(6rn: marrubiin, moretonon, glutinol, a-amirin asetat, 3-amirin asetat, vb.) doza
bagimli olarak asetik asit, formalin ve kapsaisin testlerinde antinosiseptif etkinlik
gostermislerdir (De Jesus ve ark., 2000; Krogh ve ark., 1999).

Flavonoitler

Onceden yapilan ¢alismalar, dogada en yaygin ve bol bulunan flavonoitlerden
olan rutin ve kuersetin dahil, Wedelia paludosa’dan izole edilen luteloinin (Block
ve ark., 1998a, 1998b), Caralluma attenuata’dan elde edilen luteloin tiirevi
luteloin-4’-O-neohesperidozitin (Ramesh ve ark., 1998), bir¢ok bitkiden izole
edilen kuersetin-3-O-glikozitin (izokuersitrin), Hymenae martiana’dan izole
edilen  taksifolinin  (Cechinel-Filho ve ark., 2000), Hedyosmum
bonplandianum’dan izole edilen kamferol glikozit tiirevlerinin (Cardenas ve ark.,
1993), Cirsium subcoriaceum’dan izole edilen pektolinarinin (Martinez-Vazquez
ve ark., 1998) ve gossipinin (Viswanathan ve ark., 1984) asetik asit, formalin ve
kapsaisin ile indiiklenen nosiseptif uyarilara kars1 anlamli antinosiseptif etkiye
sahip olduklarin1 gostermistir. Kuersetin-3-O-galaktosit (hiperozit) sinir uglarinda
anestetik etki olmaksizin kalsiyum akisini azaltarak analjezik etkinlik gosterir
(Chen ve ark, 1989). Ginkgo biloba yapraklarindan izole edilen biflavon
ginkgetin, asetik asitle indiiklenen kivranma testinde antinosiseptif aktivite
gostermistir (Kim ve ark., 1999).

Alkaloitler, terpenoitler, streoitler ve flavonoitler disinda, ksantonlar, tanenler ve
saponinler gibi dogal olarak olusan birgok maddenin antinosiseptif 6zellige sahip
oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Nepeta casearea bitkisinden ekstre
edilen ve bir lakton olan nepetalakton bu bitkinin ana antinosiseptif bilesenidir ve
spesifik bir opioid reseptor alt tipine kars1 agonistik aktivite gosterir (Aydin ve
ark., 1998)

Kan Pihtilasmasi ve Tromboz

Hemostaz, kan kaybinin Onlenmesi anlamma gelir ve bu sistem kanamayi
durdurur. Tromboz, kan damarlari iginde istenmeyen pihti veya trombiis
olusumudur ve en sik rastlanan pihtilasma bozuklugudur. Olus sekli bakimindan
birbirine yakindan benzemelerine ragmen hemostaz fizyolojik bir olay iken
tromboz ise patolojik bir olaydir. Pihtilasma (koagiilasyon); hemostaz sirasinda
damar disinda ve tromboz sirasinda damar i¢inde meydana gelir. Trombotik
bozukluklar, derin ven trombozu, pulmoner emboli, akut miyokard infarktiisii ve
akut iskemik inmeyi icerir (Kayaalp, 2005; Howland ve Mycek, 2006).

Saglam endotel hiicreleri tarafindan prostasiklin ve nitrik oksit gibi kimyasal
mediyatorler sentezlenir ve bu mediyatorler trombosit agregasyon inhibitorleri
olarak gorev alirlar. Prostasiklin (PGl;) ve SAMP trombosit membran
reseptorlerine baglanarak etki eder. Hiicre igerisinde sAMP diizeylerinin
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artmastyla Ca** diizeyleri diiser ve boylece trombosit agregasyon ajanlarinin
saliverilmesi inhibe edilir (Howland ve Mycek, 2006). Damar endotelinde hasar
meydana geldiginde trombositler, plazmadaki koagiilasyon faktorleri ve endotel
hiicreleri kan damarlarindaki sizintiyr 6nlemek i¢in birlikte ¢alisir. Hasarlanan
damar biiziiliir (endotel saliverilmesi) ve kesilen ya da yirtilan bolgede
trombositler toplanarak (diger trombositleri de bolgeye ¢ekerek) trombosit tikacini
olustururlar. Hasarlanan bolgenin kapatilmasi i¢in gecgen siireye kanama zamani
denir. Daha sonra koagiilasyon sistemi bir fibrin agi olusturur. Fibrinlerin
kovalent ¢apraz baglarla baglanmasi sonucu fibrin pihtis1 ya da trombiis olusur ve
boylece siki ve dayanikli bir tika¢ olugsmus olur. Damarin yeniden kanalize
olabilmesi i¢in fibrinoliz gerceklesir (Silbernagl ve Despopoulos, 2009).
Fibrinoliz asamasinda, plazminojen dokuda bulunan plazminojen aktivatorleri ile
enzimatik olarak plazmine (fibrinolizin) donistiiriiliir. Plazmin, pihtinin
biiylimesini kontrol eder ve yaranin iyilesmesi igin fibrin agini ¢6zer (Howland ve
Mycek, 2006).

Trombosit aracili hemostaz ve trombosit #tka¢c mekanizmasi

Trombositler yuvarlak ya da oval, kiigiik, c¢ekirdeksiz kan hiicreleridir. Kemik
iligindeki megakaryositler, kemik iliginde ya da kana gectikten bir siire sonra
pargalanarak trombositleri olustururlar. Endotelde hasar meydana geldigi zaman,
normalde inaktif olan trombositler yapigkan hale gelerek dokulardaki kollajen
liflere ve plazmadan hasarli doku i¢ine sizan von Willebrand faktorii (VWF) adi
verilen bir proteine yapisirlar. Bu yapisma sonucunda trombositler aktive olur ve
maddeler saliverilir. Bu maddelerden vWF trombositlerin  yapiskanligini
arttirirken, serotonin, trombosit kaynakli bitylime faktorii (PDGF) ve tromboksan
A, (TxA;) de vazokonstriiksiyonu baslatirlar. Vazokonstriiksiyon ve trombosit
kiimelesmesi ile kan akis1 yavaslar. Trombositlerden saliverilen ADP, TxA;
(arasidonik asidin siklooksijenaz enzimi tarafindan etkilenmesi sonucu olusur) ve
trombosit aktive edici faktor (PAF) gevredeki trombositlere etki ile onlar1 da
aktive ederler ve boylece yeni aktiflenmis trombositler baslangigtaki aktiflenmis
trombositlere yapigirlar. Aktif trombositlerde morfolojik degisiklikler meydana
gelir. Trombosit agregasyonuna trombosit i¢indeki Ca®* diizeyinin yiikselmesi ve
SAMP konsantrasyonunun diismesi ile sonu¢lanan bir¢ok ulak sistem araci olur.
Trombosit agregasyonu daha sonra trombin ile gelistirilir ve glikoprotein I1b/llla
ile saglamlastirilir.  Trombositler seklini degistirdigi zaman trombositlerin
yiizeyinde glikoprotein IIb/Illa agiga cikar ve fibrinojen baglanmasi ile trombosit
birikimine yol acgar. Glikoprotein IIb/Illa ayrica trombositlerin yapiskanligini
arttirarak endotel tabakasinin altindaki fibronektine baglanmalarimi kolaylastirir
(Guyton ve Hall, 2007; Silbernagl ve Despopoulos, 2009).

Pihtilasma (Koagiilasyon) mekanizmast

Kan ve dokularda kanin pihtilagsmasina etki eden bir¢cok madde bulunmaktadir.
Bunlardan pihtilagmayi saglayanlara prokoagiilan, pithtilagsmayi inhibe edenlere ise
antikoagiilan denir. Bu iki grup arasindaki denge kanmn pihtilasip
pihtilasmamasinin belirlenmesinde rol oynar (Guyton ve Hall, 2007).

Koagiilasyon ii¢ ana basamakta meydana gelir: (1) protrombin aktivatoriiniin
olugmasi, (2) protrombin aktivatoriiniin  kalsiyum 1iyonlart  varliginda
protrombinden trombin olusturmasi, (3) trombinin fibrinojene etki ederek fibrin
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ipliklerini olusturmasi. Son asamanin ardindan fibrin iplikleri trombositler, kan
hiicreleri ve plazmayi da igine alarak pihtiy1 olusturur (Guyton ve Hall, 2007).

Protrombin aktivatoriiniin olusumu genellikle kan pihtilasmasinda hiz sinirlayici
faktordiir, ¢linkii bu noktadan sonraki basamaklar piht1 olusturmak i¢in hizli bir
sekilde gelisir. Damar duvar1 ve cevresindeki dokularin travmaya ugramasiyla
baslayan ekstrensek yol ve kanmn kendi icinde baslayan intrensek yol siirekli
iletisim halinde olan ve protrombin aktivatoriiniin olusmasini saglayan iki yoldur
(Guyton ve Hall, 2007). Sekil 4’de (http-12) goriildiigi gibi intrensek sistem,
damarlarin endotelsiz bolgelerinde faktor XII'nin (Hageman faktor) aktif sekli
olan faktér Xll;’ya doniisiimii, ekstrensek sistem ise doku kaynakli bir
lipoproteinin (faktor III, doku tromboplastini) etkisiyle faktér VII’nin (serum
protrombin konversiyon akseleratorii, prokonvertin) faktér VII;’ya doniisiimi ile
baslar. Her iki mekanizma da faktor X (Stuart faktorii) lizerinden ortak bir yolda
birlesir. Protein molekiilleri olan pihtilagma faktorlerinin aktivasyonu ¢ogu kez
proteoliz (protein fragmanlarinin yarilmasi) ve fibrin harig, protein hidrolizi yapan
enzimlere (proteaz) doniisiim ile gergeklesir. Aktif faktorlerden bazilari proteolitik
etkinlik icin fosfolipitlere ve kalsiyuma ihtiya¢ duyar. Cesitli enzimlerin bir sira
aktivasyonu sonucu olusan reaksiyonlar fibrinin meydana gelmesiyle sonlanir
(Liillmann ve ark., 2005).
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Organizmalar, ilerleyen yaslarda ve toksinlere, psikolojik ve fiziksel strese maruz
kaldiklar1 zaman, serbest radikallerin iiretimi arttifinda ve de savunma
mekanizmalarimin etkinligi yeterli olmadiginda molekiiler hasar kaginilmazdir
(Cadenas, 1997; Esrefoglu, 2009). Oksidatif stres adi verilen bu durum, kanser,
ateroskleroz, malarya ve romatoid artrit gibi hastaliklarin patofizyolojisinde rol
oynar (Aruoma, 1997). Oksidatif stres, basta oksitlenme olmak fizere, bazi
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kimyasal siireclerden sonra serbest radikallerin olusmasi ile ortaya ¢ikar. Yaglarin
otooksidasyonunu yavaslatan maddeler olan antioksidanlar ise, serbest radikallerle
tepkimeye girerek bunlarin hiicre lizerindeki zararh etkilerini ortadan kaldirirlar
(http-3). Kisacasi, serbest radikalleri siipiirerek notralize eden ve hiicreyi reaktif
tiirlerden kurtaran maddelere antioksidan denir (Diplock, 1995).

Serbest radikaller

Serbest radikaller tek sayili elektronlar1 olan molekiillerdir. Tek ya da eslenmemis
olan elektron, eslesebilecegi serbest bir elektron ararken oldukga reaktiftir. Serbest
radikaller viicutta oksidatif metabolizma ve enerji liretimi sirasinda ortaya ¢ikarlar
(Packer ve ark., 2004). Oksijen serbest radikalleri ya da daha genel adiyla reaktif
oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) normal hiicresel
Metabolizmanin {riinleridir. ROT ve RNT canli sistemler i¢in hem zararli hem de
yararli olabilirler (Valko ve ark., 2006). ROT’ un yararli etkileri diisiikk/normal
konsantrasyonlarda goriiliir ve zararli uyaranlara karsi hiicresel cevapta fizyolojik
rol oynar (Valko ve ark., 2007). Serbest radikaller enzim Kkatalizleme
reaksiyonlari, mitokondride elektron transportu, sinyal iletimi ve gen
ekspresyonu, niikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, molekiiller,
hiicreler ve dokularda oksidatif hasar, ndtrofil ve makrofajlarin antimikrobiyal
aktivitesi ve ayrica yaslanma ve hastaliklarda rol oynarlar (Packer ve ark., 2004).

