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Amag: Oksidatif stres prooksidan ve antioksidan sistemler arasinda oksidasyon lehine bir dengesizlik olarak
tanimlanir ve iskemi / reperfiizyon hasar1 gibi ¢esitli patolojilerden sorumlu tutulmaktadir. Eksojen antioksidanlar
redoks dengesinin geri kazanilmasinda faydalidirlar. Tribulusterrestris L. (demir dikeni) gii¢li antioksidan etki
sergileyen flavonoidler ve saponinler agisindan zengin bir tibbi bitkidir. Bu ¢alisma over, bobrek ve beyinde
reperfiizyon hasarinda Tribulus ekstresinin redoks dengesi tizerine etkilerini arastirmay1 hedeflemistir.

Yontemler: Disi Wistar albino siganlaraTribulus veya fizyolojik salin uygulandi ve hayvanlar 60 dakika stireli over,
bobrek ya da beyin iskemisini takip eden 60 dakika siireli reperfiizyona maruz birakildilar. Bahsedilen dokularda total
antioksidan durum (TOS), total oksidan durum (TAS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlendi.

Bulgular: Tribulus'un over, bobrek ve beyinde yalnizca reperfiizyon hasari olusturulan hayvanlara kiyasla TOS'u
disiirdigi bulundu (sirasiyla, p<0.001, p=0.004 ve p=0.035). Ayn1 zamanda Tribulus uygulamasiyla her ti¢ dokuda
yalnizca reperfiizyon hasari olusturulan hayvanlara kiyasla redoks dengesinin énemli bir gdstergesi olan OSI'de
azalma saglandi (over: p<0.001, bébrek: p=0.007 ve beyin: p=0.002).

Sonug: Bu bulgular Tribulus'un reperfiizyon hasarinin yiiksek oksidatif ortaminda dahi gii¢lii bir antioksidan etki
sergiledigini ortaya koymaktadir. Oksidatif stresin reperfiizyon hasarinin yikici siirecine istiraki disiintildigiinde
Tribulus’un stresi sinirlayici etkisi, redoks dengesinin korunmasina katki sunmak marifetiyle reperfiizyon hasarina
karsi faydali olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Tribulus, demir dikeni, oksidatif stres, iskemi, reperfiizyon.
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Effects of Tribulus Terrestris L. and Post-Ischemia/Reperfusion Redox Balance in Ovaries,
Kidneys, and Brain

Abstract

Objective: Oxidative stress is defined as the imbalance in pro-oxidative and anti-oxidative systems in favor of
oxidation, and it is held responsible for numerous pathologies including ischemia/reperfusion injury. Exogenous anti-
oxidants are of benefit to the restoration of the redox balance. Tribulusterrestris L. (devil’s weed) is a medicinal herb,
rich in flavonoids and saponins that exert strong anti-oxidant actions. The present study was aimed to investigate the
effects of Tribulus extract on the redox balance in ovarian, renal and cerebral reperfusion injury.

Method: Female Wistar albino rats were either received Tribulus or physiological saline and undergone to ovarian,
renal or cerebral ischemia for 60 minutes followed by a 60-minute-long reperfusion. Total anti-oxidant status (TAS),
total oxidant status (TOS) and oxidative stress index (OSI) were estimated in the mentioned tissues.

Results: Tribulus was found to reduce TOS in ovaries, kidneys and brain as compared with the animals in which only
reperfusion injury was generated (respectively, p<0.001, p=0.004 and p=0.035). Meanwhile, a decrease in OS], a
pivotal indicator of the redox balance, was acquired with Tribulus administration in all three tissues compared with
the animals in which only reperfusion injury was generated (ovary: p<0.001, kidney: p=0.007 and brain: p=0.002).

Conclusion: These findings demonstrate that Tribulus possesses a strong anti-oxidant effect even in highly oxidative
environment of reperfusion injury. Since oxidative stress participates in the destructive process in reperfusion injury,
the stress-limiting feature of Tribulus can offer a use against the reperfusion injury through supporting maintenance
of the redox balance.

Keywords: Tribulus, devil’s weed, oxidative stress, ischemia, reperfusion.

GIRIS Antioksidanlar, s6z konusu paradoksal hasara
prooksidanlarin miktarini sinirlayarak karsi
koyarlar ve bodylece doku canliliginin
sturdirilmesine yardimci olurlar4. Antioksidan
fitokimyasallar arasinda flavonoid, tannin ve
katesinlerin ©6nemli yer tuttugu polifenol
ailesinin  yam1  sira  geleneksel  tipta
antihiperlipidemik, antihiperglisemik  ve
antikoagiilan etkilerinden istifade edilen; ancak
gliinimiizde antioksidan aktivitelerinin de
farkina  varilmis olan  saponinler yer
almaktadir>-7.

