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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

TYLOXAPOL iLE INDUKLENMIS HIPERKOLESTEROLOMIK RATLARDA
CENTRANTHUS LONGIFLORUS VE BETA-SITOSTEROLUN KORUYUCU
ETKILERININ HISTOPATOLOJIiK OLARAK INCELENMESI

Meryem COSKUN
Ocak 2021, 63 sayfa

Amag: Bu calisma ile tyloxapol ile indiiklenmis ratlarin farkli dokularinda (karaciger ve
bobrek) Centranthus longiflorus (CL) toprak iistii bolimiiniin etanol bitki ekstrakti ve -
sitosterol (BS) tin koruyucu etken olma potansiyelleri histopatolojik agidan arastirildi.

Materyal ve Metot: Calismada kullanilan materyallerden Wistar disi ve erkek ratlar, tyloxapol
(TY), anacetrapib (ACP), diger sarf malzemeler ve kitler satin alindi. Ratlardan 8 farkli deney
grubu olusturuldu. CL bitki ekstraktinin ve BS‘nin farkli konsantrasyonlarin hazirlanmast,
hiperkolesterolominin ratlarda deneysel indiiksiyonu gergeklestirildikten sonra kan
numunelerinden total kolesterol (TK), total trigliserit (TG) ve LDL kolesterol (LDL-K)
degerleri olgtlildii. Ratlardan karaciger ve bobrek dokulart alinip histopatolojik inceleme
gerceklestirildi.

Bulgular: Uygulama gruplarindan elde edilen sonuglar incelendiginde TY ile indiiklenen
hiperkolesterolomik ratlarda CL ve BS’nin birlikte uygulamasi, TK, TG ve LDL-K diizeylerini
istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide disiirdii (p<0.05). Histopatolojik bulgularda ise kontrol
grubunda hem erkek hem de disi bireyler icin karaciger ve bobrek dokularinda histopatalojik
olarak herhangi bir hasar goriilmedi. CL, BS ve ACP’nin tek basina uygulandig gruplarda; CL
grubunda hem erkek hem de disi karaciger ve bobrek dokularinda hafif diizeyde hasar; S ve
ACP uygulama gruplarinda ise hem erkek hem de disi karaciger ve bobrek dokularinda orta
diizeyde hasar goriildii (ACP erkek karaciger dokusu harig- bu grupta hafif hasar goriildii); TY
grubunda ise tiim orneklerde siddetli hasar goriildii. Koruyucu etki ¢aligmalarinda ise CL + TY
grubunda; TY ’nin tek basina uygulandig1 gruplarda olusan siddetli hasarin, hafif diizeyde hasar
yoniinde degistigi tim dokular i¢in tespit edildi. BS + TY grubu ile ACP + TY gruplarinda;
TY’nin tek basina uygulandig gruplarda olusan siddetli hasarin, orta diizeyde hasar yoniinde
degistigi gorildii.

Sonu¢: Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore; CL bitki ekstraktinin, BS etken
maddesinin ve ACP ilacinin tek basina uygulandigi gruplarda ancak orta diizeyde hasar
olusturduklari; bu ti¢ grubun TY’nin olusturmus oldugu siddetli hasara karsi birlikte
uygulandiklarinda dnemli 6lgiide koruyucu etki gosterdikleri tespit edildi. CL ile BS arasinda
bir mukayese edilmesi gerekirse bitki ekstraktinin BS‘ye gore ¢ok daha iyi bir koruyucu etkiye
sahip oldugu soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Anacetrapib, Centranthus longiflorus, Histopatoloji, Tyloxapol, -
sitosterol.



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

HISTOPATHOLOGICAL EXAMINATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF
CENTRANTHUS LONGIFLORUS AND BETA-SITOSTEROL IN
HYPERCHOLESTEROLOMIC RATS INDUCED BY TYLOXAPOL

Meryem COSKUN
Ocak 2021, 63 pages

Objective: In this study, the protective potential of Centranthus longiflorus (CL) whole plant
extract and B-sitosterol (BS) in different tissues (liver and kidney) of rats induced by tyloxapol
was investigated histopathologically.

Materials and Methods: Wistar female and male rats, tyloxapol (TY), anacetrapib (ACP),
other consumables and kits were purchased from the materials used in the study. 8 different
experimental groups were formed from experimental animals. After the preparation of different
concentrations of CL plant extract and BS, experimental induction of hypercholesteroloma in
rats, total cholesterol (TC), total triglyceride (TG) and LDL cholesterol (LDL-C) values were
measured from blood samples. Liver and kidney tissues were taken from experimental animals
and histopathological examination was performed.

Results: When the results obtained from the treatment groups were examined, the combined
application of CL and BS in TY-induced hypercholesterolomic experimental animals
significantly decreased the TC, TG and LDL-C levels (p <0.05). In histopathological findings,
no histopathological damage was observed in the liver and kidney tissues for both male and
female individuals in the control group. In groups where CL, BS and ACP are applied alone;
mild damage to both male and female liver and kidney tissues in the CL group; in the S and
ACP administration groups, both male and female liver and kidney tissues were moderately
damaged (except for ACP male liver tissue - mild damage was observed in this group); in the
TY group, severe damage was observed in all samples. In protective effect studies, in the CL +
TY group; it was determined for all tissues that the severe damage occurred in the groups where
TY was applied alone changed towards mild damage. In BS + TY group and ACP + TY groups;
it was observed that the severe damage occurred in the groups where TY was applied alone
changed towards moderate damage.

Conclusion: According to the results we obtained from our study; It was found that CL plant
extract, BS active ingredient and ACP caused only moderate damage in the groups where it was
applied alone; It was determined that these three groups had a significant protective effect when
applied together against severe damage caused by TY. If it is to be compared between CL and
BS, it can be said that the plant extract has a much better protective effect than 3S.

Keywords: Anacetrapib, Centranthus longiflorus, Histopathology, Tyloxapol, B-Sitosterol.
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GIRIS

Hiperkolesterolemi, bir¢ok hastalik i¢in dnemli bir durum olsa da 6zellikle ateroskleroz
hastaliginin baslangici sirasinda kardiyovaskiiler sistemde kan damarlarimin endotel
¢eperlerinde yiiksek seviyeli diisiik yogunluklu lipoprotein kolestrol (LDL-K) birikimine sebep
olarak kardiyak hastaliklar i¢in en Onemli risk faktoriinii olusturmaktadir (Douglas and
Channon 2014). Bir¢ok 6nemli hastaligin olusumunda rol oynayan ateroskleroz, kanda yiiksek
oranda kolesterol birikimi ile tamimlanir (Chavez-Sanchez et al. 2014). Biyolojik hedefi 3-
hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz (HMG-CoA rediiktaz) olan statin ilag grubu, son
30 yildir kalp ile iligkili sorunlart ve buna bagl 6liimleri azaltmak i¢in anti-hiperlipidemik
ilaclar olarak tavsiye edilmektedir (Douglas and Channon 2014). Ancak giiniimiizde yapilan
son arastirmalar statinlerin, basta kardiyovaskiiler hastaliklarda olmak {izere sayisiz olumsuz
etkiye neden olabilecegini ortaya koymustur (Pineda and Cubeddu 2011). Bu sebeple son
arastirmalar, HMG-CoA rediiktaz benzeri lipid degisimlerini sunan ve statin ila¢ grubunun
olusturdugu yan etkiler olmadan, faydali etkiler yapabilen kolesteril ester transfer proteinini
(CETP) baskilayan ajanlara (Anandhi et al. 2014; Xu et al. 2014) ve Beta-sitosterol (BS) gibi
bitkisel dogal iirtinler {izerine odaklanmistir (Mohammadpour and Akhlaghi 2013; Chaudhary
et al. 2015).

Statinlerin piyasada goriilmesinden itibaren gecen 30 yilda kolesterol ilac1 olarak baska
lipid diizenleyicileri piyasaya siiriilememistir. Ancak son yillarda CETP’nin firetimini
engellemek suretiyle yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-K) iiretimini artirma,
kardiyovaskiiler hastalik ihtimalini azaltma amaciyla onemli bir yaklagimdir. CETP’nin
lipoproteinler arasindaki trigliserid ve kolesteril ester (CE) transferlerini gerceklestirdiginin
kesfiyle birlikte son yapilan caligmalar bu protein iizerine yogunlagilmasini saglamistir.
CETP’nin gergeklestirdigi bu transfer yolaginin engellenmesi HDL-K konsantrasyonunu
arttirdig1 gibi LDL-K diizeylerini de azaltabilmektedir.

Gilintimiizde CETP inhibitorii olarak kullanilabilecek anacetrapib (ACP), dalcetrapib,
evacetrapib, torcetrapib olmak iizere 4 adet bilesik tanimlanmistir. Faz 3 klinik denemelerinde
kullanilan ilk CETP inhibitorii torcetrapibdir. Torcetrapib, yiiksek kan basincina ve serumda
aldosteron konsantrasyonunun fazlalagmasina sebep olmus ve bodylece ¢ok daha fazla
kardiyovaskiiler olgulara ve 6liimlere sebebiyet vermistir. Klinik olarak gelistirilmeye baslanan
ikinci CETP inhibitorii dalcetrapib ise HDL-K seviyesini yiikselmektedir fakat LDL-K

seviyesini azaltmayan bir CETP diizenleyicisidir. Ancak, bu bilesik ile gerceklestirilen Faz 3



klinik caligmalari, bu bilesigin kolesterol diizeylerini etkili bir sekilde diistirmemesi iizerine

sonlandirilmistir.

ACP ve evacetrapibinin ise Faz 3 klinik arastirmalar1 devam etmektedir. Iki bilesik de
LDL-K seviyesini diisiiriip HDL-K seviyesini arttirma potansiyeli gostererek faydali etkiler
gostermektedir. ACP ve evacetrapib'in basarist Faz 3 klinik ¢alismalarinin sonucunda belli
olacaktir. Biz de calismamizda pozitif kontrol olarak anacetrapibi kullanarak bu arastirmalara

destek olmak amacindayiz.

Canlilarin kimyasal ve ilaglara maruziyeti cogunlukla toksisiteye neden olur. Tiim
bilesiklerin viicudun tiimiine toksik etki gosterdigi bilinmektedir ancak birgok bilesik toksik
etkisini bazi organlar iizerinde daha bariz bir sekilde gosterir. Bu organlara hedef organlar denir.
Karaciger, gastrointestinal sistemdeki yeri bakimindan birgok yabanci bilesigin
metabolizmasindan sorumlu olmasi nedeniyle ilag¢ toksisitesi i¢cin hedef organlarin basinda
gelir. Bir diger organ ise bobreklerdir. Hem karaciger hem de bobrekler kimyasallari toksik ara
tirtinlere dontistiiriirler. Bu reaktif ara iirlinler hiicresel makromolekiillere (protein, lipit,
karbonhidrat, niikleik asit vb.) baglanarak veya membranlar gibi fonksiyonel ag¢idan 6nemli
olan hiicresel yapilarin peroksidatif hasarina neden olan serbest oksijen radikali olusturarak
toksisiteyi baglatabilmektedirler. Bu toksisite sonucunda da bu tip hedef organlarda doku

hasarlarina yol agabilirler.

Bu baglamda, karaciger ve bobrek dokularini koruma amaci ile hiperkolesterolemik
ateroskleroz da dahil oksidatif stres sartlarini uyarlayabilen tibbi bitkiler ya da bu bitkilerin
sekonder metabolitleri gibi dogal iiriinlerin kullanim1 yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in 6nemli
bir yaklasimdir (Somacal et al. 2015). Beta-sitosterol (BS), Centranthus longiflorus (CL) ve
Bambusa balcooa’da bulunan triterpenoid bileseni 6rnegidir (Askin et al. 2016; Goyal et al.
2017). BS’nin antikanser, antioksidan ve antidiabetik etkinlikleri rapor edilmistir ve BS’nin
hipolipidemik etki gosterebilecegi varsayilmaktadir (Wang et al. 2015). BS, karigik misellere
katilmak icin kolesterol ile rekabet ederek, safradan kolestroliin yerini degistirerek, ince
bagirsaktaki kolestrol esterlerinin hidrolizini diisiirerek kolesterol emilimini diisiirebilecegi
ongorilmektedir (Smet et al. 2012). Bu baglamda, hipotezimiz BS’nin ve igeriginde fazlaca S
iceren CL’nin bitki ekstraktinin hiperkolesterolemik hayvanlardaki karaciger ve bobrek

dokularina yararli etkiler gosterebilecegi idi.

