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Isirgan Otu (Urtica dioica L.) Tohumu Ekstresinin
Hepatoprotektif ve Antioksidatif Etkileri

Amag: Bu calismada; isirgan otu tohumunun etanol ekstresinin siganlardaki karbon tetraklorir
(CCls) nedenli hepatotoksisite tizerine etkisi ve antioksidatif etkisinin olup olmadigi arastirildi.

Gereg ve Yontem: Calismada Wistar albino tur( disi siganlar kullanildi. Kontrol grubu, CCl, grubu,
ekstre grubu ve ekstre+CCl,; grubu olmak Uzere 4 grup olusturuldu. Isirgan tohumlarindan etanol
ekstraksiyonu ile hazirlanan ekstre, deney hayvanlarina 14 gin suresince intraperitonal (i.p.)
uygulandi. Plazma karaciger hasarinin gostergesi olarak biyokimyasal parametrelerden alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) diizeylerine bakildi. Karaciger ve plazma
lipid peroksit seviyeleri (LPO) ile karaciger glutatyon (GSH) dizeyleri o6l¢ildu ve histolojik
galismalar yapildi.

Bulgular: CCl, grubunun plazma ALT, AST ve LPO duzeylerinin kontrol grubuna gére anlamli
olarak arttigi gorildu. Ekstre+CCl, grubunun sadece CCl, verilen gruba oranla LPO, ALT ve AST
dizeyleri anlamh olarak azaldi. Ekstre uygulanmasi CCl, kaynakli karaciger LPO diizeylerindeki
artisi kontrol grubuna ve CCl, grubuna gore azaltirken, plazma LPO degerleri kontrol grubu
dlzeylerinde kaldi. Sadece ekstre verilen siganlarin karaciger GSH duzeyleri kontrol grubuna gére
%21 artti. Ekstre+CCl, verilen grubun GSH diizeyleri ise CCl, grubuna goére degisiklik gostermedi.
Biyokimyasal testlerin sonuglari histopatolojik incelemelerle de dogrulandi. Sadece ekstre
uygulanan grupta normale yakin karaciger yapisi gézlenirken, CCl, uygulamasi hepotositlerde ileri
derecede harabiyete neden oldu. Ekstre+CCl, grubunda ise CClse bagh karaciger harabiyetinin
azaldigi gézlendi.

Sonug: Isirgan otu tohumu etanol ekstresinin CClse bagh olarak artan karaciger enzimlerinin
dlzeylerini ve karaciger lipid peroksidasyonu dizeylerini azalttigi goérulmustir. Ekstre CCl,'Un
hepatoksik etkisini azaltarak hepatoprotektif etki gdéstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Isirgan otu, antioksidan, hepatoprotektif etki, lipid peroksidasyonu.

The Hepatoprotective and Antioxidative Effects of Urtica dioica L. Seed Extract

Objective: In this study, it has been investigated whether there are antioxidative and
hepatoprotective effects of ethanol extract of Urtica dioica L. seeds on CCl, induced hepatotoxicity
in rats.

Materials and Methods: In our study, Wistar albino type rats were used. Four groups have been
formed as control group, CCl, group, extract group and extract+CCl, group. The extract prepared
by ethanol extraction of Urtica dioica was administered i.p. for 14 days. Out of biochemical
parameters, ALT and AST levels were measured. Liver and plasma lipid peroxide (LPO) and
glutathione (GSH) levels were measured and also histological studies were performed.

Results: A significant increase has been detected in plasma ALT, AST and LPO levels of CCl,
group compared to the control group. LPO, ALT and AST levels of extract+CCl, group significantly
decreased. The extract administration decreased the elevation in CCl, induced liver LPO levels
compared to the control and CCl,; groups whereas LPO levels remained at control group levels.
Only the liver GSH levels of extract administered rats increased by %21 compared to the control
group. GSH levels of extract+CCl, group did not change compared to the CCl, group. The results
of the biochemical tests were confirmed with the histopathological analysis. The liver structure has
been observed close to normal only in the extract administered group but CCl,; administration
caused severe damage in the hepatocytes. It has been observed that CCl, induced liver damage
has decreased in the extract+CCl, group.