Serbest radikallerin meydana getirdigi potansiyel biyolojik hasarlar oksidatif stres
ve nitrosatif stres olarak adlandirilirlar (Kovacic ve Jacintho, 2001; Ridnour ve
ark., 2005; Valko ve ark., 2001). Biyolojik sistemlerde bu durum, hem ROT/RNT
tiretimi normalden fazlaysa hem de enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarda
yetersizlik varsa meydana gelir. Diger bir deyisle, oksidatif stres oksijen kullanan
metabolik  reaksiyonlardan ~ ve  pro-oksidan/antioksidan  reaksiyonlarin
dengesindeki diizensizlikten ileri gelir. Asir1t ROT hiicresel lipitlerin, proteinlerin
veya DNA’nin normal fonksiyonlarini inhibe ederek hiicreye zarar verir. Bu

nedenle oksidatif stres, yaslanma ile birlikte bir¢ok hastaligin da nedenidir (Droge
2002).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Atomik ya da molekiiler orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektronu
bulunan molekiiller, serbest radikaller olarak tanimlanir (Halliwell ve Gutteridge,
1999). Bu eslenmemis elektron ya da elektronlar serbest radikallere yiiksek
derecede reaktiflik kazandirir. Oksijenden tiireyen radikaller, radikal tiirlerinin en
onemli smifin1 olustururlar (Miller ve ark., 1990). Kisa omiirli ve gigli
oksitleyici 6zelligi olan bu oksijen metabolitleri; siiperoksit anyon (O3"),
hidroksil radikali (*OH), hidrojen peroksit (H20,) ve singlet oksijendir (Kayaalp,
2005)

Essiz bir elektronik konfigiirasyonu olan molekiiler oksijen (dioksijen)’in kendisi
bir radikaldir ve bir elektron eklenmesiyle siiperoksit anyon radikali (O;™) olusur
(Miller ve ark., 1990). Siiperoksit anyon, ya bir metabolik islem sonucu ya da
fiziksel irradyasyon sonrasinda oksijen aktivasyonu ile ortaya g¢ikar ki buna
‘birincil” ROT denilir. Daha sonra diger molekiillerle etkileserek ‘ikincil” ROT
olusturulur. Siiperoksit tiretimi ¢cogunlukla hiicrenin mitokondrisinde gerceklesir
(Cadenas ve Sies, 1998). Memeli hiicrelerinde mitokondriyal elektron tasima
zinciri ATP’m ana kaynagidir ve bu yiizden yasam icin gereklidir. Enerji
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transdiiksiyonu (belli bir enerjinin diger enerjiye doniismesi) sirasinda az miktarda
elektron oksijene baglanarak oksijen serbest radikal siiperoksiti olusturur, Ki bu
durum birgok hastaligin patofizyolojisinde goriiliir (Kovacic ve ark., 2005; Valko
ve ark., 2007). Siiperoksit, ksantin oksidaz enzimi basta olmak iizere g¢esitli
enzimler ile de iiretilebilir. Siiperoksit bagisiklik sistemi tarafindan istilaci
mikroorganizmalarin Sldiiriilmesinde kullanilir. Fagositlerde ise NADPH oksidaz
enzimi ile yiliksek miktarlarda iiretilir ve istilact patojenlerin oksijene bagimli
olarak oldiirtilmesinde kullanilir (http-1).

Reaktif oksijen radikalleri arasinda en reaktif ve sitotoksik olan hidroksil radikali
(*OH), hidroksit iyonunun nétral formudur. Oldukga yiiksek bir reaktivitesi
oldugundan yaklagik 10° saniye gibi kisa bir yarilanma 0mriinde hiicre igerisinde
¢ok tehlikeli bir radikal haline gelir (Pastor ve ark., 2000, Kayaalp, 2005).
Tiyoller ve yag asitlerinden, tiyil radikalleri (RSe), karbon merkezli organik
radikaller (Re) ve organik peroksitler (RC00¢) gibi yeni radikallerin olugmasinda
rol oynar (http-2).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin (H,O,) asil iiretimi, iki stiperoksit (O;")
molekiiliinlin iki proton almasiyla gergeklesir. Bu reaksiyon ya kendiliginden ya
da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla gerceklestirilir. Hidrojen
peroksit bir serbest radikal olmasa da demir ve diger metallerin varlifinda
hidroksil radikali olusturur. Bu nedenle oksitleyici 6zelligi hidrojen peroksiti bu
gruba dahil eder (http-2). Peroksizomlarin fizyolojik sartlar altinda H,O; iirettigi
bilinmektedir (Valko ve ark., 2007). Peroksizomlar hiicrelerde oksijen tiikketiminin
ana bolgeleridir ve oksijeni kullanan ¢esitli metabolik fonksiyonlarda gorev
alirlar. Peroksizomlardaki oksijen tiiketimi H,O, iiretimine neden olur ve daha
sonra farkli molekiillerin oksitlenmesinde kullanilir. Bu organel ayrica katalaz
enzimi icerir ve hidrojen peroksiti pargalayarak toksik etkilerini engeller. Kisacasi
peroksizom, ROT olusumunu engellemek i¢in bu enzimlerin aktiviteleri arasinda
onemli bir denge kurulmasini saglar. Organelin bu dengeyi nasil sagladigi net
olmamakla beraber, hasarlandigi zaman H;O,’nin sitozole yayilarak oksidatif
stresin olusumuna katkida bulundugu bilinmektedir (Valko ve ark., 2006).

Reaktif nitrojen tirleri (RNT)

NO- (nitrik oksit) kiigiik bir molekiildiir ve bir tane eslenmemis elektronu
bulundugundan radikal olarak adlandirilir. Biyolojik dokularda NO« iiretimi, nitrik
oksit sentaz (NOS) araciligiyla arjininin sitriiline doniistiiriilmesiyle gergeklesir
(Ghafourifar ve Cadenas, 2005; Kayaalp, 2005). Nitrik oksit viicutta yaygin
dagilimi bulunan reaktif bir radikaldir ve fizyolojik islemlerde oksidatif bir sinyal
molekiilii olarak davranir. Hiicre koruyucu, kan basincini diizenleyici, diiz kas
proliferasyonunu engelleyici, ndrotransmiter, ndromodiilator, vazodilatér ve
immiin modiilatér etkileri, bilinen etkilerindendir (Bergendi ve ark., 1999;
Kayaalp, 2005). NO+’nun sulu ortamlardaki yarilanma 6mrii sadece bir kag saniye
iken, oksijen konsantrasyonunun diisiik oldugu ortamlarda ki kararliligi ¢ok
yiiksektir (yarilanma 6mrii > 15 sn). Ancak hem sulu hem de lipit ortamlarda
¢oziinebilir oldugundan sitoplazmadan ve plazma membranindan kolaylikla
difuze olur (Chiueh, 1999). Ekstraseliiler ortamda NOe, oksijen ve su ile
reaksiyona girerek nitrat ve nitrit anyonlarini olusturur (Valko ve ark., 2006; Carr
ve ark., 2000).
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Reaktif nitrojen tiirlerinin asir1 {iretimine nitrosatif stres adi verilir (Klatt ve
Lamas, 2000; Ridnour ve ark., 2004). Bu durum, reaktif nitrojen tiirlerinin tiretimi
sistem tarafindan notralize ve elimine edilemeyecek kadar fazla oldugunda
gergeklesir. Nitrosatif stres, proteinlerin yapisinin degismesine ve dolayisiyla

normal fonksiyonlarini yerine getirememelerine neden olabilir (Valko ve ark.,
2006).

Antioksidanlar

Antioksidanlar, DNA hasarmin ve lipit peroksidasyonunun azaltilmasinda rol
oynarlar ve ayrica bazi kanser tipleri ve iskemik kalp rahatsizliklari, katarakt gibi
dejeneratif hastaliklarin insidansinin diismesinde etkililerdir (Sies ve Stahl, 1995).

Hiicreler, dokular ve viicut sivilar1 (6rn, lipoproteinler) genis dlgiide gesitli pro-
oksidanlara maruz kalir (Sies ve Stahl, 1995). Serbest radikallere maruz kalmak
organizmanin ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmesini saglar (Cadenas,
1997). Bu mekanizmalar aracilifiyla normal biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda
az miktarda ortaya ¢ikan radikaller notralize edilebilir.  Ancak pro-
oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasiyla antioksidan mekanizmalar tiikenir
ve buna bagli olarak sitotoksik radikal etkinliin artmasiyla da hiicre 6liimii
gerceklesir (Kayaalp, 2005). Serbest radikallerle indiiklenen oksidatif strese karsi
savunma mekanizmalar1 sunlardir: (i) Onleyici mekanizmalar, (i) tamir
mekanizmalari, (iii) fiziksel defanslar, (iv) antioksidan defanslari. Enzimatik
antioksidan defanslar1 stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz, katalaz
(CAT) gibi enzimleri igerir. Bunlar reaktif oksijen radikallerini daha az toksik
rtinlere dontstiiriirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, askorbik asit (C
vitamini), o-tokoferol (E vitamini), glutatyon (GSH), karotenoitler, polifenolik
bilesikler (flavonoitler, fenolik asitler), poliaminler, taurin, adenozin, koenzim Q-
10, resveratrol ve melatonin gibi antioksidanlardir. Bunlar etkilerini radikalleri
yakalayip notralize ederek gosterirler (Valko ve ark., 2006; Kayaalp, 2005; Mates,
2000).

Askorbik asit, suda ¢oziinebilen baslica antioksidandir. Insan plazma lipitlerinde
yapilan ¢aligmalar, peroksil radikaliyle baglatilan lipit peroksidasyonunu en etkili
sekilde inhibe eden antioksidanin askorbik asit oldugunu gostermistir. Lipofilik
ozelligi olan karotenoitler 500’den fazla bilesik icerir. B-karoten bunlardan en
onemli olanmidir ve akciger, adrenal bez, bobrek, yumurtalik ve yaglarda bulunan
baslica karotenoitdir. Vitamin E, tokoferol ve tokotrienollerin farkli bilesenlerini
Ozetleyen bir isimdir. a-tokoferol insanlar igin en 6nemli olanidir. Vitamin E
plazma ve kirmizi kan hiicrelerinde lipitleri peroksidatif hasara karst koruyan
baslica antioksidandir (Sies ve Stahl, 1995). Bu dogal antioksidanlarin yani sira
sentetik olarak iiretilen antioksidanlar da mevcuttur. Bunlar gidalarda eksojen
antioksidanlar olarak bulunurlar ve gidalarin tadini, rengini koruyarak
vitaminlerin yikimini 6nler. Bu grupta bulunan biitillenmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluol (BHT), tersiyer butil hidrokinon (t-BHQ) ve propil
galatlar, yagl yiyeceklere konulur ve boylece lipit oksidasyonu yavaslatilarak
Onlenir (Giire Alaca ve Arabaci, 2005; http-2). BHA, BHT ve t-BHQ bir dizi
genin ekspresyonunu uyarir ve bu genlerin triinleri hiicreleri oksidatif strese karsi
korur (Mates, 2000).
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Sekil 5. Bazi1 Antioksidanlarin Hiicredeki Etki Yerleri
Cizelge 1. Baz1 Antioksidanlar ve Serbest Radikaller Uzerindeki Etkileri

Antioksidanlar

Etkileri

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit anyonu oksijen ve hidrojen
peroksite katalizler.

Glutatyon Peroksidaz

Hidrojen peroksiti suya indirger, eritrositlerde
oksidatif strese karsi etkilidir.

Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksiti suya ve oksijene pargalar.

C vitamini Notrofillerideki oksidanlari, hidroksil radikali
ve hidrojen peroksidi yakalar.
E vitamini Oksijen radikallerinin lipit peroksidasyonunu

engeller.

A vitamini ve B-karoten

Singlet oksijeni notralize eder ve siliperoksit
radikalini temizler.

Glutatyon

Hiroksil radikali ve singlet oksijeni direkt
yakalar, hidrojen peroksidi detoksifiye eder,
vitamin C ve E’nin aktif formlarmma donmesini
saglar.

Flavonoitler

Peroksinitrit ve siiperoksidi notralize ederler.
Stiperoksit dismutaz ve katalazin
ekspresyonunu indiiklerler.

Fenolik asitler

Hidroksil, singlet  oksijen,  peroksinitrit
radikallerini yakalar. Lipit peroksidasyonunu
onler.