Calismada, tyloxapol (TY) indiiksiyonuyla hiperkolesterolemik rat modeli kullanildi.
Hiperkolesterolemik hayvanlar, kardiyak dokuda kolestrol, trigliserid, serbest yag asitleri
iceriklerinde ve aterojenik indeks ve koroner risk indeksi lizerinde belirgin artig gosterirler. Ek

olarak, hiperkolesterolemik hayvanlarda kardiyak reaktif oksijen tiirleri ve tiyobarbitiirik asit
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reaktif maddeler diizeyleri artarken, glutatyon seviyesi ve glutatyon peroksidaz aktivitesi
azalacaktir. Son olarak TY ’nin 6zellikle karaciger ve bobrek dokusu tizerinde olumsuz etkiler

olusturmasi ve bazi hasarlar olusturmasi beklenebilir.

Bu c¢alisma ile TY nin hiperkolesterolemik sonuglara yiiksek total kolesterol (TK),
yiiksek trigliserit (TG) ve yiliksek LDL-K katkida bulundugu ve CL bitki ekstraktinin ve BS’nin
hiperkolesterolemi sirasinda giiglii hipolipidemik ve antioksidan etkiler yapacag: hipotezi
kurularak, CL ve BS tedavisinin hiperkolesterolemik ratlarin karaciger ve bobrek dokularini
koruyup koruyamayacagini arastirmak amaglandi. Ayrica, hiperkolesterolemiyi yiiksek
secicilik ve etkinlikte inaktif eden, fakat diger hiicrelere minimal toksik etkili olan ilag¢ ve
tedavileri gelistirmek i¢in bilime katki saglamak hedeflenmektedir. Bir¢ok anti-kolesterol
ajaninda oldugu gibi anacetrapibin de ciddi yan etkileri mevcuttur. Calismamizda; yan etkileri
azaltmak ve anacetrapibin hipolipidemik etkilerini arttirmak i¢in yeni anti-kolesterol ajanlariyla

diisiik dozlardaki sinerjistik etkisinin saptanmasi da amaglanda.



KURAMSAL TEMELLER

Fitosteroller

Cogu bitki sterolleri 4-desmetil sterollerdir, ¢iinkii sterol halka yapisinin 4 pozisyonunda

herhangi bir metil grubu igermezler (Moreau et al. 2018).

En yaygin ig fitosterol; sitosterol (29 karbon), stigmasterol (29 karbon) ve kampesterol
(28 karbon) dahil olmak tizere 4-desmetil sterollerdir. Bu {i¢ yaygin bitki sterollerine ek olarak
250'den fazla farkli bitki sterolil rapor edilmistir (Nes 2011). ‘Serbest’ iligskisiz OH sterol lipid
grubunda steroller olusabilir. Steroller ayrica OH grubu, bir ester bagi yoluyla veya glikoza (ve
bazen de diger sekerlere) bir glikozidik baglanti yoluyla kovalent olarak baglandiginda
konjugatlar halinde de ortaya cikabilirler. Sterol esterleri (SE, yag asitlerine esterlestirilmistir),
hidroksisinnamat sterol esterleri (HSE, esas olarak ferulik veya p-kumarik aside
esterlestirilmistir), steril glukozitler (SG) ve asile sterol glukozitler (ASG) sterol konjugat sterol
lipid siniflarinin dort yaygin tiiriidiir (Moreau et al. 2018).

Fitosteroller, membranlarin gecirgenlik ve akigkanlik gibi biyofiziksel o6zelliklerini
etkileyen temel yapisal bilesenlerdir (Schaller 2003, 2004; Kim et al. 2005; Neelakandan et al.
2010). Ek olarak, fitosterol tiirevleri Brassinosteroid'den (BR) bagimsiz sinyal molekiilleri
olarak islev gorerek veya membrana bagli enzimlerin aktivitesini modiile ederek hiicre
boliinmesi, hiicre uzamasi, hiicre polaritesi, seliiloz biyosentezi, hiicre duvari olusumu ve
embriyonik desen olusumu gibi bir¢ok biyolojik siirecte yer alir (Topping et al. 1997; Clouse
2000, 2002; Schrick et al. 2000, 2002, 2004; Schaeffer et al. 2001; Carland et al. 2002; Boutté
and Grebe, 2009; Suzuki et al. 2009; Ovecka et al. 2010). Yapilan ¢alismalar, fitosterollerin
bitki biiyiimesi ve gelisiminde onemli roliinii ortaya koymustur. Son caligmalar plazma
membranindaki fitosterol bilesiminin oksin tasgiyicilarinin diizgiin ¢alismasini etkiledigini

gostermistir (Souter et al. 2002, 2004; Willemsen et al. 2003; Men et al. 2008).
Fitosterollerin ve Tiirevlerinin Yapisal Cesitliligi, Dagilimi ve Metabolizmasi

Fitosteroller triterpen ailesinin {yeleridir: C-17 pozisyonunda bir yan zincir ve
tetrasiklik bir yapidan olusurlar (Moreau et al. 2018). Fitosteroller C-3 pozisyonunda bir

hidroksil, C-10 ve C-13 pozisyonunda birer metil grubu barindiran steran halkasi
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yapisindadirlar. Bu steran halkasinin (siklopentanoperhidrofenantren) C-17 poziyonundan

dallanan bir yan grubun olmasi ile fitosteroller olusmaktadir (Ling and Jones 1995).

Fitosterollerin yapisi, hayvan hiicrelerinde en bol bulunan kolesterol yapisina oldukc¢a
benzerdir. Yaygin yanlis inanisin aksine, bitki hiicreleri de kolesterol igerir, ancak seviyeleri
genellikle toplam sterollerin %]1'inin altinda kalir. Hayvan hiicrelerinden farkli olarak, bitki
hiicrelerinde yiizlerce farkli sterol tespit edilmistir (Moreau et al. 2018). Hayvansal sterol olan
kolestrol 8 karbonlu bir yan grup igerirken, fitosteroller 9-10 karbonlu bir yan grup igerirler ve
bu yan grup doymamis yag, etil ve metil grubu barindirmasi yoniiyle kolesterol yapisindan
farklidirlar (Ling and Jones 1995). Kolesterole yapisal benzerlik dikkat ¢ekicidir ve yiiksek
basinglt s1v1 kromatografisi veya binlerce teorik plakay: igeren gaz kromatografisi gibi giicli
teknikler kullanilmadikg¢a, kolesterolii fitosterollerden veya farkli fitosterollerden fiziksel

yontemlerle ayirmak zordur (Ostlund 2002).

Gidalarda kolesterol ya serbest alkol sterol ya da kolesteril esterler olarak ortaya
¢ikarken (Fenton 1992), bitki sterolleri serbest bitki sterolleri, esterlenmis bitki sterolleri, bitki
steril glikozitleri ve agillenmis bitki steril glikozitleri olarak ortaya ¢ikar (Akihisa et al. 1991).
Fitositeroller gidalarda serbest halde ya da yag asidi ve seker esteri olarak da bulunabilirler
(Tetik vd 2007). Fitosteroller hayvanlarda ve insanlarda genis bir biyolojik aktivite yelpazesi
iiretir. Ozellikle fitosteroller etkili bir kolesterol diisiiriicii ajan olarak kabul edilir (Ling and

Jones 1995).

Onceki calismalar, genel olarak cesitli bitkilerde sterol profillerini ve igerigini
tanimlamaya ve karakterize etmeye odaklanirken, daha yeni caligmalar, bitki cesitleri
arasindaki sterol iceriginin genetik degiskenligini ve bitkilerdeki sterol iceriginin kalitimin

arastirmaya odaklanmaktadir (Moreau et al. 2018).
Fitosterollerin Kolestrol Uzerine Etkisi

Kolesteroliin bitki analoglar1 olan fitosterollerin, bagirsak emilimi igin kolesterol ile
rekabet ederek veya kolesterol metabolizmasinda yer alan proteinleri diizenleyerek dolasimdaki

kolesterol seviyelerini diistirdiigii bilinmektedir (Calpe-Berdiel et al. 2009).

Yapilan caligmalara gore fitosteroller, serum veya plazmadaki TK ve LDL-K
seviyelerini azalttigini gostermektedir. Memeli dokusundaki plazma fitosterol seviyeleri,
oncelikle bagirsaktan zayif emilim ve kolesterole kiyasla karacigerin daha hizli atilmasi

nedeniyle normalde ¢ok diistiktiir (Moreau et al. 2018).



LDL-K seviyelerini % 10'a kadar azaltmak ve kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmak
i¢in gilinliik 2.0-2.5 g fitosterol alimi Onerilmistir (Lauer and Fontanarosa 2001; Brufau et al.
2008). Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada, fitosterollerin plazma triasilgliserol diizeylerinin
diistiriilmesinde etkili oldugunu gosterilmistir (Rideout et al. 2015). Fitosterol tedavisinin, lipit
diizenleyici genlerin ve de novo lipogenezin ekspresyonunu modiile ederek serum ve hepatik
triasilgliserol diizeylerini diisiirdiigii bildirilmistir (Rideout et al. 2010). Fitosteroller ayrica
safra asidi homeostazini etkileyerek yaglarin emilimini de engelleyebilir. Bir grup bilesik
olarak fitosterollerin hipolipidemik etkileri agiklanmis olmasina ragmen, bireysel fitosterollerin
lipit metabolizmas1 ve alkol bagimsiz karaciger hastaligt (NAFLD) {izerindeki etkileri tam

olarak arastirtlmamustir (Feng et al. 2018).

Genellikle kolesteroliin azalmasinin, kolesteroliin misellerle yer degistirmesi yoluyla
dogrudan kolesterol emiliminin inhibisyonundan kaynaklandigi varsayilir. Tekli fitosterol
bilesenlerinin yapiya 6zgii etkileri, doymus fitosterollerin, kolesterol seviyelerini diisiirmede
doymamis bilesiklere kiyasla daha verimli oldugu son zamanlarda gosterilmistir. Ek olarak,
fitosteroller, anti-timor 6zellikleri dahil olmak tizere hayvanlarda genis bir terapotik etki

spektrumu gosterir (Ling and Jones 1995).

Fitosteroller viicutta endojen olarak sentezlenmez, bu nedenle sadece viicuda giren
diyetten bagirsak emilimi ile elde edilir. Kolesteroliin fitosterol iizerine tercihli emilimi,
memelilerde bagirsak sterol emiliminin karakteristik bir 6zelligidir. Saglikli insanlar igin,
fitosterollerin emilim oran1 genellikle diyet seviyelerinin % 5'inden azdir, bu da % 40'n
tizerinde olan kolesterolden 6nemli olgiide daha disiiktiir. Boylece, diyet fitosterollerinin

yaklasik % 95'i kolona girer (Salen et al. 1989).

Etkin bagirsak emilimi i¢in fitosterollerin misellerde ¢oziiniirlestirilmesi gereklidir.
Fosfolipidin, kolesteroliin emici taninmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Safra miseline fosfolipid eklenmesi, izole jejunal villus hiicrelerinde kolesteroliin 24-etil
analogu, sitosterol tizerinde tercihli emilimini artirmaktadir. Bu fenomen, fitosterole karsi
bagirsak se¢iminin fosfolipid yapilarin genel bir 6zelligi olabilecegini diisiindiirmektedir (Child
and Kusis 1986). Ek olarak, fitosterollerin yetersiz esterlestirilmesinin, fitosterollerin bagirsak

tarafindan zayif emiliminde rol oynayabilecegi dne siiriilmiistiir (Field and Mathur 1983).

