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OZET

KARACIGER YAGLANMASINA KARSI FITOTERAPOTIK
FORMULASYONLARIN GELISTIRILMESI

Uzm. Ecz. Ayse Esra KARADAG
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Nisan, 2022

Danisman: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
Ikinci Danisman: Dr. Ogr. Uye. Mehmet Evren OKUR

Tez ¢alismas1 kapsaminda, farmakope kalitesinde drog preparatlarinin karaciger
iizerindeki etkilerinin uygun deneylerle, kanita dayali fitofarmasotik (iirtinlerin
gelistirilmesi amaglanmistir. Oncelikle etnobotanik ve deneysel literatiir verilerinden yola
cikilarak segilen Salvia fruticosa Mill. yapraklari, Taraxacum officinale L. toprakisti
kisimlari, Malva sylvestris L. ¢icekleri, Tanacetum parthenium L. toprakiistii kisimlari,
Plantago ovata Forssk. tohumlar1 ve Allium sativum L. sogan ekstreleri Avrupa
Farmakopesi’ne gore hazirlanmis, Yiiksek-Performansl ince Tabaka Kromatografisi
(YPITK) ve Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi (YBSK) yontemleri ile standardize
edilmistir. Standardize ekstreler in vitro hiicre kiiltiiriinde yagl karaciger modelinde
degerlendirilmis ve en yiiksek etkinlik gosteren M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri in
vivo galigmalar igin se¢ilmis, bu ekstrelerden hareketle mikroemulsiyon tipi 6zgun
formiilasyonlar hazirlanmistir. Titrasyon metodu ile gelistirilen formiilasyonlara 4 farkli
dozda (75, 150, 300 ve 450 mg/kg) M. sylvestris %70 etanol ekstresi; 3 farkli dozda (100,
200 ve 400 mg/kg) S. fruticosa etanol ekstresi yiiklenmistir. Ilgili formulasyonlar
sicanlara gavaj yoluyla verilerek haftalik kilo takibi yapilmistir. Hayvanlardan alian
serum ve karaciger ornekleri biyokimyasal analizlerle degerlendirilmis, ayrica alinan
karaciger dokular1 histopatolojik olarak balon hiicre olusumu, lobiiler enflamasyon ve
makro-mikrosteatoz olusumu agisindan incelenmistir. Biyokimyasal ve histopatolojik
analizler dogrultusunda her iki ekstre de doza bagl etki gostermistir. In vivo akut toksisite
deneylerinde 5 g doza kadar giivenli kullanim tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Gastro intestinal sistem, Karaciger, Mikroemulsiyon, Farmakope,
Bitkisel drog



ABSTRACT
DEVELOPMENT OF PHYTOTHERAPEUTIC FORMULATIONS AGAINST
HEPATOSTEATOSIS

Pharm. Ayse Esra KARADAG
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, April, 2022

Supervisor: Prof. Dr. Fatih DEMIRCI
Co-Supervisor: Dr. Mehmet Evren OKUR

The aim of this thesis project was to develop evidence-based phytopharmaceutical
products and prove their effects using pharmacopeia quality herbal drug preparations on
the liver and associated diseases. Based on ethnobotanical and experimental literature
data Salvia fruticosa Mill. leaves, Taraxacum officinale L. aerial parts, Malva sylvestris
L. flowers, Tanacetum parthenium L. aerial parts, Plantago ovata Forssk. seeds, and
Allium sativum L. bulb extracts were prepared according to the European Pharmacopoeia
and were standardized by High-Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) as
well as by High-Pressure Liquid Chromatography (HPLC), respectively. Standardized
extracts were evaluated in the fatty liver model by in vitro cell culture, where M. sylvestris
and S. fruticosa extracts were selected for further in vivo studies. Microemulsion type
novel formulations were prepared by titration method. M. sylvestris 70% ethanol extract
(75, 150, 300, and 450 mg/kg) and S. fruticosa ethanol extract (100, 200 and 400 mg/kg)
were loaded to the formulations. The extract formulations were applied to rats by gavage,
and weekly weight monitoring was performed. The serum and liver samples were
evaluated by biochemical analysis, and the liver tissues were examined
histopathologically for balloon cell formation, lobular inflammation, and macro-
microsteatosis, respectively. In accordance with biochemical and histopathological
evaluations, both extracts showed a dose-dependent effect. No toxicity was observed at

doses up to 5 g in in vivo acute toxicity experiments.

Keywords: Gastro-intestinal system, Liver, Microemulsion, Pharmacopoeia, Herbal

drug



TESEKKUR

Tez caligmalarim ve tiim lisansiistii hayatim boyunca gostermis oldugu
desteklerinden dolayi; bilgi ve tecriibeleri ile bana her zaman yol gosteren, degerli tez
damismanim Saymn Prof. Dr. Fatih DEMIRCIye,

Hayvan c¢aligmalarimin planlanmasinda ve degerlendirilmesinde yardim ve
desteklerini esirgemeyen ikinci tez danismanim Saym Dr. Ogr. Uye. Mehmet Evren
OKUR’a,

Herhangi bir sorunla karsilastigim zamanlarda bilgi ve tecriibesi ile yanimda olan

Saym Dog. Dr. Neslihan USTUNDAG OKUR’a,

Pozitif enerjisi ile beni her zaman motive eden ve histoloji ¢alismalarinda tez

calismalarima destek olan Saym Dog. Dr. Sule AYLA’ya,

Deneylerime teorik ve pratik ¢oziim Onerileri ve tecriibeleriyle katkida bulunan

Saym Dog. Dr. Etil GUZELMERIC e,

Hucre kaltura deneyleri icin her tirlt imkan ile tezime destek olan Sayn Prof. Dr.
Hande SIPAHI ve asistan1 Yagmur OZHAN’a,

Her anlamda destek¢im, sevgili dostum Sevde Nur BILTEKIN KALELI’ye,

Saglik Bilimleri Enstitiisii Idaresi ve personeline, ayrica maddi desteklerinden

dolayr Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligi’na

(Proje N0:2001S007),

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu ¢alismam boyunca da sonsuz destegini
esirgemeyen, sabir ve anlayis gosteren, pandemi ve tam kapanma kosullarinda benimle
laboratuvara gelen esim Muhammet KARADAG’a, bu giinlere gelmemde biiyiik pay

sahibi olan aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

Bu tez ¢calismasini oglum Ahmet Faruk’a ithaf ediyorum...

Uzm. Ecz. Ayse Esra KARADAG



05/04/2022

ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tim asamalarda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler igin kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu g¢alismanm Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Sindirim organlarindan karaciger, genel metabolizmanin ve sagligin 6nemli bir
sistemik merkezidir. Tez projesinin hedeflerinden olan karaciger hastaliklar1 ve bitkisel
ilaclarla tedavisi bircok problem icermektedir. Modern hareketsiz hayat aligkanliklarina
bagli olarak basta gelismekte olan iilkeler olmak iizere diinya genelinde insanin gevresel
kimyasallar ve toksinlerle temas; ilaglar, aflatoksin igeren gida tiiketimi, alkol kullanimia,
tarim/veteriner ilaclar1 kalintilar1 ve yanlis beslenmeden dolayi, karaciger hastaliklari

gunimuzde 6nemli halk saglig1 sorunlari igerisinde siralanmaktadir.

Metabolik hastaliklardan birisi olarak da kabul goren karaciger yaglanmasimin bagli
basma bir hastalik olarak ele alinmasi, 1980 yilinda Ludwig tarafindan histopatolojik
bulgular1 alkole bagl karaciger hastaligina benzedigi halde alkol kullanmayan kisilerde
gorillen bir hastalik tablosunun “Non alkolik steatohepatit (Non-Alcoholic
Steatohepatitis) (NASH)" olarak tanimlanmasindan sonra sekillenmeye baslamistir.
Sonraki yillarda, alkol kullaninmina bagh olmayan karaciger yaglanmalarinin biiylik
kismmin hepatit bulgularimi igermeyen yaglanmalar olmasi nedeniyle isimlendirmede
ortaya c¢ikan karigikliklarin asilmasi i¢in yeni bir tanimlama olan “Non-alkolik yagh
karaciger hastaligi” kavrami 6n plana c¢ikarilarak NASH’ler bu kavramin altinda
degerlendirilmeye baslanmistir (Jennison vd., 2019). Karaciger yaglanmasi tiim diinyada
son 5 yilda prevalansi hizla artan bir saglik sorunudur. Non-alkolik yagli karaciger
hastaligi ise yukarida siralanan karaciger yaglanmasmin temel nedenlerinden alkol
tiikketimi harig¢ tiim diger nedenlerden dolay1 goriilebilmektedir (Younossi, 2019). Bu tez
calismasi planlanirken gerek artan non-alkolik yagl karaciger hastalig1 prevalansi, gerek
bu konu (zerinde Pubmed, Scopus vb. kaynaklarda taranan bilimsel yayinlarin son 5
yildaki artig1 g6z 6niinde bulundurularak giincel ve énemi artan bir konu olan non-alkolik
yagli karaciger hastalig1 hedef alinmais, bu hastaliga yonelik Avrupa Farmakopesi’ne gore
standardize bitkisel droglar kullanilarak yenilik¢i fitoterapotik formiilasyonlarin

gelistirilmesi hedeflenmistir.

Bilindigi tlizere gunimizde bir¢ok alanda bitkisel kaynakli tiriinler ve ilaglar
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de bitki g¢esitliligi agisindan diinyanin en zengin iilkelerinden
biridir ve geleneksel tedavide bu zengin kaynaktan siklikla yararlanilmaktadir. Anadolu

tedavileri ve halk ilaglar1 arasinda karaciger hastaliklarinda kullanilan ¢ok sayida bitki



preparatina yapilan saha ¢alismalarinda goriilmektedir (Girbuz vd., 2019; Sarper vd.,
2009; Sezik vd., 2001; Yesilada, 2002).

Tez calismasinda kullanilacak bitkisel drog segimi, karaciger yaglanmasina karsi
hem Turkiye hem diinya etnobotanik verileri arastirilmis ve temel alimimistir. Deneysel
caligmalarin standardizasyonu igin belirlenen droglar Avrupa Farmakopesi kalitesinde
temin edilmistir. Bu tez ¢alismasinda literatiire dayali bir 6n tarama yapilarak Avrupa
Farmakope’sinde bulunan 79 bitkisel drogtan 6’smm etnobotanik ve deneysel
caligmalarda karaciger rahatsizliklarinda kullanimmin oldugu belirlenmistir. Salvia
fruticosa Mill. yapraklari, Taraxacum officinale L. toprakisti, Malva sylvestris L.
cicekleri, Tanacetum parthenium L. toprakisti, Plantago ovata Forssk. tohumlar1 ve
Allium sativum L. sogan1 Farmakope’ye standardinda temin edilmis, Farmakope’deki
yontemler izlenerek ekstreleri hazirlanmistir. Hazirlanan ekstrelerin Yiiksek Performansh
Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) ve Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK)
ile fitokimyasal analizleri yapilarak belirlenen sekonder metabolitler (zerinden

standardizasyonunun saglanmasi amaglanmuistir.

Bu tez ¢alismasinda geleneksel kullanimlarindan yola ¢ikilarak belirlenen bitkisel
droglardan elde edilen ekstrelerin kanita dayali olarak bir fitoterapotik formiilasyon
sistemi igerisinde ileri ¢alismalarla etkinlik ve toksisite ac¢isindan arastirilmasi

amaclanmis ve sonuglarin in vitro-in vivo yontemlerle ortaya konulmasi hedeflenmistir.



2. LITERATUR BILGISi

2.1.Non-alkolik Yagh Karaciger Hastalig1 Patofizyolojisi ve Farmakoterapi-

deki Yeri

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi son yillarda en sik goriillen karaciger
hastaliklarindan birisidir. Insiilin direnci ile de iliskili olan bu hastalik, siklikla metabolik
sendrom belirtileryile ortaya ¢ikar. Hastaligin patogenezinde yiiksek karaciger enzim
seviyeleri gorilmekte ve hastaligin seyrine karaciger yetmezligi ve hepatoselliiler
karsinom gibi bulgular da eslik edebilmektedir. Giincel tedavi protokollerinde dncelikle
vicut kitle endeksi kontroli ve fiziksel egzersizle smirhidir. Ancak kompleks bir
etiyolojideki hastaligin kanita dayali bir farmakoterapi yontemi haluhazirda
bulunmamaktadir (Rinella, 2015).

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAY KH) tanisi; asir1 alkolli igecek tiiketimi
oykusinin olmadig1 karacigerdeki yaglanmayi tanimlamaktadir. NAYKH'in histo-
patolojik spektrumu, genellikle iyi huylu, yumusak steatozdan, ilerleyici fibroz ve siroz
ile karmasik olabilen hepatoseluler enflamasyon ve hasarla birlikte ileri steatoza kadar
uzanmaktadir (Rinella, 2015).

Karaciger, lipit metabolizmasinda, serum serbest yag asitlerini disaridan alarak,
lipitleri ve lipoproteinleri iireterek, depolayarak ve dolasima vererek viicutta merkezi bir
rol oynamaktadir. Ancak NAYKH'ye yol acan patofizyoloji heniiz tam anlamiyla
anlasilamamustir. Ozellikle trigliserit birikiminden sonra ilerleyici hepatoseliiler hasara
yol acan faktorler tam olarak aydinlatilamamustir. Hepatik lipitlerin girisi veya sentezi ile
bunlarin birikimi arasindaki dengeyi kontrol eden lokal ve sistemik faktorlerin (6zellikle
insiilin direncinin) degismesi bu nedenlerden birisi gibi gériinmektedir. Steatoza ugramis
karacigerin daha sonra hepatoseliiler inflamasyon ve fibrozise yol agan sekonder
durumlara kars1t savunmasiz oldugu disiiniilmektedir. Adipoz dokudan tiiretilen
hormonlar (adipositokinler), oksidatif stres ve bagirsaktan tiiretilen bakteriyel endotoksin
dahil olmak Uzere, ¢esitli sekonder nedenlerin var oldugu varsayilmaktadir (Day &
James, 1998).

NAYKH igin ABD Gida ve Ilag Dairesi veya Avrupa ilag Ajansi tarafindan
onaylanmis herhangi bir ilag bulunmamaktadir (Leoni vd., 2018). Bu hastalikta tedavinin
birincil amaci, NAYKH'nin ilerlemesini yavaslatmak ve karaciger ile ilgili hastalik ve

nekrozu Onlemektir. Tedavide hem kilo kaybt hem de egzersiz insiilin direncini



diisiirdiigii icin tavsiye edilmektedir. Daha dnce yapilan randomize, plasebo kontrollii
calismalarin higbirisinde, denenen takviyelerin (antioksidanlar [E ve C vitaminleri]) veya
hepatoprotektif ajanlarin (ursodeoksikolik asit veya metformin) plaseboya kiyasla daha
Iyi histolojik iyilesme sonucu vermedigi tespit edilmistir (Neuschwander-Tetri vd., 2003;
Promrat vd., 2004). Tiazolidindionlar, peroksizom proliferatoriiniin aktive ettigi reseptor
gamay1 (PPARYy) aktive ederek insiilin duyarliligini iyilestirmektedir. Bu ilacin 6nemli
bir yan etkisi kilo artis1 olmasina ragmen, NAY KH hastalarin1 i¢eren pilot ¢aligmalarda
umut vaat ettigi ortaya konulmustur. Ancak, ilk PPARy agonisti troglitazon, hepatotoksik
etkileri nedeniyle geri ¢ekilmistir (Menon vd., 2001).

NAYKH’nin obezite ve diyabet insidansinin artmasiyla prevalansinin artmasi
muhtemeldir. NAYKH'l1 hastalarin ¢cok az bir kismu ise, 6zellikle diyabeti olanlar, siroz
ve hepatoseliiler karsinom gibi karaciger ile ilgili farkli komplikasyonlarin riski
altindadir. Giinlimiizde bu hastaligin tedavisi, kilo kaybi, egzersiz ve metabolik risk
faktorlerinin kontrolii ile sinirlidir (Adams vd, 2005). Bu tez ¢alismasinda ise halk
arasinda kullanimlardan yola ¢ikilarak ¢ok fazla tedavi alternatifi bulunmayan NAYKH
hastaligia karsi siganlarda denenmek iizere fitoterapotik formiilasyonlarin tasarlanmasi

amaclanmustir.

2.2. Anadolu Halk Ilaclan

Tiirkiye zengin bir floraya sahip olmasi nedeniyle geleneksel halk ilaglar1 i¢in essiz
bir zenginlige sahiptir. Ozellikle karaciger hastaliklarinda kullanilan bitki droglar1 ve bu
droglarin gesitli preparasyonlari literatiirde mevcuttur. Bunlara bazi 6rnekler su sekilde
siralanabilir: Potentilla reptans L. toprak istii kisimlar1 karacigerde dolasim sorunlarini
tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (Baser vd., 1986). Thymbra spicata L. yapraklari
hiperkolesterolemiye kars1 kullanilmaktadir (Avci vd., 2006). Urtica dioica L. yapraklari
ve Ecbalium elaterium A. Rich meyveleri de Orta Anadolu’da karaciger rahatsizliklarina
kars1 sik¢a kullanilan diger bitki droglaridir (Sezik vd., 2001). Ege Bolgesi’nde yapilan
bir diger etnobotanik ¢alismada ise Ceratonia siliqua L. meyveleri, Salvia fruticosa Mill.
yapraklari, Poliurus spina-christi Mill. tohumlari, Rubus sanctus L. yapraklari ile
Opuntia ficus-indica Mill. meyvelerinin karaciger rahatsizliklarinda kullanildiklari
kayithdir (Giirdal & Kiiltiir, 2013). Keban bolgesinde yapilmis bagka bir halk ilaclar

caligmasinda ise Raphanus raphanistrum L. kokleri, Fumaria asepala Boiss. toprak usti



kisimlari, Teucrium polium L. yapraklar1 ve yine U. dioica toprak iistii kisimlarinin
karaciger hastaliklarina kars1 kullanildig1 kayithdir (Kilig & Bagci, 2013). Bingdl ilini
kapsayan bir etnobotanik ¢alismada ise Asparagus acutifolius L. toprak tistii kisimlarmin
karaciger hastaliklar1 i¢in kullanildigi kayithidir (Polat vd., 2013). Afyon ve gevresinde
yapilmig bir diger ¢alismada ise Berberis crataegina DC. meyveleri ve Chelidonium
majus L. toprak dstii kisimlarmin karaciger rahatsizliklarinda kullanildigi bildirilmistir
(Ar1vd., 2015). Mersin Bozyazi’da yapilan bir calismada ise Pinus brutia Ten. yapraklari,
Portulaca oleracea L. toprak iistii kisimlar1 ve Vicia faba L. meyvelerinin karacigere
faydali oldugu yer almaktadir (Sargin vd., 2015). Apium graveolens L. yapraklar1 ve
Cichorium intybus L. ¢igekli toprak iistli kisimlar1 ise Kahramanmaras yoresine ait bir
etnobotanik ¢alismada karaciger hastaliklarinda kullanilan bitkiler arasinda yer
almaktadir (Uzun ve Koca, 2020). Carduus nutans L. ise Anadolu’da tohumlar1 karaciger
hastaliklarma kars1 kullanilan bir diger bitkidir (Bulut vd., 2017).

Anadolu’da yapilmis etnobotanik c¢alismalar incelendiginde farkli karaciger
rahatsizliklarma kars1 kullanimi kayitli olan pek ¢ok bitki drogu karsimiza ¢ikmaktadir.
Diger {ilkelerde yapilan etnobotanik ¢alismalar incelendiginde ise bu sayr daha da
artmaktadir. Asagida yer alan bagslikta ise deneysel ve klinik calismalarin yani sira

diinyada yer alan etnobotanik ¢caligmalarin sonuglar1 da yer almaktadir.

2.3.Karaciger Yaglanmasina Kars1 Etnobotanik, Deneysel ve Klinik
Cahsmalarda Yer Alan Bitki Droglar

Bitkisel preparatlar ¢cok eski zamanlardan bu yana pek ¢ok hastaligin tedavisinde
ve Oonlenmesinde kullanilmaktadir. Bu baglamda karaciger rahatsizliklarinin tedavisinde
ve Onlenmesinde de bitkilerden siklikla yararlanilmaktadir. Bu boliimde karaciger
hastaliklarinin diinya ¢apinda geleneksel tedavide kullanilan bitki formiilasyonlarina ait
bilgiler ve literatlirde karaciger hasar1 ve karaciger yaglanmasma karsi etkili bulunan
ekstre ve dogal bilesiklere iliskin bilgilere yer verilmistir. Bu bilgiler, soz konusu 37 adet
bitkinin Latince isimlerinin alfabetik dizilisine gore siralanmis olup geleneksel tedavide
kullanilan kisimlar1 ve halk arasinda ne sekilde kullanildiklar1 agiklanmistir. Deneysel ve

klinik ¢aliyma sonuglarina ait veriler ise bitkinin belirli droglarindan hazirlanan ekstrenin



ya da dogal bilesigin hangi yontemle arastirildigi ve sonuglarin kisa 6zetleri seklinde

aktarilmistir.

Agrimonia eupatoria L. (Rosaceae): Koyun otu olarak bilinen bu bitki tilkemizde
genis yayilim gostermektedir (http-1). Bitkinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan
dekoksiyonun Iran’da halk arasinda karaciger hastaliklarma karsi kullanildig
bildirilmistir. Ayrica daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, hiicre kiiltiiriinde oleik asit ile
indiiklenen HepG2 hiicrelerinde karaciger yaglanmasina karst farkli ¢ozict ekstreleri
(metanol, etanol, diklorometan, etil asetat vb.) arastirilmistir (Mohamadi vd., 2015; Sohn
vd., 2015). Bahsi geg¢en daha Onceki ¢alismada, A. eupatoria etil asetat ekstresinin
trigliserit birikimini baskiladig1 ve peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor y
(PPAR-y) gibi bir lipit markor genin ekspresyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica,
peroksizom proliferatori ile aktive olan reseptdr a'nin (PPAR-o) mRNA ekspresyon

seviyesinin konsantrasyona bagl bir sekilde arttig1 gosterilmistir (Sohn vd., 2015).

Allium L. spp. (Liliaceae): A. tripedale L. soganlarinin ¢ig olarak tiiketilmesi
suretiyle, antihiperlipidemik etkisi nedeniyle halk arasinda kullanildigi bildirilmistir
(Delfan vd., 2016). A. sativum L. soganlarindan elde edilen sulu ekstreler, farelerde non-
alkolik karaciger yaglanmasina kars1 arastirilmistir (Jiang vd., 2021). Ilgili calismada A.
sativum ekstresi, yiiksek yagl diyetle beslenen obez farelere verilmis ve bu ekstreyi alan
farelerden ahnan karaciger dokularinin mikrograflari, daha az lipit damlaciklar
gostermistir. Ayrica aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)
dizeylerini diisiirdiigii ve yiiksek stiper oksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) aktiviteleri gozlemlendigi gosterilmistir (Jiang vd., 2021). Ayrica A. sativum
soganlarinin tozunu iceren kapsiiller ile yapilan bir klinik c¢aligmada karaciger
yaglanmasina kars1 etkili oldugu bildirilmistir. Kapsiil icerisinde dogrudan sarimsak tozu
verilen tedavi grubunda viicut agirhiginda azalma gozlendigi beyan edilmistir (Soleimani
vd., 2016). Baska bir calismada ise A. saralicum R.M. Fritsch sulu etanol ekstreleri
sicanlarla yliksek yagli diyete bagli non-alkolik karaciger yaglanmasi iizerinde
arastirtlmistir. Ekstre uygulamasi, 20, 40, 80 ve 160 mg/kg konsantrasyonlarinda A.
saralicum'un sulu etanol ekstresi ile gergeklestirilmistir. A. saralicum'un denenen tiim
konsantrasyonlarinin (6zellikle 160 mg/kg), Alanin fosfataz (ALP), AST, ALT, Gama
glutamil transferaz (GGT), kolesterol, LDL, trigliserit, toplam ve konjuge bilirubin,

glikoz ve GR diizeylerini azalttig1 bildirilmistir. lgili galismada A. saralicum ekstresi,



ekstre verilmeyen grupla karsilastirildiginda hepatik steatoz derecesini azaltmis oldugu

belirtilmistir (Moradi vd., 2019).

