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Ozet

Amacg: Ardig yagi, Juniperus Communis Lynn
(JCL)’den elde edilen dogal bir iirlindiir. Halk arasinda
hiperkolesterolemi, diabet gibi hastaliklarda bitkisel
tedavi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiir
hastaliklarin sikliginin artist ve hastalik siirecinin uzayisi
ileri yaslarda asikardir. Dolayisiyla bu yaslarda ardig
yagi kullanimi1 ve dozu artmaktadir. Biz ¢alismamizda
kolesterol diisiiriicii amacla 30 giin kullanilan ardig
yaginin karaciger oksidatif ve antioksidatif sistemine
etkilerini aragtirmay1 amacladik.

Gerec-Yontem: 35 eriskin, erkek, Wistar albino si¢anlar,
kontrol (GI), kolesterol (GII), 50 mg/kg JCL + kolesterol
(GIII), 100 mg/kg JCL + kolesterol (GIV) ve 200 mg/kg
JCL + kolesterol verilen grup (GIV) olmak iizere 5 gruba
ayrilmigtir. Otuz giinliik uygulama sonunda sicanlar
anestezi altinda sakrifiye edilerek karaciger dokular
alimmustir. Karaciger dokusunda malondialdehid (MDA),
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri saptanmustir.

Sonuclar: Kolesterol alan tiim gruplarda MDA diizeyi
anlamli diizeyde yiikselmistir. JCL verilmesi Ozellikle
200 mg/kg ile MDA diizeyini diiglirememis hatta GII'ye
gore dahi anlamli diizeyde yiikseltmigtir. SOD ve KAT
aktiviteleri de 200mg/kg JCL yag1 alan grupta anlamli
diizeyde azalmigtir (P< 0.01).

Tartisma: JCL yag: karaciger dokusunda 50 mg/kg
doz ile antioksidan, 200 mg/kg doz ile oksidatif stresi
arttirict ozellik gostermektedir. Viicutta JCL kullanilan
doza bagimli olarak dokuya o0zgii farkli sonuglar
yaratabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Juniperus Communis Lynn,
antioksidan etki, karaciger antioksidan enzimleri

Abstract

Objective: Oil of Juniperus Communis Lynn (JCL) which
is extracted from JCL leaves is a natural product. It has
been commonly used for treating hypercholesterolemia,
diabetes as herbal treatment. As these diseases become
more frequent and progress over aging the usage of
JCL oil prolongs and the doses used increase. In the
present study we investigated the effects of JCL oil on
oxidative and anti—oxidative systems in liver tissue of
hypercholesterolemic rats which were administered JCL
oil to lower their cholesterol levels.

Material-Method: Thirty—five, adult male Wistar
albino rats were included and divided into 5 groups. The
control group (GI) was fed with normal pellet chow,
the cholesterol (GII) group was fed with pellet chow
containing 2% of cholesterol, the 3%, 4™ and 5™ groups
were fed with 50, 100, 200mg/kg JCL oil, respectively
in addition to the 2% cholesterol—containing pellet chow.
At the end of 30 days the experiment was ended and liver
tissues were taken. Oxidative (MDA) product and anti—
oxidative (KAT, SOD, GSH-Px) enzymes were detected.

Results: MDA levels of the groups that were fed with
cholesterol were significantly increased compared with
control group (p<0.01). The dose of 200mg/kg JCL (GV)
did not lower even increased the MDA levels compared
to GII, CAT and SOD activities in GV were significantly
decreased compared to GI (p<0.01).

Discussion: JCL oil provides antioxidant effect with the
dose 50mg/kg but this effect did not prolong with higher
doses in fact with the dose 200 mg/kg oxidative stress
was increased. In conclusion it can be said that JCL oil
may lead to different effects in a tissue—specific and dose—
dependent manner.