Bagirsak fitosterol emiliminde segicidir; kampesterol hayvanda 3S'den daha iyi emilir,
stigmasterol minimal olarak emilir. Emici ayrimciliktan sorumlu bilesenler ve etkilesimler,
sterollerin bagirsak duvarina ilk girisi sirasinda ortaya ¢ikabilir. Yan zincirdeki varyasyon,
villus hiicreleri ve fir¢ca sinir membranlar tarafindan misel ¢ozeltiden fitosterollerin alinmasi

tizerinde farkli etki yapabilir. Fitosterol alimi, sterol zincirinin C-24 pozisyonunda karbon
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atomunun artmasiyla azalmistir. Bir steroliin ¢ekirdek ¢ift baginin hidrojenlestirilmesinin
emilimin azalmasina neden oldugu varsayilmaktadir. Sitostanol (BS’nin 5a doymus tiirevi) hig¢
emilmez. Bununla birlikte, doymus bir fitosterol olan campestanoliin, yakin zamanda erken
varsayimin aksine doymamis formuna kiyasla daha ytliksek emilime sahip oldugu gdsterilmistir

(Ling and Jones 1995).

Sitosterol ve kampesterol alim1 plazma sitosterol ve kampesterol konsantrasyonlarinda
bir artisa neden olur. Bununla birlikte, bu artis kampesterol igin sitosterolden daha yiiksektir.
Farklilik sadece daha yiiksek kampesterol emiliminden degil, ayn1 zamanda karacigerden farkli
eliminasyon oranindan da kaynaklanmaktadir. [-sitosteroliin  hepatik esterlenmesi
kampesterolden 6nemli Ol¢iide diisiik oldugundan, safra eliminasyonu kampesterolden daha

fazla olabilir (Ling and Jones 1995).

Fitosterol eliminasyonu safra yolu ile gergeklesir ve kolesteroliinkinden daha hizli
gerceklesmektedir. Buna bagl olarak, endojen fitosterol havuz boyutu, daha 6nce belirtildigi
gibi bagirsakta zayif emilim ve safra yoluyla daha hizli atilim nedeniyle kolesterol ile

karsilagtirildiginda diisiiktiir (Ling and Jones 1995).
Fitositerol Cesitleri
B-Sitosterol.

Cesitli fitosterol arasinda, beta-sitosterol (SIT, C29Hs00), ¢esitli bitkilerde, meyvelerde,
tohumlarda, bitkisel yaglarda, tahillarda, baklagillerde ve findikta bulunan en yaygin
sterollerden biridir (Radika et al. 2013). Hiperkolesterolemi, koroner arter hastaligi, prostatik
hiperplazi ve prostat kanseri gibi cesitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bir¢ok bitkisel ilacin
formiilasyonunda kullanilir (Farquhar et al. 1956; Weizel and Richter 1997; Nyamai et al.
2016). PBS; viral hasar, iltihaplanma, iilser, kanser gelisimi ve immiin sistemin

gii¢lendirilmesinde énemli bir ajandir (Ling and Jones 1995; Heitzman et al. 2005).

Kapsamli in vitro galigmalar, BS’nin kolesterolii diistirdiigiinii (Hwang et al. 2008),
antioksidan (Vivancos and Moreno 2005; Wong et al. 2013), anti-inflamatuar (Loizou et al.
2010; Shi et al. 2015; Lampronti et al. 2017) ve antikanser (Rauf et al. 2016; Rajavel et al.
2018) etkilerini gostermistir. Ayrica birkag tibbi aragtirmada, yiiksek yagli diyetle beslenen
veya streptozotosin veya dekstran siilfat sodyum ile muamele edilen siganlarda S’ nin serum
lipid seviyelerini diisiirmede (Radika et al. 2013), oksidatif hasar1 iyilestirmede (Gupta et al.
2011) ve inflamatuar yanit1 azaltmada (Kim et al. 2014; Feng et al. 2017) etkili oldugu

gosterilmistir. Ek olarak, yapilan c¢aligmalarda BS ile beslenen biiylimeyi tamamlamis
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domuzlarin bagisiklik tepkisindeki gelisme (Fraile et al. 2012), diyetteki [-sitosteroliin
piliglerde biiyiime performansini ve et kalitesini artirabilecegini gosterilmistir (Cheng et al.

2019).
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HO =

Sekil 1. B-sitosterol kimyasal yapr gosterimi (2D yapi), kristal yap1 gosterimi, kimyasal
diyagram. (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/222284)

Piliglerde farkli seviyelerde diyete BS ilavesinin serum lipid seviyeleri, bagisiklik
fonksiyonu, oksidatif durum ve bagirsak morfolojisi iizerindeki etkilerini arastiran bir
calismada; bagisiklik organi olan dalagin hem mutlak hem de goreceli agirliklari, diyet BS
seviyelerini artirilmasi ile dogrusal ve kuadratik olarak arttigini ortaya koymaktadir. Caligmada,
60 mg/kg BS seviyesinin lizerinde veya buna esit seviyenin mutlak dalak agirligini artirdigi
belirtilmistir. Bagisiklik organinin gelisimi, kismen bagisiklik fonksiyonunu yansitabilir (Liu
et al. 2016). BS ile desteklenmis bazal diyet verilen piliglerde, jejunumdaki jejunal
immiinoglobulin G (IgG) ve ileumdaki salgilanan immiinoglobulin A (SIgA)

konsantrasyonlarinda dogrusal artislar sergilerken, jejunumda tiimor nekroz faktorii o (TNF-a)



ve ileumda ileal interlokin 1 (IL-1B) igeriklerinde dogrusal diisiisler sergiledigi ortaya

konmustur (Cheng et al. 2020).

Cok sayida ¢alisma, BS’nin kanser hiicresi ¢ogalmasini inhibe ettigini ve ayrica anti-
hiperkolesterolemik (lkeda et al. 1988), antienflamatuar ve anti-anjiyojenik etkileri igeren
cesitli farmakolojik ozellikler sergiledigini gostermistir (Gupta et al. 1980 and Loizou et al.
2010). Derin ¢alismalar BS, gesitli kanser hiicrelerinde HT-29 insan kolon kanseri hiicreleri
(Awad et al. 1998), LNCaP insan prostat kanseri hiicreleri (von Holtz et al. 1998), insan 16semi
U937 hiicreleri (Park et al. 2007), SGC-7901 insan mide kanseri hiicreleri (Zhao et al. 2009) ve
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicrelerinde (Vundru et al. 2013) apoptoz indiiksiyonu ile
iligkili olan seramid iiretiminde %50 artis ile sfingomiyelin dongiisiinii aktive ettigini
gostermistir (Sharmila and Sindhu 2017). BS’nin bobrek kanserine karsi koruyucu etkilerinin,
apoptozun indiiksiyonu ve hiicresel proliferasyonun inhibisyonu ile iliskili oldugu sonucuna

vartlmistir (Sharmila and Sindhu 2017).
Stigmasterol.

Stigmasterol, 2,3 oksidosikalen olusumuna yol agan bir dizi enzim katalizli reaksiyonu
takiben mevalonat yolunda tiretilir (Schaller 2003; Bach 2016). Daha sonra 2,3-oksidosikalen,
sikloartenol sentaz ile sikloartenole doniistiiriilir (Schaller 2003; Gas-Pascual et al. 2014;
Sonawane et al. 2016). Sikloartenol, sterol yan zincir rediiktaz 2 (SSR2) ve sterol metil
transferaz 1 (SMT1) dahil dallanma noktasi enzimlerinin hedefidir. SSR2, sikloartenolii
kolesterol dalina kanalize ederken, SMTI1, bitki sterolleri i¢in Onciiler iliretmek amacli
sikloartenoliin alkilasyonunu katalize eder (Benveniste 1986; Nes and Venkatramesh 1999;
Diener et al. 2000; Schaeffer et al. 2001; Sonawane et al. 2016). SMT1'in asag1 akisi, diger
dallanma enzimleri SMT 2/3, karbonu sitosterol ve stigmasterole dogru yonlendirir (Carland et
al. 2010). Biyosentezin yani sira, serbest stigmasterol igerigi, steril esterler, steril glukozitler ve
asil steril glukozitler gibi sterol konjugatlarina doniistiiriilerek de modiile edilebilir. Steril
esterler asil transferazlar (Chen et al. 2007; Bouvier-Navé et al. 2010) ve steril glukozitler UDP-
glukoz: sterol glukoziltransferaz (DeBolt et al. 2009) ile konjuge edilir.

Yapisal olarak, stigmasterol sitosterole benzerdir, ancak sterol C-22 desatilirazin
getirdigi C-22 pozisyonundaki ¢ift bag nedeniyle sitosterolden farklidir (Benveniste
2002; Morikawa et al. 2006 ). Arabidopsis, sitokrom P450, CYP710A siiper ailesine ait sterol
C-22 desatiirazlarin1 kodlayan dort gen igerir (Benveniste 2004; Morikawa et al. 2006) ve iKi
sterol C-22 desatiiraz, Physcomitrella patens'te (ana steroliin stigmasterol oldugu bir yosun)

stigmasterol biyosentezinden sorumludur (Morikawa et al. 2009). Bununla birlikte sterol C-22
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desatiiraz1 kodlayan/kodladig1 tahmin edilen genlerin sayis tiirler arasinda farklilik gosterir.
SMT 2/3 ve CYP710A1’in stigmasterol dalinda stigmasterol biyosentezine yol agan tek iki
0zglin enzim oldugu, kampesterol ve stigmasterol dallarinin ise ara enzimleri paylastig
belirtilmektedir. Bu, bitkilerde kolesterol sentezine benzer bir durumdur, burada vyol,

kampesterol dali ile hem 6zgiin hem de paylasilan enzimleri igerir (Sonawane et al. 2016).
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Sekil 2. Stigmasterol kimyasal yap1 gosterimi (2D yapi), kristal yap1 gosterimi.
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280794)

Bitkilerde stigmasterol metabolizmasinin olduk¢a koordineli bir sekilde diizenlendigi
yapilan calismalardaki gen ekspresyon verilerinde ortaya konmustur (Aboobucker and Suza
2019). Titin (N. tabacum), bezelye (Pisum sativum), kolza (Brassica napus) bitkilerinin
gelismekte olan tohumlarinda ve N. benthamiana ve B. napus fidelerinde, artan gen
ekspresyonu ve enzim aktiviteleri sterol birikimi ile denk gelmektedir (Harker et al. 2003;
Schrick et al. 2011; Suza and Chappell 2016). Ek olarak, B. campestris'in apikal dokular
yiiksek seviyelerde kolesterol igerir, ancak daha sonraki gelisim asamalarinda kolesterolde bir
diislis ve sitosterolde bir artig sergiler (Hobbs et al. 1996). Ayrica, stigmasterol ve dncilisiiniin
degisen konsantrasyonlart hem tohum hem de tiim bitki gelisim asamalarinda géze ¢arpar.
Ornegin, tiitiin tohumunun ¢imlenmesi sirasinda, stigmasterol iki kat artar (Bush and Grunwald
1972) ve mas fasulyesi (Vigna radiata) fidelerinde, hipokotillerin daha geng¢ boliimleri,
sitosterole kiyasla daha yiiksek seviyelerde stigmasterol igerir (Stalleart and Geuns 1994).
Ayrica stigmasterol i¢erigi meyve olgunlasmasi sirasinda domateste (Solanum lycopersicon)
artar ve CYP710A11 gen ekspresyonundaki artisla iliskilidir (Whitaker and Gapper 2008). Ek

olarak, misir (Zea mays) fidelerinde, stigmasterol konsantrasyonu koklerde siirgilinlere gore
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daha yiiksektir (Kemp et al. 1967). Kemp ve arkadaslarinin (1967) bulgularina benzer, N.
benthamiana fideleri, koklerde yapraklardan daha yiiksek stigmasterol igerigi ile organlar
arasindaki sterol bilesiminde carpici farkliliklar sergilemektedir (Suza and Chappell 2016).
Buna karsilik, stigmasterol konsantrasyonu P. sativum yapraklarinda yiikselirken tohumlarda
daha dusiiktiir (Schrick et al. 2011).