Alisma plantago-aquatica subsp. orientale (Sam.) Sam. (Alismataceae): Bu tir
iilkemizde yetismemekle beraber cinsin diger tiirleri Tiirkiye’de yayilis gostermektedir
(http-1). Daha onceki ¢aligmalarda A. plantago-aquatica subsp. orientale metanol
ekstresi deneysel non-alkolik yagh karaciger hastaligi (NAYKH) {izerinde galisiimustir.
Sicanlarda ekstre (150, 300 ve 600 mg/kg) uygulamasinin serum ve karaciger lipitlerini
azalttig1; yiikksek diizeyde aclik serum glikozu diistirdiigii ve instilin direncini diizelttigi
belirtilmistir. A. plantago-aquatica subsp. orientale uygulamasinim ayrica lipit
peroksidasyonunu azaltarak ve antioksidan enzimleri aktive ederek oksidatif stresin
onlenmesine yardimci oldugu bildirilmistir. Ekstre verilen sicanlarda karaciger hasari,
aminotransferaz anormallikleri ve hepatomegali belirteglerinin 1iyilestigi ve yagh
karaciger, karisik enflamasyon ve kollajen birikimi gibi morfolojik degisikliklerinin

azaldig1 gosterilmistir (Hong vd., 2010).

Berberis vulgaris L. (Berberidaceae): Tirkiye’de 6zellikle Kuzey Anadolu’da
yetismekte ve bu bolgede Zibike olarak bilinmektedir (http-1). Bitkinin kdklerinden elde
edilen sulu etanollii ekstrelerin hayvanlarda antihiperlipitemik etkilerinin gézlemlendigi
bildirilmistir (Taheri vd., 2012). Ayrica Berberis tlrlerinin karakteristik bir sekonder
metaboliti olan berberin molekulinin (1) klinik ¢alismalarda karaciger yaglanmasina
kars1 etkili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Ayrica dnceki ¢calismalarda hayvan
deneylerinde, non-alkolik karaciger yaglanmasi modelinde hepatik mRNA ve IncRNA
ekspresyon profilleri agisindan arastirilmistir. Berberinin yagh karacigerde 881 mRNA
ve 538 IncRNA dahil olmak {izere genis bir gen grubunun hepatik gen ekspresyon
profillerini modiile etmede etkili oldugu gosterilmistir. Berberin tarafindan diizenlenen
genler arasinda karaciger metabolizmas1 ve NAYKH ile ilgili fonksiyonlarla etkilesen
cok sayida gen tanimlanmustir. Spesifik olarak, korunmus bir IncRNA, MRAK052686'nin
antioksidan faktér Nrf2 ile giiclii bir sekilde korele oldugu bulunmus ve her iki genin de
yagli karaciger tarafindan asagi regiile edildigi ortaya konulmustur (Yan vd., 2015; Yuan
vd., 2015).
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Betula L. spp. (Betulaceae): Bu cins genel olarak iilkemizde Hus Agaci olarak
bilinmekte ve Tirkiye’de 5 farkli tiirii dogal olarak yetismektedir (http-1). Betula
tirlerinin karakteristik bir sekonder metaboliti olan betulinik asitin (2), karaciger
yaglanmasina karsi etkili oldugu rapor edilmistir. Sterol reseptorii element baglayici
protein 1c (SREBP1) aktivitesini, AMPK-mTOR-SREBP sinyal yollar1 araciligiyla
inhibe ederek yagli karacigere karsi etkili oldugu bildirilmisir (Quan vd., 2013).

Camellia sinensis L. (Kuntze) (Theaceae): Deneysel ¢alismalar yesil ¢aymn
etanollii ekstresinin non-alkolik karaciger yaglanmasimi iyilestirdigini gostermistir. Bir
klinik ¢aligmada, kurutulmus yesil ¢ay yapragitozu iceren kapsiillerin verilmesini takiben
12 hafta sonra ALT ve AST diizeylerinde diisilisler gozlemlenmistir (Pezeshki vd., 2016).
Cayda en ¢ok bulunan katesin olan epigallokatesin gallatin (3) hayvan deneylerinde



karaciger yaglanmasina karst etkili oldugu bildirilmistir. Yiiksek yagh diyet +
Epigallokatesin gallat grubunda, yiikksek yagli diyet grubuna gore adipozite ve
enflamasyon azaldigi, yagli diyet grubuna gore ALT, trigliserit, insiilin ve glikoz
diizeylerinde azalma oldugu rapor edilmistir. CYP 2El1 ve a-dliz kas aktin
ekspresyonunun da (3) grubunda daha az saptandigi gosterilmistir (Kuzu vd., 2008).
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Capparis spinosa L. (Capparaceae): Ulkemizde kapari olarak bilinen meyveleri
farkli sekillerde gida olarak tiiketilmektedir. Bitkinin yas meyveleri, daha 6nce yapilmis
klinik calismalarda karaciger yaglanmasi olan hastalarda incelenmis ve karaciger
yaglanmasini Onledigi bulunmustur. 12 hafta sonra, C. spinosa meyveleri verilen
hastalarda agirlik ve bel ¢evresinde azalma gézlemlenmistir. Kontrol grubuna gore kapari

grubunda ALT, LDL ve trigliseritin azaldig1 belirlenmistir (Khavasi vd., 2018).

Chrysanthemum morifolium Ramat. (Asteraceae): Bu cinse ait bitkiler
ilkemizde dogal olarak yetismemekte ancak “krizantem” adiyla bilinmektedir.
C. morifolium toprak istii kisimlarinin etanol ekstresi verilen siganlarda serum total
kolesterol diizeyleri ve karaciger agwliginin azaldigi, ancak serum triagilgliserol
diizeylerinde azalma gozlemlenmedigi belirtilmistir. Ancak ekstre sonrasi hepatik lipit

birikiminin, sterol diizenleyici element baglayici protein-lc ve yag asidi sentaz



ekspresyonunun azaldigir ve hepatik PPARa, lipoprotein lipaz ve Kkolesterol

7a hidroksilaz ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (Cui vd., 2014).

Cichorium intybus L. (Asteraceae): Yabani hindiba olarak bilinen bu tar
tilkemizde genis yayilim gostermektedir (http-1). Bitkinin koklerinden elde edilen
inflizyonun etnobotanik olarak hiperlipidemiye karsi kullanildig1 bildirilmis ve daha 6nce
yapilan deneysel calismalarda, non-alkolik yagli karaciger iizerindeki etkisi in vivo olarak
gosterilmistir (Bahmani vd., 2015; Delfan vd., 2016; Faraji vd., 2020; Mohammadifar
vd., 2019). C. intybus tohumlarinin sulu-etanollii ekstresinin HepG2 hiicrelerinde hepatik
steatoz tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. HepG2 hiicrelerine oleik asit ile farkl
konsantrasyonlardaki ekstreler uygulanmistir. Hiicresel lipit birikimi, gliserol
salgilanmas1 ve hepatik trigliserit (TG) igerigi Ol¢iilmiistiir. SREBP-1c ve PPAR-a'nin
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Ekstre grubunda, steatoz indiiksiyonunu takiben
hiicrelere ve dokulara 6nemli histolojik hasarin (steatoz-iltihap-fibroz), SREBP-1c ve
PPAR-a genlerinin asag1 regiilasyonun, verilen hindiba ekstresi ile Onlendigi
bildirilmistir. PPAR-a iizerinde daha yiiksek bir uyarici etkiye sahip olan yabani hindiba,
bir PPAR-0 agonisti olarak raporlanmistir (Ziamajidi vd., 2019).

Cinnamomum L. spp. (Lauraceae): Tar¢inin gida ve baharat olarak kullanimi
bulunmakta ancak Cinnamomum tiirleri iilkemizde yetismemektedir. C. verum J. Presl.
govde kabuklarmin tozunu igeren kapsiillerle yapilan ¢ift kor, plasebo kontrollii bir klinik
calismada, NAYKH'li elli kisilik hasta grubu, 12 hafta boyunca giinde iki kapsiil tar¢in
(her kapsil 750 mg targin igerir) veya 2 plasebo kapsiil ile randomize edilmistir. Tar¢in
grubunda Homeostatic Model Assessment (HOMA) indeksi, aglik kan sekeri, total
kolesterol, trigliserit, ALT, AST, GGT dizeylerinin azaldig1 beyan edilmistir. Yapilan bu
calismada, giinde 1500 mg tar¢in kullaninmmin NAYKH bozukluklarina etki edebilecegi
belirtilmistir (Askari vd., 2014).

Citrus medica L. ve Citrus x aurantifolia (Christm.) Swingle (Rutaceae):
C. aurantifolia tarimi1 Tirkiye’de yapilmakta ve misket limonu olarak bilinmekte, C.
medica ise pomelo olarak bilinmektedir. Nijerya’da halk arasinda her iki Citrus tiruntn
meyve tiiketiminin, 6zellikle kilo kontrolii amaciyla kullanildig1 belirtilmektedir (Ajayi
vd., 2018). Ayrica C. aurantifolia kabugunun sulu etanollii ekstrelerinin farelerde
karaciger yaglanmasina karsi etkileri aragtirilmigtir. Bahsi ge¢en bu calismada elde edilen

sonuglarda, azalmig serum lipit indeksi ve karaciger histopatolojisini dnleme ile
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gosterildigi gibi, ekstre uygulamasmin yiiksek yagli beslenmenin neden oldugu
NAYKH'yi azalttig1 gosterilmistir. Serbest yag asidi (FFA), PPAR-y, SREBP-1c ve yag
asidi sentez enzimi dahil olmak Uzere lipit sentezine dahil olan genlerin ekspresyonunun
baskilandig1 belirtilmistir. Ayrica, ekstre verilmeyen farelerle karsilastirildiginda
proenflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Bahsi gecen bu
caligmaya ait sonuglar, C. aurantifolia kabuk ekstresinin, plazma trigliserit ve kolesterol
seviyelerini ve lipit sentezini azaltarak yiiksek yagli beslenmenin neden oldugu

NAYKH'yi onledigini gostermistir (Han vd., 2019).

Crataegus aronia (L.) Bosc ex DC. ve C. pinnatifida Bunge (Rosaceae):
Crataegus tiirleri Tiirkiye’de yaygin olarak yetismekte ve ali¢ olarak bilinmektedir (http-
1). C. aronia meyvelerinin sulu maserasyonunun karaciger yaglanmasina kars1 koruyucu
etkisi oldugu hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir. C. aronia ekstresinin, karaciger
indeksini azalttigi, HDL kolesterolii artirdig1 ve kandaki LDL kolesterolii azalttig1 ifade
edilmistir. Ali¢ ekstresinin ayrica karaciger hasarin1 gosteren oksidatif stres
biyobelirteglerini ve karaciger enzimlerini iyilestirdigi belirtilmistir (Al-Humayed, 2017).
C. pinnatifida'min yapraklarindan elde edilmis ticari bir total flavonoit ekstresinin
adiponektin/AMPK yolu ile karaciger yaglanmasmna kars1 etkili oldugu hayvan
deneylerinde rapor edilmistir (Li vd., 2015).

Crocus sativus L. (lridaceae): Safran olarak bilinen bu bitkinin ciceklerinin
stigmalar1 baharat olarak kulanilmaktadir. Tiirkiye’de endemikler de dahil olmak iizere
50 Uzerinde Crocus tirii yayilis gostermektedir (http-1). Daha 6nceki ¢aligmalarda
yiiksek yagli diyetle indiiklenen obez sicanlarin non-alkolik karaciger yaglanmasinda
C. sativus etanol ekstresi ve krosinin (4) koruyucu etkisi arastirilmistir. Safran ekstresi ve
krosin verilen gruplarda AST, ALT, alkalin fosfataz ve albimin gibi hepatik belirte¢
enzimlerinin diizeylerinde azalma gdzlendigi belirtilmistir (Mashmoul vd., 2016). Ayrica
klinik bir caligmada, krosin verilen grubun karaciger enzimlerinde iyilesme olurken, suyla
hazirlanan safran ekstresi verilen grubunun karaciger enzim sonuglarinin ¢ok degismedigi

ortaya konulmustur (Parsi vd., 2020).
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Cornus mas L. (Cornaceae): Halk arasinda meyvesi tiiketilen bu tiir, kizileik
olarak bilinmekte ve Tiirkiye’de dogal olarak yetismektedir. Daha 6nceki ¢aligsmalarda
NAYKH'da C. mas meyvelerinin sulu etanol ekstresinin karaciger fonksiyonu iizerindeki
etkisi aragtirilmistir. Elli kisilik hasta grubu, 12 hafta boyunca 20 UL ekstre veya plasebo
almistir. Girisim Oncesi ve sonrasi serum ALT, AST, sitokeratin 18 (CK 18) duizeyleri,
steatoz ve fibrozis skorlar1 analiz edilmistir. 12 hafta sonra, C. mas meyve ekstresinin,
serum ALT, AST, CK-18 seviyelerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Sangsefidi
vd., 2021).

Curcuma longa L. (Zingiberaceae): Zerdegal, baharat olarak diinya ¢apinda
bilinen bir bitkidir ve iilkemize ithal edilmektedir. Zerdegalin karakteristik
metabolitlerinden olan kurkumin (5) de biyolojik aktivite calismalarina konu olan bilinen
bir sekonder metabolittir. Non-alkolik karaciger yaglanmasina kars1 kurkumin ile klinik
denemeler yapilmistir (Cicero vd., 2018). Kurkuminin, NF-kappaB aktivasyonunu inhibe
ederek farelerde karaciger yaglanmasina karsi etkili oldugu bulunmustur. Kurkuminin,
yagli karacigerden kaynaklanan iltihab1 azalttigi, ancak steatoz veya hepatik lipit peroksit
seviyesi tlizerinde etkisinin goriilmedigi bildirilmistir. Kurkuminin, NF-KB'nin
aktivasyonunu 6nledigi ve ICAM-1, COX-2 ve MCP-1'in asag1 indiiksiyonunu azalttig1
gosterilmistir. Ancak AP-1, MAPK yollarinin aktivasyonunu azaltmada basarisiz oldugu
ortaya konulmustur (Leclercq vd., 2004).
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Cynara scolymus L. (Asteraceae): Bu bitki enginar olarak bilinen bir sebzedir.
Hem geleneksel tipta basit preparasyonlari hem de karaciger rahatsizliklarma karsi
farmasotik formlarda farkli enginar miistahzarlar1 kullanilmaktadir (Sharma vd., 2021).
Enginarin karaciger yaglanmasma kars1 etkili oldugunu destekleyen klinik caligmalar
mevcuttur. Sonuglar, beslenme rutininde enginar sebzesi yer alan hastalarda AST ve ALT

enzimlerinin diisiis gosterdigini ortaya koymustur (Rajabi vd., 2020).

Dioscorea bulbifera L.: Bu cins Tiirkiye’de dogal olarak yetismemektedir. Daha
onceki calismalarda D. bulbifera koklerinin etanol ve sulu ekstrelerinin farelerin
karaciger fonksiyonu ve dokusunda hasara neden oldugu gosterilmistir. D. bulbifera
toksisitesinin derecesi, ekstre konsantrasyonu ve uygulama siresi ile iliskili bulunmustur
(Kundu vd., 2020). D. nipponica'nin koklerinden elde edilen bir saponin olan trillin ise
karaciger yaglanmasina karsi arastirilmis ve antihiperlipidemik etkisinin bulundugu
bildirilmistir (Wang vd., 2012). Bitkiden elde edilen bir diger saponin bileseni olan
diosgeninin ise bir baska calismada, karaciger yaglanmasinda oldukga etkili oldugu
bildirilmistir. Dioscin'in yliksek yagli diyetle indiiklenen farelerde NAYKH'yi 6nledigi
gosterilmistir. Dioscin'in farelerde enerji ve oksijen tiikketimini artirirken karaciger lipit
birikimi semptomlarini azalttigi bildirilmistir. Diosgenin'in (6), ylksek kolesterolli
diyetlerde siganlarda hepatik ve plazma toplam kolesterol (TC) seviyelerini diistirdiigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, plazmadaki yiliksek yogunluklu lipoprotein kolesterol

seviyelerini arttirdigi ortaya konulmustur (Liu vd., 2015).
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Glycine max (L.) Merr. (Fabaceae): Soya ve firiinleri iilkemize yurt disindan
gelmektedir. Yapilan galismalarda soya fasulyesi igerigindeki bir izoflavon bilesigi olan
genisteinin (7) hepatik PPAR-y'y1 artirarak karaciger yaglanmasinda etkili oldugu
bulunmustur. Bahsedilen bu c¢alismaya ait bulgular, NAYKH grubunda hepatik
malondialdehit (MDA) ve TNF-a diizeylerinin arttigi, ancak 16 umg/kg genisteinin bu
seviyeleri azalttig1 yoniindedir. NASH grubunda hepatik PPAR-y'nin asagi regiilasyonu
gbzlenmis, ancak genisteinin, her iki NASH + Gen grubunda da PPAR-y ekspresyonunu
yukar1 regiile ettigi bildirilmistir. Sonuglarm, genisteinin, hepatik PPAR-y'nin yukar1
reglilasyonu, oksidatif stresin azalmasi ve enflamatuvar sitokinin inhibisyonu yoluyla
NASH'm karaciger histopatolojisini azalttigimi gosterdigi rapor edilmistir (Susutlertpanya
vd., 2015).

Lactuca sativa L. (Asteraceae): Marul olarak bilinen, Tiirkiye’de tarmm yapilan,
yapraklar1 sebze olarak tiiketilen bu bitkinin yapraklarinin ¢ig olarak yenilmesi suretiyle
halk arasinda yag yakici etkisinden dolay1 zayiflama amacli kullanildig1 bildirilmistir

(Delfan vd., 2016). Kirmiz1 yaprakli olan tiiriiniin yiiksek yaglh diyetlerde obeziteyi
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Onledigi daha onceki ¢alismalarda deneysel olarak bulunmustur. Marul yapraklari ile
beslenen farelerin, kontrol diyeti ile karsilastirildiginda %46 daha diisiik aterosklerotik
indekse sahip oldugu goriilmiistiir. Antioksidan parametrelerin, marul tuketilmesi ile
arttig1 bildirilmistir. Antioksidan savunma sisteminin ayrica glutatyon S-transferaz, GSH-
Px, glutatyon rediiktaz, SOD ve paraoksanaz gibi antioksidan enzimler tarafindan kan
veya karaciger dokularinda giiclendirildigi ortaya konulmustur. Daha 6nce yapilan bu
calisma sonucglarma gore, yliksek kolesterollii yiiksek yagli bir diyetin %8 oraninda
kirmiz1 yaprakli marul ile desteklenmesinin, plazma kolesterol ve lipit diizeylerini
tyilestirdigi, lipit peroksidasyonunu onledigi ve antioksidan savunma sistemini artirdigi

artirdigini gosterilmistir (Lee vd., 2019).

Malva L. spp. (Malvaceae): Ulkemizde ebegiimeci olarak bilinen bu bitkinin
Tiirkiye’de 8 farkli tiirii dogal olarak yetismekte, pek cok tiirii tiim diinyada yaygin olarak
bilinmekte ve ¢esitli amaclarla kullanilmaktadir (http-1). Bu tirlerden biri olan M.
neglecta toprak tstii kisimlarindan hazirlanan ¢aylarm, halk arasinda kilo kontrolii

amaciyla kullanildig1 bildirilmistir (Deflan vd., 2016).

Melissa officinalis L. (Lamiaceae): Yapraklar1 limonu andiran kokusuyla bilinen
bu bitki tilkemizde yayilis géstermektedir (http-1). Melisa toprak Usti kisimlarinin kuru
drog tozlarmi igeren kapsiilleri, daha dnce yapilan karaciger yaglanmasi ¢alismalarinda
¢Orek otu ile denenmis ve klinik ¢alismalarda basarili sonuglar alinmistir. Serum AST,
ALT, viicut kitle indeksi ve yagl karaciger derecesinde diisiis go6zlemlendigi
bildirilmistir. Geleneksel Iran Tibbina dayali M. officinalis infiizyon preparasyonlarmin,
viicut agrrhigmi ve karaciger enzimlerini diizenledigi ve karaciger yaglanmasina iyi

geldigi literatiirde kayitlidir (Hosseini vd., 2018).

Morus alba L. (Moraceae): Ulkemizde besin olarak kullanimi olan beyaz dut
yani M. alba’nin ¢ig meyve olarak tiiketildiginde halk arasinda karacigeri koruyucu
ozelliginin bulundugu literatiirde yer almaktadir (Heredia-Diaz vd., 2018). Bu durumu
destekleyen deneysel calismalar da mevcuttur. Ozellikle non-alkolik karaciger
yaglanmasmma karst hem yapraklarinda hem de meyveleri ile c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Bu ¢aligmalarda dut yapraginin etanollii ekstresinin obezite kaynakli
oksidatif stres, lipogenez ve karaciger fibrozu tizerindeki etkisini arastirmak i¢in, yiiksek
yagli diyetle beslenen siganlara dut yapragi ekstresi verilmistir. Ekstre grubundaki yiiksek
yagl diyetle beslenen farelerde a-diiz kas aktin gibi LXRa aracil1 lipogenezi ve hepatik
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fibroz belirteclerini iyilestirdigi ve hem oksijenaz-1 hem de GSH-Px dahil olmak tzere
antioksidan enzimlerin aktivitelerini normallestirdigi kaydedilmistir. Calisilan dut
ekstrelerinin hepatik lipit metabolizmasini, fibrozisi ve antioksidan savunma sistemini
diizenleyerek obeziteye bagli karaciger yaglanmasi tizerinde faydali etkilere sahip oldugu
ortaya konulmustur (Ann vd., 2015; Xu vd., 2017; Yang vd., 2010).

Myristica fragrans Houtt. (Myristicaceae): Kugik hindistan cevizi veya muskat
olarak bilinen bu bitki Tiirkiye’de yetismemekte ancak baharat olarak yurt disindan
tedarik edilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalarda alman in vivo sonuglarda, M. fragrans
tohumlarmin etanollii ekstresinin lipit sentezi ile ilgili genlerin yag asidi sentaz ve
SREBP-1c¢ ekspresyonunu azaltabilecegini ve hiicrelerin lipit igerigini diisiirebilecegi
gosterilmistir. Ayrica hiicrelerde serbest yag asitlerinin aracilik ettigi enflamasyonla
iligkili sitokinler interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktérii amin (TNF-a)
ekspresyonunu da inhibe ettigi bildirilmistir. Calisilan fare modelinde, obez farelerin
viicut agirhgini azalttigi ve gida alimini etkilemeden NAYKH'yi iyilestirdigi rapor
edilmistir (Zhao vd., 2020).

Nigella sativa L. (Apiaceae): Tiirkiye’de ¢orek otu olarak bilinen bitkinin
tohumlar1 hem gida hem de tedavi amagh yaygin olarak kullanilmaktadir. Yagh
karacigere karsi etkileri daha 6nce yapilmis bir klinik ¢alismada arastirilmistir. N. sativa
tohumlarmi igeren kapsiiller verilen grupta hem viicut agirhginda hem de karaciger

enzimlerinde iyilesme oldugu kaydedilmistir (Hosseini vd., 2018).

