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Meme Kanseri Olusturulmus Ratlarda Isirgan Otunun Total
Antioksidan Durumu Uzerine Etkisi

Bu g¢alismada; i1sirgan otunun, meme kanseri olusturulmus ratlardan total antioksidan durumuna
olan etkisinin incelenmesi amaglandi. Bitin gruplar 15 rattan olusturuldu. Grup 2'de iki rat
oldaginden bu grup 5.5 aylik deney suresini 13 sigan olarak tamamladi. Ratlar 21 guinliik olduktan
sonra deneysel agamaya gegildi. Meme kanseri olusturmak icin MNU (N-Metil-N-Nitroso-Urea)
kullanildi. Kontrol grubu (Grup 1): Sadece bazal diyet ve su verildi. MNU uygulanan grup (Grup 2):
50 mg/kg MNU i.p olarak enjekte edildi ve bazal diyet ve su ile beslenmeleri saglandi. MNU
uygulanan + Isirgan otu verilen grup (Grup 3): ikinci grup ile ayni zamanda ve ayni dozda MNU
uygulandi ve 50 gr/kg isirgan otu olacak sekilde yem hazirlanip beslenmeleri saglandi. Ayrica 50
gr/L olacak sekilde i1sirgan otu kaynatilip sojuduktan sonra sizlldi ve bu su igme suyu olarak
kullanildi. Isirgan otu verilen grup (Grup 4): Ratlarin yemleri ve igme sulari grup 3'teki gibi
hazirlanarak beslenmeleri saglandi. Plazma malondialdehit (MDA) diizeyi Satoh ve Yagi yontemi
ile, total antioksidan durumu (TAS) ise ticari kit kullanilarak dlglldu ve sonuglar aritmetrik ortalama
+ standart hata olarak tarif edildi. Grup 2'nin MDA duzeyleri grup 4’e ve grup 1’e gore istatistiksel
olarak anlamli yiksek bulundu (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05). Grup 2'nin TAS dizeyi grup 1 ve grup
4’e gore anlamh bir sekilde azalma gostermistir (p<0.05). Hem MDA hem de TAS'’ta diger gruplar
arasinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (p>0.05). Sonug olarak, i1sirgan otunun artan MDA
dlzeyini azalttigi ve TAS dizeyini de yukselterek koruyucu etki gosterdigi diistinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Isirgan otu, meme kanseri, total antioksidan durumu.

Effect of Urtica Dioica on Total Antioxidant Status (Tas) in Rats With
Experimentally-Induced Breast Cancer

The present study aimed at exploring effect of Urtica dioica on total antioxidant status (TAS) in rats
with experimentally-induced breast cancer. All groups were composed of 15 female rats during 5.5
months experimental period while Group 2 had 13 animals since two rats were dead. When rats
were 21 days old, experimental phase was initiated. N-methyl N-nitroso urea (NMU) was used for
induction of breast cancer. Control Group (Group 1): fed with basal diet and water, MNU Group
(Group 2): 50 mg/kg MNU was injected i.p. and animals were fed with basal diet and water. MNU-
administered and Urtica dioica given group (Group 3): In addition to 50 gr/kg Urtica dioica which
was given with food, animals in these group also received MNU along with the animals in Group 2.
Additionally, 50 gr/L Urtica dioica was boiled, cooled, filtered and used as drinking water. Urtica
dioica given group (Group 4): food and drinking water for rats were prepared similar to Group 3.
Plasma malondialdehyde (MDA) levels were determined by the method of Satoh and Yagi and TAS
levels were determined by a commercial kit. Results were expressed as mean + SEM. MDA levels
in Group 2 was determined to be significantly high compared to Group 4 and Group 1 (p<0.01 and
p<0.05, respectively). TAS level of Group 2 was reduced signficantly compared to Group 4 and
Group 1 (p<0.05). In conclusion, it is belived that Urtica dioica shows it’'s protective effect by
lowering increased MDA level and increasing TAS.

Key Words: Urtica dioica L, breast cancer, total antioxidant status.

