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Oz

Cay olarak tiiketilen en yaygin bitkilerden biri olan ithlamur (Tilia platyphyllos Scop) bitki ¢icek dzellikle soguk
kis aylarinda yogun sekilde tiiketilmektedir. Halk arasinda, giiglii sakinlestirici etkisinin oldugu, iltthaplanmayi
azalttig1, tansiyonun disiiriilmesine destek oldugu, bagisiklik sistemini gii¢clendirdigi kabul edilmektedir.

Fakat thlamur ¢ayinin kullanim siiresi, siklig1 ve dozuna bagli olarak canlilar iizerinde nasil bir etkiye sahip
oldugunu gosteren arastirmalar smirlidir. Bu ¢alismada, si¢anlar her grupta alti1 adet si¢an bulunan doért gruba
ayrildi. Grup 1 [(kontrol grubu) (sadece musluk suyu)], grup 2 [(%20 EtOH) (musluk suyu+%20 etil alkol
karisimi)], grup 3 [(LF) (musluk suyut+ %2 thlamur ¢igek inflizyon karisimi)], grup 4 [( EtOH +LF) (etil alkol+
%2 thlamur ¢ige k infiizyonu)] . Giinliik hazirlanan igme sular1 ve karisimlar: 50 giin siireyle siganlara verildi. Bu
calismada, EtOH'un immiinotoksik etkilerine karsi LF inflizyonunun iyilestirici etkilerini ortaya koymak igin
sicanlarda immiin sistem biyobelirteclerinden adenozin deaminaz (ADA) ve miyeloperoksidaz (MPO)
aktiviteleri lizerine olasi etkilerinin ol¢iilmesi amaclanmistir. Sonug olarak, analiz dokularnda ADA ve MPO
aktivitesinin kontrol gruplarina gére dnemli dlciide arttigr belirlendi (p<0.05).

Anahtar kelimeler: ADA, Ihlamur, MPO, Sigan, Tilia platyphyllos

Investigation of the Effects of Linden (Tilia platyphyllos Scop)
Infusion on Immune System in Rats

Abstract

One of the most common plants consumed as tea, the linden (Tilia platyphyllos Scop) plant flowers are
consumed extensively during the cold winter months. It is considered that it has a strong sedative effect, reduces
inflammation, supports tension reduction, and strengthens the immune system. However, there are limited
studies showing how linden tea has an effect on living beings due to the duration, frequency and dose of lime
tea. In this study, rats were divided into four groups of six rats in each group. Group 1 [(control group) (only tap
water was given)], group 2 [(20% EtOH) (mixed water + 20% ethyl alcohol mixture)], group 3 [(LF) (tap water
+ 2% linden flower infusion mixture was given)] , group 4 [(EtOH + LF) (ethyl alcohol + 2% linden flower
infusion)]. Daily prepared drinking water and mixtures were given to rats for 50 days. The aim of this study was
to determine the possible effects of adenosine deaminase (ADA) and myeloperoxidase (MPO) activities on
immune system biomarkers in rats to demonstrate the therapeutic effects of LF infusion against the immunotoxic
effects of EtOH. As a result, ADA and MPO activity were significantly increased in the control tissues compared
to the control groups (p <0.05).
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1. Giris

Insanlar binlerce yildir, bitkisel iiriinleri hastaliklarin tedavisinde kullanmuslardir [1]. Tibbin pek
basarili olmadig1r bir kisim kronik hastaliklarin tedavisinde de umut verici bir yontem olarak
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goriilmiistir [2]. Ancak bitkiler ikincil toksik olabilecek metabolitler {ireterek savunma
mekanizmalarini olustururlar [3]. Tedavi amacgh bitki {irinlerinin giderek daha fazla kullanim siiresi,
siklig1 ve dozuna bagli neden olabilecegi yan etkiler konusunda siipheleri de beraberinde getirmektedir
[4-5]. Bitkisel trtinlerdeki aktif bilesenlerden 6zellikle, alkaloitler, flavonoidler, terpenoidler ve
saponinler gibi fitokimyasallar, memelilerde bir kisim toksik etkilerin gelisiminde rol oynar.
Alkaloitler, norotransmiter sistemlerinin agonisti veya antagonisti olarak davranir ve bu durumun
engellenmesine neden olabilir [6]. Benzer sekilde, lipitte ¢6ziinen bazi terpenler, memeli
kolinesterazina karsi inhibe edici o6zellikler gostermistir [7]. Saponinler ise insan eritrositlerinin
hiicresel zarlarmi etkileyerek hemolitik aktiviteye yol acarlar [8].