Olea europea L. (Oleaceae): Tirkiye’de tarimi yapilan zeytin meyveleri,
tilkemizle beraber tiim diinya tilkelerinde kolesterol distiriicii etkisi nedeniyle diyetlerde
ve etnobotanik caligmalarda yer aldig1 kayithdir (Deflan vd., 2018; Giirbiiz vd., 2019).
Bitkinin hem yapraklar1 hem de meyveleri ile yapilan ¢cok sayida non-alkolik karaciger
yaglanmasi ¢alismasi bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan birisinde sulu etanollii zeytin
meyve ekstresi verilen farelerde viicut agirhiginin azaldigi bildirilmistir. Baska bir
caligmada ise zeytinyag: gruplari, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, zeytinyaginin
trigliserit ve diisiik yogunluklu lipoprotein diizeylerini azaltirken, yiiksek yogunluklu
lipoprotein diizeylerini artirdigir goriilmistiir. Bu nedenle zeytinyaginin, NAYKH i¢in
potansiyel bir terapdtik alternatifi temsil edebilecegi belirtilmistir (Dhibi vd., 2011; Wani
vd., 2015). Zeytinyag1 ile yapilan bir baska ¢aligmada ise zeytinyagi ile beslenen

hastalarda karaciger yaglanma oranlar1 §l¢tilmiistiir. Zeytinyag1 grubu, kontrol yagi grubu
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ile karsilastirildiginda agirlik ve viicut kitle indeksinde azalmaya neden oldugu
kaydedilmistir. Zeytinyag1 verilmesi Oncesi ve sonrasi analizler, zeytinyagi grubunda
yiilksek yogunluklu lipoprotein seviyesinde artis oldugunu ortaya koymustur
(NigamPriyanka vd., 2014).

Panax ginseng C.A. Mey. (Araliaceae): Ginseng bir uzakdogu bitkisidir.
Ginseng kokleri ve sarimsak tozu ile hazirlanan bir kombinasyonun non-alkolik karaciger
yaglanmasma karst basarili oldugu daha oOnce yapilan deneysel caligmalarda
gosterilmistir. Ginsengin biitiin olarak etkisinin yani1 sira biyoaktif bileseni olan
ginsenozit de karaciger yaglanmasina kars1 arastirilmis ve AMP ile aktive olan protein
kinazin aktivasyonu yoluyla karaciger yaglanmasmda etkili oldugu bulunmustur.
Intraperitonal uygulamadan sonra, ginsenozidin (10 mg/kg) etkisi, diisiik karaciger
agirhigi, hepatik trigliserit diizeyi ve Hematoksilen & Eozin boyama ile karaciger
boliimlerinin histolojik degerlendirmesi ile gdsterildigi gibi, yiliksek yagli bir diyetle
indiiklenen obez siganlarda hepatik yag birikimini de azalttig1 belirtilmistir. Yag asidi
oksidasyon hizinin ve yag asidi p-oksidasyonunda anahtar bir enzim olan karnitin
palmitoiltransferaz 1'in (CPT-1) aktivitesinin tedavi edilen hepatositlerde yiikseldigi
gosterilmistir. Ayrica ginsenosidin, hepatik AMP ile aktive olan protein kinazin (AMPK)
ve fosforile edilmis asetil-CoA karboksilazin yiiksek aktivasyonu ile baglantili olan
hiicresel AMP/ATP oranm arttirdig1 ortaya konulmustur. AMPK'nin aktivasyonu ile
uyumlu olarak, yag asidi oksidatif enzimlerini ve proteinlerini kodlayan genlerin
ekspresyonunu uyardigi ve PCR analizlerinde lipogenezde islev goren enzimleri veya
proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu bastirdigi bildirilmistir. Ginsenositlerin
hepatik yag birikimini azaltmak i¢in giliclii bir ajan olabilecegi ve yagh karaciger

bozuklugu i¢in terapotik olarak faydali olacagi sonucuna varilmistir (Shen vd., 2013).

Pluchea indica (L.) Less. (Asteraceae): Ulkemizde yetismeyen bu bitkinin,
Ayurveda geleneksel kullanimlarinda toprak iistii kisimlarindan elde edilen inflizyonunun
karaciger sagligmi korumak igin kullanildig1 bildirilmistir (Heredia-Diaz vd., 2018).
Sicanlarda obezite ile ilgili ¢alismalar yapilmig ve bu bitkinin toprak iistii kisimlarmin
sulu ekstreleri ile iyi sonuglar elde edildigi belirtilmistir. P. indica c¢aymin
hipergliseminin diizelmesine etkisi; TC, LDL kolesterol (LDL-C), HDL kolesterol (HDL-
C) ve trigliserit (TG) diizeylerini diizenlemesi seklinde ortaya konulmustur. 400 ve 600

umg/kg oral sulu ekstrenin, ekstre verilmeyen grupla karsilastirildiginda konsantrasyona
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bagimli bir sekilde hiperglisemiyi iyilestirdigi gdsterilmistir. Ayrica, histolojik analiz, P.
indica sulu ekstresi ile tedavi edilen gruplarin perigonadal yag adipositlerinin ortalama

alan1 ve miktarinin daha diisiik oldugunu géstermistir (Sirichaiwetchakoon vd., 2020).

Punica granatum L. (Lythraceae): Nar, lilkemizde dogal olarak yetisen bir tarim
urundddr. Nar meyve kabugundan elde edilen farkli (su, sulu alkol ve etanol) ekstrelerin
karaciger yaglanmasima karsi etkileri siganlarda arastirilmis ve basarili sonuglar elde
edildigi bildirilmistir. Yiiksek doz sulu ekstre ve klofibrat gruplarinin, diger gruplara gore
HDL ve antioksidan aktivitede istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi belirtilmistir

(Amiri vd., 2018).

Rhododendron oldhamii Maxim. (Ericaceae): Baz tiirleri Tiirkiye’de yayilis
gostermekte ve “orman giilii, agulu ot” gibi isimlerle bilinmektedir (http-1). Daha dnceki
calismalarda farelerde karaciger yaglanmasima karsi etkisi, bitkinin yapraklarindan elde
edilen etanol, sulu etanol, dikorometan, etil asetat gibi farkli ekstrelerle arastirilmistir.
Onceki bu ¢alismada, R. oldhamii yaprak ekstresinin, yiiksek yagl diyet ile indiiklenen
NAYKH ile farelerde ve HepG2 hiicrelerinde serbest yag asidi kaynakli yag birikimini
inhibe etme ve yagh karaciger sendromunu iyilestirme iizerindeki etkileri arastirilmistir.
R. oldhamii yapragidan elde edilen fraksiyonlar arasinda EtOAc fraksiyonunun, giigli
bir yag birikimini 6nleyici aktivite sergiledigi belirtilmistir. Ek olarak, R. oldhamii
yapragmin EtOAc fraksiyonunun yagl karaciger belirtilerini biiylik olciide iyilestirdigi
ve yiiksek yagli beslenme ile indiiklenen NAYKH farelerinde toplam kolesterolii (TC) ve
trigliseriti (TG) azalttig1 ortaya konulmustur. Bu sonuglar dogrultusunda, R. oldhamii
yapragindan elde edilen ekstrelerin, NAYKH’ye karsi etkinlie sahip oldugu
bildirilmistir (Liu vd., 2017).

Rhus chinensis Mill. (Anacardiaceae): Cin sumak meyvelerinden elde edilen
sulu etanol ekstrelerinin NAYKH'ye kars1 o6nleyici etkisi ve altinda yatan mekanizmalar
daha énce yapilan ¢alismalarda aydmlatilmistir. Onceki ¢alismalara ait sonuglarda, TG,
TC, MDA, ALT, AST ve endojen antioksidan enzimler dahil olmak tizere baz1 kritik
biyokimyasal endeksleri 1iyilestirdigi gosterilmistir. Bahsedilen bu c¢alismadaki
immunofloresan ve TUNNEL testinin sonuglari, ekstrenin hiicre ¢ekirdegindeki NF-kB
seviyesini azalttigmmi ve hepatosit apoptozunu baskiladigini gostermistir. Ayrica,
immunohistokimya ve western blot analizlerinin sonuglart dogrultusunda, lipit

metabolizmasi, enflamasyon ve hepatositlerin apoptozunda yer alan birka¢ anahtar
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proteini dizenleyerek, yani p-AMPK ekspresyon seviyelerini artirarak NAYKH'yi
iyilestirebilecegi belirtilmistir (Wu vd., 2020).

Rosa damascena L. (Rosaceae): R. damascena ulkemizde Ozellikle Isparta ve
cevresinde yetistirilen bir bitkimizdir. Onceki calismalarda non-alkolik karaciger
yaglanmasina karst hayvan modeli tizerinde R. damascena petallerinin sulu etanol
ekstresinin etkisi arastirilmistir. R. damascena ciceklerinden elde edilen ekstrelerin viicut
agirhigini, karaciger yag birikimini, TG, TC, LDL-C konsantrasyonlarini1 ve karaciger
enzimlerinin yiikselmesini azalttigi bildirilmistir. Karaciger dokusunun histopatolojik
incelemesinin, R. damascena'nin terapétik etkisini dogruladigi gosterilmistir. Ekstre
uygulanan hayvanlarda toplam antioksidan aktivitenin, toplam tiyol igeriginin, MPO
enzim aktivitesinin yani sira lipit peroksidasyonunun iyilestirilmesi de dikkate alinmistir.
Alinan tiim sonuglar dogrultusunda R. damascena ekstresinin NAYKH'da terapotik bir
etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Davoodi vd., 2017).

Senna obtusifolia (L.) H.S.Irwin & Barneby (Fabaceae): Bu cinse ait tlrler
iilkemizde dogal olarak yetismemektedir. Tohumlarmdan elde edilen inflizyonun
geleneksel olarak karaciger yaglanmasina karsi1 kullanildig1 kayithidir (Heredia-Diaz vd.,
2018). Ayrica tohumlarin etanol ekstrelerinin karaciger yaglanmasi ve hiperlipidemiye
kars1 etkili oldugu deneysel olarak bulunmustur. Siganlarda Cassia ekstresi verilen
grupta, NAYKH gelisen sicanlarda ortaya cikan yiiksek biyobelirtecleri azalttigi
belirtilmistir. Cassia ekstre uygulamasmin ayrica LDL-R mRNA ekspresyonunun
azalmasini onledigi ve histopatolojik degisiklikleri iyilestirdigi daha dnceki ¢alismalarda

rapor edilen bilgiler arasindadir (Mei vd., 2015; Meng vd., 2019).

Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae): Devedikeni, karacigere etkili
cesitli miistahzarlar1 olan bir bitkidir. Ulkemizde Ege ve Akdeniz’in bir bdliimiinde
yetismektedir (http-1). Hepatotoksisite, karaciger yetmezligi ve karaciger yaglanmasi igin
kullanim1 kayithdir. Ayrica karaciger yaglanmasina karsi etkilerinin deneysel ve Klinik
caligmalarda ortaya konuldugu bildirilmektedir (Abenavoli vd., 2011; Mohammadifar
vd., 2019).

Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H. Wigg (Asteraceae): Bitkinin 50’den
fazla tiirii tilkemizde yetismesine ragmen T. officinale bu tiirler arasinda degildir (http-1).

Bitkinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen sulu 6ztlerin halk arasinda karaciger
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rahatsizliklarinda kullanildigr kayithidir (Heredia-Diaz vd., 2019). Daha onceki
caligmalarda karaciger hasarmna ve karaciger yaglanmasma karst etkileri ve etki
mekanizmalar1  hayvan deneylerinde arastirilmistir (Davaatseren vd., 2013).
Taraxacum'un hepatoprotektif etkisi C57BL/6 fareleri ile ¢alisgilmistir. Sulu etanollii
ekstre verilen gruba ait sonuglar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hepatik lipit
birikimini azalttig1 bildirilmistir. Ekstre gruplarinin viicut ve karaciger agirliklari, yiiksek
yagl diyet grubununkinden daha diisiik bulundugu ve ekstre uygulamasinin, TG, TC,
insiilin, serum aglik glikoz seviyesini ve insulin direncini bastirdigi belirtilmistir. Bu
sonuglarla, Taraxacum'un obezite ile iliskili non-alkolik karaciger yaglanmasmin
Oonlenmesi ve tedavisi i¢in etkili oldugunu ortaya koydugu rapor edilmistir (Mahboubi

vd., 2020; Wirngo vd., 2016).

Triticum aestivum L. (Poaceae): Bugday tohumlarmin yesil ve yas halde
sikilmasiyla elde edilen suyunun Singapur’da halk arasinda kilo verme ve karaciger
yaglanmasina karsi kullanimi kaydedilmistir (Siew vd., 2014). Ayrica daha onceki
deneysel calismalarda, obezite ve yaglh karacigere etkilerinin yani sira lipit diisiiriicii
etkileri gosterilmistir. Yiiksek yagh diyet ile indiiklenen obez farelerde T. aestivum
tohumlarmin %50’lik sulu etanol ekstresinin etkileri arastirilmistir. 6 hafta boyunca
ekstre uygulamasmnin (10, 50 ve 200 mg/kg), yiiksek yagh diyet ile beslenen farelerde
viicut agirliklarini, serum TC'sini ve diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol seviyelerini
azalttig1 belirtilmistir. Ekstre grubunda epididimal beyaz yag dokusunun (EWAT) ve
karacigerde lipit birikiminin azaldigi, TC ve lipit seviyelerinin distiigi bildirilmistir.
Ekstre uygulamasi ile serum leptin ve adiponektin konsantrasyonlar1 azaldigi ve
EWAT'de PPAR-y ve yag asidi sentaz ekspresyonunda diisiisler gorildiigii rapor
edilmistir. Ayrica, ekstrenin uygulanmasinin, yiiksek yagl diyet ile indiiklenen obez

farelerin karacigerindeki PPARa protein seviyelerini arttirdig1 ortaya konulmustur (Choi

vd., 2009; Im vd., 2015; Oh vd., 2019).

Urtica dioica L. (Urticaceae): Isirgan otu iilkemizde dogal yayilis gdsteren
yabani bir bitkidir. Isirgan otunun karaciger yaglanmasina kars1 toprak tstii kisimlarindan
hazirlanan preparatlar1 halk arasinda kullanilmaktadir. Daha o6nceki deneysel
calismalarda ise kan lipit profili hiperkolesterolemik si¢anlarda arastirilmistir. 4 hafta
streyle U. dioica ekstresi (100-300 mg/kg) uygulanmig ve hayvanlarin kan lipit
diizeylerinde azalma gozlendigi belirtilmistir (Delfan vd., 2016; Nassiri-Asr vd., 2009).
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Vaccinium vitis-idea L. (Ericaceae): Tlrkiye’de Rize ve gevresinde yetisen ve
kekreyemis adi ile bilinen kirmizi renkli bir meyvedir (http-1). Meyvelerinin daha 6nceki
deneysel sonuglara gore kandaki lipit seviyesini diisiirmede basarili oldugu bildirilmistir.
V. vitis-idea meyvelerinin etanolll ekstresi 12 hafta yiiksek yaglh diyet kaynakli karaciger
hasarinda, hepatik lipit birikimi ve enflamatuvar sitokin ekspresyon diizeylerinin tespit
edilebilmesi igin verilmistir. Sonugta verilen ekstrenin karacigerde SREBP-1c ve asetil-
CoA karboksilaz-1 (AAC-1) ekspresyonunu ve ayrica aktif AMPK'yi inhibe ettigi ortaya
konulmustur. Ayrica hepatik oksidatif stresi ve enflamatuvar agregasyonu azalttigi
bildirilmistir. Bu durum yapilan bu ¢alismada, karacigerde niikleer faktor eritroit 2 ile
iliskili faktor 2 (Nrf2) ve glutatyon seviyesinin restorasyonu ile iliskilendirilmistir. Bu
sonuglarla, V. vitis-idea uygulamasinin kismen hepatik lipit birikimini, oksidatif stresi ve
enflamatuvar yanit1 azaltarak karaciger hasarina karsi koruma saglayabilecegi ortaya

konulmustur (Hewage vd., 2021).

Vitis vinifera L. (Vitaceae): Ulkemizde tarimi yapilan ve meyve olarak tiiketilen
Uztm cekirdekleri biyoaktif sekonder metaboliti rezveratrol (9) ile bilinmektedir. Ayrica
meyvelerinin yenilerek tiketilmesi geleneksel tipta antihiperlipidemik etkilerinden dolay1
kayithdir (Deflan vd., 2016). Daha 6nce yapilan deneysel galismalarda non-alkolik
karaciger yaglanmasi i¢in siganlarda {iziim kabugu sulu etanol ekstresi denenmis ve
basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir. Calismada, yiiksek yagli bir diyetle beslenen
farelerde polifenolden zengin iiziim kabugu ekstresinin yaglanma ve hepatik steatoz
iizerindeki etkisini ve adipoz ve hepatik lipit metabolizmasma dayali temel
mekanizmalarin1 arastirilmistir. Uziim kabugu ekstresi uygulanan grup, yiiksek yaglh
diyet grubu ile karsilastirildiginda ekstre grubunun viicut agirhigini, yag agirligini, plazma
serbest yag asidi seviyesini ve hepatik lipit birikimini azalttig1 belirtilmistir. Yiiksek yagli
diyet grubuna gore Uziim kabugu ekstresinin grubunda plazma leptin diizeyi daha diisiik,
plazma adiponektin diizeyinin daha yiiksek bulundugu bildirilmistir. Uziim kabugu
ekstresi uygulamasmin, f-oksidasyon aktivasyonunun eslik ettigi hem yag hem de
karaciger dokularinda lipojenik enzimlerin aktivitelerini bastirdig1 rapor edilmistir. Ek
olarak tiziim kabugu ekstresinin, karacigerde lipogenez ve -oksidasyon ile ilgili genlerin
ekspresyonunda yiiksek yagli beslenmenin neden oldugu degisiklikleri tersine ¢evirdigi
vurgulanmistir.  Bu  bulgular dogrultusunda, iiziim kabugu ekstresinin mRNA

ekspresyonunu, yag dokusu ve karacigerde lipogenezi ve yag asidi oksidasyonunu
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diizenleyen enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek diyete bagli yaglanma ve karaciger
yaglanmasina karsi koruma sagladigi belirtilmistir (Park vd., 2013). Bir baska deneysel
caligmada ortaya konulan bulgulara gore ise, tizlim ¢ekirdeginde bulunan rezveratroliin
hem klinik ¢aligmalarda ve hem hayvan deneylerinde antihiperlipitemik, antiobezite ve

yagli karaciger Onleyici aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Cicero vd., 2018).

HO
Ul e
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal sarf maddeler

. Allisin (HPLC %90, Sigma)

o Anisaldehit (Sigma)

° Asetonitril (HPLC Grade, Merck)

J p-sitosterol (HPLC %90, Sigma)

o Butanol (Merck)

o Cremophor EL (Sigma)

. CuS04.5H20 (Sigma)

° Dimetil sulfoksit (Riedel de Haen)

. Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (Thermo)

o EDTA (Sigma)

o Etanol (%99,9, Merck)

o Etil asetat (Carlo Erba)

o Fetal Bovine Serum (Thermo)

o Folin-Fenol ¢ozeltisi (Sigma)

o Formik asit (Carlo Erba)

o Glasiyel asetik Asit (Carlo Erba)

o Glikoz (Fluka)

o Glutatyon (Sigma)

. HepG2 hiicre hatt1 (ATCC HB-
8065TM)

o Hidroklorik asit (HCI) (Merck)

o [zopropanol (Merck)

o Klorojenik asit (HPLC
%95, Sigma)

o Malvin (HPLC %90, Sigma)
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Metanol (HPLC Grade, Merck)
n-Hekzan (Merck)

Nil Kirmizisi (Sigma)

Palmitik Asit (Sigma)
Paraformaldehit (Sigma)
Partenolit (HPLC %96, Sigma)
Penicillin (Sigma)

Propilen glikol (Merck)
Polietilen Glikol 400 (Merck)
Rosmarinik asit (HPLC %95,
Sigma)

Rutin (HPLC %90, Sigma)
Salvigenin (HPLC %95, Fluka)
Siklohekzan (Carlo Erba)
Sodyum bikarbonat (Sigma)
Sodyum hidroksit (Sigma)
Sodyum tartarat (Riedel de Haen)
Soybean Oil (Sigma)

Span 80 (Merck)

Streptomicin (Sigma)

Toluen (Merck)

Trizma Base-Tris HCI (Sigma)
Tween 80 (Merck)

Oleik Asit (Sigma)

Oleum Cinnamomi (Sigma)



3.1.2. Kullanilan diger sarf malzemeleri

. 0,22 pm por ¢apina sahip membran filtre

. 0,45 pm por ¢apina sahip membran filtre

o 48 kuyucuklu mikroplate (NEST)

o 96 kuyucuklu mikroplate (NEST)

. Cam kapakli Petri (150 mm)

o Cam pastor pipetleri

J Drummond kilcal borular

e  Hazir cam ve aliiminyum ITK plaklar1 (ITK-Silikajel 60 GFzs4, por 15 pm Merck)
. Silikajel kapli cam YPITK plaklar

. Seffaf YBSK vialleri

o Tek kullanimlik plastik kapakli Petri (90 mm x 25, ISOLAB)
o Tek kullanimlik pipet uglar1 (1000, 200 ve 10 pL)

o Whatman kagidi No:1

o Vakumlu filtrasyon sistemi (Sartorius)

3.1.3. Kullanilan aletler ve cihazlar

Buzdolabi (Bosch, Almanya)
Distile Su Cihaz1 (Milipor, Milli-Q Synthesis A10, Fransa)

o Doku Homojenizatorl (Heidolph Silent Crusher, Almanya)

o Elektrik iletkenligi cihazi (Milwaukee MW 801, Amerika)

o Malvern zeta sizer (Nano ZS, Amerika)

o Mikroplate spektrofotometre (BioTek, Powerwave XS, Amerika)
o Nikon Eclipse Ni arastirma mikroskobu (Japonya)

o Otoklav (Hirayama, HV-50, Japonya)

o Otomatik multikanal pipetor (Brand, Amerika)

o pH metre (WTW Inolab, Almanya)

o Refraktometre (Kruss, Almanya)

o Robotik Pipetleme Sistemi (BioTek-Precision Power, Amerika)

o Rotavapor (Heidolph, Almanya)
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o Santrifij (Sigma, Amerika)
o S1vi Kromatografisi/Kiitle Spektrofotometresi (SK-KS) (Agilent 1100, Amerika)
o Swvi  Kromatografisi/Kiitle Spektrofotometresi (SK-KS) (Shimadzu 2010C

Japonya)
o Steril Kabin (Heal force HF SAFE 900, Cin)
o Ultra derin dondurucu (-85 °C) (New Brunswick Scientific, Amerika)
o Ultrasonik banyo (Bandalin-Sonorex, Amerika)
o UV spektrofotometre (Thermo Multiscan Spectrum, Finlandiya)

o Viskozimetre (Heidolph, Almanya)
o Vorteks karistirict (Ika Genius 3, Almanya)
. Yiiksek Performansl Ince Tabaka Kromatografisi (CAMAG, Isvicre)

3.2. YOontem

3.2.1. Bitkisel materyal

Salvia fruticosa Mill. yapraklari, Taraxacum officinale L. toprak iistii kisimlari,
Malva sylvestris L. ¢icekleri, Tanacetum parthenium L. toprak tstii kisimlari, Plantago
ovata Forssk. tohumlari, Allium sativum L. soganlar1 kuru droglar olmak kosuluyla,
sertifikali olarak Almanya’dan Farmakope kalitesinde Anoxymer International GmbH ve
Cacelo gibi ticari kaynaklardan temin edilmistir. Yaprak, ¢icek ve toprak tstii droglari
kaba toz, sogan drogu ise toz halde satin alinmistir. A. sativum sogani haricindeki bitki

droglar1 200-300 mesh araliginda 6giitiilmiistiir.