Biyotik ve abiyotik stresin stigmasterol iizerine etkisini inceleyen ¢aligmalarda su
bulgular elde edilmistir; Solanaceous (patlicangiller) bitkilerde, 6rnegin patates (Solanum
tuberosum) kolesterol {iiretimi, yaralama veya patojen enfeksiyonuna yanit olarak steroid
glikoalkaloidlerin sentezine olan talebi karsilamak igin yiikselir (Choi et al. 1992; Hartmann
1998; Arngvist et al. 2003). Benzer sekilde, patojenik bakteriler ve reaktif oksijen tiirleri,
Arabidopsis’te stigmasteroliin biyosentezini uyarir (Griebel and Zeier 2010; Sewelam et al.
2014). Ayrica, sterol C-22 desatiiraz1 kodlayan genler, fitohormonlara yanit verir bu da ¢esitli
stres yanitlarinda stigmasterol i¢in bir rol oldugunu gdosterir. Wang (2012) ve arkadaglarinin
calismalarina gore, Arabidopsis’te stigmasterol biyosentez genlerinden birinin asiri
ekspresyonu, bakteriyel patojenlere karsi artan direngle sonuglanmistir. Son zamanlarda Gamir
(2017) ve arkadaslari, patogenez-ilgili protein 1'in (PR-1) stigmasterol de dahil olmak tizere
sterolleri in vitro olarak baglayabilecegini bildirmistir. Yazarlar, PR-1'in sterolleri
patojenlerden ayirarak patojen biiylimesini inhibe ettigi sonucuna varmiglardir (Gamir et al.

2017).

Stigmasterol konsantrasyonu, tuza maruz kalan bugday koklerinde (Triticum
aestivum) artar (Magdy et al. 1994 ). Filtrelenmis giines 15181 kosullar1 altinda yetistirilen soya
fasulyesi bitkileri sitosterol biriktirirken, stigmasterol seviyeleri azalir (1zzo and Navari-1zzo
1981). Cesitli cevresel etkilere yanit olarak stigmasterol icerigindeki dalgalanmalar,
sitosteroliin stigmasterole doniistiiriilmesinin, bitki tepkisini ¢evresel uyaranlara modiile

edebilecegini diisiindiirmektedir (Aboobucker and Suza 2019).
Stigmasterol ve f-sitosterol.

Stigmasterol ve BS etkilerini arastirmak i¢in chow diyeti uygulanan fareler lizerinde
yapilan bir ¢calismada, yaglh karaciger gelisimine kars1 koruyucu etkilerini incelemek amaciyla
yapilan histolojik analize gore, diisiik yag diyeti (LFD) uygulanan fareler karaciger histolojik
olarak normal gézlenmistir. Yiiksek yagli bat1 tarz1 diyet (HFWD), karaciger dokusunda genis
mikrovezikiiler steatoz alanlari, gelisen makrovezikiiler yag degisim bdlgelerini ve
hepatoseliiler hipertrofisi olan yagl karacigeri indiiklemistir. Stigmasterol tedavisi

makrovezikiiler steatoz, mikrovezikiiler steatoz ve hepatoseliiler hipertrofiyi LFD uygulanan
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farelere kiyasla, baz1 6rneklerde daha normal alanlar ve hatta neredeyse normal histoloji ile
azaltmistir. LFD uygulanan fareler ile karsilastirildiginda, histolojik skor HFWD-+stigma
uygulanan farelerde 6nemli ol¢lide daha diisiiktiir, bu da stigmasteroliin HFWD ile indiiklenen
NAFLD'yi 6nemli o6l¢iide azalttigim1 gostermektedir. Bununla birlikte, BS'nin koruyucu
fonksiyonu daha az etkili oldugu yapilan ¢alismada goériilmektedir (Feng et al. 2018).

HFWD ile beslenen fareler icin stigmasterol veya BS tedavisi, TK ve HDL-K
konsantrasyonlarini 6nemli dlglide azaltmistir, ancak sadece stigmasterol tedavisi 8. haftada
HDL-K seviyesini azaltmaktadir. Aclik kan sekeri seviyesi, HFWD ile tedavi edilen farelerde
onemli Ol¢iide artmistir ve her iki fitosterol tarafindan Onemli O6l¢iide degistirilmemistir.
Stigmasterol, alanin aminotransferaz (ALT) seviyelerinin yiikselmesini Onlemede etkili
olmustur, ancak BS'nin etkili olmadigi yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (Feng et al.
2018).

Chow diyeti uygulanan fareler lizerinde yapilan calismada, karaciger lipitleri ve disk
lipit diizeyleri iizerine etkilerine bakildiginda, S ve stigmasteroliin digki atilimlarini arttirarak
hepatik lipit seviyelerini diistirmede etkili oldugu gosterilmistir. Calismada, lipit ve safra asidi
metabolizmasinda rol alan genlerin q-PCR ile ekspresyonu analizinde; karacigerde,
hidroksimetilglutaril koenzim a rediikktaz'in (HMGCoAR) mRNA ekspresyonu HFWD ile
onemli Olgiide azalmistir, ancak azalma hem fitosteroller tarafindan onlendigi hem de
stigmasterol tarafindan indiiklendigi gosterilmistir. Calismada diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptor (LDLr) ekspresyonunda benzer degisiklik paternleri gézlenmistir, ancak sadece BS ile
onemli farkliliklar oldugu ve BS'nin ATP baglayici kaset tasiyict 5 (ABCGS) ekspresyonunu
onemli olciide artirdigr gosterilmistir. Stearoil-CoA desatiiraz-1 (SCD1) ve yag asidi sentaz
(FAS) gibi de novo lipogenez ile ilgili genler, stigmasterol tarafindan 6nemli dl¢lide bastirildigi,
ancak BS'nin etkili olmadigi yapilan g¢aligmalar ile gosterilmistir. Her iki fitosterol de
peroksizom proliferatdr aktif reseptér o (PPARa) ekspresyonunu onemli dl¢iide artirmis ve

farklilagsma kiimesi 36 (CD36) ekspresyonunu azaltmistir (Feng et al. 2018).

Ayni ¢aligmada serum 6rneklerinin lipitomik analizi yapildiginda su sonuclar ortaya
cikmistir; stigmasterol tedavisi, diagilgliserol (DG), fosfatidiletanolaminin (PE), sfingomiyelin
(SM), triacilgliserol, fosfatidilkolin (PC) ve seramid (CM) dahil olmak {izere serumda 39 tiirii
onemli Olglide degistirirken, BS tedavisi 54 tiirii 6nemli Ol¢lide degistirmistir. Verilerde,
stigmasteroliin HFWD'ye takviyesinin viicut agirlig1 artisini, serum kolesteroliinii, histolojik
skoru ve ALT seviyelerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriilmektedir. Stigmasteroliin, HFWD ile
beslenen farelerde hepatik lipit birikimini ve NAFLD'yi azaltmada BS'den daha etkili oldugu
gosterilmistir. ~ Stigmasterol ve S, muhtemelen hepatik kolesterol seviyelerinin
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diisiiriilmesinden dolay1r kolesterol biyosentezinde hiz sinirlayict enzim olan HMGCoAR
mRNA ekspresyonunu artirmistir (Geelen et al. 1986). Yapilan ¢aligmalara gore fitosterol
tedavisi ile safra asidi atiliminin 6nemli 6lgiide arttig1 goriilmektedir (Carr et al. 2002). Yapilan
calismada, diyet kaynaklarindan tiiretilmis, yiiksek derecede doymamis yag asitleri (PUFA)
igceren triacilgliserol, HFWD tarafindan 6nemli 6l¢giide yiikseltilmis ve stigmasterol tarafindan
yiikselme Onlenmistir. Toplam hepatik triacilgliserol igerigi stigmasterol tedavisi ile 6nemli

6l¢iide azalmistir (Feng et al. 2018).

Karacigerde serbest yag asitleri (FFA) birikiminin, NAFLD'de hiicre hasarinin énemli
bir nedeni olduguna inanilmaktadir (Feldstein et al. 2004). Ancak yapilan ¢alismada karaciger
FFA diizeyleri HFWD'den anlamli olarak etkilenmemistir. Calismanin sonuglarina
bakildiginda, NAFLD'de hepatik FFA igeriginin degismeden kaldigina dair 6nceki bir raporla
tutarh oldugu gosterilmistir (Puri et al. 2007). Her iki fitosterol de dolasimdaki FFA'larin ana
bilesenlerinin seviyelerini degistirmemesine ragmen, lipit peroksidasyonuna maruz kalabilen

ve toksisite olusturabilen dolasimdaki PUFA'y1 azaltmislardir (Feng et al. 2018).

FDA tarafindan insanlar i¢in Onerilen dozda stigmasterol ve S, Kolesteroliin yeniden
emilimi veya emilimi, safra asitlerini ve diyet lipitlerini azalttigini; NADFL’nin azalmasina,
hepatik lipit birikimine ve viicut kilo aliminin azalmasina yol actigini gdstermektedir.
Stigmasterol, bazi lipojenik genlerin ekspresyonunu azaltmak ve dolagimdaki CM seviyelerini
diistirerek bu eylemlerde BS’den daha etkilidir. Fitosterol tiiketiminin diyet kaynaklt NAFLD'yi
onleme veya hafifletme aktivitelerine sahip oldugu gosterilmektedir. Fitosteroller tipik olarak
insanlar tarafindan bitki bazli gidalarda farkli formlari bir karisimi olarak tiiketilir. Yiiksek
stigmasterol ile BS oranina sahip bir fitosterol karigimi, bir diyet takviyesi olarak ilave avantaj

saglayabilir (Feng et al. 2018).
Kampesterol.

Kampesterol, brassinosteroid (BR) sentezinin Onciisiidiir; aktif BR seviyesini etkiler ve
bitki gelisiminde hiicre uzamasi, ercik ve polen gelisimi, ksilem farklilasmasi, stres toleransi ve
patojen direnci gibi bir dizi fizyolojik aktiviteyi diizenler (Choe et al. 2000; Fujioka and Yokota
2003; Asami et al. 2005; Chu et al. 2006; Gudesblat and Russinova 2011; Williams 2011,
Fridman and Savaldi-Goldstein 2013). Kampesteroliin, brassinolid (kdk uzamansini ve hiicre
boliinmesini destekleyen bir bitki hormonu) biyosentezi igin substrat gorevi gordigi

bilinmektedir (Choe et al. 1999).

Kampesteroliin sitosterole oraninin, biiylime gereksinimlerini ve membran biitiinliiglini

karsilamada 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir (Clouse 2000; Schaeffer ef al. 2001; Carland
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et al. 2002; Boutté¢ and Grebe 2009; Suzuki et al. 2009; Ovecka et al. 2010). Bu oranin lif uzama
hiz1 ile negatif iligkili oldugunu gosterilmistir ve lif uzamasini etkileyen énemli bir faktor

oldugu 6ne siirtilmiistiir (Deng et al. 2016).

Kampesterol, hidrojenasyon ile kampestanol'e doniistiiriiliir. Kampestanol olusturmak
i¢in 5,6 ¢ift bagin indirgenmesine maruz kalir. Kampestanol, iki alternatif yolla Brassinolid’e
(BL) dontstiiriiliir; erken veya ge¢ C-6 oksidasyonu ile, castasterone (CS) olusumuna neden
olur. Teasteron ve tifasterol arasindaki C-3 epimerizasyonu 3-dehidro ara iiriin araciligiyla
gerceklesir. CS, Baeyer-Villiger tipi oksidasyon yoluyla BL'ye donistiiriiliir (Choe et al. 1998

ve Nomura et al. 1999).

Kampesteroliin, yan zincir yapisina dayali olarak brassinolid'in bitki sterol Onciisii
oldugu tahmin edilmektedir ve teasteron, tifasterol ve kastasteronun nispi biyolojik aktiviteleri,
birlikte olusumu ve molekiiler yapisi, BL'min bu ara maddeler yoluyla kampesterolden
sentezlendigini  gostermektedir.  Yapilan calismalardaki gaz  kromatografisi/kiitle
spektrometresi analizleri, aslinda kampesteroliin, erken ve ge¢ C6 oksidasyonu ve erken ve geg
C22 hidroksilasyonu olarak adlandirilan birka¢ paralel yolla BL'ye doniistiiriildiiglini
gostermistir. Son sonuglar, ara drlinlerin doniislimiiniin  yolaktaki birkag adimda
gerceklesebilecegini gostermistir ve bu nedenle BL sentezi, sadece castasteronda birlesen iki

paralel yoldan ziyade bir metabolik 1zgara yoluyla daha fazla ilerlemektedir (Clouse 2017).