Keywords: Juniperus Communis Lynn, antioxidative
effect, antioxidant enzymes in liver
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GIRIS

Ardi¢ yagi, Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da yetisen
ve her mevsim yesil bir bitki olan Juniperus communis
Lynn (JCL)’den hidrodistilasyon yoluyla elde edilir.
Kimyasal olarak yapisinda flavonoidleri, biflavonoidleri
ve aromatize alkol gruplari icermesinden dolayi,
parfiimlerde ve lezzetlendirici olarak bazi gidalarda ardig
meyvesi yaygin bir sekilde kullamilmaktadir (1). JCL
meyvesi ve yag1 bitkisel tedavi amaciyla cok uzun yillardir
kullanilmaktadir (2). Serum glukoz ve fruktozaminini
diigiiriici  antidiabetik etkisi obez olmayan diabetik
farelerde gosterilmigtir (3). J. communis meyvesinin
antidiabetik etkisi Sa'nchez de Medina ve ark. tarafindan
da rapor edilmistir (4). Ayrica J. communis meyveleri
kaynatilarak  bobrek enfeksiyonlarinin  tedavisinde
kullanilmugtir. (5, 6). Diger taraftan J. Communis’in ayni
zamanda antifertil aktiviteye sahip oldugu gosterilmis (7)
ve J. Communis iceriinde yiiksek seviyelerde oldugu
tespit edilen isocupressic asitin sifirlarda diisiige neden
oldugu belirtilmistir (8).

Tiirkiye’de de halk arasinda diiiretik, antiseptik, mideyi
koruyucu ve gaz giderici etkilere sahip olduguna
inanilarak tedavi amaciyla kullanimi yaygindir (9).
Ulkemizde yine J. Communis meyvesinin analjezik
etkisi de olduguna inanilmakta ve romatizma, gut, anjina,
kardiak ve cilt hastaliklarinda da kullanilmaktadir (10).
Ancak giinde 30gr.n iizerindeki dozlarda bir ay boyunca
alindiginda gastrointestinal sistem ve liiriner sistemde
irritasyona neden oldugu saptanmigtir (11, 12, 13). Baz1
calismalarda JCL yagmda bulunan isoprenoidlerin bu
ozelliklerinin yaninda hipolidemik etkileri oldugu rapor
edilmistir (14). Akdogan ve ark. JCL yaginin 6zellikle 200
mg/kg doz ile total kolesterolii diisiiriicii etkisini ortaya
koymustur (15). JCL meyvesi ve yagmn literatiirde
bulunan kullanim alanlar1 olduk¢a genistir ve goriildiigii
gibi bazi durumlarda olumlu etkilerine rastlanirken bazi
durumlarda da olumsuz sonuglarina rastlanabilmektedir.

Oksidan ve antioksidan sistem viicutta tam bir denge
icerisindedir (16). Hergiin ekzojen (UV, radyasyon)
ya da endojen kaynaklar (Sitokrom P450, NADPH
oksidaz...) aracihigiyla oncelikle O, kaynakli reaktif
tirtinler olugmaktadir. Bu {irlinler viicudun antioksidan
defans mekanizmalar1 SOD, katalaz, GSH-Px, glutatyon
(GSH) tarafindan zararsizlagtirilmaktadir (17). Oksidatif
stres yaslanma ve bazi sistemik ve norodejeneratif
hastaligin etyolojisinde rol oynayan faktorlerdendir (16,
18). Endojen antioksidan savunma mekanizmalarimiza ek
olarak ekzojen olarak alinmasi gereken ve etkinligi bilinen
vitamin E ve C, bitkisel flavonoidler de antioksidanlar
olarak bilinirler (17). Ancak insanlar dengeyi antioksidan
yonde destekleyecek hatta daha etkin olacak dogal
iirlinlerin arayisindadir ve bu amagla pek ¢ok bitkisel ¢ay,
yag kullanilmaktadir (19). Ardi¢ yagnin yapragindan
hazirlanan cesitli ekstraktlarin antioksidan etkisi oldugu
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cesitli calismalarla ortaya konmustur (20-24) ve ardig
yaginin insan organizmasinda da antioksidan etkileri olup
olmayacagi bu nokta 6nem tagimaktadir. Biz bu ¢alismada
kolesterol diigiiriicii amagcla kullanilan farkli dozlardaki
JCL yagmin ilk metabolizma duragi olan karaciger
dokusu iizerinde antioksidan enzimler iizerine etkilerini
arastirtlmay1 amacladik.