Oksidatif stres, biyolojik aktivitenin yan
trinleri olan reaktif oksijen ve nitrojen
tirevlerinin antioksidan savunmaya tistiin hale
gelmesi  neticesinde redoks dengesinin
prooksidanlar lehine degismesidir?.
Prooksidanlar fizyolojik sinirlar1 igerisinde
kaldiklari slirece hiicrenin yasamsal
fonksiyonlarini stirdiirmesinde gorev alirlarken
asirt Uretilmeleri halinde membran lipitleri,
proteinler ve genetik materyale zarar vermeye
baslarlar2. iskemi ve takip eden reperfiizyon,
redoks dengesini prooksidanlar yoniinde Tirkiye'nin de aralarinda bulundugu Akdeniz
bozdugu gibi endotelyal aktivasyon araciigiyla iklimi ve subtropik iklime sahip bolgelerde
inflamasyonu da tetiklemektedir3. Dolayisiyla yaygin sekilde yetisen Tribulusterrestris L.
iskemik hasar, oksidatif stresin baglattif;; (demir dikeni) polifenol ve saponin agisindan
ancak  bilhassa reperflizyon safhasinda zengin icerigiyle dikkat cekmektedir8?. Baslica

inflamasyonun dahil oldugu yikici patolojik polifenollerikuersetin, kampferol ve
siirece isaret etmektedir. Iskemik dokuda isorhamnetin iken aktif saponinlerispirostanol
reperfilizyonun saglanmasi sonrasinda, ve  furostanolsaponinlerinden  olusurl0-12,
umulanin aksine, hasarin siddetleniyor olmasi Tribulus; Anadolu, Mezopotamya, Cin ve
“oksijen paradoksu” olarak bilinir4. Hindistan’da  kardiyoprotektif, afrodizyak,
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antiinflamatuar gibi amaglarla  kullanim
bulmaktadir81314, Bilinen en eski (I.0. 200
dolaylar1) Cin farmakopesi olan “ShenNong Ben
CaoJing”deTribulus icin “kotli kani tedavi eder;
sertlikleri, yapisikliklar1 ve birikimleri ¢ozer;
bogaz tikanikligini tedavi eder; kas biiylimesini
tesvik eder” ifadelerine yer verilmistir?s.
Bahsedilen ampirik bilginin en azindan bir
kismi modern bilimsel raporlar tarafindan
desteklenir mahiyettedir. Misalen; Tribulus’un
antioksidan aktivitesi sayesinde deneysel
diyabet komplikasyonlarinda histopatolojik
iyilesmeye yol actig116, icerigindeki saponin’ler
yoluyla antifungall” ve  antibakteriyell8
karakter sergiledigi, antihipertansif etkinlige
sahip oldugu??, salisilik asite {stiin gelen
analjezi sagladig120 ortaya konulmustur.

Mevcut ¢alismada reperfiizyon hasarinda
oksidatif stresin yukarida anilan roli goz
onlinde bulundurularak, antioksidan ozellige
sahip polifenoller ve saponinler agisindan
zengin oldugu bilinen Tribulusterrestris
L.’ninover, bobrek ve beyin dokularinda iskemi
sonrasi reperfiizyonda redoks dengesine etkisi
arastirilmistir.