Conclusion: The extract has been shown to have hepatoprotective effect by decreasing the
hepatotoxic effect of CCl,.

Key Words: Urtica dioica L., antioxidant, hepatoprotective effect, lipid peroxidation.

Giris
Glndmizde, birgok biyolojik hasarin ortaya gikmasinda serbest radikallerin énemli
roli oldugu distndlmektedir (1, 2). Serbest radikaller organizmada normal metabolik

yollarin gerceklesmesi esnasinda olusabildigi gibi, cesitli ekzojen etkenlerin etkisi ile de
olusabilmektedir. Bu ekzojen etkenlerden birisi de karbon tetraklorirdiir (CCls). CCls

“ Vil Ulusal Tromboz, Hemostaz ve Anjioloji Kongresi, Adana, 2007.
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uygulamasindan en fazla etkilenen organ, karacigerdir
(3-5). Serbest radikaller, birgok mekanizma ile
olusmasina ragmen, bu bilesikleri inaktif hale
getirebilecek dogal savunma kaynaklari vardir (6, 7).
Antioksidanlar, oksidasyonu baslangic veya gelisme
basamaginda ya da her iki basamakta Onleyen veya
geciktiren maddelerdir (8). Serbest radikallerin ve
metabolitlerinin blokerleri olarak fonksiyon
gostermektedirler (9). Hcreleri oksidatif strese karsi
koruyan dnemli bir antioksidan molekil olan indirgenmis
glutatyonun (GSH) hucre i¢i duzeyinin azalmasi oksidatif
stres icin duyarl bir indikatérdur (8, 9).

Bitkisel kaynaklardan elde edilen antioksidanlarin
genellikle tokoferoller, flavonoidler, karotenler,
alkaloidler, klorofiller, proteinler, polifonksiyonlu organik
asitler ve fenolik asit gibi fenolik bilesikler yapilarinda
oldugu goralmustir (10, 11). Isirgan otu, diyet ile viicuda
alinmasi gerekli besin maddeleri iceridiyle iyi bir
antioksidan  zenginlige  sahiptir (12, 13). Bu
antioksidanlarin en &nemlileri olarak a-tokoferol (E
vitamini), askorbat (C vitamini), flavonoidler (kemferol,
kuersetin, rutin), karotenoidler (B-karoten, ksantofil,
retinoik asit, retinol), K vitamini, katesinler ve tanenler ile
fenolik bilesiklerden kafeik asit, kumarik asit ve ferulik
asit gOsterilebilir (12, 14-16). Isirgan otunun igeriginde
bulunan ve organizmada énemli derecede biyolojik rolu
olan selenyum, semimetalik bir elementtir. E vitamini ile
birlikte sinerjetik etki géstermekte ve coklu doymamis
yag asitlerinin  peroksidasyonunu onunla birlikte
onlemektedir (2, 12, 17, 18). Isirgan otu yapraginin CCly
kaynakli  karaciger hasarini 6nlemekte etkili bir
antioksidan oldugu gosterilmistir (19).

Antioksidanlarin diger énemli bir dogal kaynadi da
bitki tohumlaridir (18). Bu nedenle; bu calismada, halk
arasinda siklikla kullanilan ve antioksidan vitamin ve
mineraller acgisindan zengin olan Isirgan otunun,
tohumunun karbon tetrakloriir kaynakli hepatotoksisiteye
ve lipid peroksidasyonuna etkisi arastiriimigtir.

Gereg ve Yontem

Calismamizda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Laboratuvarindan temin edilen 200-220g
agirhiginda erigkin 28 adet Wistar albino turd disi sican
kullanildi. Calisma igin Marmara Universitesi Tip
Fakiltesi Etik Kurulu'ndan onay alindi. Deney siresince,
% 24 ham protein, % 0.88 kalsiyum, ortalama % 0.44
fosfor, % 3.7 ham seliloz, % 5.7 ham kil, % 0.2 tuz ve %
10 nem igerigine sahip 2600 Kg/Cal metabolik enerijili,
16mm c¢apinda pellet tipi bazal yem ile beslendiler. Su
ihtiyaglari, musluk suyu ile glinliik olarak kargilandi.