2. GEREC VE YONTEM
2.1. Calisma Grubu

Siileyman Demirel Universitesi, Deney Hayvanlar
Laboratuvari’ndan temin edilen 200-250 g agirhigindaki
35 eriskin, erkek, Wistar albino si¢canlar, kontrol (Grup 1),
kolesterol (Grup 2), 50 mg/kg JCL (Grup 3), 100 mg/kg
JCL (Grup 4) ve 200 mg/kg JCL (Grup 5) olmak {iizere
5 gruba ayrilmigtir. Kontrol grubunda bulunan sicanlar
normal yem ile, kolesterol ve JCL tedavi grubunda
bulunan sicanlar %2 kolesterol iceren yem ile 30 giin
boyunca beslenmiglerdir. JCL yagi (Semasen Baharat—
Arsen, Isparta, Tiirkiye) %0.5’lik sodyum karboksi metil
seluloz (SCMCO) i¢inde ¢oziilmiis ve 3 farkli dozdaki
JCL, ilgili siganlara gavaj yontemiyle verilmistir. Otuz
giintin sonunda % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan
IBV) — % 2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV) anestezisi
altinda sicanlar sakrifiye edilerek karaciger dokulari
alimmugtir. 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile dolu
ependorf tiiplere almarak SDU Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuarma transfer edilmistir. Herbir doku tartilmus,
fosfat tamponu ile 9 kat sulandirilarak homojenize
edilmigtir. Homojenizasyon doku parcalama (Janke
& Kunkel Ultraturrax T-25, Almanya) ve sonikasyon
islemi (UW-2070 Bandeun Electronic, Almanya) ile
tamamlanmigtir. Homojenatlar, 4°C’de, 10000 g’de, 10
dk. santrifiij (Eppendorf 5415-R, Almanya) edilmis ve
stipernatantlarindan Lowry yontemi ile protein tayini
yapilmigtir (25). Siipernatantlar porsiyonlanip, enzim
aktivitelerinin 6l¢timiine kadar —80 °C’de saklanmugtir.

2.2. MDA Diizeyinin Saptanmasi

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan malondialdehid
(MDA) olgtimii icin Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma
yontemi kullanilmistir (26). Metodun prensibi TCA ile
¢Oktiirme isleminden sonra MDA-TBA (Tiobarbitiirik
asit) kompleksinin 532 nm’de (Shimadzu UV-1601,
Almanya) verdigi absorbansin dl¢iilmesi esasina dayanuir.
Sonuglar nmol/gr. Hb olarak verilmistir.

2.3. KAT Aktivitesi Ol¢iimii

KAT aktivitesi Aebi yontemine gore calisilmistir. Y ontem,
hidrojen peroksidin (H,O,) katalaz varlifinda su ve
molekiiler oksijene doniigmesi sirasinda harcanan H,0,’in
absorbansinin 240 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciilmesi prensibine dayanir (27). Karaciger dokusuna ait
KAT aktivite degerleri, U/mg protein olarak verildi.

2.4. GSH-PX Aktivitesi Ol¢iimii
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GSH-Px aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya) marka
otoanalizore aplike, Randox marka ticari kit kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile Olgiilmiistiir. Yontem,
kiimen hidroperoksit varliginda GSH-Px’in glutatyonun
oksidasyonunu katalizlemesi sonucunda okside olan
glutatyonun tekrar rediikte forma doniigmesi i¢in harcanan
NADPH’1n absorbansinin 340 nm’de spektrofotometrik
olarak Olciilmesi prensibine dayanir (28). Karaciger
dokusuna ait GSH-Px aktivite degerleri, U/mg protein
cinsinden ifade edildi.