Flavonoit antioksidanlar

Flavonoitler bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve c¢iceklerine genis Olgiide
dagilmiglardir ve simdiye kadar 4.000’in iizerinde flavonoit tanimlanmistir.
Bitkilerde bu bilesikler ultraviyole isinlara, patojenlere ve otgullara karst bir
savunma mekanizmasi1 seklinde gorev goriir (Harborne ve Williams, 2000).
Cigeklerdeki antosiyanin pigmentleri ¢ilek, visne ve saraptaki kirmizi ve mavi

renklerden sorumludur (Hammerstone ve ark, 2000; Reinli ve Block, 1996).
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Sifal1 bitkilerin ve bitkilerin tiirlerinin antioksidan aktiviteleri genellikle fenolik
bilesiklere baglidir (Skerget ve ark, 2005). Bazi tibbi {iriinlerin aktif maddeleri
polifenolik bilesiklerdir. Antimutajenik aktivite gosteren flavonlar, antiviral,
antimikrobiyal ve antiinflamatuvar etkileri olan flavononlar ve ksantonlar ve
ayrica insanlarda fizyolojik etkileri olan izoflavonlar antioksidan etkinlik gosterir
(Moure ve ark., 2001). Ayrica flavonoitlerin, analjezik, antihepatotoksik,
antiallerjik, antiosteoporotik, antitiimér, enzim inhibe edici ve santral vaskiiler
sistem lizerine etkileri gibi bircok farmakolojik etkileri vardir (Di Carlo ve ark.,
1999). Bitkisel flavonoitlerin alimi, kardiyovaskiiler hastaliklarin meydana gelme
riskini azaltmaktadir. Cesitli flavonoitlerin, reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini
bastirdigi ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerin in vitro oksidasyonunu inhibe
ettikleri ve bu 6zelliklerinden dolay: da trombotik egilimi disiirdiigii bildirilmistir.
Flavonoitler siklooksijenaz enzimini inhibe ederek ve buna bagli olarak
aragidonik asit (AA) metabolizmasimi diizenleyerek inflamasyonu onleyebilirler
(Skerget, 2005). Bazi hayvan modellerinde, flavonoitlerin anti-karsinojenik
etkileri oldugu da gosterilmistir (Karakaya ve Sedef Nehir, 1999; Merken ve
Beecher, 2000; Miean ve Mohammed, 2001). Dogal flavonoitler yiyeceklerde
lipitlerin oksidasyonunu Onleyebilirler ve bunlardan bazilarinin etlerde, balik

yaginda ve domuz yaginda lipit oksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Chen
ve ark., 1999).

Al (Crataegus) Tiirleri

Alig olarak bilinen Crataegus bitkisinin meyveleri ve ¢icekleri giilgiller
(Rosaceae) familyasina aittir. Bu sifali bitki diinyanin 1liman kuzey bolgelerinde
genis Olgiide yayilmistir ve yaklasik 280 tiirii en ¢ok Dogu Asya, Avrupa ve
Kuzey Amerika’da bulunur. Crataegus’un 21 tane tiirii Tiirkiye’de bulunmaktadir.
En ¢ok c¢alisilan ve en yaygin tiir olan C.monogyna (sinonim: C.oxycantha)
Tirkiye’de kuzey dogu kesimleri hari¢ yaygin halde bulunmaktadir. Bu bitki halk
arasinda beyazdiken, eksi musmula, enisen, yemisen ve yemisken gibi isimlerle
de anilir. Hipertansiyon, aritmiler ve konjestif kalp yetmezligi gibi durumlarda
kardiyak tonik olarak, uykusuzluk i¢in ve sinirleri yatigtirict etkilerinden dolay:
halk arasinda kullanimi yaygindir (Baytop, 1984; Doénmez, 2004; Demirezer
2007).

Yaygin alig (C.monogyna), 10 metreye kadar yiikselebilen, Nisan ve Mayis
aylarinda beyaz veya pembe renkte ¢icek acan, dikenli ¢ali tipinde bir aZagtir.
Ters yumurta seklinde olan yapraklar1 3-5 parcalidir. Meyveleri 6-10 mm ¢apinda,
koyu kirmizi ve kiiremsi ya da hemen hemen elips seklindedir. Hafif eksimsi ve
lezzetli bir tad1 vardir (Browicz, 1972; http-4; http-5). C.laevigata’nin 6zii bat1 ve
orta Avrupa’ya dayanir. Ingiltere, Ispanya, Cek Cumbhuriyeti ve Macaristan’da
yaygin olarak bulunur (http-6). C.tanacetifolia Tiirkiye’de kurak yamagclarda ya
da genellikle kalkerli kayalar olmak iizere kayalik alanlarda bulunur (http-7).
C.azarolus Akdeniz havzasinda (zeytin agaclarinin bulundugu bdolge) yetisir ve
bunun disinda siis bitkisi olarak da kullanilir. Tarihte pek ¢ok alanda sifali bitki
olarak kullanilmustir (http-8). C.pinnatifida agik kirmizi renkte meyveleri olan ve
Cin alic1 olarak bilinen baska bir ali¢ tliriidiir. Kao ve ark. (2007), bu tiiriin deri
kanseri hastalarinda terapétik bir kullanimi olabilecegini gostermistir (http-9).
C.davisii ise Tiirkiye’ya ait yoresel bir bitkidir ve botanik yonden C.pentagyna ile
cok benzerdir (Donmez 2004, Soézer ve ark.,, 2006). Bu tez kapsaminda
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kullanilacak olan C.orientalis de Akdeniz Bolgesi, Tiirkiye, Kirim ve Bat1 iran’da
bulunur. Meyveleri turuncu ya da kirmizinin farkli tonlarindadir (http-10).

Alicin farkl: tiirlerinin yaprak, ¢igek ve meyvelerinin ekstrelerinin ve tentiirlerinin
tedavi amacl kullanilis1 eski zamanlara dayanir (Barnes ve ark., 2002; Bahorun
ve ark., 2003). Cin’de skorbiit, konstipasyon, sindirim rahatsizligi, bobrek taslar
ve nefes darlig1 gibi hastaliklara karsi sifali bitki olarak genis bir kullanim1 vardir.
Son zamanlarda Cin ve Avrupa’da ali¢ meyveleri 6ncelikli olarak kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmigtir (Ammon ve Handel, 1981a;
Rigelsky ve Sweet, 2002). Ali¢ meyvelerinin tiiketilmesinin kardiyovaskiiler
sistem tiizerinde uzun siireli yararlarmin oldugu gosterilmistir (Ammon ve Handel,
1981b; Ammon ve Handel, 1981c). Ali¢ meyvesi konjestif kalp yetmezliginin
erken sathalarinda (Weihmayr ve Emst, 1996; Schussler ve ark., 1995) ve anjina
pektorisin tedavisinde pozitif etkilere sahiptir (Hanack ve Bruckel, 1983). Ayrica
alic ekstresinin kan basincini1 ve total plazma kolesteroliinii diisiirmede klinik
acidan etkili oldugu gosterilmistir (von Eiff, 1994). Fakat ali¢ ekstrelerinin bu
koruyucu etkilerinin mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir. iceriginde bulunan
antioksidanlar, serbest radikallerin {iretimini azalttiklari, kalp dokusuna kars1 olasi
zararlar1 hafiflettikleri ve kolesteroliin arterlere ¢okmesini azalttiklar1 i¢in bu

yararl etkilerin ortaya ¢ikmasinda antioksidanlarin rol oynadig diisiiniilmektedir
(Zhang ve ark., 2001).

Aktif bilesenleri

Alig tiirlerinin temel bilesenleri (Cizelge 2) aminler, triterpen saponinler,
flavonoitler ve bunlarin glikozitleri, katesinler ve oligomerik proantosiyanidin
(OPS)’lerdir (Miller, 1998). Cigekleri daha yiiksek miktarda flavonoit igerirken,
yapraklarindaki OPS miktarlar1 daha fazladir (Mills ve Bone, 2000).

Cizelge 2. Crataegus monogyna’nin Kimyasal Bilesenleri

Aminler B- Feniletilamin, Tiramin, Asetilkolin

Flavonoit ve Glikozitleri Kuersetin, Hiperozit, Rutin, Viteksin,
Izoviteksin, Orientin, Izoorientin, Apigenin

Triterpen Saponinler Oleanolik asit, Ursolik asit, Krataegolik asit

Prosiyanidin dimerleri B1,B2,B5,

Oligomerik Trimer C1, Oligomer ve polimerler

Proantosiyanidinler

Katesinler (+) Katesin, (-) Epikatesin

Tez kapsaminda kullanilan C.orientalis yapraklariin flavonoit igerigi Melikoglu
ve ark. (1998) tarafindan arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 300 g yaprak
ekstresinden yiiksek miktarda hiperozit (kuersetin-3-O-galaktozit) (1550 mg)
olmak iizere apigenin (30 mg), apigenin 7-glikozit (45 mg), viteksin (55 mg),
viteksin 4’-ramnozit (66 mg) izole edilmistir. C. orientalis yapraklarinin ¢igek ve
meyvelerine gore daha yiikksek oranda flavonoit igerdigi ve bitkinin biitiin
kisimlarinda hiperozitin ana bilesen oldugu gosterilmistir.
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Tibbi ozellikleri
Etkileri

Alig meyvesi miyokardiyal kasilma giiciinii arttirir, koroner kan akisini arttirir,
miyokart i¢in gerekli oksijen miktarini azaltir, miyokardiyal hasara kars1 korur.
Hipotansiftir, antiaritmiktir ve kalp hiz1 degisimlerini diizenler. Antioksidandir,
kollajenleri dengeler ve kolesterolii diisiiriir (Mills ve Bone, 2000).

Geleneksel kullanimi

Alig meyveleri, miyokart zayifligiyla birlikte meydana gelen hipertansiyon, anjina
pektoris, tasikardi ve diger dolasim bozuklar1 gibi (ateroskleroz, Buerger
hastalig1) bir¢ok kalp problemlerinin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Bunlara
ek olarak ¢icekleri ve meyveleri, bogaz agrisinda, 6dem olusumunda, bobrek
sorunlart i¢in de diiiretik olarak kullanilmaktadir. C.pinnatifida ve C.cuneata gibi
tiirleri Cin tibbinda sindirimi kolaylastirmak ve dolasimi uyarmak gibi durumlarda
geleneksel olarak kullanilmaktadir (Mills ve Bone, 2000).

Diger kullanim alanlart

Antisebore (sebore; sebasdz bezlerin salgisinin artisi) olarak kozmetik ve sag
bakimi {iriinlerinde, antiinflamatuvar etki elde etmek amaciyla ve derinin
hidrasyonunu ve esnekligini arttirmak amaciyla kullanilir (Mills ve Bone, 2000).

Kullanilan dozlar

Konjestif kalp yetmezligi ve hafif bradiaritmilerin tedavisinde toz edilmis drogu
giinde 2-5 g kullanilirken, etanollii ve metanollii ekstrelerini igeren drog giinde 3
kez toplam 160-900 mg olacak sekilde kullanilir (Bisset, 1994).

Yan etkileri ve doz asim

Bilinen higbir yan etkisi olmamakla beraber, doz asimi durumunda Ssedasyon,
tremor, dispne ve piloereksiyon goriilebilir (Demirezer, 2007).

Etkilesimleri

Hipotansif etkili olan alig, beta blokdorlerle kullanildiginda hipertansif etki
yapabilir. Drog ve preperatlari kardiyak glikozitlerin etkisini arttirabilirler. 3. sinif
antiaritmiklerle ayni etkileri gosterdiklerinden, birlikte kullanimi sirasinda dikkatli
olunmalidir. Doz ayar1 gerekebilir (Mills ve Bone, 2000).

Farmakolojik ozellikleri
Antioksidan etkileri

Alig meyveleri ile ilgili yapilan farmakolojik ¢aligsmalar, ali¢ tiirlerinin daha ¢ok
kardiyovaskiiler sistemi koruyucu, hipotansif ve kolesterol diisiiriicii etkileri
tizerinde yogunlagsmistir (Weihmayr ve ark, 1996; Hanack ve ark., 1983). Ancak
bu yararl etkilerin mekanizmalar1 halen arastirilmaktadir. Perhiz yemekleriyle
alan antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu ve yayilmasii Onleyebilir,
bu nedenle serbest radikallerden kaynaklanan kalp dokusu ve kardiyovaskiiler
damar hasarlar1 en aza indirilebilir. Son zamanlarda, insan LDL (disiik
yogunluklu  lipoprotein)  oksidasyonunun  kardiyovaskiiler  hastaliklarin
gelisiminde risk faktorlerinden biri oldugu kabul edilmistir (Steinberg ve ark.,
1989; Knipping ve ark., 1990). Yapilan in vitro ve in vivo caligmalar alig
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meyvelerinin giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldugunu desteklemektedir
(Zhang ve ark., 2001).