Bitkisel Materyalin Hazirlanmasi: Afyon ydresinden
toplanmis 1 kg isirgan tohumu toz haline getirildikten
sonra 2 litre etil alkolle (mutlak alkol) 15 dakika ayirma
hunisinde karistinlarak 24 saat beklemeye birakildi.
Daha sonra ayirma hunisinden alinan karisim santrif(j
edilerek slpernatant kismi alindi. Cokelti kismi atildi.
Evaporatérde etil alkol uguruldu ve geri kalan kisim
serum fizyolojik ile sulandirildi (1g/ml). Ekstrenin protein
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icerigi Bradford yontemine  (20) goére tayin edildi.
Ekstrenin protein miktari 600+£70 pg/ml olarak belirlendi.

Sicanlara 14 gin suresince her gin 1g/kg ekstre
intraperitonal (i.p.) olarak enjekte edildi.

Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu:

Grup 1: Kontrol grubu (n:7)

Grup 2: CCls uygulanan grup (n:7)

Grup 3: Isirgan otu tohumu ekstresi (n:7)

Grup 4: Isirgan otu tohumu ekstresi + CCl4 (n:7)

Hazirlanan ekstre 3. ve 4. grup siganlara 14 gln
suresince her giin 1g/kg i.p. olarak enjekte edildi. Grup 1
ve grup 2'de yer alan siganlara ise ayni siire boyunca i.p.
olarak serum fizyolojik uygulandi. Sirenin bitiminde, 16-
18 saat slre ile a¢ birakildiktan sonra 2. ve 4. grup
sicanlara tek doz (1ml/kg) karbon tetrakloririin
zeytinyagindaki (Sigma) % 20'lik ¢bzeltisi, 1. ve 3. grup
sicanlara ise ayni hacimde zeytinyadi i.p. olarak 15. glin
uygulandi. Daha sonra kalplerinden alinan kan ornekleri
santrifij edilerek plazmalari ayrild.

Orneklerin ~ Alinmasi  ve  Hazirlanmasi:  CCly
uygulanmasindan iki saat sonra, ketamin ile anesteziye
alinan siganlarin kalplerinden alinan kanlar heparinli
tiplere konuldu; eter verilerek o&ldirdlen siganlarin
karacigerleri hizla ¢ikartildi, temizlendi ve % 0.9'luk
soguk NaCl c¢ozeltisi ile yikandi. Filtre kagidi ile
kurutularak, kullanincaya kadar derin dondurucuda (-
20°C) saklandi. Karacigerin bir kismi histolojik calismalar
icin %10 formaldehit solUsyonu icerisinde saklandi.
Alinan kanlar santrifij edildi, plazmalan ayrildi ve
bekletiimeksizin alanin aminotransferaz  (ALT) ve
aspartat aminotransferaz (AST) enzim aktiviteleri
otoanalizérde (Hitachi 717 Boehringer Mannheim)
olculdi. Karaciger dokulari  kullanilacagi zaman
homojenizatér ile 0.15 Mk KCI ¢ozeltisi iginde
homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi doku
orneklerinde lipid peroksidasyonu (LPO) ve GSH
diizeyleri tayin edildi.

LPO Diizeyleri Tayini: Karaciger doku LPO dlzeyleri
tiyobarbiturik asit testi ile olgildi (21). Plazma LPO
dizeyleri de ayni prensibe dayanan Buege ve Aust 'un
(22) metoduna goére Olguldi. TBA testi, lipid
peroksidasyonunun yikim Urtinlerininden
malondialdehitin  (MDA) TBA ile reaksiyona girmesi
sonucu olugsan pembe renkli kompleksin, 532 nm dalga
boyunda verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak
olcllmesi prensibine dayanir. Karaciger doku ve plazma
LPO dizeyleri sirasiyla nmol MDA/g doku ve nmol
MDA/mI olarak ifade edildi.