Tilia cinsi, ¢ogunlukla Avrupa ve Asya'da dagilmis, bir ka¢ cinsi de Kuzey Amerika'da
bulunan 25-80 tiirden olusur [9]. Halk hekimliginde thlamur ¢igegi sedative etkilerinin disinda
ditiretik, mide agris1 ve spazmlar, gastroenterit, enterokolit, hepatik ve nefritik kolikleri tedavi etmek
icin yaygin sekilde kullanilmaktadir [10-11]. Thlamur ¢igegi %3-10 polisakkarit olan musilaj, taninler
(gliglii antioksidanlar) diger fenolik bilesikler, basta basta kuersetin , kemferol glikozitleri ve fenolik
asitler (kafeik, p-kumaratik ve izokuersetin) olmak iizere flavonoidlerdir [12]. Dogal olarak bulunan
bu bilesiklerin birgogu sahip olduklar1 antioksidatif etkileri ile hiicresel bilesenleri oksidatif hasardan
korumak ve hastaliklar1 6nlemek oldugu bilinmektedir [13-14].

Buna ilaveten ¢ok sayida dogal bilesikler giiniimiizde fizyolojik fonksiyonlar ve
biyotransformasyon reaksiyonlarda detoksifikasyon isleminde modulator bir rolii oldugu kabul
edilmektedir [15]. Ancak halk hekimleri ve bazi saglik uzmanlari bitkisel ilaglarin "dogal"
olduklarindan nispeten giivenli olduguna inanmalarina ragmen, bu varsayimi destekleyecek ¢ok az
veri vardir. Tibbi amagla kullamilan bitkilerin ayn1 zamanda ilaglar gibi davranabildigi, olusan
kimyasal maddelerinde insanlarda biyolojik bir faaliyete sahip oldugu ileri siriilmistiir [16-17].
Gilinliimiizde insanlarin hem besin maddesi olarak hem de tedavi amagl bitkisel dogal tiriinlere karsi
artan yogun ilgi ve kullanimlar1 s6z konusudur. Yapilan literatiir arastirmalarinda LF igecek
ekstraktinin subkronik uygulanmasinin siganlarin immiin sistemi lizerine olan etkilerini ortaya koyan
herhangi bir c¢alismaya rastlanllmamustir. Diinyada alkol tiiketilmesi gittikge artmaktadir. Canh
tizerindeki toksik etkileri, karacigerde yaglanmaya ve harabiyete sebep oldugu bilimsel galigmalarla
kanitlanmustr.

Bu calismada, ithlamur ¢icegi inflizyonunun etanoliin immiinotoksik etkilerine kars: iyilestirici
etkilerini ortaya koyulmasi i¢in si¢anlarda immiin sistemin biyobelirteclerden adenozin deaminaz ve
miyeloperoksidaz aktiviteleri tizerine olast etkilerinin dl¢iilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Deney hayvanlar

Bu calismada 4-5 aylik 200-250 gr agirhiginda erkek Sprague Dawley cinsi sicanlar Yiiziinct Yil
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi' nden (YUDETAM, Van, Tiirkiye)
temin edildi. Si¢anlar, yaklasik 12/12 saat aydinlik/karanlik peryodunda 21+1°C sicakliktaki ortamda
tutuldu. Deney siiresince musluk suyu ve standart pelet yem verildi.

2.2. Bitki materyah

Bu calismada, fitoterapide kullanilan thlamur ¢igegi, Cankiri/Tiirkiye'deki yerel bir pazardan satin
alinmistir. Bilimsel teshisi Van Yiiziincii Y1l Universitesi Biyoloji Béliimiinde (Dr. Fazli OZTURK)
yapilmustir. Secilen bitki farkli hastaliklarin tedavisi i¢in pratikte kullanilmaktadir. Giinliik
kullaniminda tibbi regeteye tabii degildir. Bitkisel infiizyon olarakda kullanilabilmektedir. Bitki 6rnegi
(N0.164099) Van Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’nda (VANF) korunmustur.

2.3. Deneysel tasarim
Sicanlar, her biri alt1 sican igeren dort gruba rastgele ayrildi. I. Grup (Kontrol): Siganlar musluk suyu

icirildi ve ad libitum olarak standart pelet diyeti ile beslendi. 1I. Grup (EtOH): Siganlarin igme sularina
%20 etanol ilave edilerek ad libitum olarak standart pelet diyeti ile beslendi. 1ll. Grup (LF) %2
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thlamur ¢igegi ekstresi si¢anlarin igme sularina ilave edildi ve agiz yoluyla ad libitum olarak standart
pellet diyeti ile beslendi. 1V. Grup (EtOH+LF) sicanlarin igme sularma %2 thlamur ¢igegi ekstresi ve
% 20 EtOH ilave edildi. Agiz yoluyla adlibitum olarak standart pelet diyeti ile beslendi.