Girig

Kanser hastalarinin bagvurdugu tamamlayici ve alternatif tip, yaygin olarak
kullaniimakta (1-3) ve diger kanser hastaliklarinda oldugu gibi meme kanserinde de bu
tedavi ilgili gesitli yayinlar bulunmaktadir (4). Meme kanseri gliniimiizde birgok Ulkede

kadinlarda gérulen en yaygin kanser turlerinden biri olup, gelismis ve gelismekte olan
Ulkelerde kadinlarda gortilen 6nemli 6lim nedenlerinden biridir (5).

Bazi kdltirlerde yUzyillardan beri kullanilan sifali otlar veya kombinasyonlari
geleneksel Tirk tedavilerinde 6nemli bir yer tutmaktadir (6). Bu amacla kanser
hastalarinda en sik kullanilan bitki i1sirgan otudur. Kokleri ve yapraklari genellikle
kaynatildiktan sonra kullanilan (7) isirgan otu, Urticaceae (nettle) ailesinden olup

" Bu calisma, Firat Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri (FUBAP) Yénetim Birimi tarafindan
desteklenmistir (proje no:1015)
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dinyada 1hman bdlgelerde yetisen yabani bir ottur.
Isirganotu; kok ve tohumdan ¢ogalan yavas yayilan ve yil
boyunca slrekli bulunan bir bitkidir. Yapraklarn ve
gbvdesi yakici tlylerle kaplanmistir. Taze 1sirgan otunun
yakici tdylerine dokunuldugunda deride asetilkolin,
histamin, 5-hidroksitriptamin ve serotonin salinimina
sebep olarak yakici etki gosterir (8). Isirgan otu; formik
asit, yuksek oranlarda klorofil, flavonoidler, bitki sterolleri,
bitki enzimleri, fenilpropanlar, kumarinler, terpenoidler,
potasyum tuzlarn, vitamin C, polisakkaritler, Dbitki
lignanlari ve koklerinde kugik molekdl agirlikh lektin
(Urtica dioica aglutinin(UDA)) icermektedir (7, 9). Yapilan
bir galismada 1sirgan otundaki referans dederden dort
kat fazla Ca bulunmustur (10). Isirgan otunun
antinflamatuvar (11, 12), antiviral (13), antioksidan (14),
immun sistem stimulatéri (10, 15) olarak davranmakta
ve bu etkisini de yapisinda bulunan gok sayida flavanol
glikozidleri (10) vasitasiyle gerceklestirdigi belirtimektedir
(16). Ayrica isirgan otu ekstraktinda fenollere denk olan
pirokatekol olmasi lipid peroksidasyonunu durdurdugunu
(14) ve buna bagh olarak polifenollerin glnlik 1gr'in
Uzerinde sebze ve meyvelerden zengin diyetlerle
alinmasinin mutagenez ve karsinogenezi inhibe ettikleri
savunulmaktadir (17). Isirgan otunun koklerinden elde
edilen %20 metanolik ekstraktin, prostat bulylimesini
%51.4 inhibe ettigi, prostat epitel hicre ve stromal
hiicrelerin proliferasyonunu agikg¢a azalttigi gosterilmigtir
(18, 19).

Son yillarda alternatif tibbin kanser tedavisinde
kullanilmasi (20) ve bazi kanser tirlerinde olumlu
etkilerinin tespit edilmesi (21) bu alanda yeni ¢alismalarin
yapiimasini tesvik etmigtir. Yapilan bazi c¢alismalarda
Isirgan otunun meme kanseri gibi hormon bagimli bir
kanser olan prostat kanserinin gelisimini gerilettiginin
tespit edilmesi (18, 19) bizi 1sirgan otunun meme kanseri
Uzerindeki etkilerini aragstirmaya yoneltmigtir.

Gereg ve Yontem

Calismamizda 21 glnlik 60 adet disi Wistar albino
rat kullanildi. Ratlarin bakim ve beslenmeleri Firat
Universitesi Tip Fakiltesi Deneysel Aragtirmalar
Merkezi'nde (FUTDAM) yapildi. Ratlar rahatga hareket
edebilecekleri alanlarda, yem ve su kaplarinin kafese
monte edilen plastik kafeslerde barindirildi. Yem ve
sulari ad libitum olarak verildi. Kafeslerin temizligi haftalik
olarak yapildi ve altlik olarak talas kullanildi. Hayvanlar
standart laboratuar sartlarinda 12 saat aydinhik/karanhk
periyodunda oda sicakhiginda (2243 °C) muhafaza edildi.