SRe Ak,

% g o7 -4

Sekil 3. Kampesterol kimyasal yap1 gosterimi (2D yapi), kristal yap1 gosterimi.
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/173183#section=2D-Structure)
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Sekil 4. Stigmasterol, sitosterol ve kampesterol olusumuna giden bitki sterol yolu- Bitkiler
steroller; kampesterol (24-metil), sitosterol ve stigmasterol (24-etil steroller) karigimu iiretir. Stigmasterol, sterol
C-22 desaturazlarin etkisi ile sitosterolden tiiretilir. Kampesterol, brassinosteroidlerin (BR) tercih edilen
onciisiidiir. Kesikli oklar birden fazla adimi gosterir ve diiz oklar yoldaki tek adimi gosterir. HMGR, 3-hidroksi-
3-metilglutaril-CoA rediiktaz; CAS, sikloartenol sentaz; SMTI1, sterol metiltransferaz 1; SMT2/3, sterol
metiltransferaz 2/3; SSR2, sterol yan zincir rediiktaz 2; CYP710A, sterol C-22 desatiiraz (Aboobucker and Suza
2019).

Hiicre membraninda stigmasterol, sitosterol ve kampesterol’un islevi.

Serbest steroller ve sterol konjligatlarinin bilesimi, sivi sirali faz olusumunu etkiler.
Stigmasterol kendi basina membran diizenini artirma yeteneginden yoksundur, sitosterol ve
kampesterol ise diizeni artirir. Bununla birlikte, bitkideki ana sfingolipid olan
glikozilinositolfosfoseramidler ile etkilesime girerek, stigmasterol membran sirasini artirabilir,
glukozilseramid ile etkilesim ise diizeni azaltir. Sitosteroliin kendisi, serbest sterol-sfingolipid
ve serbest sterol-sterilglikozit/asilsterilglikozit kombinasyonunun eklenmesiyle birlikte boyut
olarak artan birgok kii¢iik alanin iiretimini indiikler (Grosjean et al. 2015). Bu bulgular, spesifik
sterol tiirlerinin, membran sterol bilesimini ince ayarlamasi ve bdylece sinyal olaylarini

diizenleyen bir rolii oldugunu gostermektedir (Aboobucker and Suza 2019). Stigmasterol, bitki
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hiicrelerinin plazma membranlarindaki ana sterollerden biridir ve hiicre proliferasyonunda
(Hartmann 1998) ve plazma membran1 H*-ATPaz aktivasyonunda rol oynar (Grandmougin-
Ferjani et al. 1997). Bitkilerde, plazma membran1 H*-ATPaz, hiicreden protonlarin birincil
tastyicisidir, boylece plazma membran1 boyunca bir pH ve elektrokimyasal gradyan olusturur
(Muramatsu et al. 2002). Plazma membrani H™-Atpaz’in aktivitesi, iyon homeostazini korumak
icin gereklidir, ciinkii tasiyici aracili iyon taginmasi, yokus asagi bir pH gradyanina baglanir

(Niu et al.1995).
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Sekil 5. Stigmasteroliin fonksiyonlarinin sematik gosterimi ve bitki hiicrelerindeki sinyallesme
rolleri- Stigmasterol biyosentezi gelisim, abiyotik stres, gravistimiilasyon, patojen saldirist sirasinda ve absisik
asit (ABA), metil jasmonat (MeJA), salisilik asit (SA), kalsiyum (Ca?*) ve hidrojen peroksit (H.0,) gibi sinyal
molekiillerine yanit olarak ortaya ¢ikar. Stigmasterol, ROSY1'e baglanir ve gravitropik yanita yol
acar. Stigmasterol, plazma membraninda pH ve elektrokimyasal gradyan olusturmak i¢in H*-ATPaz’1 aktive eder.
pH gradyani, tuzluluk stresine uyum saglamak i¢in Na*'y1 diglamak i¢in Na*/ H" degistiricinin aktivasyonuna yol
acar. Ayrica, iyon homeostazi, disiik pH'a adaptasyon, disiik fosfor ve abiyotik stres ig¢in H*-
ATPaz aktivitesi gereklidir. Stigmasteroliin eksojen uygulamasi, tanimlanamayan bir sterol sensorii (Stigma)
yoluyla biiylimeyi ve sterol homeostazini etkiler (Aboobucker and Suza 2019).

Na*/H*
Exchanger

]  /
Growth Sterol homeostasis?

Tyloxapol (Triton WR-1339)

Tyloxapol (TY), bir¢ok hayvanda akut hiperlipidemiyi indiikklemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. TY, katabolize edici enzimleri sterol sensorii (stigma) ve lesitin kolesterol
asetil transferazi (LCAT) inhibe eden dolasim lipoproteinlerinde yapisal modifikasyonlara
neden olan ylizey aktif madde veya kimyasal ajan olarak islev goriir (Friedman and Bayer
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1957). Hiperlipidemi indiikleyici bir ajandir. TY, lipazlar baskilar ve karaciger dis1 dokularda
lipoprotein alimini bloke ederek kandaki lipid seviyesinin artmasina neden olur (Kellner and

Correll 1951).

Noniyonik bir deterjan olan TY, dogal veya kimyasal ilaglar1 taramak i¢in hayvan
modellerinde akut hiperlipidemiyi indiiklemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Schurr et
al. 1972). Esas olarak Tyloxapol lipoprotein lipaz aktivitesini inhibe eder, bu da ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL), trigliseritlerin birikmesine neden olur ve plazmada HDL-K

tiretimini azaltir (Janicki and Aron 1962; Zarzecki et al. 2014).

TY'nin plazmadaki trigliseritlerle, enzimler (lipoprotein lipaz) tarafindan hidroliz
oranin1 azaltarak ve boylece ekstra hepatik dokular tarafindan dolagimdan emilimini
engelleyecek sekilde iliskili olduguna inanilmaktadir (Hall et al. 2000). Ayrica, TY'nin
sicanlara enjeksiyonu, kanda yiiksek kolesterol ve trigliserit seviyelerine yol agarak VLDL-

Cc'nin karaciger tarafindan salgilanmasini artirir (Khanna et al. 2002).

Sekil 6. Triton WR-1339’un kimyasal yapisi.

Centranthus longiflorus Tiirii

Centranthus longiflorus; Plantae Aleminde, Tracheophyta Subesinde, Magnoliopsida
Sinifinda, Dipsacales takiminda ve Valerianaceae Familyasinda yer almaktadir. Valerianaceae
familyasinin 350 tiirti bulunmaktadir ve yiiksek rakimli dag bolgelerinde yetismektedir (Bell
and Donoghue 2005).

Tirkiye’de kirmizi kediotu olarak bilinen C. longiflorus tiirii, diinyada Akdeniz
bolgesine (Tiirkiye, Suriye, Italya, Filistin ve Liibnan) endemiktir (Makki et al. 2015). Yapilan
calismalarda C. longiflorus’un antioksidan ve enzim inhibit6r 6zelliklerine sahip oldugu ortaya
konmustur. Yapilan bir ¢alismada C. longiflorus bitkisinde a-amyrin ve BS aynmi anda
belirlenmistir. Bu bitkilerin 6zellikle seker hastaliginin tedavisi i¢in ilag gelistirilmesine yonelik

tavsiyeler bulunmaktadir (Askin vd 2018).
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Anacetrapib

Anacetrapib, CETP inhibitorii olarak hiperlipidemi tedavisinde kullanilan bir ilagtir.
Anacetrapib lipoproteinler arasindaki kolesteril ester (CE) transferine heterotipik ve homotipik
olarak aracilik eder ve Faz 3 klinik caligmalar1 devam etmektedir. HDL-K’y1 arttirip ve LDL-
K’y1 diisiirerek yararh etkiler gostermistir. Anacetrapib, CETP inhibitorlerinin torcetrapib
serisine aittir, fakat torcetrapibin aksine kardiyovaskiiler etkileri bulunmamaktadir.
Anacetrapib, CETP'nin transfer islevlerini bloke ederek HDL’de belirgin bir artig, LDL

kolesteroliinde azalma gibi olumlu bir plazma lipid profili saglar (Goldberg and Hegele 2012).

EITITeE

Sekil 7. Anacetrapib’in kimyasal yap1 gosterimi (2D yapr), kristal yap1 gosterimi.
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11556427#section=2D-Structure)
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Deney hayvanlarinin hazirlanmasi.

Bu c¢alisma, 14.08.2017 tarih ve 42190979-000-E.1700224647 sayili, Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi etik kurulunun onay karari ile
gerceklestirildi. Bu ¢alismada toplam 48 tane Wistar ratlar1 (250 - 350 g) kullanildi. Ratlar, 12
saat aydinlik/karanlik dongiide deney baslangicina kadar yiyecek ve suya serbest erigim ile oda
sicakliginda (22 + 2 °C) ve polikarbonatli kafeslerin icerisinde tutuldu. Hayvanlar birbirine
yakin agirliga sahip olacak sekilde 8 grup (I-VIII) olusturuldu (n=6). Hayvanlara
gerceklestirilen uygulamalar ulusal kilavuzlarda belirtilen kurallara gore gergeklestirildi (Cinar
vd 2019). 12 saat boyunca ag kalan ratlara deneysel prosediirler uygulandi. Tiim uygulama
gruplarinda muameleler yapildiktan 24 saat sonra anestezi gerceklestirildi. Kan ile ilgili
parametreleri ¢alismak i¢in kan numuneleri alindi. Daha sonra karaciger ve bobrek dokular

alinarak bir siire -20 derecede bekletilip, siire bitiminde -80 derecede muhafaza edildi.
Uygulama gruplari.

(Calismada kullanilacak ratlarin agirliklar1 deneye baslamadan 6nce 6lgiildii ve benzer
agirlik degerlerine sahip ratlar ayni gruplarda yer alacak sekilde sekiz gruba ayrildi (n= 6).
Tablo 1’de gruplar ve gruplardaki ratlara deneyler sirasinda uygulanacak olan prosediirler

gosterilmistir.

Tablo 1. Gruplar ve Gruplardaki Ratlara Deneyler Sirasinda Uygulanan Prosediirler.

Gruplar Grup ozel adx Uygulama prosediirii

| Saglikli (Negatif kontol) | Fizyolojik su [2,5 mL/kg, intra peritonel (i.p)]

1 C. longiflorus (CL) Fizyolojik su (2,5 mL/kg, i.p) uygulamasindan 30 dakika once bitki
oziitii [ 150 mg/kg, oral doz (o0.d)] alan grup.
11 B- Sitosterol (BS) Fizyolojik su (2,5 mL/kg, i.p) uygulamasmndan 30 dakika 6nce B-
Sitosterol (% 0,4, 0.d) alan grup.
v Anacetrapib (Pozitif Fizyolojik su (2,5 mL/kg, i.p) uygulamasindan 30 dakika Once
kontrol) (ACP) anacetrapib (0,2 mg/mL, 2,5 mL/kg, 0.d) alan grup.
\/ Tyloxapol (Pozitif Tyloxapol (400 mg/kg, 2,5 mL/kg, i.p) uygulamasindan 30 dakika
kontrol) (TY) once fizyolojik su alan grup.
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Tyloxapol (ACP + TY)

Vi C. longiflorus + Tyloxapol (400 mg/kg, 2,5 mL/kg, i.p) uygulamasindan 30 dakika
Tyloxapol (CL + TY) once bitki oziitii (150 mg/kg, o.d) alan grup

1 j- Sitosterol + Tyloxapol (400 mg/kg, 2,5 mL/kg, i.p) uygulamasindan 30 dakika
Tyloxapol (BS + TY) once B- Sitosterol (% 0,4, 0.d) alan grup.

VI Anacetrapib + Tyloxapol (400 mg/kg, 2,5 mL/kg, i.p) uygulamasindan 30 dakika

once anacetrapib (0,2 mg/mL, 2,5 mL/kg, 0.d) alan grup.

Tortum ilgesi'nden toplandi (Sekil 8). Tiiriin taksonomik tanimlamasi1 Richardson (1975) ’a
gore yapildi. Bitki materyali uygun laboratuvar sartlarinda (glines almayan ve nemsiz bir
ortamda) 72 saat kurumaya birakildi. Bitkiden etanol ekstraksiyonu Kotan ve arkadaslarina
(2010) gore yapildi. Bu metotta, 100 g kurutulmus bitkiden alinarak tizerine 200 mL etanol
olacak sekilde bir cam kavanoz igerisinde 72 saat ¢alkalamaya birakildi. Siire tamamlandiginda
ornek bir filtreden gegirilerek siiziildii. Daha sonra bir evaporator kullanarak etanol ortamdan
uzaklastirildi. Boylece kuru ekstrakt elde edildi. Ratlara uygulama i¢in 150 mg/kg’lik dozlarda

uygulama ¢ozeltisi hazirland1 ve uygulama gruplarinda her bir hayvana 1 mL gavaj yoluyla

verildi (Zengin vd 2016).