2.4. Doku siipernatantlarin hazirlanmasi

Deneysel uygulamanin sonunda siganlar ketaminle (4mg/100g w/v) intraperitonal yolla anestezi edildi.
Dokular daha sonra fizyolojik su ile yikandi. Karaciger, dalak, bobrek, beyin ve kalp dokusu (100 mg)
5 dakika 50 mM buzda sogutulmus fosfat [(KH2PO4 (1:5 w/v)] tamponda (pH 7.4) homojenize edildi.
Homojenatlar 9000 rpm'de 25 dakika boyunca 4°C santrifiij edildi (Hettich Universal 320R).
Stipernatantlar sonra analizlerde kullamlmak igin eppendorf tiiplere alind1 ve -80 °C derecede derin
dondurucuda muhafaza altina alindi [18-19].

2.5. Biyokimyasal él¢iimler
2.5.1. ADA aktivite ol¢iimii

ADA aktivite tayini Giusti’ye gore yapildi.Bu metoda gore ADA, adenozinden inozin (deoksiinozin)
olusumunu katalizlemektedir. Bu sirada agiga ¢ikan amonyak, sodyum hipoklorit ve fenol/nitroprussid
ile birlikte alkali ¢dzeltide koyu mavi indofenol olusturur. Olusan koyu mavi indofenol 630 nm’de
kolormetrik olarak olgtldii [20].

2.5.2. MPO aktivite 6l¢iimii

MPO, Bradley ve arkadaslar1 tarafindan tarif edilen metoda goére yapildi. Bu metod MPO tarafindan
oksitlenen H;O2’nin, O-dianisidine rediiklenmesi sonucunda olusan T{riiniin 460 nm’de
absorbanslarinin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir [21].

2.6. Istatistiki Analiz

Istatistiksel ~Analizler SPSS (Windows SPSS, Siiriim 23.0) paket programi kullanilarak
gerceklestirildi. Tiim veriler, ortalama + standart hata (SEM) olarak sunuldu. Deney gruplarmnin
ortalamalar: arasindaki farklar1 belirlemek i¢in anlamlilik diizeyini p<0,05 olarak kabul eden One-way
analysis of variance (ANOVA) istatistiksel test ve Tukey post-test kullanildi.

3. Bulgular ve Tartisma

Calisma materyalinin 50 giinlik uygulanmasinin sonucunda, LF inflizyonunun EtOH kaynakli
oksidatif strese karsi immiinsistem tizerine olan etkisi, imminolojik biyomarker enzimlerden ADA ve
MPO enzim aktiviteleri karaciger, dalak, kalp, bobrek ve beyin dokularinda 6lgiilerek degerlendirildi
(Tablo-1). Elde edilen sonuglar gore karaciger ADA enzim aktivitesi kontrol grubu ve EtOH grubu ile
karsilagtirildiginda EtOH+LF grubunda anlamli bir artis belirlendi, LF grubunda ise kontrol grubuna
gore artarken EtOH grubuna gore ise aktivitede anlamli bir azalma gézlendi (p<0,05). Dalak ADA
enzim aktivitesi kontrol ve EtOH grubuna gore karsilastirildiginda, EtOH+LF ve LF grubunda anlaml
bir sekilde arttig1 tespit edildi (p<0,05). EtOH+LF uygulanan gruptaki kalp ADA aktivitesinin kontrol
ve EtOH grubuna gére anlaml bir arttigi belirlendi (p<0,05). LF grubunda ise ADA aktivitesi kontrol
grubuna gore anlaml bir artis gosterdi (p<0,05). Bobrek ADA aktivitesinin kontrol ve EtOH grubuna
gore EtOH+LF ve LF uygulanan grupta artisi anlamli bulundu (p<0,05). Beyin ADA aktivitesi
EtOH+LF uygulanan gruplarinda kontrol ve EtOH gruplarmna gore artigt anlamli bulundu (p<0,05). LF
uygulanan grupta ise ADA enzim aktivitesi kontrol grubuna gore artarken EtOH+LF uygulanan gruba
gore ise azald1 (p<0,05).