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan
gerekli onay alindiktan sonra galisma baslatildi. Denekler
4 gruba ayrildi ve her grup 15 rattan olustu. Meme
kanseri olusturmak Uzere bir direkt karsinojen olan N-
Metil-N-nitrosolire (MNU)(Sigma Chemical Company
Munich-Germany) kullanildi.

Grup 1: Kontrol grubu: Kanser olusturuimayan ve
sadece bazal diyetle beslenen grup.

Grup 2: MNU uygulanan grup: 21 gunlik disi ratlara 50
mg/kg MNU periton icine (i.p.) enjekte edildi ve bazal
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diyetle beslenmeleri saglandi. Bu grupta 2 rat
oldigunden, 13 ratile galismaya devam edildi.

Grup 3: MNU uygulanan + Isirgan otu verilen grup: Bu
gruptaki ratlara da ikinci grup ile ayni zamanda ve ayni
dozda MNU uygulandi. 21 gunluk ratlar 5,5 ay boyunca
kg yem basina 50 gr isirgan otu olacak sekilde yem
hazirlanip deney sonuna kadar beslenmeleri saglandi.
Ayrica litre basina 50 gr olacak sekilde isirgan otu
kaynatilip su olarak ta bunun tuketiimesi saglandi
(Yemler haftalik olarak hazirlandi ve suyla birlikte
buzdolabinda muhafaza edildi).

Grup 4: Isirgan otu verilen grup: 21 gunlukten itibaren
Uglncu gruptaki beslenme sekliyle ayni olmak uzere
Isirgan otu verildi.

Kimyasal va Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi:
MNU, rat basina 50 mg/kg olarak tek doz halinde
uygulandi. MNU birka¢c damla %3'lik asetik asitte
¢Ozuldu. Sonra stok solisyonu 10 mg MNU/mI olacak
sekilde distile su ile sulandirilarak iki saat iginde ratlara
ip. olarak enjekte edildi (22).

Isirgan otu Elazig'daki yerel aktarlardan elde edildi.
Kurutulmus olarak alinan isirgan otu blender ile toz
haline getirildi. Toz halindeki 1sirgan otunun 20 gr'i 400
ml su ile 15 dakika kaynatildi ve suzgecten gegirildikten
sonra 5,5 ay boyunca ratlarin bu su ile beslenmesi
saglandi (17). Yine 5,5 ay boyunca, kg yem basina 50 gr
olacak sekilde toz halindeki 1sirgan otu toz halindeki rat
yemiyle harmanlandiktan sonra su ile hamur haline
getirildi ve sekil verildikten sonra kurutuldu ve ratlar bu
sekilde beslendi.

Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi: Palpasyon
ile meme dokusunda tespit edilen kitlenin patologlar
tarafindan  histopatalojik  olarak  timér  oldugu
dogrulandiktan sonra, ratlar dekapite edilerek kan
ornekleri alindi. Elde edilen kanin bir kismi plazma
hazirlanmasi icin EDTA’h tlplere alindi ve plazmada
MDA, bir kisim kan ise heparinli tiplere alinarak elde
edilen plazmada total antioksidan durum (TAS)
calisiimak lzere -20°C derecede saklandi.

Biyokimyasal olgiimler: Plazma Lipid Peroksid
Diizeylerinin Olgiimii: Plazma lipid peroksid diizeylerinin
(malondialdehit) 6lgimu Satoh (23) ve Yagi'den (24)
modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik olarak
Olguldi. Bu yontemin prensibi, pH’nin 3,4 oldugu oksijenli
bir ortamda numunenin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C
derecede inklibasyonu sonucu olusan Urinin renginin
532 mn’de olgilmesidir. Olusan renkli kompleks, lipid
peroksidin sekonder Uriini olan malondialdehit'e (MDA)
aittir.