C. longiflorusun g-sitosterol igeriginin tanimlanmas.

Centranthus longiflorus bitkisi Mayis ve Temmuz 2019 tarihlerinde Erzurum’un

Sekil 8. C. longiflorus bitkisi.
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Beta-Sitosterol (BS) uygulamasi.

BS etken maddesi Santa Cruz Biotechnology (ABD) firmasindan satin alindi. Bu
calismada, ratlarin diyetinde BS %0,4 oraninda olacak sekilde ayarlandi (Lauer and Fontanarosa
2001). Ayrica, BS’nin sulu soliisyonunu hazirlamak icin  %0,5 (w/v) CMC
(Carbonymethylcelulose) kullanildi. Ornek 30 dakika 40 °C’de sonikasyona tabi tutuldu.

Tyloxapol (Triton WR-1339) uygulamasi (Hiperkolesteroleminin olusturulmasi).

Tyloxapol (Triton WR-1339), Santa Cruz Biotechnology (ABD) firmasindan satin
alindi. 12 saat siireyle a¢ birakilmis ratlara Tyloxapol'un (2.5 mL/kg) intraperitonal
enjeksiyonuyla deneysel olarak hiperkolesterolemi olusturuldu (Zarzecki et al. 2014).

Tyloxapol uygulanan ratlar 24 saat sonra hiperkolesterolemik olarak elde edilmis oldu.
Anacetrapib uygulamasi.

Anacetrapib ilacti MedChem Express (ABD) firmasindan satin alindi. Anacetrapib
ilacinin uygulamasi, 12 saat a¢ birakilmis ratlarda anacetrapibin (0,2 mg/mL, 2,5 mL/Kkg, 0.d)

gavaj yolu ile verilmesiyle yapildi (Tan et al. 2010).
Metot
Anti-hiperlipidemik Calisma.

Anti-hiperlipidemik ¢aligmalar i¢in tim uygulama gruplarinda muameleler yapildiktan
24 saat sonra ratlarin kardiyak kan numuneleri alindi. +4 °C’de 10 dakika ve 4000 rpmde
santrifiij islemi gergeklestirildi. Elde edilen plazmalar analiz yapilincaya kadar -80 °C’ de
muhafaza edildi. Calismada Toplam Kolesterol (TK), Trigiserit (TG) ve Diisiik Densiteli
Lipoprotein Kolesterol (LDL-K) degerleri 6lgiildii. Ratlarin plazmasindaki LDL-K, TK ve TG
degerlerinin belirlenmesi i¢in Beckman Coulter AU analiz cihazinda enzimatik renk testi
kullanildi.

Dokularin toplanmasi ve homojenizasyon islemleri.

Her bir ratin toraksi dikey olacak sekilde agildi. Uzman bir ekip hayvanlarin karaciger
ve bobreklerini alarak 6zenle gruplar halinde paketlendi. Alinan 6rnekler sivi azota maruz
birakildiktan sonra -80 °C’ye kaldirildi. Dokularin homojenizasyon islemi i¢in ayr1 gruplar
halinde -80 °C’de tutulan dokularin +4 °C’ye alinmast ile bagladi. Ratlarin karaciger ve bobrek

dokularindan esit olacak sekilde alinan doku pargalar1 bir havan igerisinde makroparcalamaya
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maruz birakildi. Bu suretle ayr1 ayr1 ayrilan dokularin homojenik karismasi saglandi. Daha
sonra hassas terazi yardimiyla 0,2 g doku tartildi ve ayr1 ayr1 ependorf tiiplerine alinarak tizerine
belli biiyiikliikte homojenat boncuklari yerlestirildi. Uzerine bir litrelik fosfat tamponu; pH=7.2,
50 mM ilave edildi. Homojenizasyon cihazinda 4000 rpm de 4 dongii, 1 dk ¢alkalama, 10 sn
bekleme olacak sekilde muamele edildi. En sonunda 13.000 rpm de +4 °C’de 30 dk siireyle
santrifiij islemi gerceklestirildi. Siipernatant alinarak daha sonra yapilacak ¢aligsmalar i¢in -80

°C’ye kaldirild1.
Histopatolojik incelemeler.

Her karaciger ve bobrekten bir par¢a doku 24 saat formalin soliisyonunda (% 10)
saklandi. Daha sonra numuneler musluk suyu kullanilarak yikandi ve dehidrasyon i¢in metil,
etil ve saf etil seyreltileri uygulandi. Ornekler ksilen icinde saflastirildi ve 24 saat sicak hava
firminda 56 °C'de parafine gomiildii. Parafin balmumu doku bloklar1, bir kizak mikrotomuyla
4 pm kalinhiginda porsiyonlama i¢in hazirlandi. Elde edilen doku kisimlari, cam slaytlar
tizerinde biriktirildi, parafinden arindirildi ve rutin inceleme i¢in hematoksilin ve eozin boyasi
ile boyandi. Ardindan inceleme 151k mikroskobu Olympus BX53 model UIS 2 optik sistemi ile
yapildi. Numuneyi degerlendirmek icin en az bes mikroskobik alan degerlendirildi. Karaciger
hasar1 i¢in kriterler hidropik dejenerasyon, vaskiiler konjesyon (tikaniklik) ve siniizoidal
dilatasyon idi. Bobrek hasari, interstisyel enflamasyon, vaskiiler konjesyon ve tiibiiler nekroz
dikkate alinarak degerlendirildi. Her 6rnek, yar1 kantitatif olarak yaralanma i¢in bir 6lgek (-

yok, +: hafif, ++: orta ve +++: siddetli) kullanilarak degerlendirildi.
Istatistiksel analizler.

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 25.0 paket programindan yararlanildi. Once tanimlayicr istatistikler hesaplandi. Veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. Gruplardan elde edilen verilere Varyans Analizi
uygulandi. Anlamli bulunan grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklart ortaya koymak amaciyla
coklu karsilastirma testlerinden Duncan testinden faydalanildi. Grup ortalamalar1 arasindaki

istatistiksel olarak en diisiik anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05 degeri kabul edildi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Biyokimyasal Calismalar
Toplam lipit icerikleri.

Toplam lipit icerikleri ¢alismasinda sekiz ayr1 gruba ait TK, TG ve LDL-K diizeyleri
belirlendi. Bu gruplara ait sonuglar Tablo 2°de ve Sekil 9-Sekil 11°de verildi.

Total kolesterol (TK).

TK verileri incelendigi zaman tiim uygulama gruplar1 arasinda en yiiksek TK seviyesi
Tyloxapol (TY) un tek basina uygulandigi grup olan grup V’de goriildii (319.27 + 29.73). Bu
grupta goriilen TK seviyesi tiim uygulama gruplarindan istatistiksel olarak 6nemli Olcilide
yiiksekti (p<0.05). Bu sonug pozitif kontrol i¢in kullanilan TY ’nin grup V’te kullanilan ratlar
hiperkolesterolomik yaptiginin gostergesidir. Diger bir pozitif kontroliimiiz olan ve kolesterol
ilac1 olarak da kullanilan ACP’nin tek basina uygulandig: rat grubunda (grup IV) en diisiik TK
seviyesi Olctildii (47.44 + 11.55). Bu sonu¢ da ACP’nin deney yapilmadan 6nce beklenen
etkisini gosterdiginin kanitidir. Ancak grup IV’de goriilen TK seviyesindeki diisiis istatistiksel
olarak degerlendirildiginde grup I, grup II ve grup III’de 6l¢iilen TK degerlerinden ¢ok farkli
degildi (p>0.05). Yani uygulama gruplarimizdan ilk dordiinii olusturan kontrol, CL, BS ve ACP
gruplar1 TK acisindan birbirine yakin sonuglar ortaya koymustur. Yine de degerlendirmek
gerekirse TK agisindan bu dort grup i¢in siralama TK grup v < TK grup 1 < TK grup i1 < TK grup 1
seklinde oldu. Yani kullandigimiz bitki ekstraktinin (CL) tek basina uygulandigi grup TK

seviyesini neredeyse ila¢ grubunda oldugu kadar diisiirdii.

TY nin sebep oldugu yiiksek TK seviyelerini gidermeye yonelik gergeklestirdigimiz ve
calismamizin ikinci agsamasini olusturan uygulama gruplarindan (grup VI, grup VII ve grup
VIII) elde edilen veriler incelendiginde ise TY nin sebep oldugu yiiksek TK seviyelerini her ii¢
grubunda istatistiksel olarak 6nemli dl¢lide diistirdiigi tespit edildi (p<0.05). Bu ti¢ grup kendi
arasinda kiyasladig1 zaman ise grup VI ve grup VII'nin birbirine yakin sonuclar gosterdigi grup
VIII’in ise daha diisiik TK seviyesi gostererek bu iki gruptan istatistiksel olarak ayrildig:
gozlendi (p<0.05). Calismanin sinerjik etki kismini olusturan gruplarin (grup V, VI, VII ve
VIII) TK agisindan siralanisi ise su sekilde oldu (TK grup v > TK grup vit > TK grupvi > TK grup
vin). Yani TY uygulanarak TK seviyesi arttirilmig ratlarda, TK seviyesindeki diisiis, bitki
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ekstraktinin TY ile birlikte uygulandigi grup da (TY + CL) TY ile birlikte fS’ nin uygulandigi
gruptan (TY + S) daha fazla oldu (249.61 + 21.15). Ancak yine de diistis grup VIII’de ki kadar
keskin degildi.

Tablo 2. Toplam Kolesterol (TK), trigliserid (TG) ve LDL-K 'nin Diizeyleri Ortalama + SD, n=
6) ile Coklu Karsilastirma Test Sonuglari.

Gruplar TK (mg/dL) TG (mg/dL) LDL (mg/dL)

I (Kontrol) 56.71 + 4.47% 46.58 + 10.51¢" 16.52 + 3.28%"
11 (CL) 49.94 + 2.50¢ 41.64+ 6.88¢ 14.87 + 2.16%
11 (BS) 51.27 + 13.66¢ 42.98 +9.91¢ 14.81 + 3.34%
1V (ACP) 47.44 + 11.55¢ 39.64 + 5.88¢ 11.64 + 1.67¢

V (TY) 319.27 £29.73*  1388.98 + 182.13¢2 52.13 + 32.922
VI (CL + TY) 249.61 +21.15° 1159.31 + 177.74° 40.13 + 29.06%°

VII (BS + TY)
VIII (ACP + TY)

275.94 £ 6.75°
155.61 + 18.89°¢

1210.31 + 143.51%
946.14 + 63.47°¢

27.50 + 18.05%¢
42.05 + 38.15%

* Ayni harfle gosterilen grup ortalamalar1 arasindaki farklilik anlamli degilken (p>0.05), Farkli harflerle gosterilen
grup ortalamalar1 arasindaki farklilik anlamlidir (p<0.05). (CL: C. longiflorus; BS: B- sitosterol; ACP:
Anacetrapib; TY: Tyloxapol)

400 -
350 - T
300 -
250 - T
200 -
150 - T
100 -
50 | ml = I T

Kolesterol (mg/dL)

Sekil 9. TK agisindan tim uygulama gruplarindan elde edilen siitun grafigi.

Trigliserid (TG).