2.5. SOD Aktivitesi Ol¢iimii

SOD aktivitesi, Olympus AU 2700 (Japonya) marka
otoanalizore aplike, Randox marka ticari kit kullanilarak
spektrofotometrik yontem ile oOlgiilmiigtiir. Yontemin
prensibi, ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyon
sonucunda ksantinden iirik asit ve siiperoksit radikali
olusumuna ve bunu takiben olusan stiperoksit radikalinin
de kirmizi renkli formazon bilesigi olusturmak {izere
INT (2—(4-iodophenyl)-3—(4—nitrophenol)-5  phenil
tetrazolium chloride ile reaksiyona girmesine dayanir.
SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi
ile olciiliir (29). Karaciger dokusuna ait SOD aktivite
degerleri, U/mg protein seklinde ifade edilmistir.

2.6. Istatistiksel Analiz

Tiim gruplara ait MDA diizeyleri ve SOD, KAT ve GSH—
Px enzim aktivitelerinin istatistiksel analizi icin SPSS Ver
17.0 (SPSS Inc., Chicago, Amerika) istatistik programi
kullanilmustir. Tiim gruplar arasindaki ¢oklu karsilagtirma
Kruskal-Wallis testi ile yapilmis ve P< 0.05 kabul edilmis,
anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak icin
ikili kargilagtirmalar Mann Whitney U test ile yapilmis ve
bu kez P< 0.01 anlaml kabul edilmisgtir.

3.SONUCLAR

Hiperkolesterolemik sicanlarda ardi¢ yagina cevaben lipid
peroksidasyonunda ve enzimatik antioksidan kapasitede
meydana gelen degisiklikler 3 farkli dozu ile in vivo
olarak degerlendirilmigstir. Bu amagla MDA diizeyi ve
SOD, KAT ve GSH—Px enzim aktiviteleri, kontrol grubu
(GrupI) ve kolesterol grubu (Grup II) ile karsilagtirilmisgtir.
Elde edilen tiim sonuglar, ortalama + standart sapma (SD)
seklinde Tablo 1°de toplu olarak 6zetlenmistir.

Tablo 1. Tim Gruplarin Karaciger Dokusuna ait
Antioksidan Enzim Aktivite Degerleri

Duygu Kumbul Dogug ve ark.

4. TARTISMA

Kolesterol yiiksekliginin hiicre icerisinde oksidatif
strese neden oldugu ve oksidatif stres parametrelerini
yiikselttigi bildirilmistir (30, 31). Bizim ¢aligmamizda
da kolesterol alan grubun MDA diizeyi kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda anlamli diizeyde yiikselmistir. Bu
diizeyin 50 mg/kg ardi¢ yagt ile bir miktar diistiigli ancak
100 ve 200 mg/kg diizeyinde ardi¢ yag: ile aksine daha
da yiiksek diizeylere ulastigr gozlemlenmistir. 200 mg/
kg dozda ardi¢ yagi MDA diizeyini hem kontrol grubuna
hem de kolesterol kontrol grubuna gore anlamh diizeyde
yiikseltmis yani oksidatif stresi arttiric1 bir ajan gibi
davranmistir. Antioksidan enzimler incelendiginde ise 50
mg/kg doz ile olumlu gelismeler olmus ve antioksidan
enzim aktiviteleri kontrol grubunun diizeyine yiikselmistir.
Ancak 100 mg/kg doz ile baglayan antioksidan enzim
tiketimi 200 mg/kg ardi¢ yagi kullanilan grupta anlamli
diizeyde artmigtir. KAT ve SOD aktiviteleri 200 mg/
kg ardi¢ yagi kullanilan grupta kolesteroliin yarattigi
olumsuz etkiyi ortadan kaldiramamig hatta arttirmaya
devam etmistir. Ardi¢ yagi kolesterol diisiiriicii amag ile
hiperkolesterolemik vakalara uygulandiginda kolesteroliin
yaratti§1 oksidatif stresi 50 mg/kg doz ile antioksidan
enzim aktivitelerinde iyilesme saglayarak kontrol grubu
diizeyine yaklastirmig ancak yiikselen dozlarinda bu etkisi
ortadan kalkmis ve hem oksidatif stres parametreleri
hemde antioksidan enzim aktivitelerinde olumsuz
sonuglarla kargilagiimistir.