GSH Diizeylerinin Tayini: Karaciger doku glutatyon
dizeyleri Ellman'in (23) metoduna gére olcildi. Metot,
sulfidril gruplarinin  5,5-ditiyo-bis-2-nitro benzoik asit
(DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusturdugu renkli Griindn
spektrofotometrik olarak 412 nm'de Olgllmesi amacina
dayanir. Sonuglar pmol GSH/g doku olarak ifade edildi.
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Histolojik  calismalar:  Tum  gruplardan alinan
karaciger doku ornekleri % 10’luk nétral formalin
solisyonu ile 18 saat fiske edildi. Ylkselen alkol
serilerinden (%70, %90, %96, %100) gegirilerek suyu
alindi, toluen ile seffaflastinldi, 60 °C’lik etlivdeki
parafinde 1 gece bekletildikten sonra bloklandi. Bu
bloklardan 5um kalinliginda kesitler alinarak, genel
morfolojik degerlendirme yapabilmek icin hematoksilen-
eosin (H-E) boyasi yapildi. Boyali kesitler Olympus BH2
fotomikroskop ile incelenerek fotograflandi.

istatistiksel Analiz: Bu caligmada istatistik analizler
icin SPSS 11 (Statistical Program for Social Sciences)
paket  programi  kullanildi.  Sonuglar  aritmetrik
ortalamazstandart hata seklinde ifade edildi. istatistiksel
analizlerde tek yonli varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak  Tukey-HSD testi ile gruplar arasi
karsilastirmalar yapildi. Anlamlilik derecesi olarak
p<0.05 kabul edildi.

Bulgular

CCl4 uygulanan (grup 2) siganlarinin plazma AST ve
ALT degerleri grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli
artis gOstermistir. Isirgan otu tohumu ekstresi uygulanan
sicanlarin (grup 3) her iki grubunda da AST degerleri
kontrol grubu degerlerine yakindir. Buna karsin sadece
ekstre uygulanan siganlarin plazma ALT dizeyleri
kontrol grubundan daha disik gbzlenmistir. CCls
uygulanan gruba gbre ekstre uygulanan gruplar
kiyaslandiginda grup 3 ve grup 4’lUn plazma ALT ve AST
degerlerinin anlamli olarak dislik oldugu gézlenmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. Gruplarin plazma ALT ve AST duzeyleri
GRUPLAR AST (U/L) ALT (U/L)
155.71+£55.66 54.57+8.52
462.28+229.35*** 92.42+24.54*
172.28+16.78" 27.14+10.57**
251.42+54.36° 26.71+12.82**

Kontrol grubu (1.grup)
CCl,4 grubu (2.grup)
Ekstre grubu (3.grup)
Ekstre+CCl, (4.grup)

Kontrol grubuna gore karsilastirma: *** p<0.001, *p<0.05
CCl, grubuna gére karsilastirma: ® p<0.001, bp<0.05

Karaciger doku lipid peroksidasyon dizeyleri
arastinildiginda, CCls uygulanan grubun karaciger doku
MDA duzeyleri kontrol grubuna goére anlamh olarak
ylksek bulunmustur (p<0.05). Grup 3’Un karaciger doku
MDA duzeyleri kontrol grubuna gére azalmistir (p<0.05).
Ekstre+CCls uygulanan siganlarin karaciger doku MDA
dizeyleri sadece CCls uygulanan gruba gére anlaml
olarak azalmigtir (p<0.001).

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

Isirgan Otu (Urtica dioica L.) Tohumu Ekstresinin...
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Gruplarin GSH duzeyleri; kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda, ekstre verilen (grup 3) sicanlarin
karaciger GSH duzeyleri kontrol grubuna gére % 21’lik
artis gosterirken bu artis istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur. CCl4 ve ekstre+CCl, verilen siganlarin GSH
dlzeyleri kontrol grubuna gére anlamh olarak digik
kalmistir (p<0.001) (Tablo 2).

Tablo 2. Gruplarin karaciger doku GSH ve LPO
diizeyleri ile plazma LPO diizeyleri.