Bir diger parametremiz olan TG verileri incelendiginde TK verileri ile kiigiik bazi
farkliliklar gostermekle birlikte sonuglarin paralellik gosterdigi goriildii (Tablo 2). TG verileri
incelendigi zaman tiim uygulama gruplar arasinda en yiiksek TG seviyesi Tyloxapol (TY) un
tek basina uygulandig1 grup olan grup V’de goriildii (1388.98 + 182.13). Bu grupta goriilen TG
seviyesi tiim uygulama gruplarindan istatistiksel olarak 6nemli dl¢lide yiiksekti (p<0.05). Bu

sonug pozitif kontrol i¢in kullanilan TY nin grup V’te kullanilan ratlar1 hiperkolesterolomik
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yaptiginin bir baska gostergesidir. Diger bir pozitif kontroliimiiz olan ACP’nin tek basina
uygulandigi rat grubunda (grup IV) en diisiik TG seviyesi 6l¢iildii (39.64 + 5.88). Bu sonug da
ACP’nin deney yapilmadan 6nce beklenen etkisini gosterdiginin kanitidir. Ancak grup IV’de
goriilen TG seviyesindeki diisiis istatistiksel olarak degerlendirildiginde grup I, grup 11 ve grup
III’de olgiilen TG degerlerinden TK degerlerindeki gibi ¢ok farkli degildi (p>0.05). Yani
uygulama gruplarimizdan ilk dordiinii olusturan kontrol, CL, S ve ACP gruplar1 TG agisindan
birbirine yakin sonuglar ortaya koymustur. Yine de degerlendirmek gerekirse TG agisindan bu
dort grup icin siralama TG gup v < TG grup 1 < TG grup 1 < TG grup 1 seklinde oldu. Yani
kullandigimiz bitki ekstraktinin (CL) tek basina uygulandigi grup TG seviyesini neredeyse ilag
grubunda oldugu kadar diisiirdi. Hem TK hem de TG igin degerlendirildiginde bitki
ekstraktinin etken madde olarak kullanilan - sitosterole gore daha etkili bir anti-kolesterolomik

etki gosterdigi degerlendirildi.

TY nin sebep oldugu yiiksek TG seviyelerini gidermeye yonelik gerceklestirdigimiz ve
calismamizin ikinci asamasini olusturan uygulama gruplarindan (grup VI, grup VII ve grup
VIII) elde edilen veriler incelendiginde ise TY 'nin sebep oldugu yiiksek TG seviyelerini her ti¢
grubunda istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide diistirdiigii tespit edildi (p<0.05). Bu ii¢ grup kendi
arasinda kiyasladig1 zaman ise grup VI ve grup VII'nin birbirine yakin sonuglar gosterdigi grup
VIIl'in ise daha diisiik TG seviyesi gostererek bu iki gruptan istatistiksel olarak ayrildigi
gozlendi (p<0.05). Calismanin sinerjik etki kismini olusturan gruplarin (grup V, VI, VII ve
V1) TG agisindan siralanisi ise su sekilde oldu (TG gupv > TG grupvii > TG grupvi > TG grup
vin). Yani TY uygulanarak TG seviyesi arttirilmig ratlarda, TG seviyesindeki diisiis, bitki
ekstraktinin TY ile birlikte uygulandigi grup da (TY + CL) TY ile birlikte BS’nin uygulandig:
gruptan (TY + BS) daha fazla oldu (1159.31 + 177.74). Ancak yine de diisiis grup VIII’de ki
kadar keskin degildi (946.14 + 63.47).
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Sekil 10. TG agisindan tiim uygulama gruplarindan elde edilen siitun grafigi.

LDL-Kolesterol (LDL-K).

Tiim uygulama gruplarinda LDL-K diizeylerinde meydana gelen degisiklikler Tablo 2
ve sekil 11°de gosterildi. CL, BS ve ACP’nin tek basina uygulandigi gruplardan elde edilen
LDL-K diizeyleri saglikli kontrol grubu verisi ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemsiz

(p>0.05) azaliglar goriilirken, TY ile indiiklenen ratlarda (grup V) LDL-K diizeylerinde

istatistiksel olarak onemli bir artig (52.13 + 32.92) tespit edildi (p<0.05).

arastirildigl ¢alismanin ikinci asamasinda ise her ili¢ grupta da istatistiksel olarak anlamli
diisiisler goriildii (p<0.05). Ozellikle S + TY grubu (grup VII) LDL-K diizeyini istatistiksel
olarak en cok diisiiren grup oldu. Oyleki bu diisiis, ACP + TY gubunun (grup VIII) LDL-K

tizerindeki etkisinden daha fazlaydi. Sonug olarak LDL-K seviyesini diisiirme siras1 grup VII >

grup VI > grup VIII olarak belirlendi (sekil 11).
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Sekil 11. LDL-K agisindan tiim uygulama gruplarindan elde edilen siitun grafigi.

Histopatolojik Calismalar

Calismamizin histopatolojik kismi erkek ve disi bireylerde ayr1 ayr1 olmak iizere ratlarin

karaciger ve bobrek dokular: kullanilarak gergeklestirildi.
Erkek Ratlarda Karaciger Dokusu Uzerine Histopatolojik Calismalar.

Calismamizin baslangicinda belirledigimiz uygulama gruplarimizdan elde edilen sekiz
ayrt gruba ait erkek ratlarin karaciger dokularindan uygun sartlarda kesitler alinarak
histopatolojik ¢aligmalar yiiriitiiltii. Sekil 12°de CL, BS ve ACP nin tek baslarina uygulandigi
calismaya ait gorlintiiler verildi. Sekil 13’de ise TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY

uygulamalarina ait goriintiiler verildi.
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¢) BS grubu (H&E x 200) d) ACP grubu (H&E x 200)

Sekil 12. Erkek ratlarda CL, BS ve ACP’nin karaciger dokusu tizerine etkileri- a) Erkek karaciger,
kontrol grubu; b) CL grubu: hafif karaciger hasari (hafif tikaniklik-ince ok ve siniizoidal dilatasyon-kalin oklar);
¢) BS grubu: orta derecede karaciger hasari (mikro damlaciklar ile fokal yag degisikligi-ince oklar, orta derecede
tikaniklik ve siniizoidal dilatasyon-kalin oklar); d) ACP grubu: hafif karaciger hasar1 (hafif tikaniklik-ince ok ve
siniizoidal dilatasyon-kalin ok).
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2 _ _ _ :
g) BS + TY grubu (H&E x 200) h) ACP + TY grubu (H&E x 200)

Sekil 13. Erkek ratlarda TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY’nin karaciger dokusu iizerine

etkileri- e) TY grubu: agir karaciger hasari (belirgin tikaniklik-ince ok ve siniizoidal dilatasyon-kalin oklar); f)
CL + TY grubu: hafif karaciger hasari (hafif tikaniklik-ince ok ve siniizoidal dilatasyon-kalin ok). Hepatositlerde
yag degisikligi yoktur; g) BS + TY grubu: orta derecede karaciger hasari (mikro damlaciklar ile fokal yag degisimi
- ince oklar ve orta derecede tikaniklik kalin oklar); h) ACP + TY grubu: orta derecede karaciger hasart (mikro
damlaciklar ile fokal yag degisimi - ince oklar ve orta derecede tikaniklik kalin oklar).

Sekil 12 ve sekil 13’de gosterilen veriler incelendiginde, CL ve ACP’nin tek bagina
uygulandigi gruplar olan grup II ve grup IV erkek ratlarda hafif karaciger hasari olustugu tespit
edildi. Her iki grupta da bu hafif hasar; biraz tikaniklik ve siniizoidal dilatasyon olarak
tanimlandi. BS’nin tek basina uygulandig1 grup olan grup III’te ise orta derece karaciger hasari
tespit edildi. Bu grupta olusan hasar ise mikro damlaciklar ile fokal yag degisikligi, orta
derecede tikaniklik ve siniizoidal dilatasyon olarak tanimlandi. Caligmanin ikinci agsamasini
olusturan ve TY uygulamasi sonucu hiperkolesterolomik yapilan erkek ratlara TY ile birlikte
strastyla CL, BS ve ACP uygulandiginda ise TY 'nin tek basina uygulandigi grup olan grup V’te
goriilen agir hasar CL + TY grubunda (grup VI) hafif karaciger hasarina; S +TY grubu (grup
VII) ve ACP + TY grubunda (grup VIII) orta karaciger hasarina doniistiigii belirlendi. Sonug
olarak erkek ratlarda TY ile bitki ekstraktinin birlikte kullanilmasi karaciger lizerine en etkili

korumay1 sagladi.
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Disi Ratlarda Karaciger Dokusu Uzerine Histopatolojik Calismalar.

Calismamizin baslangicinda belirledigimiz uygulama gruplarimizdan elde edilen sekiz
ayrt gruba ait digi ratlarin karaciger dokularindan uygun sartlarda kesitler alinarak
histopatolojik ¢aligmalar yiiriitiltii. Sekil 14’de CL, BS ve ACP nin tek baslarina uygulandigi
caligmaya ait gorintiler verildi. Sekil 15’de ise TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY

uygulamalarina ait goriintiiler verildi.

a) Karaciger, disi kontrol grubu (H&E x100) b) CL grubu (H&E x 200)

c) BS grubu (H&E x 200) d) ACP grubu (H&E x 200)

Sekil 14. Disi ratlarda CL, BS ve ACP’nin karaciger dokusu {izerine etkileri- a) Disi karaciger,
kontrol grubu; b) CL grubu: hafif karaciger hasari (hafif tikaniklik-ince ok ve siniizoidal dilatasyon-kalin ok); c)
BS grubu: orta derecede karaciger hasar1 (mikro damlaciklar ile fokal yag degisimi-ince ok, orta derecede tikaniklik
ve siniizoidal dilatasyon-kalin ok); d) ACP grubu: orta derecede karaciger hasari (mikro damlaciklar ile fokal yag
degisimi-ince ok, orta tikaniklik-¢ift ok ve siniizoidal dilatasyon-kalin ok).
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g) BS + TY grubu (H&E x 200) h) ACP + TY grubu (H&E x 200)

Sekil 15. Disi ratlarda TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY 'nin karaciger dokusu lizerine etkileri-
e) TY grubu: siddetli karaciger hasar1 (belirgin tikaniklik-ince ok ve siniizoidal dilatasyon-kalin oklar). Ek olarak,
portal inflamasyon (iltihap)-¢ift ok; f) CL + TY grubu: hafif karaciger hasar1 (hafif tikaniklik-ince ok ve siniizoidal
dilatasyon-kalin ok). Hepatositlerde yag degisikligi yoktur; g) BS + TY grubu: orta derecede karaciger hasari
(mikro damlaciklar ile fokal yag degisimi - ince oklar ve orta derecede tikaniklik kalin oklar). Ayrica hafif portal
inflamasyon vardir-¢ift ok; h) ACP + TY grubu: orta derecede karaciger hasar1 (mikro damlaciklar ile fokal yag
degisimi - ince oklar ve orta derecede tikaniklik kalin oklar), ek olarak ilaca bagli, portal inflamasyon.

Disi bireyler i¢in sekil 14 ve sekil 15°de gosterilen veriler incelendiginde; hem CL, BS
ve ACP’nin tek basina uygulandig1 gruplarda hem de sinerjik etkinin ¢alisildigt TY + CL, TY
+ BS ve TY + ACP gruplarindan elde edilen veriler erkek ratlardan elde edilen verilerle
benzerlik gosterdi. Aralarindaki tek fark ise ACP’nin tek basina uygulandig: grup olan grup IV’
de erkeklerde hafif karaciger hasar1 olusurken disi bireylerde ACP uygulamasinin orta derecede
bir karaciger hasar1 olusturmasiydi. Disi bireylerden elde edilen karaciger dokusuna ait verileri
de bitki eksraktinin (CL), etken maddeye (BS) oranla karaciger tizerinde daha iyi bir koruma
sagladigi rapor edildi.
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Erkek Ratlarda Bobrek Dokusu Uzerine Histopatolojik Cahsmalar.

Calismamizin baslangicinda belirledigimiz uygulama gruplarimizadan elde edilen sekiz
ayr1 gruba ait erkek ratlarin bobrek dokularindan uygun sartlarda kesitler alinarak histopatolojik
caligmalar yiiriitilti. Sekil 16’da CL, BS ve ACP nin tek baslarina uygulandigi ¢alismaya ait
gorlntiiler verildi. Sekil 17°de ise TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY uygulamalarina ait

goriintiiler verildi.