Crataegus monogyna ¢igek tomurcuklariin %70 metanollii ekstresi ile yapilan in
vitro bir ¢aligmada, sigan karaciger mikrozomlarinda lipit peroksidasyonunun
inhibe edildigi gozlenmistir (Bahourun ve ark., 1994; Rakotoarison, 1997).
Drogun etilasetatl ekstresinin Cu*? ile indiiklenen LDL oksidasyonunu inhibe
edici etkisinin toplam polifenol igerigi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Qoettier-
Deleu ve ark., 2003). In vitro olarak yiiksek antioksidan etkili olan C.monogyna
cigeklerinin antioksidan etkinligi igerigindeki polifenol miktar1 arttikca
artmaktadir (Rakotoarison, 1997). Crataeugs aronia (Crataegus azarolus tiirii)
sulu ekstresi ile yapilan bir in vitro c¢alismada bu tiriin sigan karaciger
homojenatlarinda, p-karoten oksidasyonunu, 2,2’-azobis (2-amidino-propan)
dihidrokloriir (AAPH) ile indiiklenen plazma oksidasyonunu ve Fe' ile
indiiklenen lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Buna ek olarak,
O, radikalini stipiiriicii etkinligi oldugu belirtilmistir (Ljubuncic ve ark., 2005).
Cinli arastirmacilarin Cin alic1 (C.pinnatifida) ile farelerde yaptigi bir aragtirmada
da alicin sulu ekstresinin oral dozlar1 kullanilmis ve siiperoksit dismutaz aktivitesi
kirmizi kan hiicrelerinde Olglilmistiir. Sonuglara gore, alicin SOD aktivitesini
baslatmada gii¢lii bir etkisi oldugu gosterilmistir (Mills ve Bone, 2000).

Antiinflamatuvar etkileri

Flavonoitlerin  terapdtik uygulamada kullanildigi bagska bir alan da
inflamasyondur. Cesitli flavonoitlerin trombosit ve peritoneal l6kositlerde AA
metabolizmasini diizenledigi bildirilmistir (Laughton ve ark., 1991). Bu etkilerin
altinda yatan hiicresel mekanizma hala ¢ok net olmasa da flavonoitlerin
antioksidan etkinlikleriyle iligkilendirilmektedir (Kao ve ark., 2005). Bu nedenle,
flavonoitlerce zengin olan bitkilerin antiinflamatuvar etkilere sahip olabilecegi
diistiniilmektedir.

C.monogyna hekzan ekstresinden elde edilen sikloartenol ana bilesenli triterpen
fraksiyonunun in vitro olarak fosfolipaz A,’yi inhibe ettigi gosterilmistir. Farelerle
yapilan in vivo c¢alismada, ayni fraksiyonun 40 mg/kg dozda oral olarak
verilmesiyle, karragenin ile indiiklenen pence 6demi testinde 3 saat iginde %61,5
ve 5 saat icinde de %52,5 oraninda inhibisyon gerceklestigi belirtilmistir
(Ahumada ve ark, 1997). C. monogyna’nin sulu/alkollii ekstresi ile
antiinflamatuvar etkisini gostermek {izere yapilan bagka bir in vitro ¢alismada,
tromboksan A, ve prostaglandin I’nin olusumlarinin inhibe edildigi gosterilmistir
(Vibes ve ark., 1994). C.pinnatifida ile yapilan bir ¢alismada ise, bu bitkinin
kurutulmus meyvelerinden elde edilen flavonoitlerin lipopolisakkaritlerle
indiiklenen inflamasyon cevaplarini in vivo ve in vitro deneylerde inhibe ettigi
gosterilmistir (Kao ve ark., 2005).

Analjezik etkileri

Alicin antinosiseptif etkinliginin degerlendirilmesiyle ilgili yapilan ¢ok fazla
calisma olmasa da, bu etkinin varligin1 destekleyebilecek baska caligmalar
mevcuttur.

Erdemoglu ve ark. (2009) tarafindan Arctium minus’un sulu ve etanol
ekstreleriyle yapilan ¢alismada, bu bitkinin analjezik etkileri oldugu bildirilmistir.
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Antinosiseptif aktiviteyi olgmek igin farelerde, p-benzokinin ile indiiklenen
abdominal kasilma testi uygulanmistir. Bitkinin etanol ekstresinde analjezik etki
gortliirken, sulu ektresinde bu etkiye rastlanmamistir. G6zlemlenen antinosiseptif
etkiden flavonoitlerin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir ¢iinkii kuersetin ve
kaemferol gibi flavonoitlerin giiglii antinosispetif etkileri oldugu bildirilmistir.

Sideritis brevibracteata’nin farkli ekstreleri ile yapilan diger bir ¢alismada da,
yine p-Benzokinin ile indiikklenen abdominal kasilma testi kullanilarak
antinosiseptif etkiye bakilmis ve n-butanol (BuOH) ekstresinin digerlerine gore
(metanol ve kloroform ekstresi) daha yiiksek analjezik etkisi oldugu gozlenmistir.
n-butanol fraksiyonunun baslica bilesenleri flavonoitler oldugundan antinosiseptif
etkinligin flavonoitlerden ileri geldigi diisiiniilmiistiir (Giiveng ve ark., 2010).

Farkli bitkilerle yapilan bu ¢alismalardan yola ¢ikarak ve flavonoit igeriginden,
antiinflamatuar ve antioksidan Ozelliklerinden dolayr Crataegus orientalis’in
analjezik etkisi olabilecegi diisiiniilerek bu ¢aligma planlanmustir.
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GERECLER
Hayvanlar

Deneylerimizde Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Birimi’nden alinmis olan her iki cinsten se¢ilmis, yaklasik 30-40 g agirliginda
Swiss albino fareler kullanilmistir. Fareler 12 saat gece/giindiiz aydinlatmali, 18-
25°C’de, iyi havalandirilmis odalarda barindirilmiglardir. Deneyler oncesinde
hayvanlarin, giiriiltii gibi stres faktorlerinden uzak tutulmasina 6zen gosterilmistir.
Beslenmeleri amaciyla verilen standart yem peletlerini ve suyu istedikleri kadar
tilkketmelerine izin verilmistir. Ayrica deney hayvanlan ile yapilacak caligmalar
icin Anadolu Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Birimi’nden
Etik Kurul onay1 alinmastir.

Kullanilan Kimyasal Madde ve flaclar

Asetik asit
[-karoten

Gallik Asit

BHT

Diklofenak
DMSO

DPPH
Folin-Ciocalteu reaktifi
Heparin
Karragenin Tip |
Kloroform
Linoleik asit
Metanol

Morfin

Nalokson
Sodyum karbonat
Serum fizyolojik
Tris-HCI buffer

Tween 80
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(Sigma-Aldrcih, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sigma-Aldrcih, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sigma-Aldrcih, ABD)
(Fluka, Chemica, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sanofi-aventis, Tiirkiye)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Fluka, Chemica, ABD)
(Merck, Almanya)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)
(Sigma-Aldrich, ABD)

(Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye)

(Sigma-Aldrich, ABD)

(Merck, Almanya)



Kullanilan Cihazlar

Calkalamali su banyosu
Dijital kumpas 150 mm
ELIZA (mikroplak okuyucu)
Etiiv

Hassas terazi

Is1 tablas1 (Hot-plate)
UV-VIS Spektrofotometre

Vortex karistirict
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(Heto-tbvs, HETOMIX)
(Torg 6)

(Bio.Tek. EL4808,y)
(Venticell, MMM Medenter)
(OHAUS)

(UGO BASILE 7280)
(Shimadzu UV 1601)
(Heidolph, REAX top)



YONTEMLER
Ekstrenin Elde Edilmesi

Crataegus orientalis tiiriine ait ekstre Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dal1 6gretim iiyeleri tarafindan saglanmistir. Caligmada
yaprak kisimlar1 kullanilmistir. Ornekler oda sicakliginda golgede kurutularak, toz
edilmistir. Tam olarak tartilan Srnekler %50’lik etanol ile 110°C’lik su
banyosunda 18 saat siireyle Soxhlet Apareyinde tiiketilmistir ve elde edilen
ekstreler liyofilize edilmistir.

Elde edilen ekstre antinosiseptif ve antiinflamatuvar testleri i¢in gerekli miktar
stok cozeltide (%20 DMSO) c¢oziilerek 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg
dozlarinda, antitrombotik aktivite testi i¢in ise 100, 200 ve 300 mg/kg dozlarinda
hazirlanmistir.

Kullanilan Diger Maddelerin Hazilanmasi
Kivranma testi i¢in gerekli olan asetik asit soliisyonu %0,6 hazirlanmistir.

Penge 6dem testi ve antitrombotik aktivite ig¢in gerekli olan karragenin %1’lik
hazirlanmistir.

Analjezik etkiyi kiyaslamak amaciyla referans olarak kullanilan diklofenak
¢ozeltisi 10 mg/kg dozunda, morfin ve nalokson ¢ozeltileri ise 5 mg/kg dozunda
hazirlanmistir. Antitombotik etkinin kiyaslanmasi amaciyla kullanilan heparin 10
IU ve 100 IU olarak hazirlanmustir.

Analjezi ve antiinflamatuvar testlerinde kontrol grubuna %20 DMSO (80 ml SF,
20 ml DMSO), antitrombotik aktivite testinde ise SF uygulanmuistir.

Kontrol grubuna verilen %20 DMSO, C.orientalis’in tim dozlari, asetik asit
soliisyonu, diklofenak, morfin ve nalokson ¢ozeltileri hayvanlara esit hacimlerde
i.p. yolla verilmistir.

Akut Toksisite

Swiss-albino fareler her grupta alti hayvan olacak sekilde yedi gruba
ayrilmuglardir. Tk grup kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Diger gruplara da
50, 100, 200, 400, 800 ve 1000 mg/kg olacak seklinde hazirlanan C.orietanlis
dozlar1 i.p yolla verilmistir. Toksik semptomlarin ve mortalitenin takip edilmesi
amaciyla hayvanlar 72 saat boyunca gozlenmistir (Hosseinzadeh ve ark., 2002;
Walker ve ark., 2008). Hayvanlarin standart yem peletlerini ve suyu istedikleri
kadar tiikketmelerine izin verilmistir.

Antinosiseptif ve Antiinflamatuvar Aktivitenin Deneysel Modellerde Olgiimii
Hot-plate testi

Hot-plate (sicak zemin) testi, en sik kullanilan termal analjezi Olglim
yontemlerinden biridir. Bu test kapsaminda kullanilan ve etrafi pleksiglas bir
silindir ile sinirlandirilmis olan Ugo Basile (No: 7280) 1s1 tablasi, 56 OC’ye kadar
isitilmistir. Hayvanin sicak zemine birakildigi andan, arka ayaklarimi c¢ekme,
yalama, bacaklar1 iizerinde yiikselme veya sigrama hareketlerinden birinin
gbzlendigi ana kadar gegen zaman 6l¢iilmiistiir (Eddy ve Leimback, 1953; Uzbay,
2004).
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Olgiimler, hayvanlara hem madde verilmeden énce hem de madde verildikten 30
dk sonra yapilmistir. Hayvanlarin ayaklarinin sicaktan zarar gdérmesini
engellemek igin deneyin bitirilme stiresi 20 sn olarak belirlenmistir (Bastos ve
ark., 2006; Kili¢ ve ark., 2006).

Nalokson enjeksiyonundan 10 dk sonra test maddeleri uygulanmustir.
Tail-immersion testi

Analjezi caligmalarinda kullanilan baska bir termal metottur. Hayvanin
kuyrugunun ucundan itibaren 3 cm’lik kismi bir beher igerisinde bulunan
52,5+0,2°C sicakligindaki suya daldirilmistir. Kronometre ile yapilan ol¢timler
hayvanin kuyrugunun suyun i¢ine daldirildig1 andan, suyun disina dogru hizlica
¢ekmesine kadar gecen siireyi kapsar (Schmauss ve Yaksh, 1984; Aydin ve ark.,
1998; Aydin ve ark., 2003).

Olgiimler, hayvanlara madde verilmeden &nce ve madde verildikten 30 dk sonra
yapilmistir. Veriler % maksimum olasi etki olarak hesaplanmistir. Hayvanlarin
kuyruklarinin sicaktan zarar gérmesini engellemek i¢in deneyin bitirilme siiresi 15
sn olarak belirlenmistir (Aydin ve ark., 2003).

Opioid antagonist nalokson enjekte edildikten 10 dk sonra test maddeleri
verilmigtir.

Asetik asit kivranma testi

Kimyasal analjezi 0l¢iim yontemidir. Hayvanlarda giliglii viseral agn
olusturabilmek igin asetik asit soliisyonu kullanilmaktadir. Hayvanlarda, asetik
asitin intraperitoneal olarak uygulanmasindan sonra karin kaslarinda kasilma ile
baslayip daha sonra arka ayaklarin geriye dogru gerilmesi ve karnin yere
stirtiinmesi ile karakterize bir kivranma durumu olusur (Koster ve ark., 1959;
Hayashi ve Takemori, 1971; Onkol ve ark., 2004; Bastos ve ark., 2006).
Maddenin enjeksiyonundan 30 dk sonra, 9%0,6’lik asetik asit soliisyonu
hayvanlara i.p yolla verilmistir. 5 dk’lik bekleme siiresinin sonunda, her hayvanda
bahsedilen kivranma hareketleri 10 dk boyunca gozlenmistir. Bu deneyin 16 saat
oncesinden itibaren hayvanlar a¢ birakilmistir (Raji ve ark., 2002).