YONTEMLER

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel
Arastirmalar ~ Uygulama  ve  Arastirma
Merkezi'nde, standart laboratuvar kosullari
altinda (22 - 24°C sicaklik, 55% rolatif nem,
12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisii) tutulan
eriskin, disi Wistar albino sicanlar (N=49, 14-
16 hafta yas, 300-350 g agirlhik) “Kontrol”
grubuyla birlikte hasar bolgesine gore licer alt
gruba béliinen “Iskemi/Reperfiizyon” (I/R) ve
“Tribulus + Iskemi/Reperfiizyon” (Tri.+I/R)
ana gruplarina ayrildi. Buna gore; Kontrol
(n=7) ve I/R ana gruplarindaki (n=21)
hayvanlara 5 glin boyunca oral gavaj yoluyla
serum fizyolojik (1 ml) uygulandi. Kontrol
grubundaki hayvanlara miiteakip giinde 120
dakika siireli yalanci cerrahi (sham surgery)
(horizontal faringotomi ve vertikal laparotomi)
gerceklestirilirken, [/R  ana  grubundaki
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hayvanlar Over (n=7), Bobrek (n=7) ve Beyin
(n=7) olmak tizere lg alt gruba ayrildi. Over alt
grubundaki hayvanlarin bilateral overyan
arterlerine, Bobrek alt grubundaki hayvanlarin
bilateral renal arterlerine ve Beyin alt
grubundaki hayvanlarin bilateral ortak karotid
arterlerine mikrovaskiiler klipsler
yerlestirilerek 60 dakika silireli iskemi
olusturuldu ve ardindan klipsler
uzaklastirilarak 60 dakika stireyle
reperfiizyona miisaade edildi. Tri.+I/R (n=21)
ana grubundaki hayvanlara ise 5 giin boyunca
Tribulus terrestris L. ekstresi (100 mg/kg,
p.0.q.d.) uygulandiktan sonra hayvanlar Over
(n=7), Bobrek (n=7) ve Beyin (n=7) alt
gruplarina ayrildi ve ait olduklar1 gruba uygun
sekilde I/R ana grubu i¢in yukarida ifade edilen
islemlere maruz birakildi. Cerrahi miidahaleler

esnasinda derin anestezi elde etmek icin
intraperitoneal ketamin/ksilazin
kombinasyonu (80/12 mg/kg) kullanildi.

Tribulus ekstresi, ticari Tribestan® 250 mg
film kaph tabletlerin (Sopharma, Bulgaristan)
toz halinde ezilmesi suretiyle elde edildi.
Yalanc1 cerrahi veya reperfiizyon siiresinin
tamamlanmasini  takiben  eksanguinasyon
yoluyla sakrifiye edilen hayvanlarin over,

bobrek ve Dbeyinleri eksize edildi ve
dondurularak (-80 °C) analizler
gerceklestirilene kadar saklandi. Elde edilen
dokularda ticari kitler (Rel Assay Kit
Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak otoanalizor
(Siemens Diagnostics, Erlangen, Almanya)

marifetiyle total antioksidan seviye (TAS) ve
total oksidan seviye (TOS) tayinleri yapildi ve
oksidatif stres indeksi [TOS mmol Trolokseq./It
/(TAS pmol H202 eq./It x10)] hesaplandi. TAS
tayininde kalibratér olarak troloks, TOS
tayininde ise hidrojen peroksit kullanildi
Kolmogorov-Smirnov testiyle verilerin
parametrik olup olmadiklar1 arastirildi ve
parametrik olmadiklari goruldiginden
Graphpad Prism v7.0 (Kaliforniya, ABD)
bilgisayar yazilimi yardimiyla Kruskal-Wallis ve
post-hoc Dunn testleri ile istatistiksel analizleri
gerceklestirildi. Sonuclar “ortanca ve ceyrekler
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aras1 aralik (%25-75)” seklinde ifade edildi.
Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05 kabul edildi.
Calisma icin Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay
alinmstir.
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Sekil 1.0ver dokusunda redoks parametreleri.
Sekil 1 alt agiklamasi: Her parametre i¢in gruplar arasinda istatistiki anlamhlik (p<0.05) grafik gubugu metni seklinde
gosterilmistir.
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Sekil 2. Bobrek dokusunda redoks parametreleri.
Sekil 2 alt aciklamasi: Her parametre icin gruplar arasinda istatistiki anlamlilik (p<0.05) grafik cubugu metni
seklinde gosterilmistir.
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BULGULAR

Over orneklerinde gruplar arasinda her g
parametre acisindan fark tespit edilmis (TAS:
H=10.56, p=0.002; TOS: H=12.92, p<0.001; OSI:
H=14.03, p<0.001) ve farkin hangi gruplardan
kaynaklandigin1  belirlemek tzere c¢oklu
karsilastirmaya basvurulmustur. Sekil 1A’da
resmedildigi lizere overdeiskemi/reperfiizyon
sonrasinda TAS'1n maksimal degerinde azalma
gozlenmesine karsin Kontrol grubu ile
istatistiksel farka rastlanmamistir (p=0.914).
Buna mukabil Tribulus uygulanan hayvanlarda
TAS, hem Kontrol hem I/R grubu érneklerine
kiyasla anlamh artis gostermistir (sirasiyla
p=0.006 ve p=0.004). Benzer sekilde TOS (Sekil
1B) agisindan Kontrol ve I/R gruplar1 arasinda
istatistiksel fark bulunmamakla birlikte
(p=0.143) iskemi/reperflizyon sonrasinda
TOS'un minimal ve maksimal degerlerinde artis
izlenmistir. Tri.+I/R grubunda ise diger
gruplara kiyasla TOS un azaldigi fark edilmistir
(p=0.035 vs Kontrol, p<0.001 vs I/R). Sekil
1C’'de gosterildigi gibi TOS'unTAS’a oranini
ifade eden OSI agisindan Kontrol ve I/R
ornekleri arasinda fark bulunmamisken
(p=0.413) Tri.+I/R hayvanlarinda OSI'nin diger
iki gruptan disik oldugu gozlenmistir
(p=0.006 vs Kontrol, p<0.001 vs I/R).