3.2.2. Ekstraksiyon

Bitki droglar1 baslik 3.2.1.’de ifade edildigi sekilde 6giitiildiikten sonra her biri

Avrupa Farmakopesi’nde uygun goriilen ¢oziiciiler ile ekstre edilmistir.

Toz haldeki A. sativum soganlarindan 100 g tartilmis ve metanol ile 1 saat
calkalamali olarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir. 1 saatin sonunda Whatman No:1
filtre kagidindan stiziilerek ekstre rotary evoparator yardimi ile yogunlastirilmstir. Filtre
kagitlar1 islem 6ncesi metanol ile 1slatilmustir. Islem toplamda 3 kez tekrarlanmustir.

M. sylvestris ¢giceklerinden (6giitiilmiis) 100 g tartilmis ve %70°1ik etanol ile 1 saat

calkalamali olarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir. 1 saatin sonunda Whatman No:1
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filtre kagidindan siiziilerek ekstre rotavapor yardimi ile yogunlastirilmastir. Filtre kagitlar
islem dncesi %70’lik etanol ile 1slatilmistir. Islem toplamda 3 kez tekrarlannustir.

P. ovata tohumlarindan (6gitiilmiig) 100 g tartilmis ve metanol ile 1 saat
calkalamali olarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir. 1 saatin sonunda Whatman No:1
filtre kagidindan siiziilerek ekstre rotavapor yardimi ile yogunlastirilmistir. Filtre kagitlar
islem dncesi metanol ile 1slatilmstir. Islem toplamda 3 kez tekrarlanmustir.

S. fruticosa yapraklarindan (6giitiilmis) 100 g tartilmis ve etanol ile 1 saat
calkalamali olarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir. 1 saatin sonunda Whatman No:1
filtre kagidindan stiziilerek ekstre rotavapor yardimai ile yogunlastirilmistir. Filtre kagitlar:
islem oncesi etanol ile 1slatilmustir. Islem toplamda 3 kez tekrarlanmustr.

T. officinale toprak tistii kisimlar1 (6gtitiilmiis) 100 g tartilmis ve metanol ile 1 saat
calkalamali olarak ekstraksiyon gerceklestirilmistir. 1 saatin sonunda Whatman No:1
filtre kagidindan siiziilerek ekstre rotavapor yardimai ile yogunlastirilmistir. Filtre kagitlar:
islem oncesi metanol ile 1slatilmistir. Islem toplamda 3 kez tekrarlannustir.

T. parthenium toprak tstii kisimlarindan (6giitiilmiis) 100 g tartilmis ve metanol
ile 1 saat calkalamali olarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir. 1 saatin sonunda Whatman
No:1 filtre kagidindan siiziilerek ekstre rotavapor yardimi ile yogunlastirilmistir. Filtre

kagitlar1 islem 6ncesi metanol ile 1slatilmustir. Islem toplamda 3 kez tekrarlanmustir.

3.2.3. Standardizasyon

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda temin edilen 6 drogdan baslik 3.2.2.°de ifade edildigi
sekillerde hazirlanan ekstrelerin standardizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bunun
icin oncelikle ekstrelerin, detaylar1 alt basliklar 3.2.3.1. ve 3.2.3.2.’de belirtilen farkli
sekonder metabolitlerle YPITK analizleri yapilmis, sonrasinda ise varhigi tespit edilen
sekonder metabolit/lerin madde miktar tayini YBSK yontemi ile gergeklestirilmistir.

Yontemlere ait analiz kosullar1 Latince drog adlarinin alfabetik sirasina gore verilmistir.

3.2.3.1. YPITK analizleri

Aksi belirtilmedikge maddeler YPITK plaklarma Linomat 5 aplikator sistemi
kullanilarak uygulanmustir. Tiim YPITK analizleri CAMAG YPITK sistemi kullanilarak
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calistlmistir. YPITK analizlerine ait detaylar her bir ekstre igin asagida yer alan

paragraflarda ayr1 ayr1 agiklanmistir

A. sativum sogan ekstresinin YPITK analizi HPTLC Association’da belirtilen
yonteme gore yapilmistir (http-2). Silikajel kapli cam YPITK plaklar1 sabit faz olarak
kullanilirken mobil faz olarak asetonitril:su:formik asit (30:8:2, h/h/h) kullanilmistir.
YPITK plagma metanol iginde ¢oziilen 50 mg/mL A. sativum ekstresi 5 pL hacminde
plakanin alt kenarindan 8 mm mesafede 7 mm'lik bantlar halinde uygulanmistir. Allisinin
0,2 mg/mL konsantrasyondaki sahit ¢ozeltisi kullanilmistir. 105°C’de 3 dakika 1sitma
isleminin ardindan plakta ekstre igcerisinde var olan sekonder metabolitlere ait spotlar giin

15181 altinda tespit edilmistir.

M. sylvestris ¢icek ekstrelesinin YPITK analizi Avrupa Farmakopesi’nde
belirtilen yonteme gore yapilmistir (PhEur9, Saglik Bakanligi, 2016). Silikajel kapli cam
YPITK plaklar1 sabit faz olarak kullanilirken mobil faz olarak glasiyel asetik
asit:su:butanol (15:30:60, h/h/h) kullanilmistir. YPITK plagina metanol i¢inde ¢dziilen
50 mg/mL M. sylvestris ekstresi 2 uL. hacminde plakanin alt kenarindan 8 mm mesafede
7 mm'lik bantlar halinde uygulanmistir. Referans olarak malvinin 0,2 mg/mL
konsantrasyondaki ¢6zeltisi kullanilmistir. Giin 1s18inda incelenen plakta ekstrede var
olan sekonder metabolitlere ait spotlar tespit edilmistir.

P. ovata tohum ekstresinin YPITK analizi literatiirde belirtilen yonteme gore
yapilmistir (Sriraman vd., 2015). Silikajel kapli cam YPITK plaklar1 sabit faz olarak
kullanilirken mobil faz olarak etil asetat:hekzan:formik asit (3:7:0,5, h/h/h) kullanilmistr.
YPITK plagma metanol iginde ¢oziilen 50 mg/mL P. ovata ekstresi 5 pL hacminde
plakanin alt kenarindan 8 mm mesafede 7 mm'lik bantlar halinde uygulanmistir. Referans
olarak p-sitosteroliin 0,2 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisi kullanilmigtir. Plakta P.
ovata ekstresi icinde var olan sekonder metabolitlere ait spotlar anisaldehit
uygulamasindan sonra 3 dakika 105°C’de 1sitma igleminin ardindan giin 15181 altinda
tespit edilmistir

S. fruticosa yapraklarina ait ekstrelerin YPITK analizi Avrupa Farmakopesi'nde
belirtilen yonteme gore yapilmistir (PhEur9, Saglik Bakanligi, 2016). Silikajel kapli cam
YPITK plaklar sabit faz olarak kullanilirken mobil faz olarak toluen:etil asetat:formik
asit (50:40:10, h/h/h) kullanilmigtir. YPITK plagina metanol iginde ¢dziilen 50 mg/mL S.
fruticosa ekstresi 5 L hacminde plakanin alt kenarindan 8 mm mesafede 7 mm'lik bantlar

halinde uygulanmistir. Referans olarak rosmarinik asitin 0,2 mg/mL konsantrasyondaki
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¢ozeltisi kullanilmustir. Plakta S. fruticosa ekstresi icinde var olan sekonder metabolitlere
ait spotlar 366 nm dalga boyunda tespit edilmistir.

T. parthenium toprak iistii kisimlarma ait ekstrelerin YPITK analizi HPTLC
Association’da belirtilen yonteme gore yapilmustir (http-2). Silikajel kapli cam YPITK
plaklar1 sabit faz olarak kullanilirken mobil faz olarak siklohekzan:etil asetat (50:50, h/h)
kullanilmistir. YPITK plagina metanol iginde ¢oziilen 50 mg/mL T. parthenium ekstresi
5 ML hacminde plakanin alt kenarindan 8 mm mesafede 7 mm'lik bantlar halinde
uygulanmistir. Referans olarak partenolitin 0,2 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisi
kullanilmistir. Anisaldehit belirteci uygulanarak tiirevlendirme isleminin ardindan T.
parthenium ekstresi i¢cinde var olan sekonder metabolitlere ait spotlar giin 15181 altinda
tespit edilmistir.

T. officinale toprak {istii kisimlarma ait ekstrelerin YPITK analizi Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen yonteme gore yapilmistir (PhEur9, Saglik Bakanligi, 2016).
Silikajel kapli cam YPITK plaklar1 sabit faz olarak kullanilirken mobil faz olarak susuz
formik asit:su:etil asetat (10:10:80, h/h/h) kullanilmistir. YPITK plagina metanol iginde
¢ozllen 50 mg/mL T. officinale ekstresi 2 pL ve 5 pL hacimlerde plakanin alt kenaridan
8 mm mesafede 7 mm'lik bantlar halinde uygulanmistir. Referans olarak rutin ve
klorojenik asitin 0,2 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullanilmistir. Makragol 400
uygulamasmin ardindan T. officinale ekstresi icinde var olan sekonder metabolitlere ait

spotlar 366 nm dalga boyunda tespit edilmistir.

3.2.3.2. YBSK analizleri

A. sativum ekstresinin YBSK analizi i¢in 10 mg ekstre 1 mL metanolde
¢ozindirulip, 0,22 pum por c¢apina sahip membran filtrelerden siiziilmiistiir. Ekstre
icerisindeki allisin miktarmi analiz etmek i¢in modifiye edilmis bir YBSK yontemi
kullanilmistir. YBSK analizleri, Agilent 1100 LC Sistemi lizerinde ¢alisilmistir. Sabit faz
olarak C18 kolonu (4.6 x 250 mm, 5 pm) tizerinde ¢alisilmis ve kolon sicakligi 25°C'de
tutulmustur. Sistem izokratik modda (50: 50, h/h; metanol:su) 0,5 mL/dakika akis hizinda
calistirilmustir. Enjeksiyon hacmi 10 uL olarak uygulanmustir. Allisin, alikonma stireleri
ayni kosullar altinda analiz edilen standardinki ile eslestirilerek tanimlanmistir. Pikler 210
nm’de analiz edilmis olup kalibrasyon egrisi 3 farkl allisin konsantrasyonu (0,1-0,5

mg/mL) ile calisilarak ¢izilmistir (Bose vd., 2014).
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M. sylvestris ekstresi 10 mg/mL konsantrasyonda ¢alisilmis olup ekstre metanolde
¢oziildiikten sonra 0,22 mikron membran filtreden siiziilerek analiz edilmistir. M.
sylvestris ekstresinin YBSK analizleri Agilent 1100 YBSK sistemine bagli DAD
dedektorii ile gerceklestirilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (250 x 4.6 mm, 10 pum)
kullanilirken mobil faz olarak A: su:formik asit:asetik asit (100: 0,7: 0,9, h/h/h ), B:
asetonitril ile 0-30 dakika arasinda %10 B’den %90 B konsantrasyonuna lineer gradient
akis olarak ¢alisilmistir. Akista 30-35. dakikalarda, %90 B’den %10 B’ye (baslangi¢
sartlaria) geri doniilmiistiir. Akis hiz1 0,5 mL/dk olarak ayarlanmistir. Malvin, alikonma
stireleri ayni kosullar altinda analiz edilen standardinki ile eslestirilerek tanimlanmistir.
Pikler 530 nm’de analiz edilmis olup kalibrasyon egrisi 3 farkli malvin konsantrasyonu
(0,1-0,5 mg/mL) ile galisilarak ¢izilmistir (Farina vd., 1995). Enjeksiyon hacmi 20 pL,

kolon sicaklig1 40°C olarak ayarlanmustir.

P. ovata ekstresi 20 mg/mL konsantrasyonda galisilmis olup ekstre metanolde
¢oziildiikten sonra 0,22 mikron membran filtreden siiziilerek analiz edilmistir. P. ovata
ekstresinin YBSK analizleri Shimadzu 2010C YBSK sistemine bagli UV dedektorii ile
gerceklestirilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (250 x 4.6mm, 5pm) kullanilmustir. Mobil
faz olarak metanol:asetonitril (90:10, h/h) ile izokratik akis ¢alisilmistir. Akis hizi 1
mL/dk olarak ayarlanmistir. f-Sitosterol, alikonma siireleri ayni1 kosullar altinda analiz
edilen standardinki ile eslestirilerek tanimlanmistir. Pikler 208 nm’de analiz edilmis olup
kalibrasyon egrisi 5 farkli g-sitosterol konsantrasyonu (0,5-0,1 mg/mL) ile ¢alisilarak
¢izilmistir (Sriraman vd., 2015). Enjeksiyon hacmi 10 YL, kolon sicakligi 25°C olarak

ayarlanmistir.

S. fruticosa ekstresi 50 mg/mL konsantrasyonda g¢alisilmis olup ekstre metanolde
¢oziildiikten sonra 0,22 mikron membran filtreden siiziilerek analiz edilmistir. S. fruticosa
ekstresinin YBSK analizleri Agilent 1100 YBSK sistemine bagli DAD dedektorii ile
gerceklestirilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (150 x 4.6mm, 10um) kullanilmustir.
Mobil faz olarak su (10 mM formik asit): asetonitril (90:10, h/h) ile lineer gradient akis
40 dakika icerisinde su (10 mM formik asit): asetonitril (10:90, h/h) olacak sekilde
calisilmistir. 40 + 10 dakika siire ile sistemin tekrar baslangic sartlarina donmesi i¢in de
gradient akis gegirilmistir. Akis hiz1 0,45 mL/dk olarak ayarlanmistir. Salvigenin ve
rosmarinik asit, alikonma siireleri ayni1 kosullar altinda analiz edilen standardinki ile

eslestirilerek tanimlanmistir. Pikler 330 nm’de analiz edilmis olup kalibrasyon egrisi 5
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farkli salvigenin ve rosmarinik asit konsantrasyonu (2-0,1 mg/mL) ile calisilarak
cizilmistir (Kamatou vd., 2010). Enjeksiyon hacmi 10 pL, Kolon sicakligi 40°C olarak

ayarlanmustir.

T. parthenium ekstresi 10 mg/mL konsantrasyonda ¢alisilmis olup ekstre
metanolde ¢oziildiikten sonra 0,22 mikron membran filtreden siiziilerek analiz edilmistir.
T. parthenium ekstresinin YBSK analizleri Agilent 1100 YBSK sistemine bagli DAD
dedektorii ile gergeklestirilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (250 x 4.6mm, 10pm)
kullanilirken mobil faz olarak su:asetonitril (55:45, h/h) ile caligilmistir. Akis izokratik
akis olup hiz1 2 mL/dk olarak ayarlanmistir. Partenolit, alikonma siireleri ayni kosullar
altinda analiz edilen standardinki ile eslestirilerek tanimlanmistir. Pikler 210 nm’de
analiz edilmis olup kalibrasyon egrisi 5 farkli partenolit konsantrasyonu (2-0,1 mg/mL)
ile ¢aligilarak cizilmistir (Awang vd., 1991). Enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon sicaklig

40°C olarak ayarlanmistir.

T. officinale ekstresi 10 mg/mL konsantrasyonda ¢alisilmis olup ekstre metanolde
¢Oziildiikten sonra 0,22 mikron membran filtreden siiziilerek analiz edilmistir. T.
officinale ekstresinin YBSK analizleri Agilent 1100 YBSK sistemine bagli DAD
dedektorii ile gergeklestirilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (150 x 3mm, 4um)
kullanilirken mobil faz olarak A: asetik asit:su (2:98, h/h), B: asetonitril:su:asetik asit
(44,5:44,5:1 h/h/h) gradient akisla kullanilmistir. Gradient akis semas1 0-20 dk %10-
18 B, 20-30 dk %18-24 B, 30-33 dk %24-30 B, 33-35 dk %30-10 B olacak sekilde
ayarlanmistir. Akis hiz10,4 mL/dk olarak ayarlanmistir. Klorojenik asit, alikonma siireleri
ayni kosullar altinda analiz edilen standardinki ile eslestirilerek tanimlanmistir. Pikler 280
nm’de analiz edilmis olup kalibrasyon egrisi 3 farkl klorojenik asit konsantrasyonu (1-
0,1 mg/mL) ile galigilarak ¢izilmistir (Schiitz vd., 2005). Enjeksiyon hacmi 5 pL, kolon

sicakligi 25°C olarak ayarlanmustir.

3.2.4. Formulasyon Gelistirme

Mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin hazirlanmasinda ilk olarak iicgen faz
diyagramlarindan yararlanarak en kararli mikroemiilsiyon bdlgesini veren yizey etkin

madde/yardimec1  yiizey etkin madde (YEM/Y-YEM) oranlar1 belirlenmistir.
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Mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanirken titrasyon yontemi kullanimistir

(Schulman vd., 1959; Ustiindag Okur vd., 2019).

3.2.4.1. Yag fau olarak tarcin yagr iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
hazirlanmasi

Yag fazi olarak formiilasyon gelistirme ¢aligmalar1 i¢in uygun olarak Sigma’dan
satin alinan safrol iceren Cinnamomum bark oil, yiizey etkin madde Tween 80, yardimci
yiizey etkin madde olarak propilen glikol kullanilmistir. Formiilasyonlar gelistirilirken
YEM/YYEM (a/a) oranlar1 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1 oranlarinda
karistirtlmistir. YEM/Y-YEM oranlar1 belirlendikten sonra yag, YEM (Tween 80) ve
YYEM (Propilen glikol) 150 devir/dk donme hiziyla karistirilirken, formiilasyonlar
seffafligin bozuldugu noktalaya kadar distile su ile titre edilmis ve seffaligin kayboldugu
su sarfiyat hacimleri tespit edilmistir (Ustiindag Okur vd., 2014). Sistemin seffaligmnimn
kayboldugu noktadaki harcanan su miktar1 hesaplanarak bu noktadaki yag, su ve
YEM/Y-YEM (a/a) oranlar1 hesaplanmistir. Tiim formiilasyon ¢alismalar1 25+°C oda

sicakhiginda gergeklestirilmistir.

Formiilasyon ¢alismasi sirasinda elde edilen veriler kullanilarak, bilgisayar
programi yardimiyla her bir YEM/YYEM orani i¢in tiggen faz diyagramlari ¢izilmistir ve
en yiiksek mikroemiilsiyon alanmi veren bolgenin agirlik merkezi kullanilarak optimum
mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hesaplanarak gelistirilmistir. Bu alanin agirlik merkezi
kullanilarak optimum formiilasyon hazirlanmistir. Tar¢in yagi igeren mikroemiilsiyona
(M1) farkli konsantrasyonlarda Avrupa Farmakopesi’ne gore standardize S. fruticosa

ekstresi yiiklenmis ve in vivo ¢alismalarda kullanilmistir.

3.24.2. Yag fau olarak soya yag iceren mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin
hazrlanmasi

Yag fazi1 olarak soya yagi, yuzey etkin madde Span 80 ve Cremophor EL,
yardimc1 ylizey etkin madde olarak propilen glikol ve etanol kullanilmustir.
Formiilasyonlar gelistirilitrken YEM/YYEM (a/a) oranlar1 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5
oranlarinda karigtirilmistir. YEM/Y-YEM oranlar1 belirlendikten sonra yag, YEM (span
80:cremophor EL) ve YYEM (propilen glikol:etanol) 150 devir/dk donme hiziyla
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karigtirilirken, formiilasyonlar seffafligin bozuldugu noktalaya kadar distile su ile titre
edilmis ve seffafligin kayboldugu su sarfiyat hacimleri tespit edilmistir (Ustiindag Okur
vd., 2014). Sistemin seffafliginin bozuldugu noktadaki harcanan distile su miktari
hesaplanarak bu noktadaki yag, su ve YEM/Y-YEM oranlar1 hesaplanmistir. Tiim

formiilasyon ¢aligmalari oda sicakliginda gergeklestirilmistir.

Formiilasyon caligmasi sirasinda elde edilen veriler kullanilarak, bilgisayar
programi yardimiyla her bir YEM/YYEM orani i¢in liggen faz diyagramlari ¢izilmistir ve
en ylksek mikroemulsiyon alanini veren bolgenin agirlik merkezi kullanilarak optimum
mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hesaplanarak gelistirilmistir. Bu alanin agirlik merkezi
kullanilarak optimum formiilasyon hazirlanmistir. Soya yagi igeren optimum
mikroemilsiyona (M2) farkli konsantrasyonlarda Avrupa Farmakopesi’ne gore

standardize M. sylvestris ekstresi yiiklenmis ve in vivo ¢alismalarda kullanilmustir.

3.2.4.3. Karakterizasyon calismalart

Optimum formulasyonlar baslangig aninda goriiniis, elektrik iletkenligi, pH,
kirilma indisi, viskozite, damlacik biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel
parametreleri agisindan daha 6nce yayinlanan yontemlerle incelenmistir (Schulman vd.,
1959; Ustiindag Okur vd., 2014).

Hazirlanan mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin oda sicakliginda (25 + 2°C)
fiziksel gorilintisleri incelenip degerlendirilmistir. Hazirlanan mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin tipinin tayin edilmesi amaciyla elektrik iletkenligi cihazi
kullanilmistir. Olgiim ii¢ defa tekrarlanmistir. Optimum mikroemiilsiyon formiilasyonlar1
13.000 rpm’de, 25 + 2°C sicakhikta 30 dk santrifiij edilmistir. Olgiimler 3 defa
tekrarlanmistir. Mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin pH’s1 oda sicakliginda pH metre
kullanilarak 6lgiilmiistiir. ideal mikroemiilsiyon formiilasyonlarmm kirilma indisi
olgiimii refraktometre ile yapilmustir. Ideal mikroemiilsiyon formiilasyonlarmin
viskozitesi 25 + 2°C oda sicakliginda viskozimetre kullanilarak 6lgtilmiistiir. Bu degerler
damlacik  biiyiikligii olgiimiinde de  kullanilmustir. Ideal —mikroemiilsiyon
formiilasyonlarinin damlacik biiyiikliikleri, polidispersite indeksi ve zeta potansiyelleri

Olgtilmiistiir.
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3.2.4.4. Stabilite

Optimum mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanarak 4 + 3°C, 25 £ 2°C %60
+ 5 bagil nem ve 40 + 2°C %65 £ 5 bagil nemde stabilite kabininde 6 ay boyunca
degerlendirilmistir. Formiilasyonlar 3. ve 6. aylarda goriiniis, viskozite, pH, zeta
potansiyel, damlacik biiylikligi ve polidispersite indeksi ag¢isindan incelenmistir

(Schulman vd., 1959).

3.2.5. In vitro karaciger yaglanma modeli

HepG2 (insan karaciger kanser) hiicre hatt1 6nce in vitro toksite sonrasinda da
karaciger yaglanma modelindeki tiim deneylerde kullanilmistir. Bu kapsamda ekstrelerle
in vitro sitotoksisite, lipit peroksidasyon tayini, protein tayini, glutatyon analizi, Nil red
boyama yontemi ile yag damlaciklarinin tespiti ve hiicre Kkilturiinde ALT-AST
diizeylerinin olgtimleri gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olan resveratrol ise tiim hiicre
deneylerinde 10 ve 20 uM konsantrasyonda ¢alisilmistir (Daraie vd., 2012; Izdebska vd.,
2010; Lowry 1951; She vd., 2016).