Nalokson enjeksiyonu test maddesi verilmeden 10 dk 6nce yapilmistir.
Karragenin ile indiiklenen penge odem testi

Karragenin ile indiiklenen penge ddem testi antiinflamatuvar aktivite tayini igin
kullanilmaktadir (Kasahara ve ark., 1985; Yesilada ve Kiipeli, 2002; Erdemoglu
ve ark., 2009). Test maddesinin i.p enjeksiyonundan 35 dakika sonra, farelerin her
birinin sag arka pencelerinin plantar dokusuna serum fizyolojik ile hazirlanmig
%1°lik karragenin (Sigma-Aldrcih, ABD) 40 ul olacak sekilde verilmistir. Kontrol
olarak, 40 pl serum fizyolojik sol arka pengelerine enjekte edilmistir. Inflamasyon
olusturulduktan sonra penge 6demi sonucunda olusan kalinlik 6 saat boyunca, her
90 dakikada bir dijital kumpas ile Ol¢iilmiistiir. Test maddesi verilen gruplarin
ortalama degerleri, kontrol grubunun ortalama degerleri ile karsilastirilmis ve
analiz edilmistir. Referans ilac olarak diklofenak (10 mg/kg) kullanilmistir.
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Antitrombotik Aktivite Deneyi
Karragenin ile indiiklenen kuyruk tromboz testi

Disi ve erkek karisik olan Swiss-albino fareler her grupta 6 hayvan olacak sekilde
altt gruba ayrilmistir. Serum fizyolojik verilen grup kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Diger ii¢ gruba ise sirasiyla stok ¢ozelti igerisinde ¢ozlilmiis
100, 200 ve 300 mg/kg Crataegus orientalis etanol ekstresi i.p yolla verilmistir.
Pozitif kontrol grubu olarak kullanilacak hayvanlara 10 ve 100 I.U (ml/kg)™
heparin enjekte edilmistir. Test maddelerinin enjeksiyonundan 1 saat sonra
farelerin her birinin sag arka pengesinin plantar dokusuna serum fizyolojik ile
hazirlanmis %1°lik karragenin 40 pl olacak sekilde enjekte edilmistir. Fareler
karragenin enjeksiyonundan sonraki 24, 48 ve 72. saatlerde gozlenip
kuyruklarindaki trombozlarin uzunlugu Olgiilerek goriintiileri fotograflarla
belirlenmistir (Hagimori ve ark., 2009; Yan ve ark., 2009).

In Vitro Antioksidan Aktivite Tayin Deneyleri
Toplam fenol tayini

Toplam fenoller gallik asit esdegeri (GAE) seklinde hesaplanmistir ve gram
ekstrede mg gallik asit (mg gallik asit/g ekstre) olacak sekilde ifade edilmistir. 6
ml distile su ve ekstrenin 100 uL’si 10 ml’lik volumetrik flaska aktarilmistir ve
daha sonra karisima 500 pL seyreltilmemis Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. 1
dakika sonra karisima 1,5 ml sodyum karbonat (Na,CO3) ¢ozeltisi (%20°lik, a/h,
suda) eklenmis ve hacim distile su ile 10 mililitreye tamamlanmigtir. Karigim 25
°C’de 2 saat bekletildikten sonra absorbans degeri 760 nanometrede (nm)
Olciilmiistlir ve gallik asit kalibrasyon egrisiyle karsilastirilmistir. Elde edilen veri
ti¢ farkl1 analizin ortalamasidir (Singleton ve ark., 1999).

DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Serbest radikal siipiiriicii etkinin tayini i¢in kararli bir radikal olan 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) reaktifi kullanilmistir (Burits ve Bucar, 2000). Ekstrenin
DPPH radikallerini siipiiriicti etkisi Gyamfi ve ark. (1999) metoduna gore tayin
edilmistir. Ekstrenin 50 mM Tris-HCI buffer (pH 7,4) igerisinde hazirlanan farkli
konsantrasyonlarinm (1, 3, 5, 10 mg/ml) 50 ul’si, 450 puL Tris-HCI buffer ve 0,1
mM DPPH-’in 1 ml’si ile metanol igerisinde karistirilmistir. Karisim 1 dakika
boyunca vortex ile karigtirildiktan sonra, karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Cozeltinin 517 nm de absorbans degerleri 6lglilmiistiir
ve serbest radikal DPPH’in inhibisyon (%I) degeri asagidaki denklem kullanilarak
hesaplanmastir:

% I = (Abos_ Aémek /Abos) x 100

Asbos = kontrol maddesinin (test maddesi disinda biitiin reaktifleri igerir) absorbans
degeri

Asmek = test maddesinin absorbans degeri
p-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Bu yontemle, linoleik asit oksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan ugucu organik
bilesiklerin ve konjuge dien hiperoksitlerin inhibisyonunun ol¢iilmesi sonucu
antioksidan kapasite tayin edilir (Dapkevicius ve ark., 1998). Kuru bir kaba

27



tartilan 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 80 ile B-karoten ¢dzeltisinin tamami
(3mg/ml Kkloroformda) vorteksde iyice karistirilmis, kloroform algak basing
altinda 40°C’de rotavaporda ortamdan uzaklastirilmistir. Bakiye su ile emiilsifiye
edilerek 100 ml ye tamamlanmistir. Portakal renkli bu stok ¢ozelti deneyler
sirasinda karanlikta saklanmustir. 3 ml B-karoten ¢ozeltisi igerisine 0.2 ml numune
¢ozeltisi (1 mg/ml konsantrasyonda) ilave edilerek vorteksde iyice karistirilmas,
her bir numune ¢6zeltisi (0.2 ml) mikroplaklara yerlestirilerek islem sirasinda
40°Cde etiivde tutulmus ve 15 dakika araliklarla 490 nm de ELIZA mikroplak
okuyucuda absorbanslari 6lglilmiistiir. Herbir deney 3 kez tekrarlanmis, sonuglarin
zamana (dakika) karsi okunan absorbans degerleri tablo ile verilmistir. Ayrica
antioksidan aktivite fenolik asit ilave edilmeksizin kontrole karsi oksidasyonun
inhibisyon yiizdesi olarak asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmis ve sentetik
antioksidanlar BHT nin sonuglar ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Kontrol
olarak metanol kullanilmistir (Oomah ve Mazza, 1996; Velioglu ve ark., 1998).

% Antioksidan aktivite = 100 X [1-( AL-As? ) 1 (AL-A0)]
A’ = 6rnegin baslangictaki absorbansi (490 nm)
A = drnegin 120 dakika sonraki absorbansi (490 nm)
A.° = kontrolun baslangictaki absorbansi (490 nm)
A?° = kontrolun 120 dakika sonraki absorbansi (490 nm)
Verilerin Istatistiksel Analizi

Hayvanlardan elde edilen tiim degerler, tek tek deneysel verilerin aritmetik
ortalamasidir. Kontroller ile C.orientalis uygulanan hayvanlar arasinda goriilen
farkliliklar  One-way ANOVA testi uygulanarak istatistiksel agidan
degerlendirilmistir. Deney sonuglari olarak elde edilen tiim verilerin istatistik
analizleri i¢in GraphPad Prism version 5.0 istatistik programi kullanilmistir.

Hot-plate ve tail-immersion testlerinde elde edilen degerler asagidaki formiilde
yerine koyularak %’ye ¢evrilmistir:

ilag sonrasi reaksiyon zamani—ilag dncesi reaksiyon zamani]

x 100

% maksimum olasi etki = . — ,
[(cut—off=test kesme siiresi)— ilag 6ncesi reaksiyon zamani)]

Karragenin ile indiiklenen penge 6demi testinden elde edilen kalinlik degerleri
asagidaki formiilde yerine koyularak her 90 dakikada bir aliman Ol¢limlerin
%inhibisyon degerleri hesaplanmistir:

% inhibisyon= [(Kalinlikontrot) — Kalinlik est maddesiy) / Kalimnltkkontrot] X 100
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BULGULAR ve TARTISMA

Alig, Tiirkiye'nin kuzey bolgeleri hari¢ hemen hemen kalan tiim bdlgelerinde
yaygin olarak yetismekte olan ve halk arasinda siklikla kullanilan bir bitkidir.
Diinyada alicin 20°den fazla tiirii bitkisel ilag ya da ilagc materyali olarak
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 Almanya, Fransa, Cin ve Ingiltere gibi
ilkelerde ilag kilavuzunda (farmakope) listelenmistir (Chang ve ark., 2002;
Barnes ve ark., 2002; Bahorun ve ark., 2003). Baz1 preperatlarinin
standardizasyonu igerigindeki flavonoitlerin ve oligomerik proantosiyanidinlerin
(OPS) varligi baz alinarak yapilmistir (Chang ve ark., 2002; Barnes ve ark.,
2002). Bu nedenle alicin antioksidan etkilerinden ve buna baghi olarak
gerceklestigi  diisiiniilen kolesterol diisiirlicii  etkilerinden dolay1 kullanildig1
bildirilmektedir. Bunlara ek olarak, yapilan birgok c¢aligma flavonoitlerin ve
OPS’lerin  antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkilerinin de oldugunu
gostermektedir (Erdemoglu ve ark., 2009; Xu ve ark., 2010).

Bu bilgilere dayanarak tez kapsaminda, C. orientalis’in yapraklarindan elde edilen
etanol ekstresinin antinosiseptif, antiinflamatuvar, antitrombotik ve antioksidan
potansiyelinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ekstrenin 50, 100, 200 mg/kg dozlari
uygulanarak antinosiseptif ve antiinflamatuvar etkinligi  incelenmistir.
Antinosiseptif aktivitenin degerlendirilmesi i¢in kisa siireli uyaran kullanilarak
olusturulan, “fazik agri modeli” olarak tanimlanan ve termal uyari aracilifiyla
gergeklestirilen hot-plate ve tail-immersion testleri uygulanmistir. Uzun siireli
uyaranlarla olusturulan “tonik agri modeli” olusturmak igin de asetik asit ile
indiiklenen kivranma testi uygulanarak antinosiseptif etkinlik degerlendirilmistir.
Inflamatuvar agrinin degerlendirilmesi amacryla karragenin enjeksiyonu ile lokal
inflamasyon modeli olusturulmus (Le Bars ve ark.,, 2001) ve tiim dozlarin
inflamasyon iizerindeki etkileri incelenmistir. ~Antitrombotik aktivitenin
degerlendirilmesi i¢in ekstrenin 100, 200 ve 300 mg/kg dozlarinin, karrageninin
subplantar enjeksiyonu sonucu farelerin  kuyruklarinda olusan tromboz
uzunluklar tizerindeki etkisi 6l¢iilmiis ve trombozun 24., 48. ve 72. saat ile 1.
haftadaki goriintiileri fotograflanmigtir. In vitro antioksidan aktivite tayininde,
ekstrenin DPPH radikallerini siipiirme yetenegi ekstrenin 1, 3, 5 ve 10 mg/ml
konsantrasyonlart ile denenmistir. Bunun yani sira, p-karoten-linoleik asit
sisteminde ekstrenin antioksidan aktivite giicii 6l¢tilmiistiir.

Akut Toksisite

Deneyler oncesinde 50-1000 mg/kg dozlar arasinda yapilan akut toksisite
uygulamasinda, bu dozlar araliginda 72 saat boyunca yapilan incelemelerde 6lim
gozlenmemistir. Bu nedenle toksik etkinin 1000 mg/kg’dan daha yiiksek dozlarda
olabilecegi diisiiniilmektedir. 400, 800 ve 1000 mg/kg C.orientalis etanol ekstresi
verilen hayvanlarda, doz verildikten yaklasik 40 dakika sonra hareketlerde azalma
ve sedasyon bagladig1 ve 10 saat boyunca yapilan gozlemlerde bunun devam ettigi
belirlenmistir. 200 mg/kg ve daha diisiik dozlarda sedasyon siiresinin kisaldigi
gozlenmistir.
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Antinosiseptif ve Antiinflamatuvar Aktivite

Hot-plate testi

Crataegus orientalis etanol ekstresi ile santral diizeydeki nosisepsiyonun
degerlendirilmesi amaciyla yapilan hot-plate testi sonuglar1 Sekil 6’da verilmistir.
Hot plate analjezi testinde, 100 mg/kg ve 200 mg/kg C.orientalis kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli bir antinosiseptif aktivite gosterirken (p<0,001), 50
mg/kg’da bu etki gozlenmemektedir. Ancak santral etkili gli¢lii bir analjezik olan
morfin ile test maddemiz karsilastirildiginda, en yiiksek dozda bile morfine yakin
bir etki gézlenmemektedir. C.orientalis’in 100 ve 200 mg dozlarda naloksonla
geri doniigiinde anlamlilik (p<0,05 ve p<0,001) gorilmektedir. C.orientalis’in
(100 ve 200mg/kg) analjezik etkisinin naloksonla inhibisyonu morfin tizerindeki
etkisi kadar giigli olmamakla birlikte, istatistiksel olarak anlamlilik
gostermektedir. Bu nedenle ekstrenin etkilerinin bir kismin1 santral opioid
reseptorler lizerinden gosteriyor olabilecegi diistiniilmektedir.