Bobrek orneklerinde TAS (H=7.117, p=0.022),
TOS (H=11.8, p=0.001) ve OSI (H=12.04,
p=0.001) agisindan fark goriilmiis ve buna
istinaden farkin kaynagina doniikk c¢oklu
karsilastirma gerceklestirilmistir. Renaliskemi
/ reperflizyonun ardindan TASin Kontrol
orneklerine kiyasla fark arz etmedigi
(p=0.503); fakat Tribulus uygulanan
hayvanlarda seviyelerinin arttigr gorilmiistiir
(p=0.010 vs Kontrol) (Sekil 2A). TOS acisindan
Kontrol ve I[/R gruplar1 arasinda fark
bulunmamasina (p=0.897) karsin Sekil 2B’de
gosterildigi tizere Tri.+I/R 6rneklerinde TOS un
hem Kontrol (p=0.002) hem I/R (p=0.004)
hayvanlarindan diisiik oldugu izlenmistir. OS],
Tri.+I/R hayvanlarinda diger iki gruptan diisiik
(p=0.001 vs Kontrol, p=0.007 vs I/R)

bulunmusken Kontrol ve I/R 6rnekleri arasinda
farka rastlanmamistir (p=0.605) (Sekil 2C).

Beyin orneklerinde TAS ve TOS acisindan esik
degere yakin olmakla birlikte anlamh fark
izlenmis (sirasiyla H=6.112, p=0.041 ve
H=6.909, p=0.026); ancak OSI agisindan ise
gruplar arasinda farkin daha biyik oldugu
gorulmustir (H=10.42, p=0.002). Farklarin

kaynag1 arastirildiginda Kontrol ve I/R
hayvanlarinda TAS'1n benzer oldugu (p=0.829);
fakat iskemi/reperfiizyon sonrasi Tribulus

uygulanan hayvanlarda TAS'in hem Kontrol
hem [/R gruplarina gore artis sergiledigi fark
edilmistir (sirasiyla p=0.0251 ve p=0.043)

(Sekil 3A). TOS ise Kontrol ve Tri+I/R
gruplarinda benzer bulunmakla birlikte
(p=0.763) I/R hayvanlarinda Kontrol ve

Tri.+I/R Orneklerine gore yiiksek gorilmiistir
(sirasiyla p=0.016 ve p=0.035) (Sekil 3B). Sekil
3C'de ifade edildigi lizere Tri.+I/R grubunda
OSI'nin hem Kontrol hem [/R hayvanlarindan
yuksek oldugu (sirasiyla p=0.016 ve p=0.002),
diger taraftan Kontrol ve I/R gruplar1 arasinda
OSI agisindan fark bulunmamasina Kkarsin
(p=0.464) iskemi/reperfiizyon sonrasinda
OSI'nin minimal ve maksimal degerlerinde artis
izlenmistir.

TARTISMA

Bu calismada over, bobrek veya beyinde 60
dakika siireli iskemi sonrasinda 60 dakika
siireyle reperfiizyon gerceklestirilmis ve ilgili
dokularda Tribulus terrestris L. ekstresinin
total antioksidan seviye, total oksidan seviye ve
oksidatif stres indeksi {lizerine etkileri
incelenmistir.

Iskemi/reperfiizyon  siirecinde  hasarinda
iskemik hasar ve reperflizyon hasar1 olmak
lizere iki komponentten s6z edilebilir?l,
Iskemik hasarda temel sorun hiicrenin enerji
depolarinin  tiikkenmesi  neticesinde iyon
kanallarinin  ¢alisamaz hale gelmesi ve
intraselliiler iyon dengesinin bozulmasiyken,
reperflizyon hasarinda oksidatif/nitrosatif
stres ve inflamasyon 6n plana ¢ikmaktadir21.22,
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Reperfiizyon hasarinin siddeti iskemi siiresiyle
dogrudan iliskilidir; ancak organ ve dokularin
iskemiye duyarhliklar1 farklihk gosterir22.
Uzamis hasarin nihai sonucu hiicre o6limiu
olacakken kisa siireli hasar, hiicresel sag kalim
mekanizmasinin aktivasyonuyla birlikte reaktif
oksijen tiirevlerinin tUretimine ve hiicresel