3.2.5.1. In vitro sitotoksisite

HepG2 hicreleri, %210 (h/h) Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 penisilin (10.000
Unite/mL) ve streptomisin (10.000 pg/mL) takviye edilmis Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/High glucose (DMEM) i¢erisinde, 37°C’de ve %5 CO2 varliginda hiicre kiiltiirii

inkiibatoriinde tiretilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen ekstrelerin HepG2 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisitesi
MTT  [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil ~ tetrazolyum bromir] kolorimetrik
yontemiyle belirlenmistir. Hiicreler, 48 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 100.000
hiicre olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmis, yapigmalar1 i¢cin 24 saat 37°C’de ve
%5 CO2 varliginda etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ekstreler DMSO’da ¢oziilerek
hazirlanmigtir. Hiicre besiyeri icinde gerekli seyreltmeler yapilarak maddelerin ¢alisma
konsantrasyonlart (0,125, 0,25, 0,5 ve 1 mg/mL) hazirlanmis ve hiicreler {izerine
uygulanmigtir. Daha sonra plakalar etlivde 24 saatlik inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, hazirlanan MTT ¢alisma soliisyonundan (0,5 mg/mL),

plakalarin her bir kuyucuga 100 xL ilave edilmis ve plakalar 2 saat 37°C’lik etiivde
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inklibasyona birakilmistir. 2 saat sonunda her kuyucuga c¢oziicii olarak 100 pL
isopropanol konulmus ve 570 nm dalga boyunda plakalarin spektrofotometrik (BioTek,
USA) olarak absorbans degerleri okunmustur. Hiicre canliligi yiizdesi, asagidaki

Denklem 3.1 kullanilarak hesaplanmistir:

%Canlilik = (Absorbansdeney grubu) / (Absorbanskontror) * %100 (Denklem 3.1)

3.2.5.2. Yaglanma modeli

Konsantrasyon-steatotitis ve konsantrasyon-canlilik arasindaki degerleri
belirlemek tlizere palmitik asit ve oleik asit ile 6n ¢alismalar yapilmistir. Yag asidi ile
etkilesim konsantrasyonlar1 100, 150 ve 200 UM olacak sekilde hesaplanmistir. Oleik ve
palmitik asidin stok ¢ozeltileri DMSO i¢inde 20 mmol/L'lik konsantrasyonda hazirlanmis
ve daha sonra hiicre kiiltiiri medyumu ile seyreltilerek uygulanmistir. Calismada
denenecek 6 ekstre icin 0,25 mg/mL sitotoksik olmayan en yiksek konsantrasyon

araliginda calisilmistir.

Hucre kiiltiirii yaglanma modeli ¢alismasindaki deneysel gruplar asagida

verilmistir.

. HepG2 + Medium kontrol grubu (G1K)

. HepG2 hicreleri + %1 izopropanol (G2K(¢)

. HepG2 hicreleri + oleik asit (OA) 100, 150 ve 200 uM (G3Ko)

. HepG2 hicreleri + palmitik asit (PA) 100, 150 ve 200 uM (G4Kp)
. HepG2 hicreleri + oleik asit:palmitik asit ( 2:1, a:a) (G5Kozp)

. HepG2 hicreleri + oleik asit:palmitik asit (1:2, a:a) (G6Kop>)

. HepG2 hicreleri + Ekstre (0,25 mg/mL) (G7E)

. HepG2 hicreleri + oleik asit (100 uM) + Ekstre (G8EO0)

. HepG2 hicreleri + palmitik asit (100 uM) + Ekstre (G9Ep)

. HepG2 hiicreleri + oleik asit:palmitik asit ( 2:1, a:a) + Ekstre (G10Eo2p)

. HepG2 hiicreleri + oleik asit:palmitik asit (1:2, a:a) + Ekstre (G11Eop,)
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3.2.5.2 baghigmin alt bagliginda yer alan tiim ¢calismalar yukarida siralanan gruplar

iizerinden HepG?2 hiicreleri ile ¢alisilmistir.

3.2.5.2.1. Lipit peroksidasyon tayini- Malondialdehit (MDA)
HepG2 hiicre hatt1 T-25 flasklara hiicre sayis1 2 x 10° hiicre/flask olacak sekilde

ekilmistir. Hiicre ortami ekstre ile muamele edildikten sonra MDA diizeylerinin analizi
oncesi hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile kaldirilan hiicreler 1.000 g’de 10
dakika santrifiij sonucu ¢Oktiiriilmiistiir. Coken hiicre pelleti, 1 mL PBS icerisinde, doku
homojenizatorii ile 120 saniye boyunca 15.000 rpm’den 60.000 rpm’e kadar kademeli
olarak hiz arttirilarak homojenize edilip, Homojenat, -20°C’de bir gece boyunca
bekletilip ve ertesi giin homojenatlar 37°C’de bekletildikten sonra tekrar
homojenizatérden gegirilmistir. Tamamen lizis edilen hiicreler 4°C’de 14.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant MDA tayini i¢in kullanilmistir. 100
pL supernatant/standart + 200 UL TBA ile karistirilip, 30 dakika 90°C’lik sicak su
banyosunda bekletilmistir. Kor madde (blank) olarak dH>O (distile su) kullanilmistir.
Test numuneleri 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra olusan pembe renk 532
nm dalga boyunda UV spektrofotometrede 3 tekrarli olarak olgiilmiistiir (Daraie vd.,
2012).

3.2.5.2.2. Protein tayini (Lowry metodu)

Lipit peroksidasyon tayini i¢in kullanilan siipernatantlara ait protein diizeyi tayini;
Lowry ve digerlerinin (1951) yontemi ile gergeklestirilmistir (Lowry vd., 1951). Standart
olarak bovine serum albiimin (BSA) kullanilmustir. 0,5 N NaOH ¢6zeltisi hazirlanmustir.
Na,COs3 ¢ozeltisi (%210) igin, Na;COs tartilip hazirlanan NaOH ¢ozeltisi ile 5 mL’ye
tamamlanmigtir. CuSO4.5H20 ¢ozeltisi (%1) icin, CuSO4.5H,0 tartilip, dH20 ile
tamamlanmistir. Na-K tartarat (%2) ¢ozeltisini hazirlamak i¢in, Na-K tartarat tartilip,
dH20 ile 500 pL’ye tamamlanmustir. Bakir Reaktifi, 1820 pL Na2COs ¢ozeltisi, 90 pL
CuS04.5H,0 c¢ozeltisi ve 90 pL Na-K tartarat ¢ozeltisi karistirilarak taze olarak
hazirlanmistir. Folin-Fenol ¢ozeltisi dH20 ile karistirilarak hazirlanmistir. 96 kuyucuklu
plaka 50 pL Numune / Standart / Blank (dH20) + 50 pL Bakir Reaktifi kuyular igerisine
eklenmis; 25°C’de 10 dakika calkalanmistir. Kuyucuklara 150 pL Folin-Fenol ¢ozeltisi
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eklenip, 50°C’de 10 dakika calkalanmistir ve inkiibasyon sonunda absorbans 660 nm’de

Ol¢tilmiistiir.

3.2.5.2.3. Glutatyon (GSH) tayini

Deney ig¢in, lipit peroksidasyon tayininde kullanilmak {izere hazirlanan
stipernatantlar kullanilmistir (Sedlak & Lindsey, 1968). Trizma Base-Tris HCl ve EDTA
tartilip, su ile 50 mL’e tamamlanmig, NaOH ile pH = 8,2’ye ayarlanarak tampon ¢ozelti
hazirlanmigtir. Blank olarak tampon c¢ozeltisi kullanilmistir. 1,6 mg DTNB [5,5'-
Ditiyobis (2-nitrobenzoik asit)] (4,04 pumol) 400 UL metanol ile ¢oziilmiistir. Cozelti
isiktan korunmus ve taze olarak hazirlanmistir. Standart olarak GSH kullanilmastir.
100 pL stpernatant/standart + 50 pL tampon ¢dzeltisi + 10 uL DTNB 96 oyuklu plakaya
uygulanip, plaka 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Olusan sar1 renk UV

spektrofotometrede 412 nm’de, 3 tekrarh olarak okutulmustur.

3.2.5.2.4. Nil red boyama ile yag damlaciklar tespiti

Nil Red stok soliisyonu aseton kullanilarak hazirlanmis ve 4°C’de saklanmustir.
Yag hiicrelerin tespiti i¢cin kullanilacak olan ¢ozelti ise (5 mg/mL) PBS igerisinde
seyreltilerek hazirlanmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan HepG2 hiicreleri 3 defa
PBS ile yikanmustir. Hiicreler 15 dakika paraformaldehit ile fikse edilmis ve ardindan Nil
Red boyasi ilave edilerek karanlikta 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
hiicreler yine 3 defa PBS ile yikanmistir. Steatozis durumu floresan mikroskobu ile tespit

edilmistir (Izdebska vd., 2010).

3.2.5.2.5. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)

aktivitelerinin belirlenmesi

ALT ve AST hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan hepatik enzimlerdir. Karaciger
hiicre hasarinda ALT AST diizeylerindeki artis karacigeri hasarmim gdstergesi olarak
kullanilmistir (She vd., 2016). Hiicre kiiltiirli calismasinda AST ve ALT diizeyleri ELISA
Kitleri (Human AST ELISA Kit/ab263881 ve Human ALT ELISA Kit/ab234578) ile
{iretici firmanm talimatma gore dlciilmiistiir. Olgiimler i¢in 20 UL hiicre siipernatanti

kullanilmaistir.
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3.2.5.3. Istatiksel analiz

Gruplar arasindaki karsilastirmalar Tukey tarafindan yapilan post-hoc testlerinin
ardindan GraphPad Prism 6 (Siiriim 6.01; GraphPad yazilimi, Inc., San Diego, CA) tek
yonli ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir. p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.

3.2.6. In vivo karaciger yaglanmasi modeli

Bu baslikta yer alan caligmalar baslik 3.2.5.’te yer alan deneylerden elde edilen
sonuglar dogrultusunda belirlenen M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri ile
gergeklestirilmistir.  Ekstreler hazirlanisi  bashk 3.2.4.°te  yer alan optimum
formilasyonlara yiiklenmis ve hayvanlara gavaj yolu ile verilmesi i¢in hazir hale
getirilmistir.

Bu baglik altinda deney hayvanlarinda 6nce yagh karaciger modeli olusturulmasi
icin hayvanlarin 6zel yemle 8 hafta boyu beslenme sartlar1 agiklanmis ve ardindan hayvan
gruplar1 verilmistir. Daha sonra serum ve karaciger 6rneklerinin biyokimyasal analizleri

ve dokularin histopatolojik degerlendirmesine ait yontemler detaylandirilmistir.

3.2.6.1. Deney hayvanlart

Bu c¢alismada Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi
(MEDITAM)’nden temin edilen 200-230 g agirhiginda 6-8 haftalik Wistar albino disi
sicanlar kullanilmistir. Hayvanlar, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiine ayarlanmig
22 + 1°C sicakligindaki ve %50-60 nem oranindaki iyi havalandirilan odalarda
barmdirilmistir. Siganlar sekizli gruplar halinde giinliik altlar1 temizlenen ayr1 kafeslere
konulmus ve ad libitum olarak standart veya yagli yem pelletleri (¢alisilan gruba gore) ve
cesme suyu verilmistir. Hayvan deneyleri icin Istanbul Medipol Universitesi (Karar

N0:38828770-772.02-E.56432, 16.10.2020) tarafindan Etik Kurul Onay1 alinmistir.

3.2.6.2. Akut oral toksisite
OECD Akut Oral Toksisite (OECD 423, 2002) yontemine bagh olarak toksisite

caligmasi yapilmistir. M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri degisen dozlarda (5-2000

mg/kg) Wistar albino si¢anlara (n=3) oral gavaj yoluyla her bir hayvana tek doz olacak
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sekilde uygulanmigtir. Hayvanlar tek doz uygulama sonrasi ilk giin 6., 12., 18. ve 24.
saatlerde, sonrasinda ise 14 giin boyunca giinliik olarak toksisite ve mortalite agisindan
takip edilmistir. Toksik belirtiler; deri ve kiirk, dolasim ve solunum, gézler ve mukoz

membranlar ayrica sinir sistemi izlenip degerlendirilmistir.

3.2.6.3. Non-alkolik yagh karaciger modeli

Sicanlarda non-alkolik yagli karaciger modeli Wu ve digerleri (2020) tarafindan
belirtilen yiiksek yagli beslenme ile olusturulmustur. Yiiksek yagli diyet metiyonin ve
kolin igerigi agisindan fakirlestirilmis, %25 oraninda yag igeren (enerjinin yaklagik %451
yagdan saglanacak sekilde) beslenmeye uygun sekilde hazirlanmistir (Wu vd., 2020).

Daha sonra 96 adet disi Wistar albino sican rastgele olarak 12 gruba ayrilmustir.
Ik 7 hafta hicbir hayvana herhangi bir ilag / ekstre uygulanmadan; sadece birinci gruba
normal diyet diger tiim gruplara ise yiiksek yagh diyet verilmistir. Deney baslangicindan
itibaren haftada bir tiim siganlarin agirliklar1 6lgiilerek kaydedilmistir. Devam eden 8
hafta boyunca beslenmeler ayn1 sekilde devam ederken her bir gruba asagida gosterildigi

gibi ekstre iceren formiilasyon uygulamasi yapilmistir.
1. Normal Beslenme Grubu (n=8); Normal diyet, Serum fizyolojik (1 mL-gavaj)

2. Kontrol Yagh Beslenme Grubu (n=8); Yiiksek yagl diyet, Serum fizyolojik (1

mL-gavaj)

3. Tastyict M1 Grubu (n=8); Yiiksek yagh diyet, Ekstre igermeyen
mikroemdlsiyon (M1) (1 mL-gavaj)

4. Tastyict M2 Grubu (n=8); Yiksek yagh diyet, Ekstre icermeyen
mikroemdlsiyon (M2) (1 mL-gavaj)

5. Ekstre 1 Doz 1 Grubu (n=8); Yiiksek yagli diyet, 75 mg/kg M. sylvestris

standardize ekstre iceren mikroemdlsiyon (1 mL-gavaj)

6. Ekstre 1 Doz 2 Grubu (n=8); Yiiksek yagl diyet, 150 mg/kg M. sylvetris

standardize ekstre iceren mikroemdlsiyon (1 mL-gavaj)

7. Ekstre 1 Doz 3 Grubu (n=8); Yiiksek yaglh diyet, 300 mg/kg M. sylvestris

standardize ekstre iceren mikroemilsiyon (1 mL-gavaj)
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8. Ekstre 1 Doz 4 Grubu (n=8); Yiiksek yagl diyet, 450 mg/kg M. sylvestris

standardize ekstre iceren mikroemilsiyon (1 mL-gavaj)

9. Ekstre 2 Doz 1 Grubu (n=8); Yiiksek yagli diyet, 100 mg/kg S. fruticosa
standardize ekstre iceren mikroemalsiyon (1 mL-gavaj)

10. Ekstre 2 Doz 2 Grubu (n=8); Yiiksek yagh diyet, 200 mg/kg S. fruticosa
standardize ekstre iceren mikroemalsiyon (1 mL-gavaj)

11. Ekstre 2 Doz 3 Grubu (n=8); Yiiksek yagh diyet, 400 mg/kg S. fruticosa
standardize ekstre iceren mikroemalsiyon (1 mL-gavaj)

12. Pozitif Kontrol Grubu (n=8); Yiiksek yagl diyet, 7,2 mg/kg Simvastatin (1
mL-gavaj)

15. hafta sonunda sicanlar 12 saat a¢ birakilmalarini takiben tartilarak agirliklar:
kaydedilmistir. Daha sonra ise jugular venden kan Ornekleri almmustir. Santrifiijde
3.000xg’de (4°C) 10 dakika boyunca tutulacak kanlardan elde edilen serum kismi analiz
edilinceye kadar —80°C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra siganlar anestezi altinda
dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir. Her bir sicandan ¢ikarilan karacigerlerin
agirhiklar1 tartilarak kaydedilmis, asagidaki denkleme (Denklem 3.2) gore karaciger
indeksi hesaplanmistir (Wu vd, 2018; Peng vd, 2014).

Karaciger indeksi = Karaciger agirhigi (mg) / Viicut agirhigi (g) (Denklem 3.2)

3.2.6.4. Serum drneklerinin biyokimyasal parametrelerinin dl¢tilmesi

Otomatik biyokimyasal analiz cihazlarinda serum drneklerinden; Serum lipitlerini
degerlendirmek icin total kolesterol (TC), trigliserit (TG), diisiik dansiteli lipoprotein
kolesterol (LDL-C), yiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-C) seviyeleri ticari
kitler yardimi ile (Reel Assay, Tiirkiye) degerlendirilmistir. Karaciger fonksiyonunu
degerlendirmek ALT, AST, alkalin fosfotaz (ALP) seviyeleri Reel Assay (Turkiye) ticari
Kitleri ile olglilmistiir. Antioksidan seviyelerini degerlendirmek igin SOD, GSH-PX,
malondiadehit (MDA) seviyeleri degerlendirilmistir. Insiilin direncini degerlendirmek
icin serum glikoz ve instlin (kit, Elabscience, Teksas, Amerika) seviyeleri 6l¢tlmiistiir.

Insiilin i¢in ELISA metodu kullanilmis olup ¢oklu mikroplaka okuyucuda (BioTek-
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Synergy H1, Amerika) sonuglar analiz edilmistir. Diger analizler ise kolorimetrik okuma
ile ¢alisilmis olup Mindray BS400 (Cin) cihazi ile yiiriitiilmiistiir.

Insiilin seviyeleri, sandvi¢ prensibine gore calisan ELISA kiti ile test edilmistir.
Bu teknikte, serum drnekleri anti-instilin antikoru ile 6nceden kaplanmis 96 oyuklu plaka
kuyucuklarma eklenmistir. Daha sonra Sican INS ve Avidin-Horseradish Peroxidase
(HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis antikor, her bir kuyucuga art arda eklenmis ve
inkiibe edilmistir. Ardindan serbest bilesenler yikanmistir. Substrat ilavesinden sonra

olusan sar1 rengin absorbanst ELISA okuyucusunda 450 nm'de 6l¢iilmiistiir (Anwer vd.,

2021).

AST ve ALT serum konsantrasyonu, bir otoanalizor yardimi ile UV absorbans
okuma yontemiyle belirlenmistir. Serum ALP diizeyleri ise Annino ve Giese’nin yontemi
ile belirlenmistir (1976). P-nitrofenilfosfat, alkalin fosfataz ile inkube edilerek p-
nitrofenol'e hidrolize edilmistir (alkali ¢6zeltide renk, renksizden sartya degisir). Sodyum
ilavesi hidroksit enzim reaksiyonunu durdurmustur ve p-nitrofenoliin rengini ortaya
cikarmistir. Enzim aktivitesi i¢in, 1 mL alkalin fosfat tamponlu substrata 0,1 mL numune
eklenmistir. Cozelti karistirilmis ve 37°C'de tam olarak 30 dakika inkiibe edilmistir.
Ardindan 10 mL 0,02 M NaOH ilave edilmistir. 0,1 mL su igeren bir 6rnek de kor deney

olarak benzer sekilde muamele edilmistir. Absorbans 410 nm'de okunmustur.

Total kolesterol, Folch ve digerlerinin (1957) yontemiyle analiz edilmistir. Renk
yogunlugu kolesterol konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak
belirlenmistir. Fosfolipidin flurosil ile uzaklastirilmasindan sonra trigliseritlerin analizi
icin ise Van Handel (1961) yontemi kullaniimistir. Orneklerde var olan trigliseritler,
olusan reaksiyonlar sonrasinda spektrofotometrik olarak dl¢iilebilen renkli kompleksler
olusturmustur. HDL-C 6l¢timleri Hiller’in 1987°deki enzimatik kolorimetrik yontemine
gore, LDL-C olcumleri ise Frieweald ve digerlerinin (1972) yontemine gore yapilmustir.
Her serum numunesi (10 L), bir test tipinde 1000 uL reaktife pipetlenmistir. 10 uL
standart 1000 uL reaktif ile karistirilarak standart bir ¢ozelti hazirlanmistir 1000 uL
reaktife 10 uL distile su eklenerek kor hazirlanmistir. Bu serum, standart ve bos
numuneler daha sonra karistirilmis ve 25°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Kor reaktifin
absorbansi, her numuneninkinden ve standardinkinden ¢ikarilmistir. Plazma, serum veya
karaciger numunelerindeki kolesterol/trigliserit konsantrasyonlari, kitlerle iireticinin
tavsiyesine gore hem numunenin hem de standardin diizeltilmis absorbansindan

hesaplanmistir. HDL-C 6l¢iimiinde, {ireticinin kit kilavuzuna gére maddeler karistirilmig
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ve oda sicakliginda 10 dakika beklemeye birakilmistir. Tiipler daha sonra 4.000 rpm'de
10 dakika santrifiijlenmistir. Berrak siipernatan, yukarida tarif edildigi gibi kolesterol
tayini i¢in 2 saat i¢cinde toplanmustir.

Serum glukoz seviyeleri, Barham ve Trinder (1972) tarafindan agiklanan
yontemle, ticari kitler kullanilarak, enzimatik kolorimetrik yontem (Glucose GOD-PAP)
ile Olglilmiistiir. Bu yontemin prensibi, glikoz oksidaz tarafindan enzimatik

oksidasyondan sonra glikozun belirlenmesine dayanmaktadir.

Malondialdehit (MDA) seviyesi, 90-100°C'de tiyobarbiturik asit (TBA) ile
reaksiyona dayanan bir yontemle belirlenmistir. TBA reaksiyonunda, MDA veya MDA
benzeri maddeler ve TBA, 532 nm'de maksimum absorpsiyon ile pembe renkli
kromoforik grup vererek reaksiyona girerler. Reaksiyon, pH 2-3'te 90°C'de 15 dakika
boyunca gerceklestirilmistir. Numune, proteinin ¢oktiiriilmesi igin soguk %10 (a/h)
trikloroasetik asit ile karistirilmistir. Cokelti santrifiijleme ile topak haline getirilmis ve
%0,67’lik (a/h) TBA ile 10 dakika kaynar su banyosunda reaksiyona sokulmustur.

Sogutulduktan sonra absorbans 532 nm'de okunmustur (Kei, 1978).

3.2.6.5. Karaciger 6rneklerinin biyokimyasal parametrelerinin élgtlmesi

Hepatik lipitler, kloroform:metanol (2:1, h/h) yardimiyla Yan ve digerleri (2015)
tarafindan belirtildigi gibi ekstre edilmistir. Karacigerde trigliserit (TG) diizeyleri ticari
Kitler (Reel Assay, Tlrkiye) yardimiyla dl¢iilmistiir (Yan vd., 2015).

Karacigerde antioksidan aktivite 6l¢timii i¢in; karaciger 6rnekleri (200 mg) 2 mL
fosfat tamponu (0,2 M NaH2PO4) pH 7,5’te homojenize edilmistir. 4°C’de 10.000 rpm
40 dakika santrifiij sonrasi, supernatant toplanmis ve ticari kitler yardimiyla
(ElabScience, Teksas, Amerika); SOD, GSH-Px, malondiadehit (MDA) ve trigliserit

seviyeleri 6l¢UImiistiir.