GRUPLAR Karaciger MDA Plazma MDA GSH
(nmol/g doku) (nmol/ml)  (umol/g doku)

Kontrol grubu (1.grup) 336.15+55.57 4.32+0.76 6.51+0.66
414.22+17.71" 7.52¢1.14" 3.50£0.91"
7.9+0.98°
3.9£0.70"

CCl,4 grubu (2.grup)
Ekstre grubu (3.grup)  269.50427.11° 4.6+1.12°
Ekstre+CCl, (4.grup)  361.87+24.98° 6.3+0.73

Kontrol grubuna gore karsilastirma: ***p<0.001, *p<0.05
CCl, grubuna gére karsilastirma: °p<0.001

Gruplarin histolojik bulgulari degerlendiginde; kontrol
grubu ve ekstre grubu karaciger kesitlerinde normal
karaciger parankima yapisi izlenmistir (Sekil 1 ve 2).
CCls grubuna ait karaciger dokusunda; hepatosit
sitoplazmasinda ileri derecede vakuollesme beraber-
liginde belirgin harabiyet gorilmustir. Geniglemis olan
sinlizoid duvarinda Kupffer hcrelerinde irilesme ve
sisme izlenmektedir (Sekil 3). Vazokonjesyon ve portal
alanlarda belirgin olan Idkosit infiltrasyonu bu grupta
karaciger parenkimal harabiyetini yansitan diger bulgular
arasindadir. Tedavi grubuna ait karaciger kesitlerinde
hepatositlerde hafif derecede vakuoler dejenerasyon
harabiyet izlenmistir. Sinuzoidlerdeki genisleme ve
vazokonjesyonun olduk¢a az oldugu bu grupta I6kosit
infiltrasyonu minimal seviyede olup, karaciger hasarinin
genel olarak azaldig1 gorulmustur (Sekil 4).

Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun
gorinimi. Normal KC morfolojisi  izlenmekteX100.
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Sekil 3. CCl4 uygulanan gruba ait karaciger kesitlerinde,

hepatositlerde ileri derecede dejenerasyon (—),

genislemis sinuzoid duvarinda iri Kupffer hicreleri ve
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Sekil 4. CCly; ve ekstre grubuna ait bir Kkesit.
Hepatositlerde hafif derecede vakuoler dejenerasyon
(—), sinuzoidlerde hafif derecede vazokonjesyon (*)
izlenmekte X200.

170

Isirgan Otu (Urtica dioica L.) Tohumu Ekstresinin...

F.0. Sag. Bil. Tip Derg.

Tartigsma

Calismamizda karaciger hasari olusturmak igcin CCly
kullanildi.  CCls deneysel olarak karaciger hasari
olusturulmasinda  yaygin  olarak  kullanilan  bir
ksenobiyotiktir. CCls metabolize edilirken éncelikle stabil
olmayan baslangi¢ metaboliti triklorometil (CCl3) ve daha
sonra sekonder olarak konjuge dien, lipid hidroperoksit
ve malondialdehit gibi radikaller olusur. Olusan bu
serbest radikaller hiicre membranlarindaki fosfolipidlerde
bulunan yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olarak
hiicre harabiyetine yol acarlar (24). Calismamizda CCly
uyguladigimiz si¢anlarin karaciger hucrelerindeki hasari
belirlemek amaciyla plazma ALT ve AST enzim diizeyleri
incelendi. ALT ve AST enzim dizeyleri hepatosit
nekrozunun  hassas testleridir. Hasar  gormis
hepatositten seruma salinirlar ve vyilksek dizeyleri
hepatoselliler hasari gdsterir (19). CCls grubunda yer
alan siganlarin plazma ALT ve AST dizeyleri kontrol
grubuna goére vyiksek bulundu. Bu sonug, diger
arastirmacilarin sonugclari ile paralellik gdstermektedir
(19, 25, 26). Ayrica CCls uygulanan gruptaki sicanlarda
karaciger hasari histolojik bulgularla da desteklendi. CCly4
kaynakli karaciger hasarinda meydana gelen oksidatif
stres artisi 6nemlidir ve karaciger fibrozu ve siroz
gelisimine katkida bulunabilir (27). CCls uygulanmasina
bagll olarak karaciger lipid peroksit duzeylerinde
g6zlemledigimiz artislar, karbon tetrakloririin
karacigerde lipid peroksidasyonuna neden oldugunu
dogrulayan arastirma sonuglari ile de uygunluk
gOstermektedir (19). Bunun yani sira, yine plazma lipid
peroksit diizeylerinde goérilen artis, karaciger harabiyeti
sonucu olugsan lipid peroksidasyonunun plazmaya
yansidigini gostermektedir ki bu bulgularimiz bu konuda
yapilan dider calismalari desteklemektedir (28, 29).