P

c) BS grubu (H&E x 200) d) ACP grubu (H&E x 200)

Sekil 16. Erkek ratlarda CL, BS ve ACP’nin bobrek dokusu iizerine etkileri- a) Erkek, bobrek
kontrol grubu; b) CL grubu: hafif bobrek hasari (sadece hafif tikaniklik - oklar). Interstisyel enflamasyon ve tiibiiler
nekroz yoktur; ¢) BS grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede tikaniklik-kalin ok, interstisyel
inflamasyon-ince oklar ve tiibiiler nekroz-¢ift ok); d) ACP grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede
tikaniklik-kalin oklar, interstisyel inflamasyon-ince ok ve tiibiiler nekroz-¢ift ok).
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h) ACP + TY grubu (H&E x 200)

Sekil 17. Erkek ratlarda TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY ’nin bobrek dokusu iizerine etkileri-
e) TY grubu: siddetli bobrek hasari (belirgin tikaniklik-kalin ok ve tiibiiler nekroz-ince ok). Ek olarak, interstisyel
inflamasyon-cift ok; f) CL + TY grubu: hafif bobrek hasari (hafif tikaniklik sadece ok). Interstisyel enflamasyon
ve tiibiiler nekroz yoktur; g) BS + TY grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede tikaniklik-ince ok ve orta
derecede tiibiiler nekroz - kalin ok). Orta derecede interstisyel inflamasyon da vardir-¢ift ok; h) ACP + TY grubu:
orta derecede bobrek hasari (orta derecede tikaniklik-ince ok ve orta derecede tiibiiler nekroz - kalin ok). Orta
derecede interstisyel inflamasyon da vardir-¢ift ok.

Sekil 16 ve sekil 17°de gosterilen veriler incelendiginde, CL’nin tek basina uygulandigi
grup olan grup Il erkek ratlarda hafif bobrek hasar1 olustugu tespit edildi. Bu grupta ki hafif
hasar; sadece biraz tikaniklik olarak tanimlandi. BS ve ACP’nin tek basina uygulandigi gruplar
olan grup III ve grup IV’de ise orta derece bobrek hasari tespit edildi. Bu gruplarda olusan
hasarlar ise orta derecede tikaniklik, interstisyel inflamasyon ve tiibiiler nekroz olarak
tanimlandi. Calismanin  ikinci asamasmi olusturan ve TY uygulamasi sonucu
hiperkolesterolomik yapilan erkek ratlara TY ile birlikte sirasiyla CL, BS ve ACP
uygulandiginda ise TY ’nin tek basina uygulandigi grup olan grup V’te goriilen agir hasar CL +
TY grubunda (grup VI) hafif bobrek hasarina; BS +TY grubu (grup VII) ve ACP + TY grubunda
(grup VIII) orta bobrek hasarina doniistiigii belirlendi. Sonug olarak erkek ratlarda TY ile bitki

ekstraktinin birlikte kullanilmasi1 bobrek iizerine en etkili korumay1 sagladi.
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Disi Ratlarda Bobrek Dokusu Uzerine Histopatolojik Calismalar.

Calismamizin baslangicinda belirledigimiz uygulama gruplarimizadan elde edilen sekiz
ayr1 gruba ait disi ratlarin bobrek dokularindan uygun sartlarda kesitler alinarak histopatolojik
caligmalar yiiriitilti. Sekil 18’de CL, BS ve ACP nin tek baglarina uygulandigi ¢alismaya ait
gortintiiler verildi. Sekil 19°da ise TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY uygulamalarina ait

goriintiiler verildi.

c) BS grubu (H&E x 200) d) ACP grubu (H&E x 200)

Sekil 18. Disi ratlarda CL, BS ve ACP’nin bobrek dokusu iizerine etkileri- a) Disi, bbrek kontrol
grubu; b) CL grubu: hafif bobrek hasari (hafif tikaniklik-kalin ok ve interstisyel inflamasyon-ince ok). Tiibiiler
nekroz yoktur; ¢) BS grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede tikaniklik-kalin oklar, interstisyel
inflamasyon-ince ok ve tiibiiler nekroz-¢ift ok); d) ACP grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede
tikaniklik-kalin oklar, interstisyel inflamasyon-ince ok ve tiibiiler nekroz-¢ift ok).
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g) BS + TY grubu (H&E x 200) h) ACP + TY grubu (H&E x 200)

Sekil 19. Disi ratlarda TY, CL+TY, BS+TY ve ACP+TY 'nin bobrek dokusu tizerine etkileri- )
TY grubu: siddetli bobrek hasart (belirgin tikaniklik-kalin oklar ve tiibiiler nekroz-ince ok). Ek olarak, interstisyel
inflamasyon-cift ok; f) CL + TY grubu: hafif bobrek hasari (sadece hafif tikamiklik - oklar). Interstisyel
enflamasyon ve tiibiiler nekroz yoktur; g) BS + TY grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede tikaniklik-
ince ok ve orta derecede tiibiiler nekroz - kalin ok). Orta derecede interstisyel inflamasyon da vardir-¢ift ok; h)
ACP + TY grubu: orta derecede bobrek hasari (orta derecede tikaniklik-ince ok ve orta derecede tiibiiler nekroz -
kalin ok). Orta derecede interstisyel inflamasyon da vardir-¢ift ok.

Disi bireyler i¢in sekil 18 ve sekil 19°da gosterilen veriler incelendiginde; hem CL, BS
ve ACP’nin tek basina uygulandig1 gruplarda hem de sinerjik etkinin ¢alisildigi TY + CL, TY
+ BS ve TY + ACP gruplarindan elde edilen veriler erkek ratlardan elde edilen verilerle
benzerlik gosterdi. Disi bireylerden elde edilen bobrek dokusuna ait verileri de bitki eksraktinin

(CL), etken maddeye (BS) oranla bobrek iizerinde daha iyi bir koruma sagladigi tespit edildi.
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TARTISMA

Bu c¢aligmanin amaci, tyloxapol (TY) ile indiiklenen hiperlipidemik ratlarda C.
longiflorus (CL) bitki ekstraktinin ve B-sitosterol (BS) etken maddesinin hipolipidemik etkisinin
olup olmadigini, histopatolojik veriler 1s18inda gostermekti. TY nin tek basina uygulandigi
grupta TK, TG ve LDL-K degerleri kontrol grubuna gore arttigi; CL ve BS’nin tek basina
kullanildig1 gruplarda ise bu degerlerin istatistiksel olarak 6nemli oranda diistiigii tespit edildi

(p<0.05).

Dogal bilesiklerin veya bitki ekstraktlarinin yaygin olarak kullanimlari, bu bilesiklerin
sahip olduklar1 hipolipidemik 6zelliklerinden dolay1 hiperlipideminin yol agtig1 bir¢ok hastaligi
engellemek ve olusan hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla gliniimiizde artmaktadir (Walton et al.
1999; Ahmad and Beg 2016). Gegmiste yapilmis olan ¢alismalar, B-caryophyllene, chrysin ve
Marrubium vulgare gibi diger dogal bilesiklerin ve bitki ekstraktlarinin, TY tarafindan
indiiklenen ratlarda hiperlipidemi tizerindeki benzer bulgulari gostermistir (Zarzecki et al.
2014; Baldissera et al. 2017).

Deney hayvanlarinin hizli bir sekilde hiperlipidemik yapilmasinda siklikla tercih edilen
tyloxapol (TY), dogal veya kimyasal hipolipidemik ilaglar1 tarama aragtirmalari i¢in ¢ok 6nemli
avantajlar sunmaktadir. Diger yontemlerde hiperlipidemik rat elde edebilmek igin yiiksek
kalorili diyet ile beslenen ratlarin eldesi en iyimser tahminler ile 90 giin kadar siirmekte ve bu
uygulamalar maliyetleri ¢ok arttirmaktadir. TY ile muamele de ise ratlar yaklasik 24 saat
icerisinde hiperlipidemik olmaktadir. TY, kandan dokulara gecen lipoproteinlerin gegisini
engelleyerek hiperlipideminin geregi olan lipitlerin (TK, TG, LDL-K) kanda asir1 bir sekilde
bulunmasina sebep olur (Goldfarb 1978).

Calismamizda TY grubunu olusturan her bir rata tek bir doz (400 mg/kg, 2,5 mL/kg,
i.p) verilmesinden 24 saat sonra total kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit seviyelerinde
saglikli kontrol grubuna gore sirasiyla 6, 5 ve 30 kat artis goriildii. Elde edilen sonugclar, diger
bilim insanlarinca elde edilen sonuglar ile benzerlik géstermektedir (Harnafi et al. 2008; da
Rocha et al. 2009).

Histopatolojik degerlendirme neticesinde CL ve BS, kontrol gruplarinda gézlenmeyen
karaciger ve bobrek hasarlarina yol acti. Erkek ve disi ratlarda CL, hafif karaciger ve bobrek
hasarma neden olurken BS, orta diizeyde karaciger ve bobrek hasarlarina sebebiyet verdi.

TY nin tek basina uygulandig1 grupta ise hem erkek hem de disi ratlarda siddetli karaciger ve
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bobrek hasarlarina rastlanildi. TY ile hiperlipidemik yapilan ratlara birlikte uygulanan CL ve
BS’nin ise hem erkek hem de disi ratlarda olusan siddetli hasarin genel olarak hafif ve orta
derecede karaciger ve bobrek hasarina evrildigi goriildii. Buldugumuz bu veriler CL’nin ve
BS’nin TY ile olusturulan hiperkolesterolomi sirasinda olusan karaciger ve bobrek hasarina

kars1 O6nleyici etkisini gostermektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda CL’nin bitki sulu ekstraktlarinin antibakteriyel,
antioksidan ve enzim inhibitor etkisi gosterilmistir. CL bitki ekstraktinin 6zellikle siiperoksit
anyon radikaline karsi scavenging aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Coban vd 2003).
Gegmiste gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise, CL’nin sulu ekstraktlar1 kolinesteraz
enziminin ¢ok iyi bir sekilde inhibisyonuna yol agmistir (Zengin vd 2016). CL’nin bitki etanol
ekstraktlariin Staphylococcus epidermis'e karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi (Makki et al.
2015) ve CL bitkisinin seker hastaliginin tedavisi i¢in kullanilabilecegi 6nerilmistir (Askin vd
2018). Yaptigimiz literatiir ¢alismalar1 goz Oniine alindiginda CL ile ¢alismalarin ¢ok sinirli
oldugunu soyleyebiliriz. Bu nedenle gergeklestirdigimiz bu ¢alisma bizden sonra bu bitki ile
calisacak diger arastirmacilar i¢cin Onemli bir kaynak niteliginde olacaktir. Calismamiz
neticesinde CL ile muamelenin hiperlipidemi sirasinda karaciger ve bobrek dokularimni

koruyabildigini soyleyebiliriz.

BS’nin  kullanildigt son donem c¢alismalarinda S uygulamasiin siganlarda
genotoksisite ve sitotoksisiteye yol agmadigi bildirilmistir (Paniagua-Perez et al. 2005). Ayrica
BS’nin anti-enflamatuar, anti-mikrobiyal, immiino-modiilatér, anti-oksidan, anjiyojenik, anti-
kanser ve anti-diyabetik etki gosterdigi rapor edilmistir (Song et al. 2000; Alernany et al. 2014).
Ancak, BS ile ilgili bildigimiz bilgiler giinimiizde dahi yeterli degildir. BS ile gelecekte

yapilacak daha ileri ¢caligsmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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SONUC

Ozetle, bulgularimiz neticesinde, tyloxapol tarafindan indiiklenen hiperlipidemili
ratlarda Centranthus longiflorus bitki ekstraktinin ve p-sitosterol’iin, TK, TG, LDL-K, artisini
azaltigindan hipolipidemik etkisinin oldugu, bunun yanisira histopatolojik olarak
hiperlipidemik ratlarda olusan karaciger ve bobrek hasarina kars1 koruyucu etkisinin olabilecegi
sonucuna varilmigtir. Bu iki bilesen etkilerini anacetrapib (ACP) ilacinda oldugu gibi hepatik
CETP aktivitesinin inhibisyonu yoluyla gdsterdiklerini diisiinmekteyiz. Ayrica bulgularimiz,
CL ve PS’nin ratlarda karaciger ve bobrek dokulari tizerinde koruyucu etkili oldugunu
histopatolojik olarak gdstermistir. Bu nedenle hiperlipidemi ile iligkili hastaliklarda bu iki

bilesenin ilaglarla birlikte tavsiye edilebilecegi kanisindayiz.
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	Uygulama grupları.
	Toplam lipit içerikleri çalışmasında sekiz ayrı gruba ait TK, TG ve LDL-K düzeyleri belirlendi. Bu gruplara ait sonuçlar Tablo 2’de ve Şekil 9-Şekil 11’de verildi.