Superoksit dismutaz 6lgliimii igin uygulanan yontem, kirmizi bir formazan boyasi
olusturmak lizere 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum  klortr ile
reaksiyona giren siperoksit radikalleri Uretmek icin ksantin ve ksantin oksidaz
kullanimma dayanmaktadir (Settle, 1986). SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon

derecesi ile Olclilmiistiir.
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GSH-Px 6l¢iim yontemi, Paglia ve Valentine (1967) yontemine dayanmaktadir.
GSH-Px, glutatyonun kiimen hidroperoksit tarafindan oksidasyonunu katalize etmistir.
Glutatyon varliginda (GSSG), NADPH'nin NADP'ye oksidasyonu ile hemen indirgenmis

forma doniistiiriilmiistiir. 340 nm'de absorbanstaki azalma 6l¢iilmiistiir.

3.2.6.6. Histopatoloji

Diseksiyonunu takiben her bir si¢an karacigerinin ayni lobu %10 formol ¢zeltisi
icinde fikse edilmistir. %10’luk formol solusyonu igerisinde 24-48 saat sresince
bekletilen dokulara rutin parafin takibi yapilmistir. Parafin bloklardan hazirlanan
mikrotomla alinan (ThermoMicrom HM 340E)) 5 um’lik kesitlere Hematoksilen-E0zin
(HE) boyas1 uygulanarak ve Nikon Eclipse Ni arastirma mikroskobu ile 200x biiylitme

ile goriintiilenme yapilmistir (Brown ve Kleiner, 2016).

3.2.6.7. Istatistik analiz

Tim istatistiksel analizler SPSS 18.0 yazilim programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tiim veriler ortalama deger + S.H. olarak belirtilmistir. p <0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ekstraksiyon

Avrupa Farmakopesi’ne gore hazirlanan 6 ekstrenin kuru drog lizerinden % (a/a)
ekstre verimleri hesaplanmustir. M. sylvestris giceklerinden %70 etanol ile elde edilen
ekstrenin verimi %12 olarak bulunmustur. A. sativum soganlarindan metanol ile elde
edilen ekstrenin verimi %5,5 olarak hesaplanmustir. S. fruticosa yapraklarindan etanol ile
elde edilen ekstrenin verimi %6,5 olarak tespit edilmistir. P. ovata tohumlarindan metanol
ile elde edilen ekstrenin verimi %1 olarak hesaplanmistir. T. parthenium toprak dsti
kisimlarindan metanol ile elde edilen ekstrenin verimi %9 olarak bulunmustur.
T. officinale toprak istii kisimlarindan metanol ile elde edilen ekstrenin verimi %8 olarak

hesaplanmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Ekstre verimleri (a/a)

Ekstre Verim
A. sativum sogan metanol ekstresi %5,5
M. sylvestris ¢igek %70’lik etanol ekstresi %12
S. fruticosa yaprak etanol ekstresi %6,5
P. ovata tohum metanol ekstresi %1

T. officinale toprak Ustli metanol ekstresi %9

T. parthenium toprak Ustii metanol ekstresi %8

4.2. Standardizasyon

Bu bolimde tez kapsaminda Farmakope’de belirtildigi sekilde hazirlanan
ekstrelerin fitokimyasal agidan Farmakope’ye ve literatiire olan uygunlugu incelenmistir.
Bu baglamda 6 ekstrenin énce YPITK ydntemi ile parmakizi analizleri yapilmis, daha
sonra YPITK yontemi ile tespit edilen biyoaktif metabolitlerin madde miktar tayinleri
YBSK yontemi ile gerceklestirilmistir. Boylece Farmakope yontemleri ile gelistirilmis ve
Farmakope’ye uygun, fitokimyasal acidan standardize ekstreler elde edildigi ortaya

konulmustur.
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4.2.1. Allium sativum L. sogan ekstresinin allisin Uzerinden standardizasyonu

A. sativum sogan ekstresi once YPITK sonrasinda ise YBSK ile allisin varlig1 ve
miktar1 a¢isindan incelenmistir. A. sativum metanol ekstresindeki (50 mg/mL) allisin (0,2
mg/mL) 9 belirgin spot arasindan Rr = 0,45’te giin 15181 altinda sari-kahverengi bir spot
olarak belirlenmistir, YPITK kromatogrami Sekil 4.1.”de gdsterilmistir.

09| —0.8

08| 0.8
08 -0.6
0.4 -0.4

0.2 —0.2

01 0.1

Sekil 4.1. A. sativum metanol ekstresi YPITK kromatogrami (1. A. sativum ekstresi, 2. Allisin)

YPITK calismast ile varligi tespit edilen, A. sativum ekstresinin i¢erdigi allisinin
madde miktar1 (a/a) baslik 3.2.3.’de detayli olarak ifade edildigi sekilde YBSK yontemi
ile hesaplanmustir. Standart olarak kullanilan allisinin ve A. sativum ekstresinin YBSK

kromatogrami Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’te gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Allisin YBSK kromatogram: (r: 4.944)
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Sekil 4.3. A. sativum metanol ekstresinin YBSK kromatogrami (Allisin tr.: 5.02)

I¢ standart yontemi kullanilarak yeniden YBSK analizi yapilmis ve pikin allisine
ait oldugu teyit edilmistir. Allisin standartlarindan ¢izilen kalibrasyon grafiginden yola
cikilarak, ekstre icerisinde var olan allisin miktar1 kantitatif olarak (a/a) %1,49
bulunmustur. Avrupa Farmakopesi’ne (PhEur9.0, Saglik Bakanligi, 2016) gore

“A. sativum ekstresinin icermesi gereken allisin miktar1 asgari %0,45 olmalidir”, buna
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gore alinan sonuglar dogrultusunda hazirlanan ekstrenin Avrupa Farmakopesi’ne gore

standardize bir ekstre oldugu teyit edilmistir.

4.2.2. Malva sylvestris L. gigek ekstresinin malvin Gzerinden standardizasyonu

M. sylvestris gigek ekstresi once YPITK sonrasinda ise YBSK ile malvin varligi
ve miktar1 agisindan incelenmistir. M. sylvestris sulu etanol ekstresindeki (25 mg/mL)
malvin (0,2 mg/mL) 2 belirgin spot arasindan Rr ~ 0,40’ta giin 15181 altinda mor-menekse

bir spot olarak belirlenmistir, YPITK kromatogrami Sekil 4.4.’te gosterilmistir.

Sekil 4.4. M. sylvestris sulu etanol ekstresi YPITK kromatogrami (1. M. sylvestris ekstresi, 2. Malvin)

YPITK c¢aligmas: ile varhigi tespit edilen, M. sylvestris ekstresinin igerdigi
malvinin madde miktar1 (a/a) baslik 3.2.3.’de detayli olarak yer aldigi sekilde YBSK
yontemi ile hesaplanmigtir. Standart olarak kullanilan malvine ve M. sylvestris ekstresine

ait YBSK kromatogrami Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Malvin YBSK kromatogram: (tr: 6.941)

VWD1 A, Wavelength=530 nm (MALVA_AEK 20é1703-i2 10-55-22\005-0401.D)
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Sekil 4.6. M. sylvestris ekstresinin YBSK kromatogrami (Malvin tr: 6.932)

min|

I¢ standart yontemi kullanilarak yeniden YBSK analizi yapilmis ve tr: 6.932°deki
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pikin malvine ait oldugu teyit edilmistir. Malvin standartlarindan ¢izilen kalibrasyon
grafiginden yola ¢ikilarak, ekstre icerisinde var olan malvin miktar1 kantitatif olarak (a/a)

%0,19 bulunmustur. Avrupa Farmakopesi’ne (PhEur9.0, Saglik Bakanligi, 2016) gore



“M. sylvestris gicek ekstresinde ITK’da malvin sekonder metaboliti giin 15131 altinda tespit
edilebilir olmalidir”, buna gore alman sonuglar dogrultusunda hazirlanan ekstrenin

Avrupa Farmakopesi’ne gore standardize bir ekstre oldugu teyit edilmistir.

4.2.3. Plantago ovata Forssk. tohum ekstresinin g-sitosterol tizerinden

standardizasyonu

YPITK analizinde P. ovata tohum metanol ekstresi icerisindeki -sitosterol varligi
tiirevlendirme isleminin ardindan giin 15131 altinda gosterilmistir ve YPITK kromatogrami
Sekil 4.7.’de gosterilmistir. Sonu¢ olarak P. ovata ekstresi igerisinde j-sitosterol Rr =

0,60’ta tespit edilmistir.

Sekil 4.7. P. ovata metanol ekstresinin YPITK kromatogram (1. P. ovata ekstresi, 2. f-sitosterol)

YPITK ¢aligmast ile varhg tespit edilen, P. ovata ekstresinin igerdigi -sitosterol
madde miktari (a/a) baglik 3.2.3.’de detayli olarak ifade edildigi sekilde YBSK yontemi
ile hesaplanmustir. Standart olarak kullanilan -sitosterol ve P. ovata ekstresine ait YBSK

kromatogrami Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.’da gdsterilmistir.
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Sekil 4.8. g-sitosterol YBSK kromatogrami (tr: 17.744)
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Sekil 4.9. P. ovata ekstresinin YBSK kromatogrami (f-sitosterol tg 17.786)

I¢ standart yontemi kullanilarak yeniden YBSK analizi yapilmis ve tr:17.786’daki
pikin f-sitosterol ait oldugu teyit edilmistir. Standartlardan c¢izilen kalibrasyon
grafiginden yola ¢ikilarak, ekstre icerisinde var olan f-sitosterol miktar1 kantitatif olarak
(a/a) %0,33 olarak hesaplanmugtir. Literatiire gére P. ovata tohum ekstresi g-sitosterol
icermektedir ve alinan sonuglar dogrultusunda kullanilan ekstrenin literatlire gore

standardize bir ekstre oldugu teyit edilmistir (Nakamura vd., 2005).
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4.2.4. Salvia fruticosa Mill. yaprak ekstresinin salvigenin ve rosmarinik asit

Uzerinden standardizasyonu

YPITK analizinde S. fruticosa yaprak etanol ekstresinde 366 nm dalga boyundaki
151k altinda 10 farkli spot tespit edilmistir ve rosmarinik asit varligi mavi bir spot olarak
ortaya konulmustur ve YPITK kromatogram Sekil 4.10.’da gdsterilmistir. Sonug olarak
S. fruticosa ekstresi igerisinde rosmarinik asit Rr =~ 0,35’te tespit edilmistir.

Sekil 4.10. S. fruticosa etanol ekstresinin YPITK kromatogrami (1. S. fruticosa ekstresi, 2. Rosmarinik

asit)

YPITK ¢alismasi ile varligi tespit edilen, S. fruticosa ekstresinin igerdigi
rosmarinik asit ve salvigeninin madde miktar1 (a/a) baslik 3.2.3.’de detayli olarak yer
aldig1 sekilde YBSK yontemi ile hesaplanmistir. Standart olarak kullanilan rosmarinik
asit, salvigenin ve S. fruticosa yaprak ekstresine ait YBSK kromatogrami Sekil 4.11.,

Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.’te gosterilmistir.
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VWD1 A, Wavelength=330 nm (SALVIA_AEK 2021-03-08 09-56-27\007-0601.D)
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Sekil 4.11. Salvigenin YBSK kromatogram: (tr 38.870)
VWDT A, Wavelength=330 nm (SALVIA_AEK 2021-03-08 09-56-27\006-0501.D)
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Sekil 4.12. Rosmarinik asit YBSK kromatogrami (tr 21.349)

51



VWD1 A, Wavelength=330 nm (012-1101.D)
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Sekil 4.13. S. fruticosa ekstresinin YBSK kromatogram: (1.Rosmarinik asit tr 21.363; 2. Salvigenin tr
39.912)

I¢ standart yontemi kullanilarak yeniden YBSK analizi yapilmis ve tr:21.36’daki
pikin rosmarinik asite, tr:39.91°deki pikin salvigenine ait oldugu teyit edilmistir.
Standartlardan ¢izilen kalibrasyon grafiklerinden yola ¢ikilarak, ekstre i¢erisinde var olan
rosmarinik asit miktar1 kantitatif olarak (a/a) %1,36; salvigenin miktar1 %3,68 olarak
hesaplanmistir. HPTLC Association’a gore S. fruticosa ekstresi rosmarinik asit ve
salvigenin icermelidir ve alinan sonuclar dogrultusunda kullanilan ekstrenin HPTLC

Association’a gore standardize bir ekstre oldugu teyit edilmistir (http-2).

4.2.5. Tanacetum parthenium L. toprak usti ekstresinin partenolit Uzerinden

standardizasyonu

YPITK analizinde T. parthenium toprak stii metanol ekstresi icerisindeki
partenolit varlig1 tiirevlendirme igleminin ardindan giin 15181 altinda ortaya konulmustur
ve YPITK kromatogranu Sekil 4.14.’te gdsterilmistir. Sonug olarak T. parthenium

ekstresi icerisindeki partenolit 12 spot arasindan Rr = 0,45°te tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. T. parthenium metanol ekstresinin YPITK kromatogrami (1. T. parthenium ekstresi, 2.
Partenolit)

YPITK ¢alismasi ile varhigi tespit edilen, T. parthenium ekstresinin icerdigi
partenolit madde miktari (a/a) baslik 3.2.3.’de detayli olarak ifade edildigi sekilde YBSK
yontemi ile hesaplanmistir. Standart olarak kullanilan partenolit ve T. parthenium

ekstresine ait YBSK kromatogrami Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (006-0601.D)
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Sekil 4.15. Partenolit YBSK kromatogram: (tr. 6.948)

VWD1 A, Wavelength=210 nm (007-0101.D)
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Sekil 4.16. T. parthenium ekstresinin YBSK kromatogrami (Partenolit tr 6.957)

I¢ standart yontemi kullanilarak yeniden YBSK analizi yapilmis ve tr:6.957 deki
pikin partenolite ait oldugu teyit edilmistir. Standartlardan ¢izilen kalibrasyon grafiginden
yola ¢ikilarak, ekstre igerisinde var olan partenolit miktar1 kantitatif olarak (a/a) %0,5

olarak hesaplanmistir. Avrupa Farmakopesi’ne gore T. parthenium ekstresi partenolit
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icermelidir ve alinan sonuglar dogrultusunda kullanilan ekstrenin farmakopeye gore

standardize bir ekstre oldugu tespit edilmistir (PhEur9.0, Saglik Bakanligi, 2016).

4.2.6. Taraxacum officinale L. toprak Ustu ekstresinin rutin ve klorojenik asit

Uzerinden standardizasyonu

YPITK analizinde T. officinale toprak Ust(i metanol ekstresi icerisindeki rutin ve
klorojenik asit varlig: tiirevlendirme isleminin ardindan 366 nm’de ortaya konulmustur
ve YPITK kromatogram Sekil 4.17.’de gosterilmistir. Sonug olarak T. officinale ekstresi
igerisinde tespit edilen 10 spot arasinda rutin Rr =~ 0,22’de, klorojenik asit Rr = 0,40’ta

tespit edilmistir.

Sekil 4.17. T. officinale metanol ekstresinin YPITK kromatogrami (1. T. officinale ekstresi 2 uL, 2. T.
officinale ekstresi 5 uL, 3. Rutin, 4. Klorojenik asit)

YPITK calismas: ile varligi tespit edilen, T. officinale ekstresinin igerdigi
Klorojenik asit madde miktar1 (a/a) baslik 3.2.3.’de detayli olarak ifade edildigi sekilde
YBSK yontemi ile hesaplanmistir. Standart olarak kullanilan klorojenik asit ve
T. officinale ekstresine ait YBSK kromatogrami Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.°da

gosterilmistir.
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VWD1 A, Wavelength=280 nm (010-0201.D)
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Sekil 4.18. Klorojenik asit YBSK kromatogram: (tr: 25.263)

VWD1 A, Wavelength=280 nm
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Sekil 4.19. T. officinale ekstresinin YBSK kromatogrami (Klorojenik asit tr 25.231)

I¢ standart yontemi kullanilarak yeniden YBSK analizi yapilmus ve tr:25.231°deki
pikin Kklorojenik asite ait oldugu teyit edilmistir. Standartlardan ¢izilen kalibrasyon
grafiginden yola c¢ikilarak, ekstre igerisinde var olan klorojenik asit miktar1 kantitatif
olarak (a/a) %0,3 olarak hesaplanmistir. Avrupa Farmakopesi’ne gore T. officinale

ekstresi klorojenik asit icermelidir ve alman sonuglar dogrultusunda kullanilan ekstrenin

56



Avrupa Farmakopesi’'ne gore standardize bir ekstre oldugu teyit edilmistir (PhEur9.0,
Saglik Bakanligi, 2016).

4.3. Formulasyon Gelistirme

Tez calismast kapsaminda elde edilen ve baglik 3.2.3.’de ifade edildigi sekilde
standardizasyonu saglanan ekstrelerin, uygulama kolayligini saglamak, emilimi ve
biyoyararlanimmi arttirmak ve bir fitoterapotik prototip ortaya koymak amaciyla bir
formulasyon sistemi i¢erisinde tasarlanmasi planlanmistir. Formiilasyonlar gelistirilirken
oncelikle 6n formiilasyon ¢aligmalari ile optimum ve stabil formiilasyonun belirlenmesi
amaclanmistir. Belirlenen Yag/YEM/YYEM ve su oranlar1 kullanilarak hazirlanan bos
formilasyonlar ve bu bos formiilasyonlarm baslangic aninda karakterizasyon
parametreleri degerlendirilmistir. Ardindan 3 ve 6 aylik siirelerde ayni parametreler
iizerinden farkli sicaklik kosullarinda stabiliteleri incelenmistir. Sonucta, standardize
bitki ekstreleri i¢in tasiyict sistem olarak 6zgiin mikroemiilsiyon formiilasyonlari
gelistirilmistir.

Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda, 3.2.4.’te ifade edildigi gibi yag faz1 olarak
tarcin yagi, YEM olarak Tween 80 ve YYEM fazi olarak propilen glikol kullanilarak
hazirlanan optimum M1 formilasyonunu elde etmek icin denenen madde miktarlari: ve

elde edilen alan degerleri Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Yag fazi olarak tar¢in yagi, YEM faz: olarak Tween 80, YYEM faz: olarak propilen glikol ve

distile su iceren optimum M1 formUlasyonu icin denenen miktarlar ve alan degerleri

Yag YEM/YYEM
Formiilasyon YEM: YYEM Su Alan
Tar¢in Tween 80 /| . .
kodu orani Distile su Degerleri
yagi propilen glikol
0,5 9,5 20
1 9 20
F-1 1:1 624,06
2 8 6,4
3 7 1,28
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Tablo 4.2. (Devam) Yag fazi olarak tar¢in yagi, YEM fazi olarak Tween 80, YYEM fazi olarak propilen

glikol ve distile su i¢eren optimum M1 formiilasyonu i¢in denenen miktarlar ve alan degerleri
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Tablo 4.2. (Devam) Yag fazi olarak tar¢in yagi, YEM fazi olarak Tween 80, YYEM fazi olarak propilen

glikol ve distile su igeren optimum M1 formilasyonu icin denenen miktarlar ve alan degerieri
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Alan degerleri incelendiginde en yiliksek alan degerine sahip olan F8
formiilasyonunun liggen faz diyagrami Sekil 4.20.’de gosterilmistir. Bu faz diyagramina
gore YEM / YYEM orani en yiiksek alana sahip optimum formiilasyon orani 1:1 olarak
belirlenmistir. Bu tiggen faz diyagramindaki orta nokta ise optimum formulasyon (M1)

olarak belirlenmistir.

Targin yad
100 O

100 80 80 70 50 50 40 30 20 10 0
Su Tween 80/ Propilen glikol

Sekil 4.20. Tarcin yagi, Tween 80: propilen glikol (1:1) ve distile sudan olusan mikroemiilsiyonun tiglii

faz diyagrami

Yag fazi olarak tar¢in yagi, YEM fazi olarak Tween 80, YYEM fazi olarak
propilen glikol ve distile su i¢eren formiilasyonlarin iiggen faz diyagramindaki alan

degerleri Sekil 4.21.’de gosterilmistir.
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ALAN DEGERI

M1

Sekil 4.21. Targin yagi, Tween 80, propilen glikol ve distile su igeren formiilasyonlarin Gi¢gen faz

diyagramindaki alan degerleri

Hazirlanan optimum mikroemilsiyon formulasyonu (M1) oda sicakliginda
saydamlik ve faz ayrimi agisindan degerlendirilmis olup, koyu sar1 renkte saydam-berrak
formilasyonun goriiniisi  Sekil 4.22.°deki gibidir. Mevcut formilasyon bilgimiz

dahilinde ilk defa tasarlanip hazirlanmistir.

Sekil 4.22. Optimum M1 mikroemiilsiyon formiilasyonunun (tar¢in yagi) goriiniisii

Yag faz1 olarak soya yagi, YEM olarak span 80:cremophor EL (5:1), YYEM
olarak propilen glikol:etanol (1:1) ve distile su iceren optimum M2 formilasyonunu elde
etmek igin denenen madde miktarlart ve elde edilen alan degerleri Tablo 4.3.’te

gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Yag fazi olarak soya yagi, YEM fazi olarak Span 80:Cremophor EL (5:1), YYEM olarak
propilen glikol:etanol (1:1) ve distile su iceren optimum M2 formilasyonu igin denenen

miktarlar ve alan degerleri
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Tablo 4.3. (Devam) Yag fazi olarak soya yagi, YEM fazi olarak Span 80:Cremophor EL (5:1), YYEM
olarak propilen glikol:etanol (1:1) ve distile su iceren optimum M2 formilasyonu igin denenen

madde miktarlar: ve alan degerleri

Alan degerleri incelendiginde en yiiksek alan degerine sahip olan F5
formiilasyonunun tiggen faz diyagrami Sekil 4.23.’te gosterilmistir. Bu faz diyagramina
gore YEM/YYEM orani en yiiksek alana sahip optimum formulasyon orani 1:5 olarak
belirlenmistir. Bu tiggen faz diyagramindaki orta nokta ise optimum formulasyon (M2)

olarak belirlenmistir.
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OA/\MAA/\/\MW

100 0 B0 70 &0 50 40 30 20 10 1]
Su Span80:Cre EL/PG:etanol

Sekil 4.23. Soya yagi, Span 80:Cre EL/PG:etanol ve distile su iceren iceren formilasyonun ti¢gen faz
divagrami (Cre EL: Cremophor EL, PG: propilen glikol)

Yag faz1 olarak soya yagi, YEM fazi olarak span 80:cremophor EL, YYEM fazi
olarak propilen glikol:etanol ve distile su iceren formiilasyonlarin {iggen faz

diyagramindaki alan degerleri Sekil 4.24.’te gosterilmistir.

40 ¢ 33.78
530 -
)8 .
a20 F 15.4
5 :
< 1.73

0 |

F1 F2 F3 F4 F5

M2

Sekil 4.24. Soya yagi, Span 80:Cre EL/PG:etanol ve distile su igeren igeren formiilasyonlarin iicgen faz
diyagramindaki alan degerleri (Cre EL: Cremophor EL, PG: propilen glikol)

64



Hazirlanan soya yagi iceren optimum mikroemiilsiyon formiilasyonlar1 (M2) oda

sicakliginda saydamlik ve faz ayrimi agisindan degerlendirilmis olup, hafif sarims1 renkli,

saydam-berrak formiilasyon goriiniisii Sekil 4.25.’teki gibidir. Mevcut formiilasyon tez

¢iktis1 olarak bilgimiz dahilinde ilk defa tasarlanip hazirlanmistir.