Karaciger MPO enzim aktivitesindeki artisi EtOH+LF ve LF uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli bulundu, anacak LF uygulanan grupta aktivite EtOH grubuna gére anlamli bir
azalis gosterdi (p<0,05). Dalak MPO enzim aktivitesinin tiim uygulama gruplarinda kontrol grubuna
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gore anlamli arttigi belirlenirken, EtOH+LF grubunda ise artis EtOH grubuna gére anlamli bulundu
(p<0,05). Kalp EtOH+LF grubu MPO enzim aktivite artisi kontrol grubuna gore anlamli
bulunmazken(p>0,05), LF grubunda aktivite artis1 kontrol ve EtOH grubuna gore anlamli bulundu
(p<0,05). EtOH+LF grubu bobrek MPO enzim aktivitesi artig1 kontrol grubuna goére, LF grubu MPO
enzim aktivite artis1 ise hem LF hemde EtOH grubuna gore anlamli bulundu (p<0,05). Beyin MPO
enzim aktivitesinde meydana gelen artig tiim uygulama gruplarinda kontrol grubuna goére anlamh
bulundu (p<0,05).

Tablo 1. Siganlarda EtOH’{in olast immiinotoksik etkisine karst thlamur ¢igegi (Tilia platyphyllos) infiizyonunun

iyilestirici etkileri
Dokular Parametreler Kontrol EtOH EtOH +LF LF
Karaciger ADA (U/g)  10.56+0.61 16.16 £0.10 17.68 + 0,842 12.58 + 0.11®
MPO (U/g) 168.78 £2.20 256.34 £ 5.807 274.11 +2.08% 181.21 + 4.76%
Dalak ADA (Ulg)  15.38+0.06 21.25+0.06 24.04+ 0.04% 23.77 +0.07%
MPO (U/g)  1549.49+ 28.00 3310.49 + 66.442 3634.51 + 68.04% 3160.74 + 57.722
Kalp ADA (Ulg)  7.61+0.08 8.66 + 0.06 9.54+ 0.07% 8.66 + (.14
MPO (U/g)  565.99 +18.32 1001.69 + 15.372 689.34+ 13.83? 929.44 + 18.33%
Béobrek ADA (U/g) 12.86 £ 0.07 15.35+ 0,162 28.17 £ 0.09% 16.22 £0.10%®
MPO (U/lg)  327.91+15.21 619.16 + 13.22° 613.77 £ 20.76* 917.95 £ 21.49%
Beyin ADA (U/g) 4.43+0.03 6.41+ 0,042 7.68 = 0.06% 4.76 + 0.04%
MPO (Ulg)  117.59+10.82 24450 + 13.452 280.88 + 12.412 247.04 £22.57°

Degerler ortalama ve standart hata olarak ifade etmektedir
@K ontrol grubu ile EtOH, EtOH+LF, LF gruplar arasindaki fark anlamlidir (p < 0.05).
EtOH grubu ile EtOH+LF, LF gruplar arasindaki fark anlamhdir (p < 0.05).

Sigara ve alkol kullaniminin da artmasi 6zellikle kullanicilarda serbest radikallerin olusum
hizinin artmasina ve bununla birlikte antioksidan savunma sisteminin yetersizligi neticesinde ¢esitli
kronik hastaliklar meydana gelmektedir. Diyabet, kalp hastaliklari, hipertansiyon, sedef, romatoid
artrit, kas, deri, goz hastaliklari, kanser ve yaslilik gibi bircok hastalikta serbest radikal ve lipit
peroksidasyon tirtinlerinin artmasi sonucunda antioksidan savunma mekanizmalarmin yetersiz kaldig
gozlenmistir. Ancak bu hastaliklarin patogenezisinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) artisi hastaligin
sebebi mi yoksa bir sonucu mu oldugu kesin olarak bilinmemektedir. Bilinen odur ki; bu tiir hastalarin
dokularinda yogun bir sekilde oksijenin mevcudiyetidir [22-23]. Deneysel ¢aligmalar da, serbest
radikaller, lipid peroksidasyonu ve peroksidasyon firtinleri ile kanser gelisimi arasinda pozitif bir
iligkinin s6z konusu oldugu ortaya konulmustur. Bir¢ok kimyasal maddenin hiicrede oksidatif stresi
artirarak, kansere sebep oldugu bildirilmektedir. Bu maddeler SOD, GSH-Px ve katalaz aktiviteleri
dahil hiicrenin antioksidan savunmasinda ani ve siirekli bir azalmaya neden olmaktadir. Keza, fiziksel
ajanlardan radyasyonun da serbest radikal ve lipid peroksidasyon iiretimini artirarak kansere sebep
oldugu gosterilmistir. Serbest radikaller, kanserin baglangig, ilerleme ve gelisme donemlerinde etkili
olmakla beraber bu etki ilerleme doneminde daha belirgin, diger donemlerde ise nispeten azdir.
Serbest radikallerin etkisi sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde aktivasyonda
artiga sebep olur [24].