Hot-plate
40

aaa
30+

204

aaa

aaa

% Maksimum Olas1 Etki

Dozlar

Sekil 6. Crataegus orientalis Etanol Ekstresinin Farkhh Dozlarda Hot-Plate Testi Sonuglari
(n=7). Kontrol gurubuna Eiire karsilastirma ***P<0.001; NIx (nalokson)+morfinin
morfinle karsilastirimasi "°°P<0.001; NIx+C.orinetalis 100’iin C.orientalis 100 ile
karsilastirlmast ~ “9P<0.05;  NIx+C.orinetalis 200%iin  C.orientalis 200 ile
karsilagtirllmasi **P<0.001
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Tail-immersion testi

Uygulanan diger bir santral antinosisepsiyon testi olan tail-immersion testinin
sonuglar1 Sekil 7’de verilmistir. C.orientalis’in biitiin dozlarinda kontrol grubuna
gore anlamlilik (p<0,001) gozlenmektedir. Ancak hot-plate testinde de gézlendigi
gibi burada da test maddemizin dozlar1 morfinle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir etki goriilmemektedir. Ancak 200 mg/kg C.orientalis’in
antinosiseptif etkisinin morfinin olusturdugu antinosiseptif etkiye yakin bir
diizeyde oldugu goriilmektedir. 50 mg/kg C.orientalis’in antinosiseptif etkisinin
naloksonla antagonizmasinda anlamlilik goriilmezken, 100 mg/kg ve 200
mg/kg’da anlaml1 (p<0,001) bir antagonizma goriilmektedir.

Tail-immersion
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Sekil 7. Crataegus orientalis Etanol Ekstresinin Farkli Dozlarda Tail-immersion Testi
Sonuglar1 (n=7). Kontrol gurubuna gére Kkarsilastirma “°P<0.001; NIx
(nalokson)+morfinin morfinle Kkarsilastirilmasi  °°°P<0.001; NIx+C. orinetalis
100%iin C.orientalis 100 ile karsilastirlmasi “““P<0.001; NIx+C.orientalis 200’iin
C.orientalis 200 ile karsilastirilmasi **P<0.001
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Tail-immersion santral analjezik aktivitenin degerlendirmesi i¢in uygulanan bir
testtir. Spinal diizeydeki antinosiseptif etkileri degerlendirmek igin tail-immersion
testi kullanilmaktadir. Spinal analjezide opioid ajanlarin etkileri po, i1, 92
reseptorler lizerinden gerceklesmektedir (Reisine ve Pasternack, 1996). Olasi
santral antinosiseptif etkileri supraspinal diizeyde degerlendirmek icin hot-plate
testi kullanilmaktadir. Opioid ajanlarin supraspinal diizeyde etkilerini p, K3, 61 Ve
oy reseptorleri lizerinden gosterdigi bildirilmektedir (Reisine ve Pasternack, 1996).
Giglii bir opioid analjezik olan morfinin daha ¢ok p reseptorler tizerinde etkili
oldugu, « reseptorler iizerindeki agonistik etkisinin zayif oldugu ve 6 reseptorlere
kars1 da etkisiz oldugu ileri siiriilmektedir. Nalokson santral sinir sistemindeki p
opioid reseptorlerine karsi yiiksek afinite gosterirken x ve 6 opioid reseptorlerine
diistik afinite ile baglanmaktadir. Sigma reseptorler iizerine zayif parsiyel
agonistik etki gostermektedir (Kayaalp, 2009).

Bu bilgilerin 1s1ginda tail-immersion ve hot-plate sonuglarimizi degerlendirecek
olursak, C. orientalis ekstresi her iki testte de kontrolle kiyaslandiginda analjezik
etki gdstermektedir. Ancak spinal analjezinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan
tail-immersion  testindeki antinosiseptif etkinligin daha gii¢li oldugu
goriilmektedir (Sekil 6-7). Spinal analjezide opioid ajanlarin etkilerinin pp, k1, 2
reseptorler {izerinden gergeklestigi diistiniilecek olursa, C. orientalis’in 100 ve
200 mg/kg dozlarda tail-immersion testinde gostermis oldugu etki ve bu etkinin
naloksonla antagonizmasi degerlendirilirse, antinosiseptif aktivitenin p
reseptorlerden daha ¢ok k ve o reseptorler iizerinden gergeklestigi diistiniilebilir.
Ozellikle hot plate testinde gdzlenen antinosisepsiyon tail-immersiona gore daha
diisik olsa da, wuygulanan dozlarin nalokson ile geri doniisiinden
(antagonizmasindan) elde edilen etki benzerlik gostermektedir. Ayrica, akut
toksisite deneyinde go6zlendigi tizere C.orientalis ekstresi sedasyona neden
olmaktadir. Serebral kortekste bulunan « reseptorlerin, morfin ve benzeri
opioidlerin yaptigi sedasyonda ve omurilikteki k reseptorlerin & reseptorlerle
birlikte spinal analjezide rol oynadigi bilinmektedir (Kayaalp, 2009). Ekstrenin
sedasyona da (100 mg/kg ve daha yiiksek dozlarda) neden olmasi, analjezik
etkisinde k ve & reseptorlerin rol oynuyor olabilecegini diisiindiiren bir diger
etkendir.

Kwranma testi

Opoid agonist, opioid parsiyel agonist ve non-sterodial antiinflamatuvar ajanlarin
antinosiseptif aktivitesi kivranma testi ile belirlenebilmektedir (Vogel ve Vogel,
1997). Asetik asitle indiiklenen kivranma testi sonuglar1 Sekil 8’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, C.orientalis’in denenen tiim dozlari, morfin (5mg/kg)
ve diklofenak (10mg/kg), kontrol grubuna gore anlamlilik gostermektedir.
Periferik analjezik oldugu bilinen diklofenak ile C.orientalis’in 50 mg/kg dozunun
antinosiseptif etkisi karsilastirildiginda, diklofenak’a gore istatistiksel olarak
anlamlilik gostermemektedir. Ancak C.orientalis etanol ekstresinin 50 mg/kg
dozunda gosterdigi antinosiseptif etkinin, diklofenagin gosterdigi etkiyle hemen
hemen ayni diizeyde oldugu tespit edilmistir. 100 mg/kg C.orientalis etanol
ekstresinin analjezik etkisi diklofenak ile karsilastirildiginda p<0,01 derecesinde
anlamlilik gosterirken, 200 mg/kg ekstrenin anlamliliginin p<0,001 derecesinde
oldugu goriilmektedir. 50 mg/kg, 100 mg/kg ve 200 mg/kg olarak uygulanan
dozlarin hicbirinde nalokson ile saglanan antagonizma istatistiksel olarak anlamli
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degildir. Tail-immersion testinde de oldugu gibi yine 200 mg/kg C.orientalis’de
morfine yakin bir etki gézlenmektedir. Elde edilen sonuglardan anlagilacagi gibi
etkinin doza bagl olarak arttig1 goriilmektedir.

Kivranma testi
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Sekil 8. Crataegus orientalis Etanol Ekstresinin Farklh Dozlarda Kivranma Testi Sonuglar:
(n=6). Kontrol gurubuna gére karsilastirma ***P<0.001; NIx (nalokson)+morfinin
morfinle Kkarsilastirlmas1  ““P<0.001; C.orientalis 100’iin diklofenak ile
karsilastirilmasi  °P<0.01; C.orientalis 200%iin diklofenak ile karsilastiriimas:
**Pp<0.001

Asetik asitle indiiklenen kivranma modelinde agri, bradikinin, histamin, serotonin,
P maddesi ve prostaglandinler gibi endojen mediyatorlerle olusturulur ve bunlarin
hepsi periferik nosiseptif noronlar1 uyarirlar. Bu lifler morfin gibi narkotikler ve
non-sterodial antiinflamatuvar ilaglara kars1 duyarhidirlar (Collier ve ark., 1968).
Asetik asitin intraperitoneal enjeksiyonu peritoneal inflamasyona (akut peritonitis)
neden olur ve bdylece abdominal kaslarin kasilmasi, arka ayaklarin geriye dogru
gerilmesiyle karakterize bir durum olusur. Bu kasilma cevab1 viseral inflamatuvar
agr1 modeli olarak degerlendirilir (Koster ve ark., 1959). Bu metot peritoneal
stvida prostaglandinlerin (PGE; ve PGF,,) artisi ile iligkilendirilmistir (Derardt ve
ark., 1980). Prostaglandinlerin yan1 sira, sempatomimetik aminler, timor nekroz
faktor, IL-1 ve IL-8’de, asetik aside verilen nosiseptif cevapta rol oynarlar (Han
ve ark., 2007).

Calismadan elde edilen sonuglara gore C.orientalis etanol ekstresi asetik asit ile
indiiklenen kivranma cevaplarini doza bagimli olarak 6nemli dlgiide azaltmistir.
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Kivranma sayisinda gozlenen diisiis ve yukarida verilen bilgilere dayanarak,
ekstrenin antinosiseptif etki mekanizmasinin kismen siklooksijenazlar ile iliskili
oldugu soylenebilir. Ekstrenin dozlarinin kivranma testindeki antinosiseptif
aktivitesi, istatistiksel bir anlamlilik olmasa da kismen nalokson ile inhibe
edilebildiginden, C.oritentalis’in opioid reseptorler lizerinde de etkisi olabilecegi
distiniilmektedir.

Karragenin ile indiiklenen pence odem testi

Farelerin sag arka pencgelerinin plantar dokusuna uygulanan karrageninin
olusturdugu 6dem zamana bagl olarak farelerin penge kalinliklarinda artisa neden
olmustur (Cizelge 3). Kontrol grubunun penge kalinliklarindaki artis 90 dakika
sonra gozlemlenmis ve 270. dakikada maksimuma ulasmistir. Antiinflamatuvar
aktivite tayini i¢in kullanilan karragenin ile indiiklenen penge ddemi testinden
elde edilen sonuglara gore, C.orientalis etanol ekstresi doza bagimh
antiinflamatuvar etkinlik gostermistir. Buna bagli olarak da 6dem kalinliginda
anlaml bir diisiis gézlenmistir. Karragenin verildikten 3 saat sonra 50, 100 ve 200
mg/kg’m inhibisyon degerleri sirasiyla %27,78, %68,76, %81,46 iken, 6 saatin
sonunda 50 mg/kg’in etkisi geri donmiis ve 100 ve 200 mg/kg’da (%91,30 ve
%93,58) etkili bir artis gozlenmistir. Diklofenagin 180. dakikada %43,04 olan
inhibisyon degeri, 6 saat sonra %73,71’e yiikselmistir. 200 mg/kg C.orientalis
etanol ekstresi 180. ve 270. dakikalarda diklofenak ile karsilastirildiginda
anlamlilik (p<0,01) gostermektedir. Ekstrenin 200 mg/kg dozunda maksimum
etki 270. dakikada gerceklesmistir.

Bu sonuglara gore, C.orientalis etanol ekstresinin tiim dozlarinin ve diklofenagin
karragenin ile olusturulan penge 6demi iizerinde antiinflamatuvar etkinligi oldugu
goriilmistiir. C.orientalis’in antiinflamatuvar etkisinin siklooksijenaz enzimlerini
non-selektif olarak inhibe eden diklofenak’a (10 mg/kg) gore daha gii¢lii oldugu
belirlenmistir (Shield, 1998).