Sekil 4.25. Optimum M2 mikroemiilsiyon formiilasyonunun (soya yagi) goriiniisii

4.3.1. Karakterizasyon ¢alismalar

Formiilasyonlarin oda sicakhiginda baslangic aninda Olclilen karakterizasyon

calisma bulgular1 (goriinlis, viskozite, pH, zeta potansiyel, damlacik biiyiikligi,

polidispersite indeksi) Tablo 4.4.te yer almaktadir. Kullanilacak olan optimum

formiilasyonun oral

degerlendirilmistir.

olarak kullanima

uygunlugunu belirlemek

icin  veriler

Tablo 4.4. Formiilasyonlarin karakterizasyon bulgulart ve standart sapma degerleri (x SS)

M1 M2 S. fruticosa M. sylvestris
yukli M1 yukli M2

pH 6,26 + 0,03 6,35+0,11 6,99 + 0,05 7,11 +£0,09
Viskozite (cP) 613+ 1,11 269 666 + 1,1 285+0,9
Kirilma indisi 1,44498 +0,0012 1,4673+0,005 1,4444+0,002 1,4514+0,003
Damlacik bityiikliigii 0,4014 £0,02871 3,935+0,2803 1,365+ 132,1+ 4,544
(nm) 0,03456
PDI 0,590 + 0,030 0,194 + 0,062 0,453 +0,013 0,378 £ 0,019
Zeta potansiyel (mV) -0,00884 + 0,0184 +0,0445 -0,000224 + -0,0190 +

0,0000 0,0000278 0,01211
Elektrik iletkenligi (us) | 9+0 0 15+0 0
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Tablo 4.4’°te formiilasyonlarmm Kkarakterizasyon ¢alismalarmin sonuglari
(viskozite, pH, zeta potansiyeli, damlacik boyutu, polidispersite indeksi) bos ve ekstre
yuklii mikroemiilsiyonlar i¢in ayr1 ayr1 verilmistir. Damlacik boyutu, M1 formulasyonu
icin 0,401 nm ile 1,365 nm arasinda degigsmektedir. M1 formiilasyonunun PDI degerleri
ise Tablo 4.2.°de gosterildigi {izere 0,590 ile 0,453 arasinda tespit edilmistir. M2
formiilasyonu i¢in ise PDI degeri 0,194 ile 0,378 arasindadir. M2 formulasyonunun
damlacik boyutlar1 3,935 nmile 132,1 nm arasindadir. M1 bos ve yiiklii formiilasyonlarin
pH degerleri 6.99-6.26 arasinda bulunmustur. M2 icin ise pH deger aralig1 6,35-7,11
olarak kaydedilmistir. M1 bos mikroemiilsiyonun viskozitesi 613 cP olarak
belirlenmistir. S. fruticosa etanol ekstresi yiiklendiginde ise viskozite degeri 666 CP
olarak bulunmustur. M2 bos mikroemiilsiyonunun viskozitesi ise 269 cP, yukli M2
formiilasyonunun ise 285 cP olarak belirlenmistir. M1 formiilasyonlarinin elektirik
iletkenligi 9 ile 15 uS/cm arasinda bulunmustur. M2 icin ise elektrik iletlenlik degeri O
olarak tespit edilmistir. M1 mikroemiilsiyonlarin zeta potansiyel degerleri (-0.00884) - (-
0.000224) mV olarak belirlenirken M2 mikroemiilsiyonlarinin zeta potansiyelleri 0,0184-
(-0,019) olarak tespit edilmistir. Kirtlma indisi 6l¢timii yapilmis ve M1 icin 1.44498 ile
1.4444 arasmnda, M2 icin 1,4673-1,4514 arasinda oldugu bulunmustur. Tasarlanip
gelistirilen 6zgiin formiilasyonunun fizikokimyasal karakterizasyonu da mevcut tez

calismasi kapsaminda ilk kez gergeklestirilmistir.

4.3.2. Stabilite

Formiilasyonlarin 3. ve 6. aylarinda tespit edilen goriiniis, viskozite, pH, zeta
potansiyel, damlacik biiyiikligii, polidispersite indeksi 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.4-4.8.’de
gosterilmistir.

Formiilasyonlarin fiziksel gdriiniimlerinin 6 ay boyunca incelenmesi sonucunda
hi¢bir formiilasyonda fiziksel goriiniimde degisiklik, bulaniklik, faz ayrigsmasi veya
¢Okelti gibi bir bozulma olmadigi tespit edilmistir. Ayrica formiilasyonlarin t=0. dakikada
ve 6 ay stiresince yapilan kontrollerde 13.000 rpm hizda, 25 + 2°C sicaklikta ve 30 dakika
stire ile santriftij edilmis olup, tlim formiilasyonlarda bu siire sonunda faz ayrigmasi
gerceklememistir.

Optimum formiilasyonlarin 3 ve 6 aylik donemlerde 4, 25 ve 40°C sicakliklarda

pH 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.5.’te yer almaktadir.
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Tablo 4.5. Optimum mikroemulsiyonlarin pH stabilite sonuglari ve standart sapma degerleri (+ SS)

4+2 6,74+ 0,01
25+%2 M1 6,44 +0,01
40+2 6,24 +0,01
4+2 6,12+0,13
25+2 M2 6,44 +0,02
40 %2 6,51+0,09
4+2 6,92 + 0,06
25+2 M1 6,79+0,04
402 6,61+ 0,05
4+2 6,01+0,14
25+2 M2 6,14+ 0,03
40+ 2 6,29+0,04

Optimum formiilasyonlarin 3 ve 6 aylik donemlerde 4, 25 ve 40°C sicakliklarda

elektrik iletkenligi 6l¢tim sonuglar1 Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Optimum mikroemulsiyonlarin elektrik iletkenligi (us) stabilite sonuglari ve standart sapma
degerleri (+ SS)
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Tablo 4.6. (Devam) Optimum mikroemulsiyonlarin elektrik iletkenligi (us) stabilite sonuglari ve standart

sapma degerleri (£ SS)

Optimum formiilasyonlarin 3 ve 6 aylik donemlerde 4, 25 ve 40 °C sicakliklarda

kirilma indisi 61¢tim sonuglari Tablo 4.7.’de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Optimum mikroemulsiyonlarin kirilma indisi stabilite sonuglar: ve standart sapma degerleri
(£ SS)

4+2 1,4412 + 0,003
25+%2 M1 1,4424 + 0,001
402 1,4462 + 0,005
4+2 1,4461 + 0,005
25+%2 M2 1,44708 + 0,0092
40+2 1,4614 + 0,001
4+2 1,4419 + 0,002
25+%2 M1 1,4442 + 0,004
40+2 1,4459 + 0,002
4+2 1,4458 + 0,004
25+%2 M2 1,4463 + 0,008
40+2 1,4599 + 0,001
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Optimum formiilasyonlarin 3 ve 6 aylik donemlerde 4, 25 ve 40°C sicakliklarda

viskozite 6l¢lim sonuglar1 Tablo 4.8.’de gosterilmistir. Bu degerler damlacik buyikligu

Ol¢timiinde de kullanilmistir.

Tablo 4.8. Optimum mikroemulsiyonlarin viskozite (cP) stabilite sonuglar: ve standart sapma degerleri

(+ SS)

Ay Sicakhik °C Formulasyon Viskozite (cP) + SS
4+£2 443,3 + 0,07
25+2 M1 399,3+0,07
40£2 396,6 + 0,14

3 4+£2 250,75+ 0,17
25+2 M2 2803
40+2 224
4+2 387,6+0,4
25+2 M1 312,4+1,2
40+2 287,8+0,18

6 4+2 221,7+1,2
25+2 M2 211,1+2
40+2 201

Optimum mikroemilsiyon formiilasyonlarmin 3 ay sonunda 4, 25 ve 40°C

sicakliklarda damlacik biiyiikliigli, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel Ol¢iim

sonuglar1 Tablo 4.9.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.9. Optimum bos mikroemulsiyonlarin damlacik biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta

potansiyel 6l¢iim sonuglart

Karakterizasyon parametreleri
Ay | Sicaklik °C Damlacik Polidispersite Zeta potansiyel
Formdilasyon | biiyiikliigii (nm) + indeksi £ SS (mV) £ SS
SS
4+2 0,8192 + 0,06300 0,455 + 0,029 0,00150 + 0.0000
25+2 1,294 + 0,03758 0,286 + 0,026 -0,000110 +
M1 0,0000252
3 402 0,5033 £ 0,03472 0,595 + 0,040 -0,000188 +
0,00000232
4+2 0,8166 + 0,04908 0,188 + 0,064 0,0177 £ 0,0445
25+2 M2 111,9 +£7,328 0,616 + 0,022 -0,0186 + 0,01150
40+2 172,4 + 84,22 0,486 + 0,053 0,0216 £ 0,01910

IIk defa bu tez calismasinda gelistirilen &zgiin mikroemiilsiyon formiilasyonlari,
karakterizasyon ¢alismalarinda ortaya koyuldugu tizere oral kullanima uygun 6zelliklerde
bulunmustur. Ayrica belirlenen optimum formiilasyonlarin oda kosullarinda 6 aya kadar

stabil oldugu ortaya konulmustur.

4.4. In vitro Karaciger Yaglanma Modeli

Tez kapsaminda belirlenen ekstrelerin etkileri in vitro ortamda degerlendirilmis
ve bu ¢aligmalar neticesinde alman sonuglara gore yapilan deneylerde biyoaktif oldugu
tespit edilen ekstreler in vivo ¢alismalarda arastirilmistir. In vitro galismalar kapsaminda

oncelikle ¢alisilacak olan HepG2 hiicre hattinda sitotoksik degerler belirlenmistir.

Sitotoksisite testleri sonucunda 6 ekstrenin ortak olarak ¢alisilabilecegi
maksimum toksik olmayan doz tespit edilerek diger ¢alismalar bu konsantrasyonda
gerceklestirilmistir. Sonrasinda yaglanma modeli olusturulmus HepG2 hiicre hattinda
lipit peroksidasyon ve glutatyon deneyleri gergeklestirilmistir. Ardindan Nil Red boyas1

ile ekstre muamelesinden dnce ve sonra ortamdaki yag hiicreleri floresan mikroskobu ile

70



tespit edilmistir. Hiicre ortamindaki ALT AST enzim diizeyleri de ticari kitler ile
Ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda M. sylvestris sulu etanol ve S. fruticosa
etanol ekstreleri in vitro ortamda karaciger yaglanmasina kars1 alt1 ekstre igerisindeki en
biyoaktif ekstreler olarak belirlenmistir.

4.4.1. Sitotoksisite

Tez kapsaminda ¢aligilan alt1 standart ekstrenin HepG2 hiicre hatti tizerine in vitro

sitotoksik etkileri Sekil 4.26.’da gosterilmistir.

1004 - _ T a _ -

50+

—

HUCRE CANLILIGI %
1

T
R I L
& & ¢ & & 4 & & F
Ao et & &0 s R

T 1 Ll T T T L] T ] T L] T T T L] T 1
& @ & e &8
NI A
Malva sylvestris Allium sativam  Taraxacum officinale Tanacetim partheniun

Plantage ovata Salvia fruticosa

Sekil 4.26. Ekstrelerin artan konsantrasyonlarda HepG2 hiicresindeki % canlilik diizeyleri

Alman sonuglar dogrultusunda P. ovata, M. sylvestris, A. sativum ve T. officinale
ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyona kadar HepG2 hiicreleri iizerinde toksik olmadigi;
S. fruticosa ekstresi icin 0,25 mg/mL ve altindaki konsantrasyonlarin non-toksik oldugu,
T. parthenium ekstresi igin ise 0,5 mg/mL ve altinda HepG2 hiicreleri {izerinde toksisite
gozlemlenmedigi tespit edilmistir. Buradan elde edilen sonuglarla hicre kiltirinde

karaciger yaglanma deneylerine gecilmistir.

Asagida yer alan lipit peroksidasyon tayini, glutatyon analizi, Nil Red boya ile yag
damlaciklari tespiti ve ALT-AST diizeylerinin 6l¢limii deneylerinde ortak caligilabilecek
en yiiksek konsantrasyon olan 0,25 mg/mL’de ¢alisilmistir.
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4.4.2. Lipit peroksidasyon tayini (MDA)

Lipit peroksidasyon gostergesi olan MDA tayini, tiyobarbitirik asit (TBA) ile
MDA’nin reaksiyon vererek 532 nm dalga boyunda dlgiilebilen kromoforik bir bilesik
vermesi esasina dayanmaktadir. Tetrametoksipropan (TMP) standart olarak kullanilmig

ve sonuglar nmol/g cinsinden verilmistir (Daraie vd., 2012).

Ekstrelerin lipit peroksidasyon tayinlerine ait grafikler Sekil 4.27. ve
Sekil 4.28.’de  &zetlenmistir. Insan karaciger hepatoseluler karsinoma hiicrelerinde
(HepG2), MDA diizeylerinde Oleik asit, Palmitik asit ve kombinasyonlar1 ile muamele
edilmesiyle normal kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis gézlenmistir. Bu sonuglara
gore oleik asit ve palmitik asitle indiklenen MDA diizeyini en fazla A. sativum metanol
ve M. sylvestris sulu etanol ekstrelerinin disiirdiigii gorilmektedir. P. ovata ve
T. parthenium ekstrelerinden alinan sonuglar ise serbest asitle indiiklenen hiicre ortamina

gore degisiklik gostermemistir.

30+

MDA (nmol/g protein)

Sekil 4.27. S. fruticosa ve P. ovata ekstreleri ve resveratrolin MDA sonuc¢lart (nmol / protein)
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Sekil 4.28. M. sylvestris, A. sativum, T. parthenium ve T. officinale ekstrelerinin MDA sonuglar

(nmol/protein)

Lipit peroksidasyon diizeylerine ait sonuclar pozitif kontrol olarak kullanilan
resveratrolle Karsilastirilmistir.  Resveratrol hiicre ortammdaki MDA  diizeyini
(nmol/g protein) %31,8 oraninda azaltirken, A. sativum metanol ekstresi %48,2,
M. sylvestris sulu etanol ekstresi ise %36,4 oraninda diistirmiistiir. S. fruticosa etanol
ekstresi ise pozitif kontrol olan resveratrole yakm bir degerde, %27,3 oraninda bir
azalmaya neden olmustur. Lipit peroksidasyon deneylerinden elde edilen sonuglara gore
A. sativum ekstresi MDA diizeylerini en fazla oranda diisiiriirken, T. parthenium ekstresi

ise MDA diizeylerinde artisa neden olmustur.

4.4.3. Glutatyon (GSH) tayini

Glutatyon, dokularda ve hiicrelerde oksidatif strese karsi hiicresel savunmada
kritik rol oynayan bir tiyoldir. DTNB (Ellman’s reagent), tiyol gruplari ile reaksiyona
girer ve yapisindaki disiilfit baglari parcalanir. Olusan TNB", notr ya da alkali ortamda
TNB2’ye déniisiir ve sar1 kromoforik grup verir (Sedlak and Lindsey, 1968). Diisiik
molekiil agirlikli bir tiyol olan glutatyon da bu prensibe dayanarak 6l¢iilmiistiir.

Ekstrelerin glutatyon tayinlerine ait sonuglar Sekil 4.29. ve Sekil 4.30.°da
verilmigtir. GSH diizeylerinin degerlendirilmesi sonucunda elde edilen veriler pozitif
kontrol olarak kullanilan resveratrolle karsilastirilmistir. Insan karaciger hepatoseliiler

karsinoma hicrelerinde (HepG2), GSH duzeylerinde Oleik asit, Palmitik asit ve
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kombinasyonlar1 ile muamele edilmesiyle normal kontrol grubu ile karsilastirildiginda
azalma gozlenmistir. Resveratrol hiicre ortamindaki GSH diizeyini (umol/g protein)
%27,9 oraninda arttirirken, A. sativum metanol ekstresi %59,1, M. sylvestris sulu etanol
ekstresi ise %49,7 oraninda yiikseltmistir. P. ovata metanol ekstresi ise pozitif kontrol
olan resveratrole yakin bir degerde, %29,1 oraninda etkili olmustur. Buna gore en ¢ok
MDA duzeylerini A. sativum ekstresi en fazla oranda arttirirken, T. parthenium ekstresi

ise hiicre kiiltiirlinde MDA diizeylerinin azalmasina neden olmustur.
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Sekil 4.29. S. fruticosa ve P. ovata ekstreleri ve resveratroliin GSH sonuglar: (umol / protein)
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Sekil 4.30. M. sylvestris, A. sativum, T. parthenium ve T. officinale ekstrelerinin GSH sonuglar
(umol/protein)

Bu sonuglara gore oleik asit ve palmitik asit etkisiyle azalan glutatyon diizeyini

en fazla M. sylvestris ve A. sativum ekstrelerinin yiikselttigi goriilmektedir. T. officinale
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ekstresinden alman sonuglar bu deney i¢in bir degisiklige neden olmamigken,

T. parthenium ekstresinin ise GSH seviyelerinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

4.4.4. Nil Red boyama ile yag hiicrelerinin tespiti

Nil Red, floresan 6zellik gdsteren ve lipofilik bir boya olup yag hiicrelerinin
boyanmasinda kullanilir (1zdebska vd., 2010). Hiicre kiiltiirii ortaminda steatoz durumu
floresan mikroskobu ile tespit edilmistir. Ortamdaki yag damlaciklarinin tespiti de Nil
Red boyasi ile tespit edilmis olup sonuglara ait floresan mikroskobu goriintiileri Sekil
4.31.°de yer almaktadir.

Floresan mikroskobi goriintiilerinden yola ¢ikilarak M. sylvestris ve S. fruticosa
ile muamele edilen hiicre ortamlarinda yag damlaciklar1 daha az miktarda tespit

edilmistir.

Kontrol Resveratrol M. splvestis S.fruticosa A sativiam I officinale I. parthenium P. ovata

o --- -----
o - -- - ----
o - - - -----

0/ 200 p i
M
PA 100 uM
OA 100 M
+
PA 200 M

Sekil 4.31. Normal hlicre ortaminda ve oleik asit ve palmitik asitle yaglandirilan hiicre ortamlarmmdaki
ekstre gruplarinda Nil red boyama sonucu yag damlaciklar ve steatoz goriiniimii (OA: Oleik
asit; PA: Palmitik asit)

4.4.5. Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)

aktivitelerinin belirlenmesi

Enzim Bagli Immiin Assay (ELISA) testi bir antijen (mikroorganizmanin 6zel bir
proteini) ve bir antikor (antijene kars1 iiretilen protein yapisindaki molekiil) arasindaki

reaksiyonu gosterir ve enzim aktivitesini kolorimetrik olarak olger. ALT ve AST
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hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan hepatik enzimlerdir. Karaciger hiicre hasarinda ALT

ve AST diizeylerindeki artis karaciger hasarmin gostergesi olarak kabul edilmektedir (She
vd., 2016).

Hiicre kiltiirti calismasinda AST ve ALT diizeyleri ELISA Kkitleri ile tretici

firmanin talimatma goére olgiilmiistiir. Olgiimler i¢in 20 WL hiicre siipernatanti
kullanilmistir (Human AST ELISA Kit /ab263881 ve Human ALT ELISA
Kit/ab234578). 6 ekstrenin hiucre kiltlirG siipernatantindaki ALT ve AST duzeyleri
Ol¢iilmiis ve sonuglar AST igin Sekil 4.32. ve Sekil 4.33.’te, ALT i¢in Sekil 4.34. ve Sekil

4.35.’te gosterilmistir.

AST Activity mU/mL

AST Activity mU/mL
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Sekil 4.32. S. fruticosa ve P. ovata ekstreleri ve resveratrolin AST dlzeyleri (mU / mL)
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Sekil 4.33. M. sylvestris, A. sativum, T. parthenium ve T. officinale ekstrelerinin AST dizeyleri (mU/mL)
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ALT Activity pg/mL
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Sekil 4.34. S. fruticosa ve P. ovata ekstreleri ve resveratroliin ALT diizeyleri (pg / mL)

ALT Activity pg/mL

Sekil 4.35. M. sylvestris, A. sativum, T. parthenium ve T. officinale ekstrelerinin ALT dizeyleri (pg/mL)

Insan karaciger hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde (HepG2), AST ve ALT
enzim duzeylerinde oleik asit, palmitik asit ve kombinasyonlar1 ile muamele edilmesiyle
bos medyumla karsilastirildiginda artis gézlenmistir. Bu deneyde alinan sonuglara gore
AST seviyesini en fazla %65 ve %46,5 oraninda sirasiyla A. sativum ve M. sylvestris
ekstrelerinin diisiirdiigii goriilmektedir. ALT deneyi igin ise sirastyla %53,5 ve %38,5
olacak sekilde S. fruticosa ve M. sylvestris ekstrelerinden alinan sonuglar daha etkili
bulunmustur. Her iki enzim igin de M. sylvestris ekstresinin iyi sonu¢ verdigi

gorulmektedir. Her iki deney icin de T. officinale ve T. parthenium ekstrelerine ait
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sonuclarm ALT ve AST seviyelerini beklenenin aksine yiikselttigi tespit edilmistir.

Resveratrol ise ALT seviyelerini %30,9, AST seviyelerini ise %93 oraninda diigiirmiistiir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda ekstrelerin in vitro ortamda karaciger
yaglanmasina karsi koruyucu etkilerinin 0,25 mg/mL konsantrasyonda galisilabilecegi
belirlenmistir. Lipit peroksidasyon deneylerinden elde edilen sonuglara gore A. sativum
ekstresi MDA diizeylerini en fazla oranda diistiriirken, T. parthenium ekstresi ise MDA
diizeylerinde artiga neden olmustur. Oleik asit ve palmitik asit etkisiyle azalan glutatyon
diizeyini en fazla M. sylvestris ve A. sativum ekstrelerinin yiikselttigi bulunmustur. T.
officinale ekstresinden alinan sonuglar bu deney i¢in degisiklige neden olmamisken, T.
parthenium ekstresinin ise GSH seviyelerinde azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Nil
Red boyama ile yag damlaciklarmm tespiti deneyinde floresan mikroskobi
goriintiilerinden yola ¢ikilarak M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri ile muamele edilen
hiicre ortamlarinda yag damlaciklar1 daha az miktarda tespit edilmistir. ALT ve AST
enzim dizeyleri icin de M. sylvestris ve S. fruticosa ekstrelerinin iyi sonug verdigi
gorulmektedir. Her iki deney icin de T. officinale ve T. parthenium ekstrelerine ait
sonuglarin ALT ve AST seviyelerini ylikselttigi tespit edilmistir. In vitro deney sonuglar1

karsilastirmali olarak Tablo 4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10. Karsilastirmali in vitro deney sonuglart

A. sativum M. S. P. T. T.
sylvestris fruticosa | ovata officinale | parthenium

Lipit %48,2 %36,4 %27,3 +%9,1 %114 %0,5
peroksidasyon
Glutatyon %59,1 %49,7 %12,3 %29,1  %9,2 -%22
Nil Red - Gok iyi Iyi - Iyi -
Boyama
ALT %50,2 %38,5 +%37,5 %53,5  +%29,4 +%23,4
AST %65 %46,5 %0,1 %27,9  %0,3 %20,9

Tiim bu deneylerde alinan sonuglar dogrultusunda in vitro galismalar sonucunda
denenen 6 ekstre icerisinde in vivo deneyler icin M. sylvestris sulu etanol ve S. fruticosa
etanol ekstreleri se¢ilmis ve hazirlanan formiilasyonlara ayr1 ayri1 yiiklenerek yagh diyetle

beslenen siganlara gavaj yoluyla verilmistir.
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4.5. In vivo Karaciger Yaglanmasi

4.5.1. Akut oral toksisite

M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri degisen dozlarda (5-2000 mg/kg) siganlara
(n=3) oral gavaj yoluyla uygulanmistir. Uygulama sonrasi 6, 12, 18 ve 24. saatlerde ve
devam 14 giin boyunca yapilan takipler sonras1 M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri ile
tikiiriik, gozyasi, terleme, piloereksiyon, iseme veya diskilamada higbir degisiklik
gozlenmemistir. Hayvanlar; uyusukluk, saldirganlik, titreme, konviilsiyon, motor
koordinasyon acisindan goézlemlenmemis ve hayvanlarin higbirinde anormallik
belirtilerine rastlanmamustir. Yiiriiyiis, dogrulma refleksi ve kornea refleksi normal olarak
tespit edilmistir. Hayvanlarin derisi, kiirkii, gozleri ve viicut agirligi da normal olarak

gozlemlenmistir. Calisma sirasinda titreme, uyusukluk, ishal ve koma gézlenmemistir.