Elmastas ve arkadaslar1 JCL meyvesinin extraktlarinin
in vitro antioksidan kapasitesini arastirmis ve viicutta
olusabilecek cok cesitli oksidan iirlinlere karsi antioksidan
aktiviteye sahip olabilecegini ortaya koymusglardir. In
vitro deneylerde JCL mevvesinin extraktinin gii¢lii bir
H* iyonu alicis1 oldugu, metal iyonlarin selatlayabildigi
ve hidrojen peroksid, superoksit radikali ve diger
serbest radikallerin etkin bir temizleyicisi oldugu ortaya
konmustur (22). Ancak bu deney canli bir organizmada
degil in vitro olarak JCL meyvesi ve yapraginin inceleme
sonuglaridir. Bir maddenin in vitro 6zellikleri ile in vivo
etkileri tamamen farkli olabilir. Emami ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir calismada, Juniperus communis.
subsp. hemisphaerica ve Juniperus oblonga. M. B. olmak

Gruplar MDA Diizeyi KAT Aktivitesi GSH-PX Aktivitesi SOD Aktivitesi
(ymol/mg prt) (U/mg prt) (U/mg prt) (U/mg prt)

Grup I (n=7) 0,010£0.001* 1784 ,88+599,7* 3655,56+£741 4 680,67+135,7

Grup II (n=7) 0.018+0.005"* 1127,79+208 0 3305,36+624.5 530,35+139,3

Grup III (n=7) 0,016+0.003° 1625,38+394.9 3424,17+796,2 581,91+158,7

Grup IV (n=7) 0.024+0.004° 1313,09+272,7 3330,49+679,2 514,72+148 4

Grup V (n=7) 0.026+0.005"¥ 1073,67+208,7° 2901,38+855,3 425,71+131,6°

Veriler ortalama+SD olarak verilmigtir. ‘a’ ile isaretlenen veri ‘b’ ile ve ‘x’ ile isaretlenen veri ‘y’ ile kargilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamlidir ve P < 0.01 anlaml1 kabul edilmistir. JCL yag1 uygulanan gruplardan 50 mg/kg dozun uygulandig1 grupta kismi bir
antioksidan etki gozlenmis ancak 200 mg/kg dozun uygulandig1 grupta KAT ve SOD aktiviteleri anlamli diizeyde azalmis ve MDA

diizeyi kontrol ve kolesterol grubuna gore anlaml diizeyde artmustir.
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tizere iki farkli juniperus bitkisinin farkli kisimlarindan
elde ettikleri yag extraktlarinda herhangi bir antioksidan
etki olup olmadig1 incelenmigtir (32). Arastirmacilarin
bulgularina gére her iki juniperus tiirliniin pek¢ok
kisminda antioksidan etki gézlenmesine karsin en giiclii
etkinin, esansiyel yaglar arasinda J. communis. subsp.
hemisphaerica’nin yapraginda oldugu, test edilen ugucu
yaglar arasinda ise J. oblonga’nin meyvesinde oldugu
saptanmustir. Buna paralel olarak yine bagka bir caligmada,
JCL yapragindan elde edilen extraktta SOD, GSH-Px
ve peroksidaz enzim aktiviteleri cesitli yontemlerle
Olciilmiis ve anlamli diizeyde antioksidan bir etki oldugu
gozlenmistir (23).