Calismamizda, isirgan tohumu ekstresinin karbon
tetraklorir uygulanmasindan énce 14 gin enjeksiyonu,
sicanlarda karaciger hasari nedeniyle yikselen plazma
ALT ve AST enzim aktivitelerinde azalma saglamigtir.
Hicre igi antioksidan kapasitedeki degisiklikleri
g6zlemlemek amaciyla karaciger doku GSH diizeyleri de
arastinildi. Ekstre uygulanmasi GSH dlzeylerinde CCl4
grubuna goére anlaml bir degisiklige neden olmamistir.
Buna Kkarsilik hazirlamig oldugumuz 1sirgan tohumu
etanol ekstresi CCls uygulanmasina bagh olarak artan
karaciger lipid  peroksidasyonunu azaltici  etki
gOstermistir.  Bu nedenle tek basina  ekstre
uygulandiginda GSH dulzeyinde artis goriilmesine
ragmen ekstre+CCls grubunda GSH dlzeyinin disik
olmasinin nedeni mevcut GSH'in lipid peroksidasyonuna
karg! kullaniimasi olabilir. Ekstre+CCls grubunun LPO
degerlerinin  CCls grubuna goére disik olmasi
muhtemelen isirgan otunun antioksidan etkisiyle oksidatif
stresi azaltmasinin bir sonucudur. Calismamizda elde
ettigimiz bulgular daha 6nce yapilan ve CCls hasarinda
Isirgan otu yapraginin etkisini inceleyen galisma ile de
uyumludur. Iki ay siire ile yemlerine isirgan otu yapragi
karistirilarak beslenen ve CCls uygulanan siganlarin
karaciger ve plazma lipid peroksit duzeylerinin 1sirgan
otu yediriimeyen CCl; grubuna gore disuk oldudu
gOsterilmigtir (19). Bir dider g¢alismada Urtica dioica
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yapraklarindan elde edilen ekstrenin iskemi-reperflizyon
hasarini  onleyici etki g0sterdigi ve bu etkisinin
icerigindeki antioksidan molekillerden kaynaklandigi
bildirilmistir (30). Meme kanseri olusturulmus ratlarda da
iIsirgan otunun total antioksidan kapasiteyi artirarak
koruyucu etki gosterdigi gozlenmistir (31). Bu in vivo
calismalar yaninda in vitro galismalarla da isirgan otunun
antioksidan etkisi oldugu gosterilmistir. Matsingou ve ark.
(32) fosfolipidlerin ve linoleik asidin demir katalizli
oksidasyonunun isirgan otu ile engellenebilecegini
g6zlemlerken, bir bagka in vitro galismada ise isirgan
otunun su ekstresinin linoleik asit peroksidasyonunu
doza bagiml olarak inhibe ettigi gésterilmistir (33).

Calismamizda Ekstre+CCls grubunun plazma LPO
diizeylerinde de CCls grubuna gore bir miktar azalma
olmasina karsin bu bulgular istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bu durum ekstrenin lipid peroksidasyonunu
onleyici  etkisinin plazmaya ge¢ yansimasindan
kaynaklanmis olabilir.

CCl4 uygulanmasi sonucu olusan karaciger hasarinin
histolojik incelenmesinde gorilen hepatositlerdeki ileri
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