Total Antioksidan (TAS) Durum Olgiimii: Randox
firmasina ait ticari kiti (Randox Laboratories, Diamond
Road, Crumlin,Co.Antrim, United Kingdom, BT29 4QY)
kullanilarak total antioksidan dlgimu yapildi. Kullanilan
metodun prensibine goére; ABTS (2,2-Azino-di-[3-
aehylbenzthiazolinesulphonate]) peroksidaz
(metmyoglobin) ve H,0, ile ABTS™ radikal katyon
olusturmak igin okside olur. Bunun sonucunda olusan
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sabit mavi renk 600 nm’de Olgllir. TAS Olgimi igin
serum veya heparinli plazma kullanilabilir (25).

Istatistik Analizleri Bu calismada istatistik analizlerde
SPSS 10 (Statistical Program for Social Sciences) paket
programi kullanildi. Batin sonuglar aritmetrik ortalama +

standart hata seklinde ifade edildi. Istatistiksel
analizlerde tek yonli varyans analizi  (ANOVA)
kullanilarak ~ Tukey-HSD testi ile gruplar arasi

karsilagtirmalar yapildi. Anlamlihk derecesi olarak

p<0.05 kabul edildi.
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Temmuz 2008

Bulgular

Batin gruplara ait MDA ve total antioksidan
kapasitesi (TAS) dulzeyleri tablo 1'de verilmis olup
sonuglar aritmetrik ortalama + standart hata (SE) olarak
tarif edilmistir. Gruplar arasinda MDA duzeyleri
karsilastiriidiginda; grup 2'nin MDA diizeyleri grup 4’e ve
grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml artig gdstermistir
(sirastyla p<0.01 ve p<0.05). Grup 1 ve grup 3
karsilastiriidiginda grup 3'Un kontrol degerlerine yakin
oldugu  gorilmektedir. Grup 2 ve grup 3
karsilastiriidiginda grup 3’te bir azalma tespit edilmis
ancak istatistiksel anlamlilik géstermemistir (p>0.05)

Tablo 1 Gruplar arasi TAS ve plazma MDAdUzeleri. Sonuglar aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir.

KONTROL MNU MNU+ISIRGAN ISIRGAN
(Grup 1, n=15) (Grup 2, n=13) (Grup 3, n=15) (Grup 4, n=15)

MDA (nmol/mL) 0.54+0.04 0.74+0.08"" 0.57+0.05 0.47+0.03

TAS(mmol/L) 1.10+0.15 0.62+0.16 ** 1.06+0.20 1.23+0.23

* p <0.05, grup 1 ile karsilagtirildiginda ,
** p <0,01, grup 4 ile karsilastirildiginda
*p <0.05 grup 1 ile karsilastirildiginda,
¥ p<0.05, grup 4 ile karsilastirildiginda,

Gruplar arasi TAS duzeyleri karsilagilastinidiginda;
grup 2’'nin TAS diizeyleri grup 1 ve grup 4’e gore anlaml
bir sekilde azalma gdstermistir (p<0.05). Grup 3 ile grup
1 karsilastirildiginda grup 3'Un kontrol degerlerine yakin
oldugu goérilmustur. Grup 4 ile grup 1 karsilastirildiginda
grup 4'te artis gorllmis ancak istatistiksel anlamlilik
tespit edilememistir (p>0.05). Grup 3 grup 2 ile
karsilastiriidiginda grup 3’te bir artis gorilmis ancak
istatistiksel anlamhhk tespit edilememistir (p>0.05).
(Tablo 1)