Bu literatiirler JCL yapragindan elde edilen yagt ve
meyvesinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan etkilerini
ortaya koymaktadir ancak bu deneylerin in vitro sartlarda
gerceklestirilmis olmas1 onemli bir faktordiir ve ayrica
direk bitki igerigi veya extraktinin antioksidan ozellikte
maddeler igeriyor olmasi insan viicudunda da paralel etki
gostermesini saglamayabilir. Ek olarak ardi¢ yagi insan
viicudunda bazi sistemlerde olumlu yonde antioksidan
etkiler yaratirken diger sistemlerde olumsuz etkiler
yaratabilir, tipk1 agr1 kesici olarak alinan bir antiinflamatuar
ilacin mide kanamas1 yapabilmesi gibi. Dolayisiyla dokuya
ozel ve doza bagiml farkl etkilerin olugma ihtimalleri de
verilerdeki celiskilerden sorumlu olabilir.

Karaciger ksenobiotiklerin ilk ve merkezi detoksifikasyon
merkezidir. Sirasiyla hidroksilasyon ve konjugasyon
agamalarindan sonra yabanci maddeler daha cok lriner
yolla viicuttan uzaklastirilirlar. Detoksifikasyonun ilk
agsamasinda Sitokrom P450 enzimi merkezi rol oynar ve
yabanct maddeyi suda ¢oziiniir hale getirir. Sitokrom P450
enzimi kullanim siirecine bagli olarak kamgilanabilir
ozelliktedir ve ihtiyaca gore diizeyi artar (33). Ayrica
Sitokrom P450 en onemli endojen serbest O, radikali
kaynaklarindan biridir (17). Ardi¢ yag1 da viicut icin
bir ksenobiotiktir ve beraberinde viicudun dengelemeye
calistig1 bir kolesterol yiikii ile hipolipidemik amacla 30
giin ve rolatif olarak yiiksek dozda kullanilan ardi¢ yagi
Sitokrom P450 sisteminin indiiklemesine ve almimin
devam etmesiyle Sitokrom P450°nin kamgcilanmasina,
miktarinin artmasina ve dolayisiyla detoksifikasyon
esnasinda oksidatif iriinlerin iiretiminin de artmasina
neden olabilir. Bu mekanizma viicudun fizyolojik
cevabidir ve oksidatif stres parametrelerindeki yiiksekligin
klinik bir yansimasi olmadan tamamen normal bir
fizyolojik cevap olabilir. Diger yandan halk arasinda
ardic yagmin kullanim alanlar1 (diabet, romatizma,
hiperkolesterolemi) gz oniine alindiginda kronik olarak
alimmasi ya da artan dozlarda alinmaya devam edilmesi,
kullanan popiilasyonun yasi ve olasi yandag hastaliklari
da birlikte degerlendirildiginde problem olusturabilir.
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Bizim verilerimiz 30 giin boyunca, hiperkolesterolemik
sicanlarda, 50 mg/kg dozda kullanilan ardi¢ yagmin
oksidatif stresi azaltabildigi ancak doz 200 mg/kg’a
ulagtiginda oksidatif stres artisin azaltamadigr gibi
arttirdig1 yoniindedir. Gozlenen etkiler doz bagimli gibi
gorlinmektedir ve kullanim siiresinin daha da uzamasi
olumsuz sonuclari arttirabilir. Bu nedenledir ki ardig
yaginin deneysel ve klinik ¢aligmalarla tanimlanmig bir
doz ve siire tanim1 yapilmadan ve farkli sistemlere etkileri
bir arada degerlendirilmeden bilingsiz kullaniminin
yaratabilecegi akibetler goz ardi edilmemelidir.
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