ADA, insan viicudunun bagisiklik sisteminin normal c¢alismasi i¢in gereklidir. ADA piirin
katabolize enzimlerin yiiksek aktivitesi olan mekanizmanin ilk enzimi olarak kabul edildigi gibi organ
ve hiicrelerde adenozin konsantrasyonlarmi kontroliinde anahtar bir enzim olarak da bilinir [25].
Dokularda anormal enzim seviyelerinin varligi, klinik uygulamada doku hasarinin ve hangi organin
etkilendigini gostermek icin iyi bir indikator olarak kabul edilir. ADA, adenozin'nin (Ado) yikimindan
sorumlu enzim oldugundan, aktivitesinin inhibisyonu, stres kosullar1 altinda dokularda Ado
birikimesinin bir sonucu olarak kabul edilir. EtOH maruziyeti ile iligkili mitokondriyel membran
disfonksiyonu ATP metabolizmasini azaltir ve ADA'nin alt birimleri olan adenozin ve inozin gibi
piirin yikimi {riinlerinin artigina neden olur. ADA, hiicrelerde toksik adenozin ve deoksiadenozine
parcalayarak birikir. Bir enzimin sitotoksik etkileri, enzim eksikliginden veya enzim substratinin
birikmesinden kaynaklanir. Mevcut ¢alismada, kontrol grubuna gére EtOH ile LF+EtOH ve EtOH
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grubuna gore de LF+EtOH grubu karsilastirilidginda siganlari karaciger ve dalak dokusunda énemli
derecede artmis ADA aktivitesinin kesin sebebi anlagiimamakla beraber asir1 substrat artis1 olan Ado
tiretiminden kaynaklanmis olabilir [26-27]. EtOH grubu LF grubuyla karsilastirildiginda ise karaciger
ADA aktivitesinde 6nemli derecede diisiis gézlenmesi LF ekstraktinin antioksidan etkisi ile iligkili bu
enzimin aktivitesinde nisbeten etkili oldugunu gostermistir. Buna gére immiin sistem fonksiyonlari ile
ilgili olan ADA enzim aktivitesinin azalmas: bu sistemi olumsuz yonden etkilemektedir. ADA’in
bagisiklik sistem fonksiyonlariyla iligkili oldugu ve immunitenin arttigi durumlarda aktivitesinin
arttig1, azaldig1 durumlarda ise ADA aktivitesinin azaldigini bildirmistir [28].

Myeloperoksidaz (MPO), agresif oksidanlar {iretebilen 6nemli bir nétrofil enzimidir. Yapilan
caligmalar; karaciger MPO seviyesinin artmasinin karaciger hasartyla yakindan iligkili oldugunu rapor
edilmistir [29-30]. Calismamizda da artan MPO aktivitesi, karaciger, dalak, kalp, bébrek ve beyin
dokularinda EtOH toksitesinin etkisi sonucu ROT iiretiminin artigina bagli gelisen hasarlarla iligkili
oldugu sdylenebilir.

4. Sonuc ve Oneriler

Bu calismada, elde edilen biyokimyasal verilerin dogrultusunda etanoliin sigan karacigerlerinde ve
immiin sisteminde meydana getirmis oldugu tahribata bagl olarak karaciger harabiyet gostergesi olan
MPO ve immiin sistem biyobelirteci olan ADA enzimlerinin seviyelerinin arttigi gézlenmistir. Bu
enzim aktivitelerinde artis, etanol kaynakli serbest radikal iiretiminin artmasi ile iligkili olabilir. Diger
yandan, ithlamur ¢i¢egi inflizyonu karaciger ve immiin sistem harabiyet gostergesi olan enzimlerini
kontrollere yakin degere cektigi goriilmiistiir. Yine, etanoliin neden oldugu oksidatif stres sonucu
cesitli dokularda dalgalanan biyobelirteclerin etanol grubuna gore iyilestirme sagladigi tespit
edilmistir. Yapilan bir arastirmada, thlamurun kuersetin ve kempferol igeren bir bitki oldugu
yapraklarinda yiiksek miktarda fenolik madde icerdigi rapor edilmistir [31-32]. Bu ¢alismamn, farkli
dokular tizerinde etkilerinin gosterildigi thlamur infiizyonunun deney hayvanlari tizerinde yapilacak in
Vivo ¢aligsmalara 11k tutacagi kanaatindeyiz.
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