Tartisma

Meme kanserli hastalarin serum (plazma) MDA
dizeylerini kontrole gore ylksek olmasi (26-28), cesitli
kanser hastalarinda olusan oksidatif stresin mutageneze
bagh olarak kanser olusumunda o6nemli rol
oynayabilecegi fikrini akla getirmistir (28). Bununla
birlikte meme kanserli hastalarin plazma MDA
dizeylerindeki azalmanin timér icin karekteristik olan
yuksek antioksidanlardan kaynakladigini ileri siren
galismada bulunmaktadir (29). Calismamizda grup 1
(kontrol grubu), grup 2 (MNU uygulanan grup), grup 3
(MNU uygulanan + 1sirgan otu verilen grup) ve grup 4
(1sirganotu verilen grup) arasinda MDA duzeylerindeki
degisimler incelendi. Grup 2 MDA duzeylerinin grup 4’e
gbre anlamh olarak yuksek oldugunu tespit edildi
(p<0.01). Benzer sekilde Grup 2’nin MDA duzeyleri grup
1 ile karsilastinldiinda grup 2'deki artis istatistiksel
olarak anlaml bulundu (p<0.05). Grup 3'Un MDA
duzeyleri kontrol grubu MDA duzeylerine c¢ok yakin
bulundu. Calismamizda ayrica grup 4'Un MDA
duzeylerinin kontrol grubundan bile daha dugsuk oldugu
goruldi. Grup 2'ye gore, grup 3'te MDA dizeylerindeki

%33 Ik bir azalma isirgan otunun etkin bir sekilde lipid
peroksidasyonunu o6nledigi seklinde yorumlanabilir.
Meme kanseri olusturulan grupta diger literaturleri
destekler sekilde lipid peroksidasyonu artmis bulduk. Bu
da prolifere olan hicrelerde artmis lipid
peroksidasyonundan veya azalmig antioksidan
sistemden (hem enzimatik hem  nonenzimatik)
kaynaklanmig olabilir. Grup 4 MDA dlzeylerinin kontrol
grubu degerlerinden daha disuk olmasi muhtemelen
Isirgan otunun antioksidan etkisiyle oksidatif stresi
azaltmasinin bir sonucudur.

Bilinen butlin antioksidanlari ayri ayri 6lgmek ve
aralarindaki iliskiyi ortaya koymak zor bir is oldugundan
total antioksidan 6lgim metodu gelistiriimistir (30). TAS
Olcimil insanlarda fizyolojik, cevresel ve beslenme
faktorlerinin redoks durumunu degerlendirmeye yardim
eder. Bitkisel antioksidan alimi veya antioksidandan
zengin yiyeceklerin alimindan sonra plazma TAS’deki
degisiklikler, besinsel bilesimlerin biyoyararlanimi ve
absorpsiyonu hakkinda bilgi sagdlayabilir. (31).

Ching ve ark. (30), 153 yeni meme kanseri tanisi
konulmus ve tedavi almamis hasta ile 151 kontroll
antioksidan durum acgisindan yaptiklari arastirmada;
yukselmis total antioksidan durumun, azalmig meme
kanseri riski ile iligkili oldugu bulmuslardir. Cai ve ark.
(32), Cin'deki antioksidan ve fenolik bilegikleri bulunan
112 cesit sifall bitkinin antikanser iligkisini arastirmak igin
yaptiklari incelemede total antioksidan kapasitesi ile total
fenolik icerik arasinda pozitif iliski tespit etmisler ve
fenolik igerigin antioksidan etkiyi olusturan temel yapi
oldugunu vurgulamiglardir. Buradan hareketle de,
Cin’deki sifal bitkilerin dogal bilesimlerinin kemopreventif
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ajan kaynagi olarak kullanilabileceg@i ileri surtlmastar.
Swain ve ark. (33), perimenapozal kadinlarda soya-
protein alimiyla demir indekslerinin TAS duzeyleri
Uzerine etkilerini tespit icin yaptiklan calismada;
izoflavondan zengin soya aliminin demir emilimini
azalttigi ve bunun sonucunda artan TAS dlzeylerinin
perimenopozal  kadinlari  oksidatif  strese  karsi
koruyabilecegini belirtmiglerdir.

Yapilan bir calismada isirgan otu ekstraktinin total
antioksidan  aktivitesinin,  o-tokoferol  gibi  guglu
antioksidandan bile daha fazla oldugu gosterilmistir (34).
Calismamizda gruplar arasl TAS dizeyleri
karsilastiriidiginda; grup 2 TAS diizeyleri grup 4 ve grup
1’e gore azalmis bulundu (p<0.05). Grup 3'te ise grup
2'ye goére bir artis gbdzlenmesine ragmen istatistiksel
anlamhlk bulunamadi. Grup 3'Un TAS degerleri ise
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