Inflamasyonun en 6nemli isaretleri olan 6dem, hiperaljezi ve kizariklik bradikinin,
histamin, tasikininler, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi proinflamatuvar
ajanlarin aktivasyonu sonucu karrageninin subkutan enjeksiyonundan hemen
sonra ortaya ¢ikar (Morris, 2003). Karragenin ile indiiklenen inflamasyon aktif
NSAI ilaglarm tanimlanmasi igin yaygin olarak kullanilan bir in vivo modeldir. Bu
sayede olusturulan penge odemi bifazik bir olaydir (Winter ve ark., 1962).
Baslangi¢ fazinda histamin ve serotoninlerin saliverilmesi ger¢eklesmektedir.
Odemin takip eden fazinda ise bradikinin ve o6zellikle E serisi olmak iizere
prostaglandinler, proteaz ve lizozomlar salinmaktadir (Boughton-Smith ve ark.,
1999, Morris, 2003). Hem prostaglandinlerin hem de tromboksanlarin 6n
maddesi, siklooksijenaz enzimlerinin (COX) etkileri araciligiyla AA’den tiiretilen
PGHy,’dir. Bu enzimlerin inhibisyonu NSAII’in temel etkisidir ve bu nedenle agr
ile inflamasyon tedavisinde klinik bir onemleri vardir (Morris, 2003). Klinik
etkinligi olan antiinflamatuvar ilaglarin birgogu ikinci faza karst duyarhidir
(Olajide ve ark., 1999). Bu calismada, C.orientalis etanol ekstresinin karragenin
ile indiiklenen akut inflamasyonun ikinci fazinda etkili oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3. Crataegus orientalis’in Karragenin ile indiiklenen Penge Odemi Uzerine Etkileri

Test Doz Sisme kalinlig: (x10° mm) + S.E.M.(% inhibisyon)
Maddeleri | - (mg/kg) 90 dk 180 dk 270 dK 360 dK
Kontrol 34,9+0,07 |52,4+0,05 |62,6£0,07 | 44,6+0,09
(%20
DMSO)

C.orientalis 50 33,6+0,06 |37,9£0,04 |34,3+£0,03 |31,7+0,05
EtOH ekS (27,78) a (45’20) aaa
100 252+0,03 |16,4+0,02 |8,4+0,01 3,9+0,01
(68,76) 2P | (86,61) %% | (91,30) %%
200 11,1+0,02 | 9,7+0,02 2.0£0,01 2.9+0,01
(68,02) 2 (81,46)%P | (96 80)*PP | (93 58) 23
Diklofenak 10 31,3+0,05 |[29,9+0,03 |22,6+0,03 |11,7+0,03
(43,04) % | (63,92)% | (73,71)%@

EtOH eks: etanol ekstresi; SEM: ortalamanin standart hatasi

a

p<0,05 kontrol degerine gore anlamlilik

# p<0,01 kontrol degerine gére anlamlilik

aaa,

Bitkilerden elde edilen flavonoitler,

p<0,001 kontrol degerine gére anlamlilik

p<0,05 diklofenak degerine gore anlamlilik

in vitro ve

®® n<0,01 diklofenak degerine gore anlamlilik

in vivo ¢alismalarda

antiinflamatuvar etkiler gostermektedirler. Tamamen anlagilamasa da in vivo
antiinflamatuvar etkileriyle 1ilgili ¢esitli mekanizmalar ©6ne siirlilmiistiir.
Flavonoitler radikal siipliriici ve antioksidan aktiviteler gosterirler. Mast
hiicreleri, makrofajlar, lenfositler ve noétrofiller gibi inflamasyon ile iliskili
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hiicrelerin hiicresel aktivitelerini diizenlerler. Ornegin, bazi flavonoitler mast
hiicrelerinden histamin saliverilmesini engellerken bazilar1 ise T-hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ederler. Baz1 flavonoitler ise arasidonik asidin (AA)
enzim aktivitelerini degistirirler ve boylece fosfolipaz A, (PLA,), siklooksijenaz
(COX), lipoksijenaz (LOX) ve nitrik oksit sentaz (NOS) gibi enzimleri inhibe
ederler. Flavonoitler bu enzimlerin inhibisyonu sonucunda inflamasyonun en
onemli mediyatorleri olan AA, PG, 16kotrien (LT) ve NO iiretimini azaltirlar. Bu
nedenle flavonoitler tarafindan bu enzimlerin inhibe edilmesi, anti-inflamasyonun
en Onemli hiicresel mekanizmalarindan biridir. Ayrica son zamanlarda yapilan
calismalar, bazi flavonoitlerin antiinflamatuvar etkilerinin siklooksijenaz-2 ve
indiiklenebilir NOS (iNOS) gibi pro-inflamatuvar genlerin ekspresyonlarini
degistirmesinden ileri geldigini gostermistir (Kim ve ark.,, 2004). Bu
flavonoitlerden biri olan apigeninin az ¢ok COX-1 inhibe ettigi bulunmustur
(Nakadate ve ark., 1985). Bunun yani sira, apigeninin in Vitro galismalarda
inflamatuvar cevapta rol oynayan iNOS ekspresyonunu baskilayarak NO
tretimini azalttigi ve inhibitér- «B’nin aktivasyonu araciligiyla niikleer
transkripsiyon faktor-kB’yi inhibe ettigi ve bdylece COX-2 indiiklenmesini
durdurdugu bildirilmistir (Liang ve ark., 1999).

C.orientalis yapraklarinin apigenin ve apigenin-7-glikozit igerdigi bilinmektedir
(Melikoglu ve ark., 1998). Yukarida verilen bilgiler de gbéz Oniinde
bulunduruldugunda ekstrenin inflamasyona karsi gosterdigi giiglii etkinin
icerigindeki flavonoitlerden ve Ozellikle apigeninden kaynaklanmig olabilecegi
sOylenebilir.

Antitrombotik Aktivite
Karragenin ile indiiklenen kuyruk tromboz testi

Antitrombotik aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla yapilan karragenin ile
indiiklenen kuyruk tromboz testinin zamana bagli sonuglar1 grafiklerle Sekil 9, 10,
11°de ve 24., 48. ve 72. saat kuyruk goriintiileri Sekil 12, 13 ve 14’de verilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, 100 Ul heparin kontrol grubuna gore anlamlilik
(p<0,001) gostermektedir. 24. ve 48. saatlerde ise 200 mg/kg ve 300 mg/kg
C.orientalis kontrol grubuna gére anlamlilik (p<0,001) gostermektedir. Ancak 72.
saatte 200 mg/kg’in anlamlilik derecesinde (p<0,05) diisiis goézlenmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan 10 UI heparin ile C.orientalis’in dozlar1 kiyaslandiginda,
24. saatte 200 ve 300 mg/kg anlamlilik (p<0,01 ve p<0,05) gosterirken, 48. ve 72.
saatlerde yalnizca 300 mg/kg (p<0,05) anlamlilik gostermektedir. Doz arttik¢a
tromboz uzunluklarimin ortalamasinda azalma olmustur. Ancak C.orientalis
dozlarimin enjekte edildigi gruplarda zaman gegtik¢ce tromboz uzunluklarinda az
da olsa bir artis gozlenirken, 100 UI heparin enjeksiyonu yapilan grupta tromboz
uzunluklarinda ¢ giin  boyunca degisim gbzlenmemistir. Karragenin
enjeksiyonunu takip eden 72. saatte hayvanlarin kuyruklari kurumaya baglamis, 1
hafta sonra ise bazilarinda kopmalar goriilmistiir (Sekil 15). Sonug¢ olarak,
C.orientalis’in karragenin ile indiikklenen kuyruk tromboz olusumunu in vivo’da
inhibe ettigi ve 24. saatte 300 mg/kg C.orientalis’in 100 Ul heparine gére daha
etkiliyken zaman gectikge etkisinde hafif bir azalma oldugu belirlenmistir.
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24. saat

(00}
]

Kuyruk Tromboz Uzunlugu (cm)

Dozlar

Sekil 9. Karragenin ile indiiklenen Kuyruk Tromboz Testinin 24. Saat Sonuglar1 (n=6)
Kontrol grubuna gére karsilastirma “*°P<0,001; Heparin 10 IU grubuna gore
karsilastirma °P<0,01, ®°P<0,05; 100 mg/kg C.orientalis grubuna gore karsilastirma
°P<0,01, *“P<0,05
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48. saat
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Sekil 10. Karragenin ile indiiklenen Kuyruk Tromboz Testinin 48. Saat Sonuclar1 (n=6)
Kontrol grubuna goére karsilastirma °**P<0,001; Heparin 10 IU grubuna gore
karsilastirma  °P<0,01, "°P<0,05; 100 mg/kg C.orientalis grubuna gore
karsilastirma °P<0,01, “P<0,05
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72. saat
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Sekil 11. Karragenin ile indiiklenen Kuyruk Tromboz Testinin 72. Saat Sonuclar1 (n=6)
Kontrol grubuna gore karsilastirma ***P<0,001, **P<0,05; Heparin 10 1U grubuna
gore karsilastirma bP<0,01, bbP<O,05; 100 mg/kg C.orientalis grubuna gore
karsilastirma “°P<0,05
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(@) (b)

(©) (d)

(€) (f)

Sekil 12. Karragenin ile indiiklenen Tromboz Modelinde 24. saat Kuyruk Gériintiileri (a.
SF, b. 100 mg/kg C.orientalis, c. 200 mg/kg C.orientalis, d. 300 mg/kg C.orientalis, e.
10 U Heparin, f. 100 1U Heparin)
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(a) (b)

(c) (d)

) (f)

Sekil 13. Karragenin ile indiiklenen Tromboz Modelinde 48. saat Kuyruk Gériintiileri (a.
SF, b. 100 mg/kg C.orientalis, c. 200 mg/kg C.orientalis, d. 300 mg/kg C.orientalis, e.
10 U Heparin, f. 100 1U Heparin)
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(a) (b)

() (d)

) (f)

Sekil 14. Karragenin ile indiiklenen Tromboz Modelinde 72. Saat Kuyruk Gériintiileri (a.
SF, b. 100 mg/kg C.orientalis, c. 200 mg/kg C.orientalis, d. 300 mg/kg C.orientalis, e.
10 U Heparin, f. 100 1U Heparin)
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(@) (b)

(€) (f)

Sekil 15. Karragenin ile indiiklenen Tromboz Modelinde 1. Hafta Kuyruk Gériintiileri (a.
SF, b. 100 mg/kg C.orientalis, c. 200 mg/kg C.orientalis, d. 300 mg/kg C.orientalis, e.
10 U Heparin, f. 100 1U Heparin)



Karragenin kirmizi deniz yosunlardan elde edilen bir ¢esit amiloz sulfat
maddesidir. Karragenin ile indiiklenen kuyruk tromboz testi i¢in kappa igerigi
yiiksek olan Tip 1-karragenin kullanilmistir. k-karragenin diger karragenin tipleri
arasinda en giicli trombojendir. Karragenin ile indiiklenen tromboz modeli,
tromboz olusumunu ve gelisimini gorsel ve zamana bagli olarak inceleme olanagi
sunmaktadir. Ayrica laboratuar hayvanlarinin strese maruz kalmadan kullanildigi
basit ve non-invaziv bir yontemdir. Fare, sigcan gibi hayvanlara karragenin enjekte
edilerek olusturulan tromboz modelinde mast hiicrelerinden saliverilen histamin
ve serotonin gibi kimyasal mediyatorlerin rol oynadigi bildirilmistir (Hagimori ve
ark., 2009). Bunun yani sira, karragenin ile indiiklenen kuyruk trombozunda
tromboksan/PGl;, dengesinin ve kismen de PAF’mn rolii oldugu diistiniilmektedir
(Bekemeier ve Hirschelmann, 1988). Karrageninin Hageman faktorii (faktor XII)
aktive etmesinden ileri gelen bir intravasal koagiilasyonu baslatmasi trombotik
aktivitesi i¢in yapilan agiklamalardan bir digeridir. Bazi arastirmacilar patolojik
gozlemlere dayanarak karrageninin, kan damarlarinin inflamasyonuna ve endotel
hiicrelerin hasarlanmasina bagli olarak intdrldkin-1, timor nekroz faktor gibi
inflamasyon faktorlerinin saliverilmesine neden oldugunu ve bu inflamasyon
faktorlerinin normal endotel hiicrelerinin, kan hiicrelerinin agliitinasyonu ve
fibrinoliz arasinda denge saglama fonksiyonunu bozarak tromboz olusumunu
indiikledigini disiinmektedirler. Buna ek olarak, kan damarlarinin endotel
hiicreleri  hasarlandigi  zaman, kan damarlarin1  gevseten  faktorlerin
saliverilmesinin azaldigi diger bir yandan da kan damarlarini biizen faktorlerin
saliverilmesinin arttif1 ve boylece ortaya ¢ikan kismi bir vazospazm sonrasinda
tromboz olusumunun gergeklestigi diisiiniilmektedir (Yan ve ark., 2009).