>

Beyin - TAS
(mmol Trolox eq./It)
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hasara yol agar?l. Mevcut calisma reperflizyon
hasarinda hiicresel o6lim ya da sag kalim
sureclerinin histopatolojik veya biyokimyasal
yonlerinden ziyade hasara baglh redoks dengesi
degisimlerine ve bu degisimler noktasinda
Tribulus’un etkilerine odaklanmistir.
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Sekil 3. Beyin dokusunda redoks parametreleri.
Sekil 3 alt aciklamasi: Her parametre icin gruplar arasinda istatistiki anlamlhlik (p<0.05) grafik cubugu metni
seklinde gosterilmistir.



Incelenen over, bobrek ve beyin dokularinda
yalnizca reperflizyon hasar1  olusturulan
hayvanlarla kontrol o6rnekleri arasinda total
antioksidan seviye acisindan farka
rastlanmamistir. Yukarida ifade edildigi tizere
bu sonug reperflizyon hasarinin siddetini degil,
hasar  neticesinde endojen antioksidan
aktivitenin duizeyini gostermektedir. Bununla
birlikte total oksidan seviye, iskemik hasara en
duyarlh organ olan beyinde23  kontrol
orneklerine kiyasla ytliksek bulunmus, over ve
boébrekte ise fark izlenmemistir.
Prooksidanlardaki artisa yanit, antioksidanlarin
artis1  yoniindedir?.  Dolayisiyla  redoks
dengesinin durumunu; yani antioksidanlarin
prooksidanlara  hangi  diizeyde  karsilik
verebildigini degerlendirmek acisindan
oksidatif stres indeksi, total antioksidan ve
total oksidan seviyeye nazaran daha glivenilir
bir belirtectir?>. Bu ¢alismada her ne kadar
reperfiizyon hasar1 sonrasinda oksidatif stres
indeksinin  maksimal degerlerinde artis
izlenmisse de gelisen fark istatistiki anlamlilik
diizeyine ulasmamistir. Buradan hareketle
iskemi ve/veya reperfiizyon siiresinin redoks
dengesini bozmaya yetmedigi sonucuna
varilmaktadir. Diger taraftan c¢alismanin
odagini teskil eden Tribulus uygulamasinin
arastirllan her U¢ dokuda reperfiizyon hasari
sonrasinda  total  antioksidan  seviyeyi
arttirirken total oksidan seviyeyi distrdiigi ve
redoks dengesi acisindan 6nemi vurgulanan
oksidatif stres indeksinde azalmaya yol actig1
gorilmustir.  Carpici  sekilde,  Tribulus
uygulanan hayvanlarda reperfiizyon hasarina
ragmen oksidatif stres indeksi, reperfiizyon
hasar1 olusturulmayan kontrol 6érneklerinden
daha diisiik izlenmistir. Bu bulgu Tribulus'un
genel olarak gii¢lii bir radikal temizleyici26.27
olduguna dair raporlar1 desteklemekte ve
redoks  dengesinin = korunmasina  katki
sunabilecegini gostermektedir. Buna karsin
Tribulus'un mevcut c¢alismada incelenen
bobrek dokusunda reperfiizyon hasarinda
redoks dengesinin korunmasi ac¢isindan
etkinligine dair rapolar oldukg¢a sinirhdir. Tibbi

literatiirdeki nadir ¢alismalardan birinde Najafi
ve ark.?8, Tribulus uygulamasinin 30 dakika
renaliskemiyi takip eden 24 saat siireli
reperfiizyon sonrasinda  oksidatif stresi
azalttigini  ortaya  koymustur.  Tribulus
ekstresinin over ve beyinde reperfiizyon
hasarinda redoks dengesine etkisine dair
gecmis calismaya ise rastlanamamistir. Diger
taraftan Tribulus’un zengin sekilde barindirdigi
flavonoid’ler ve saponin’lerin bu dokularda

redoks  dengesinin  korunmasima  katki
sunabilecegi bilinmektedir29:30,
Reperfilizyon hasari, fizyopatogenezinde

oksidatif stresin 6nemli yer isgal ettigi yikici bir
stirectir. Mevcut calisma Tribulus terrestris L.
ekstresinin over, bobrek ve beyinde
reperfiizyon  hasar1  sonrasinda  redoks
dengesinin korunmasinda potansiyel faydasini
ortaya koymustur.
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