Trombositlerin yapismasi ve sonrasinda agregasyonlar: hem ateroskleroza hem de
akut tromboz olusumuna neden olur. Flavonoitlerin antiagregan o6zelliklerinin
TxA; olusumunu inhibe etmelerinden ileri geldigi diisiiniilmektedir. Yapilan in
vitro bir ¢alismada, flavonoitlerin antiplatelet etkilerinin asil olarak tromboksan
reseptor antagonizmasmna bagli oldugunu gosterilmistir.  Flavonoitlerden
apigeninin G protein-kenetli stiper ailesinden olan TxA;’ye yiiksek bir afinite ile
baglandigi belirtilmistir (Guerrero ve ark., 2005). Kuersetin de in vitro
caligmalarda trombosit agregasyonunu 6nledigi gosterilen flavonoitlerden biridir
(Janssen ve ark., 1998). C.orientalis iceriginde bulunan apigenin, kuersetin ile
iliskili bir bilesik olan kuersetin-3-O-galaktosit (hiperozit) ve diger flavanoitler in
vivo’da sinerjizim olusturarak tromboz olusumunu engelliyor olabilirler. Bunun
yani sira alig tlirlerinden biri olan C. monogyna’nin in vitro bir ¢alismada TXA;
olusumunu inhibe ettigi de gosterilmistir (Vibes ve ark., 1994).

Antioksidan Aktivite
Toplam fenol miktar:
C.orientalis etanol ekstresinin Folin-Ciocalteu Metodu kullanilarak tayin edilmis

toplam fenolik madde miktar1 98,2442 .4 (mgGAE/gekstre) olarak hesaplanmuistir.
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DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Antioksidan maddeler, radikaller ile indiiklenen oksidatif stresi notralize edebilme
yetenegine sahiptirler. Bunun i¢in, antioksidan maddenin radikale karsi reaktif
olmasi ve sonug olarak aciga ¢ikan antioksidan radikallerin biyomolekiillere karsi
reaktif olmamas1 gerekir (Naik ve ark., 2005). Bu yetenegin test edilebilmesi i¢in
kararli bir radikal olan DPPH ile C.orientalis ekstresinin reaksiyonu test
edilmistir.

Kismen organik bir radikal olan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), bir¢ok bitki

ekstresinin ve bilesiklerin antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla

kullanilmaktadir (Brand-Williams ve ark., 1995). DPPH serbest radikal siipiiriicii

etki tayini, hidrojen verme potansiyelinin arastirilmasi i¢in en kisa yontemlerden

birisidir (Kikuzaki ve ark., 2002). Bu metot, hidrojen baglayan antioksidanlarin

varliginda alkolik DPPH soliisyonundaki azalmaya bagli olarak degerlendirilir.
DPPH + AH DPPH-H + A

—
DPPH soliisyonu eslenmemis nitrojen elektronlarindan dolay1 koyu mor renktedir.

DPPH, hidrojen atomu verebilen bir madde ile reaksiyona girdikten sonra DPPH-
H (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazin) olusur ve renk kaybi gerceklesir (ancak pikril
grubu halen bulundugu i¢in sar1 renk gézlenmesi beklenir). Ortaya ¢ikan bu renk
degisikligi 517 nm de spektrofotometre ile dlgiiliir ve bu sekilde bir maddenin ya
da bitki ekstresinin antioksidan potansiyeli tayin edilir. 517 nm de goriilen diisiik
absorbans ekstrenin radikal siipiiriicii etkisinin kuvvetli oldugunun gostergesidir
(Serteser ve ark., 2008).

DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etkinin tayini i¢in C.orientalis etanol
ekstresinin  dort farkli  konsantrasyonu kullanilarak elde edilen sonuglar
%inhibisyon olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4). Ekstrenin DPPH siipiiriicti
kapasitesi, antioksidan maddeler oldugu bilinen gallik asit (GA) ve biitillenmis
hidroksitoluol (BHT) ile karsilastirilmistir. Standart maddeler (GA ve BHT)
minimum konsantrasyonlarda maksimum inhibisyon gosterdikleri i¢in antioksidan
aktiviteleri sadece 0,1 mg/ml konsantrasyonda degerlendirilmistir ve radikal
stiptiriici aktivite ylizdelerinin (%90 ve 93) ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir.
C.orientalis ekstresi konsantrasyon arttikga daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermektedir. Ekstre %50 nin {izerinde inhibisyon degerlerine sahip oldugundan
ve denenen en yiiksek konsantrasyonda bile (10mg/ml) standart maddelere yakin
bir antioksidan etkinlik gostermemesinden dolay1, ekstrenin orta derecede
antioksidan aktivite gdsterdigi sonucuna varilmistir. DPPH’in yiizde inhibisyon
degerleri ekstrenin 5 ve 10 mg/ml konsantrasyonlari arasinda 6nemli bir farklilik
gostermemektedir. Bu durum, beklenen antioksidan etkinin elde edilmesi i¢in
fenoliklerin belirli bir konsantrasyonda olmasinin yeterli oldugunun gdstergesidir.
Ayrica bir doygunluk noktasinin oldugunun ve baska fenolik maddelerin
eklenmesinin antioksidan aktivite artigina katkida bulunmayacaginin da gostergesi
olabilir.
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Cizelge 4. C.orientalis Etanol Ekstresinin 4 Farklh Konsantrasyonda Serbest Radikal

Siipiiriicii Etkileri (% Inhibisyon)

Test % Inhibisyonx S.S.
Maddeleri 0,1mg/ml Img/ml 3mg/mi Smg/ml 10mg/ml
EtOH eks. 51,3744,47 | 54,124+6,60 | 62,09+£3,50 | 62,91+3,40
Gallik asit | 90,00+2,21 _ _ _ _
BHT 93,00+1,92 _ _ _ —

EtOH eks: etanol ekstresi; SS: standart sapma (Sonuglar {i¢ farkli deneyin ortalamasidir).
p-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Karotenoitlerin antioksidan aktivitesi, linoleik asidin serbest radikalleri ile birlikte
ilave reaksiyonlardan olusan karotenoit bilesiklerine baglhidir. Antioksidan
icermeyen orneklerde renk kaybi gergeklesir ve buna bagli olarak meydana gelen
absorbansdaki hizli diigiis spektrofotometre ile gozlemlenir. Gergeklesen renk
solmas1 PB-karoten ve linoleik asidin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan serbest
radikallere baglidir. Linoleik asit serbest radikali dialilik metilen gruplarindan
birinden kopan hidrojen atomu ile olusur ve doymamis B-karoten molekiillerine
saldirir. Sonug olarak p-karoten oksitlenerek pargalara ayrilir. Boylece sistem
kromoforunu (organik bir molekiil i¢cinde renkli gériinmeyi saglayan atom, atom
grubu ve elektronlar) ve karakteristik 6zelligi olan turuncu rengini kaybeder.
Antioksidan iceren ornekler ise renklerini korurlar ve bdylece absorbans degerleri
daha kalict olur. Farkli antioksidanlarin varligi, sistemde olusan linoleik-serbest
radikalleri ve diger serbest radikalleri notralize ederek B-karotenin oksitlenmesini
ve rengini kaybetmesini onler (Barros ve ark., 2007; Tosun ve ark., 2009).
Kisacasi, pB-karoten-linoleik asit sisteminde test siiresi olan 2 saat boyunca f -
karotenin solmasiin oOnlenmesi yiiksek potansiyel antioksidan aktivitenin
varligin1 gostermektedir.

C.orientalis ekstresinin p-karoten-linoleik asit sisteminde 490 nm’de absorbans
Olctimlerinin grafigi Sekil 16°da ve %antioksidan aktivite gilicii (%AA) Sekil
17°de verilmistir. Linoleik asidin oksidasyonu, C.orientalis etanol ekstresinin tek
bir konsantrasyonu (1 mg/ml) kullanilarak %45,05 inhibe edilmistir. Sentetik
BHT %925 ile C.orientalis’e gore daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermektedir. B-karoten metodu, olasi antioksidan maddenin lipitlerin ve yag
asitlerinin oksidatif bozulmalarin1 Onleme yeteneginin Olgiilmesi amaciyla
kullanilmistir. Bu nedenle, BHT kadar yiiksek bir aktivite gosteremese de %50’ye
yakin bir aktivite degeri elde edildigi i¢in C.orientalis etanol ekstresinin membran
lipitlerin bozunmasini1 6nlemede etkili oldugu soylenebilir.
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SONUC ve ONERILER

Sonug olarak bu ¢alismada, C.orientalis yapraklarinin etanol ekstresinin
antinosiseptif, antiinflamatuvar, antitrombotik ve antioksidan etkileri oldugu
belirlenmistir. Artan dozlarda ekstrenin daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Uyguladigimiz analjezi testleri sonucunda C. orientalis ekstresinin
santral sinir sistemi tizerindeki etkilerinin spinal diizeyde, supraspinal diizeye gore
daha giiglii oldugu gozlenmistir. Elde edilen antinosiseptif etki opioid antagonist
olan nalokson ile antagonize oldugundan ekstrenin etkisini kismen opioid
reseptorler tlizerinden gosterdigi diisiiniilmektedir. Ancak nalokson ile olusan
antagonizmanin morfindeki kadar giiclii olmamasi, yiiksek dozlarda sedasyonun
gbzlenmesi ve spinal analjezideki giiclii etkinlikten dolayr ekstrenin p-opioid
reseptorlerden daha ¢ok k ve & opioid reseptorler iizerinden etki ettigi
disiiniilmektedir. Daha sonraki ¢alismalarda etkinin hangi opioid reseptorler
tizerinden gercgeklestiginin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in p-opioid reseptorlere
kars1 daha duyarli olan nalokson yerine k ve & opioid reseptor tiplerine karsi daha
secici olan antagonist ajanlar (sirasiyla nor-binaltorfimin ve naltrindol)
kullanilarak deneylerin tekrarlanmasi planlanmaktadir. Ayrica ekstrenin agri
tizerindeki etkilerinin daha genis Ol¢ekte degerlendirilmesi icin iyon kanal
blokorleri, adrenerjik reseptdr antagonistleri vb. ajanlar varliginda da deneylere
yon verilmesi ve boOylece agri ilizerindeki etki mekanizmasinin aydinlatilmasi
amaglanmaktadir. Genellikle periferdeki antinosiseptif etkinligin
degerlendirilmesi igin kullanilan asetik asit ile indiiklenen kivranma testinde,
C.orientalis etanol ekstresi uygulanan en yiiksek dozda neredeyse morfine yakin
etki gosterirken, en diisiikk dozda ise siklooksijenaz enzimlerini inhibe ettigi
bilinen diklofenak’a yakin bir etki gostermistir. Test edilen dozlarda C.orientalis
hem periferde hem de SSS’de antinosiseptif etkinlik gostermistir. Bu ekstrenin
aktif maddelerinin agr1 {izerindeki etki mekanizmasi, kismen AA kaskadinin
lipoksijenazlar1 ve/veya siklooksijenazlar1 ve/veya opioid reseptorler ile iligkili
olabilir. Eikozanoitler arasidonik asitten iki ayr1 yolak ile sentezlenir.
Lipoksijenaz enzimleri araciligiyla 16kotrienler, HETE (hidroksi eikozatetraenoik
asitler) ve HPETE (hidroperoksi eikozatetraenoik asitler) sentezlenir.
Siklooksijenaz ~ yolagi  sonucunda prostaglandinler, prostasiklinler ve
tromboksanlar olusur. Basta prostasiklinler (PGl;) olmak iizere salninan
prostaglandinler ve PGE’nin A liflerini uyararak keskin agri duyumuna neden
olduklari bildirilmistir (Rang ve Dale, 1983).

C.orientalis ekstresinin antiinflamatuvar ve antitrombotik aktivitedeki giicli
etkileri oldugu goriilmektedir. Antitrombotik aktivitenin desteklenmesi ve
aydinlatilmasi i¢in ileriki ¢alismalarda 6zellikle in vitro pihtilasma testleri (aktive
edilmis parsiyel tromboplastin zamani ve protrombin zamani) ve fibrinojen miktar
tayini, trombosit saymmi gibi bir takim deneylerden faydalanilmasi
diistiniilmektedir. Asetik asit ile indiiklenen peritoneal damar permabilite ve
l6kosit migrasyon testleri yapilarak antiinflamatuvar etkinligin daha iyi
degerlendirilmesi amaclanmaktadir.

Akut toksisite deneyleri sirasinda gozlemlenen sedatif etkinin degerlendirilmesi
icin motor fonksiyon 6lglimiinde kullanilan rota rod ve barbitiirat uyku zamani
testlerinin uygulanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ekstremizin etkileri hakkinda daha kapsamli bilgi edinilebilmesi i¢in farkl
fraksiyonlarinin ¢alisilmasi diigiiniilmektedir. Ayrica galistigimiz ekstre igerisinde
yer alan ana maddelerin belirlenmesi i¢in bu konuyla ilgili ortak ¢aligmalarin
yapilmasi gerekmektedir. Planlanan bu calismalarin gerceklestirilmesi bize
etkilerin mekanizmasin1 aydmnlatmamizda ve bu etkilere neden olan aktif
bilesenlerin tespit edilmesinde kolaylik saglayacaktir.
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