4.5.2. Non-alkolik yagh karaciger modeli

12 farkli gruba ayrilan 96 Wistar albino sigana ait agirlik takibi haftalik olarak
yapilmistir. Hayvanlara ait beslemeye baslangi¢c-gavaja baslangic ve deneyin
sonlandirilacagi1 giin kaydedilen agirlik bilgilerini deney gruplarinin ayr1 ayr1 agirhik

ortalamasi seklinde iceren ¢izelge Tablo 4.11.’de yer almaktadir.

Tablo 4.11. Hayvan gruplarinin agirlik ortalamalar (0., 7. ve 15. Haftalar) (x SS)

Grup 1. hafta 7. hafta 15. hafta 0-7. haftalar | 7-15.
arasinda haftalar
kilo artis arasinda Kilo
hiz1 (A) artis hizi (B)

Normal Diyet 22729 2452 1.2 257,6 = %7,9 %5,1

Kontrol Grubu 2,92

Yagh Beslenme | 224,6 +3,1 269,1+3,88 289,9+1,3 %20,1 %7,5

Kontrol Grubu

Tasiyic1 M1 221,7+2,3 253 +2,98 261+3,78 %144 %3,1

Grubu (M.

sylvestris)

Tastyic1 M2 236,2+3,1 2805+1,78 297+288 %18,6 %6,1

Grubu (S.

fruticosa)

M. sylvestris 75 | 228,7 + 3,11 2936+295 393+285 %222 %34,1

mg/kg Grubu
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Tablo 4.11. (Devam) Hayvan gruplarinin agirlik ortalamalari (0., 7. ve 15. Haftalar) (£ SS)

Grubu

Grup 1. hafta 7. hafta 15. hafta 0-7. haftalar | 7-15.
arasinda haftalar
kilo artis arasinda kilo
hiz1 (A) artis hiz1 (B)

M. sylvestris 150 | 207,3 £ 2,78 280,8+3,45 30533+ %26,1 %8,9

mg/kg Grubu 2,11

M. sylvestris 300 | 212,6 + 3,42 248,1+455 304,3+4,1 %17 %22,5

mg/kg Grubu

M. sylvestris 450 | 284,8 £ 3,65 357,75+ 386,7 + %25,7 %8,12

mg/kg Grubu 3,55 2,57

S. fruticosa 100 | 225,3+2,43 297,37 293,28 + %32 -%1,35

mg/kg Grubu 2,45 2,18

S. fruticosa 200 | 213,25+ 1,75 286 +2 289+215 %324 %1,01

mg/kg Grubu

S. fruticosa 400 | 239 +2,54 3055+2,87 304,75+ %27,6 -%0,25

mg/kg Grubu 2,88

Pozitif Kontrol | 238,5 £ 3,13 307,3+2,65 333,75+ %28,99 %8,4

(Simvastatin) 2,1

Agirlik tartimlarmnin ortalamasindan alinan sonuglara gore gavaja baslanan

7. haftadan sonra Ozellikle S. fruticosa ekstresi verilen grupta vicut kitlesi artisinda

yavaslama, hatta hayvanlarin yagl beslenme diyetleri devam etmesine ragmen vicut

kitle indekslerinde azalma goriilmiistiir.

Sicanlarin anestezi altinda dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edilmesinden sonra

her bir sigandan ¢ikarilan karacigerlerin agirliklar: tartilarak kaydedilmistir. Buradan

hareketle Formiil 2’ye gore karaciger indeksi hesaplanmistir. Hayvanlara ait karaciger

indeksi sonuglar1 hayvan gruplarinin ortalamasi olarak Sekil 4.42.’de gésterilmistir.
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Sekil 4.36. Deney gruplarimn karaciger indeksi ortalamalart

Sekil 4.36.’da yer alan verilere gore karaciger indeksi sonuglarindan S. fruticosa
ekstresinin sicanlarin viicut kiitlelerinde azalmaya neden oldugu ancak karaciger
kltlesinin azalmasma etki etmedigi anlasilmaktadir. M. sylvestris ekstresi verilen
sicanlarin karaciger indeksi degerlerinden ise M. sylvestris ekstresi yikli formilasyonun
viicut kiitlesinin artisin1 onlemedigi ancak karaciger kutlesindeki artis1 yavaslattigi

sonucu ¢ikarilmaktadir.

4.5.3. Serum ve karaciger orneklerinden biyokimyasal parametrelerin

degerlendirilmesi

Serum lipitlerini degerlendirmek i¢in total kolesterol (TC), trigliserit (TG), diisiik
dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-C), yiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-
C) seviyeleri olgtilmiistiir. Karaciger fonksiyonunu degerlendirmek icin ALT, AST,
alkaline fosfotaz (ALP) seviyeleri; Antioksidan seviyelerini degerlendirmek i¢in SOD,
GSH-Px, malondiadehit (MDA) seviyeleri degerlendirilmistir. Insiilin direncini
degerlendirmek icin serum glikoz ve insiilin seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Karaciger
orneklerinde ise SOD, GSH-Px, malondiadehit (MDA) ve trigliserit seviyeleri
Olgiilmistiir. Deney gruplarinda M. sylvestris ekstresi verilen gruplar i¢in 4 farkli doz
diisiik dozdan yiiksek doza dogru grafiklerde M1, M2, M3 ve M4 (sirasiyla 75, 150, 300
ve 450 mg/kg) olarak kodlanmustir. S. fruticosa verilen siganlarda ise 3 farkli doz Sal,
Sa2 ve Sa3 (sirasiyla 100, 200 ve 400 mg/kg) olarak diisiik dozdan yiiksek doza dogru
kodlanmistir. Normal diyetle beslenen grup grafiklerde NC olarak kodlanirken, yagl

diyetle beslenen kontrol grubu ise SC olarak kodlanmistir. Pozitif kontrol simvastatin
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grubu ise SV olarak kodlanmistir. Tastyict gruplar1 M. sylvestris verilen grubun tasiyicisi

icin MC; S. fruticosa verilen grubun tasiyicisi i¢in ise SaC seklinde belirtilmistir.

4.5.3.1. Karaciger ve serum orneklerinin glutatyon peroksidaz (GSH-PX) 6lcumleri

Karaciger ve serum oOrneklerinden Olgtilen GSH-Px seviyeleri M. sylvestris
ekstresi verilen grup igin Sekil 4.37.’de, S. fruticosa ekstresi verilen grup i¢in Sekil

4.38.’de yer alan grafiklerde detayl1 olarak verilmistir.
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Sekil 4.37. M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen gruplarn serum (A) ve karaciger (B)
drneklerinden 6lculen glutatyon peroksidaz seviyeleri (U / L). *p<0.05 (SC grubuna gore).
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC:

Yagh diyet kontrol grubu, MC: Bog tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.37.’de verilen sonuglar dogrultusunda yagl beslenen (HFD) gruba (SC)
gore M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen gruplarda hem serum hem karaciger
orneklerinde GSH-Px seviyelerinde bir artis gozlemlenmistir. Tasiyict (MC) verilen
grupta serum glutatyon seviyesinde yagli karaciger grubuna gore %5, 7 oraninda bir diisiis
gozlemlenmistir. Tastyic1 grupla karsilastirildiginda 450 mg/kg dozda M. sylvestris
ekstresi verilen grupta ise serum GSH-Px seviyeleri %25,3 (p<0.05) oraninda bir artis
gostermistir. Karaciger GSH-Px seviyesi i¢in ise tastyici grup ile yaglh karaciger grubu
arasinda bir fark gozlemlenmezken 300 mg/kg dozlarda M. sylvestris ekstresi verilen
grupta karaciger GSH-Px seviyelerinde %15,6 (p<0.05) oraninda bir artis tespit

edilmistir.
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Sekil 4.38. S. fruticosa etanol ekstresi verilen gruplarin serum (4) ve karaciger (B) érneklerinden
6lcilen glutatyon peroksidaz seviyeleri (U / L). *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 (SC
grubuna gore). Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet

kontrol grubu, SC: Yagl diyet kontrol grubu, SaC: Bos taswyici grubu, Sal: 100 mg/kg S.
fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S.
fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.38.’de verilen sonuglar dogrultusunda yagh beslenen gruba (SC) gore
S. fruticosa etanol ekstresi verilen gruplarda hem serum hem karaciger orneklerinde
GSH-Px seviyelerinde artis gozlemlenmistir. Tasiyict (SaC) verilen grupta serum
glutatyon seviyesinde yagl karaciger grubuna gore %]1,1 oranmnda bir disis
gbzlemlenmistir. Tasiyict grupla karsilastirildiginda 400 mg/kg dozda S. fruticosa
ekstresi verilen grupta ise serum GSH-Px seviyeleri %41,5 (p<0.001) oraninda bir artis
gostermistir. Karaciger GSH-PX seviyesi i¢in ise tastyici grup ile yagh karaciger grubu
arasinda fark gozlemlenmezken 400 mg/kg dozlarda S. fruticosa ekstresi verilen grupta
karaciger GSH-Px seviyelerinde %19,4 (p<0.01) oraninda bir artis tespit edilmistir.

4.5.3.2. Karaciger ve serum drneklerinin super oksit dismitaz (SOD) olgumleri

Karaciger ve serum orneklerinden dlgiilen SOD seviyeleri M. sylvestris ekstresi
verilen grup i¢in Sekil 4.39.°da, S. fruticosa ekstresi verilen grup igin Sekil 4.40.’ta yer

alan grafiklerde detayl1 olarak verilmistir.
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Sekil 4.39. M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen gruplarin serum (4) ve karaciger (B)
orneklerinden olgllen stiper oksit dismitaz seviyeleri (U / mL) *p<0.05 (SC grubuna gore).
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmigtir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC:
Yagl diyet kontrol grubu, MC: Bos taswict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.39.’da verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen gruplarda hem serum hem karaciger 6rneklerinde
SOD seviyelerinde artiy gézlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda tasiyici
grubunda (MC) serum SOD seviyelerinde %4,2, karaciger SOD seviyelerinde ise %8,6
oraninda bir artig goriilmistiir. Tastyic1 grupla karsilastirildiginda serum SOD seviyeleri
icin 450 mg/kg dozu %21,3 (p<0.05) oraninda bir artis gosterirken, karaciger SOD
seviyesi %22,2 (p<0.05) oraninda artmustur.
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Sekil 4.40. S. fruticosa etanol ekstresi verilen gruplarin serum (4) ve karaciger (B) érneklerinden
6lcilen stiper oksit dismiitaz seviyeleri (U / mL). *p<0.05 (SC grubuna gore). Veriler
ortalama * standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh
diyet kontrol grubu, SaC: Bos tasiyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu,
Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV:
Simvastatin grubu)

Sekil 4.40.’ta verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
S. fruticosa etanol ekstresi verilen gruplarda hem serum hem karaciger 6rneklerinde SOD
seviyelerinde bir artis gozlemlenmistir. HDF grubu ile karsilastirildiginda tasiyici
grubunda (SaC) serum SOD seviyelerinde %20,6 oraninda bir artis goriilmistiir. Tas1yic1
grupla karsilastirildiginda serum SOD seviyeleri i¢in 400 mg/kg dozu %41,4 (p<0.05)
oraninda bir artig gosterirken, karaciger SOD seviyesi 200 mg/kg ekstre verilen grupta

%23,6 (p<0.05) oraninda artmustir.

4.5.3.3. Karaciger ve serum érneklerinin malondialdehit (MDA) ol¢ciimleri

Karaciger ve serum 6rneklerinden 6lgiilen malondialdehit seviyeleri M. sylvestris
ekstresi verilen grup i¢in Sekil 4.41.’de, S. fruticosa ekstresi verilen grup igin Sekil

4.42.’de yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.41. M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen gruplarin serum (4) ve karaciger (B)
orneklerinden olgtlen malondialdehit seviyeleri*p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna gore).
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC:

Yagl: diyet kontrol grubu, MC: Bos tastyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.41.’de verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen tim gruplarda hem serum hem karaciger
orneklerinde malondialdehit seviyelerinde bir azalma gézlemlenmistir. HFD grubu ile
karsilastirildiginda tasiyici grubunda (MC) serum MDA seviyelerinde %7,8, karaciger
MDA seviyelerinde ise %10,1 oraninda bir azalma goriilmiistiir. Tastyict grupla
karsilastirildiginda serum MDA seviyeleri icin 150 mg/kg dozu %48,1 (p<0.01) oraninda
bir azalma gosterirken, 450 mg/kg dozunda karaciger MDA seviyesinde %42,4 (p<0.01)

oraninda azalma tespit edilmistir.
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Sekil 4.42. S. fruticosa etanol ekstresi verilen gruplarin serum (4) ve karaciger (B) érneklerinden
6lctlen malondialdehit seviyeleri. *p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna gore). Veriler
ortalama * standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh
diyet kontrol grubu, SaC: Bos tasiyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu,
Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV:
Simvastatin grubu)

Sekil 4.42.’de verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
S. fruticosa etanol ekstresi verilen tiim gruplarda hem serum hem karaciger 6rneklerinde
malondialdehit seviyelerinde bir azalma goézlemlenmistir. HFD grubu ile
karsilastirildiginda tasiyici grubunda (SaC) serum MDA seviyelerinde %9,2, karaciger
MDA seviyelerinde ise %11,9 oraninda bir azalma goriilmiistiir. Tasiyic1 grupla
karsilastirildiginda serum MDA seviyeleri icin 200 mg/kg dozu %48,6 (p<0.01) oraninda
bir azalma gosterirken, 400 mg/kg dozunda karaciger MDA seviyesinde %43,7 (p<0.01)

oraninda azalma tespit edilmistir.

4.5.3.4. Karaciger ve serum érneklerinin trigliserit (TG) élgiimleri

Karaciger ve serum oOrneklerinden olgiilen trigliserit seviyeleri M. sylvestris
ekstresi verilen grup i¢in Sekil 4.43.°te, S. fruticosa ekstresi verilen grup icin

Sekil 4.44.°te yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.43. M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen gruplarin serum (A) ve karaciger (B)
orneklerinden olculen trigliserit seviyeleri (mg / dl). *p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna
gore). Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol
grubu, SC: Yaglh diyet kontrol grubu, MC: Bos tastyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris
ekstresi grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris
ekstresi grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.43.’te verilen sonuglar dogrultusunda yagl beslenen gruba (SC) gore
M. sylvestris sulu etanol ekstresi verilen tiim gruplarda hem serum hem karaciger
orneklerinde trigliserit seviyelerinde bir azalma gozlemlenmistir. HFD grubu ile
karsilastirildiginda tasiyici grubunda (MC) serum trigliserit seviyelerinde %5,3, karaciger
trigliserit seviyelerinde ise %3,2 oraninda bir azalma gorilmiistiir. Tasiyic1 grupla
karsilastirildiginda serum trigliserit seviyeleri icin 300 mg/kg ekstre verilen grupta %45,3
(p<0.01) oraninda bir azalma gozlenirken, 450 mg/kg ekstre verilen grupta karaciger
trigliserit seviyesinde %25,1 (p<0.01) oraninda azalma tespit edilmistir. Simvastatin
grubunda ise serum ve karaciger trigliserit seviyeleri i¢in sirasiyla %50,2 ve %30,4

oraninda bir diislis goriilmiistiir.
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Sekil 4.44. S. fruticosa etanol ekstresi verilen gruplarin serum (4) ve karaciger (B) érneklerinden
6lculen trigliserit seviyeleri (mg / dl) *p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna gore). Veriler
ortalama * standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh diyet
kontrol grubu, SaC: Bosg tasiyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200
mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin
grubu)

Sekil 4.44.’te verilen sonuglar dogrultusunda yagl beslenen gruba (SC) gore
S. fruticosa etanol ekstresi verilen tiim gruplarda hem serum hem Kkaraciger
orneklerindeki trigliserit seviyelerinde bir azalma goézlemlenmistir. HFD grubu ile
karsilastirildiginda tasiyict grubunda (SaC) serum trigliserit seviyelerinde %2,6 artis,
karaciger trigliserit seviyelerinde ise %7,2 oraninda bir diisiis goriilmiistiir. Tastyici
grupla karsilastirildiginda serum ve karaciger trigliserit seviyeleri icin 200 mg/kg ekstre
verilen grupta srrasiyla %26,3 (p<0.05) ve %34,4 (p<0.01) oraninda diisiis tespit
edilmistir. Simvastatin grubunda ise serum ve karaciger trigliserit seviyeleri i¢in sirasiyla

%45,2 ve %45,4 oraninda bir diislis goriilmiistiir.

4.5.3.5. Serum orneklerinin alkalen fosfataz (ALP) dlgumleri

Serum Orneklerinden olctlen alkalen fosfataz seviyeleri M. sylvestris ve

S. fruticosa ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.45.’te yer alan grafiklerde detayli olarak

verilmistir.
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Sekil 4.45. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum orneklerinden dlgiilen
alkalen fosfataz seviyeleri (U / L). *p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna gore). Veriler
ortalama * standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagl
diyet kontrol grubu, MC: M. sylvestris i¢in bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris
ekstresi grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris
ekstresi grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin bog
taswyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa
ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.45.’te verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
ekstre verilen tum gruplarda serum orneklerinde ALP seviyelerinde bir azalma
gozlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC)
ALP seviyelerinde %2,5, S. fruticosa tasiyici grubunda (SaC) ALP seviyelerinde ise
%10,8 oraninda bir azalma goOriilmiistiir. Tasiyict grupla karsilastirildiginda ALP
seviyeleri icin 300 ve 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen gruplarda yaklasik %21
oraninda bir azalma gozlenirken, 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen grupta serum
ALP seviyesinde %30,9 (p<0.01) oraninda azalma tespit edilmistir. Simvastatin grubunda

ise serum ALP seviyelerinde %10,1 oraninda diisiis gdzlemlenmistir.

4.5.3.6. Serum orneklerinin aspartat aminotransferaz (AST) olcumleri

Serum orneklerinden olculen AST seviyeleri M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.46.’da yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.46. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum orneklerinden dlgiilen
aspartat aminotransferaz seviyeleri (U / L). *p<0.05 (SC grubuna gore). Veriler ortalama +
standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh diyet kontrol
grubu, MC: M. sylvestris icin bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu,
M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu,
MA4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa i¢in bos tastyict grubu, Sal:
100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400

mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.46.’da verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
ekstre verilen tum gruplarda serum o&rneklerinde AST seviyelerinde bir azalma
gbzlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC)
AST seviyelerinde %1,9, S. fruticosa tasiyici grubunda (SaC) AST seviyelerinde ise %6,7
oraninda bir azalma goriilmistiir. Tastyict grupla karsilastirildiginda AST seviyeleri icin
450 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen grupta %31 (p<0.05) oraninda bir azalma
go6zlenirken, 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen grupta serum AST seviyesinde %5,6

oraninda azalma tespit edilmistir.

4.5.3.7. Serum orneklerinin glikoz élgumleri

Serum Orneklerinden o6lcllen glikoz seviyeleri M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.47.°de yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.47. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum drneklerinden ol¢iilen
glikoz seviyeleri (mg / dl). **p<0.01 (SC grubuna gdre). Veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagl diyet kontrol grubu, MC:
M. sylvestris i¢in bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M2: 150
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M4: 450
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin bos taswyict grubu, Sal: 100
mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400

mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.47.°de verilen sonuglar dogrultusunda yagli beslenen gruba (SC) gore
ekstre verilen tim gruplarda serum Orneklerinde glikoz seviyelerinde bir azalma
gozlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyici grubunda (MC)
glikoz seviyelerinde bir degisiklik gézlemlenmezken, S. fruticosa tasiyici grubunda (SaC)
glikoz seviyelerinde ise %2,6 oraninda bir artis gOriilmiistiir. Tasiyict grupla
karsilastirildiginda glikoz seviyeleri icin 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen grupta
%37,8 (p<0.01) oraninda bir azalma gézlenirken, 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen

grupta serum glikoz seviyesinde %21,8 (p<0.01) oraninda azalma tespit edilmistir.

4.5.3.8. Serum 6rneklerinin alanin aminotransferaz (ALT) ol¢tmleri

Serum orneklerinden olgilen ALT seviyeleri M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.48.°de yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.48. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum drneklerinden olgiilen
alanin aminotransferaz seviyeleri (U/ L). **p<0.01 (SC grubuna gore). Veriler ortalama £
standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh diyet kontrol

grubu, MC: M. sylvestris igin bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin bos tasiyici
grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi
grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.48.’de verilen sonuglar dogrultusunda yagl beslenen gruba (SC) gore
ekstre verilen tim gruplarda serum o&rneklerinde ALT seviyelerinde bir azalma
gbzlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyici grubunda (MC)
ALT seviyelerinde %7,1 oraninda bir diisiis olurken, S. fruticosa tasiyic1 grubunda (SaC)
ALT seviyelerinde ise %6,4 oraninda bir artis goriilmiistiir. Tasityict grupla
karsilastirildiginda ALT seviyeleri icin 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen grupta
%24,4 (p<0.01) oraninda bir azalma gézlenirken, 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen

grupta serum ALT seviyesinde %19,4 oraninda azalma tespit edilmistir.

4.5.3.9. Serum orneklerinin yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) 6lgumleri

Serum o&rneklerinden dlgiilen HDL seviyeleri M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.49.°da yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.49. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum orneklerinden dlgiilen
HDL seviyeleri (mg / dl). *p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna gore). Veriler ortalama £
standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh diyet kontrol
grubu, MC: M. sylvestris icin bos tasiyici grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi
grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin bos tasiyici
grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi
grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.49.’da verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gore ekstre verilen
tum gruplarda serum orneklerinde HDL seviyelerinde bir artis gézlemlenmistir. HFD
grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC) HDL seviyelerinde
%4,2 oraninda bir diisiis olurken, S. fruticosa tasiyici grubunda (SaC) HDL seviyelerinde
ise %14,1 oraninda bir disiis goriilmistiir. Tasiyic1 grupla karsilastirildiginda HDL
seviyeleri icin 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen grupta %25,3 oraninda bir artis
gozlenirken, 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen grupta serum HDL seviyesinde
%40,7 (p<0.01) oraninda artis tespit edilmistir. Pozitif kontrol simvastatin grubunda ise
HFD grubuna gore serum HDL seviyelerinde %30,4 (p<0.05) oraninda bir artis

gbzlemlenmistir.

4.5.3.10. Serum orneklerinin diigiik yogunluklu lipoprotein (LDL) él¢giimleri

Serum orneklerinden olgiilen LDL seviyeleri M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.50.’de yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.50. M. sylvestris (4) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum orneklerinden dlgiilen
LDL seviyeleri (mg / dl). *p<0.05 ve ***p<0.001 (SC grubuna gore). Veriler ortalama £

standart hata olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh diyet kontrol

grubu, MC: M. sylvestris icin bos tasiyici grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu,
M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu,

M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin bos taswyict grubu, Sal:

100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400

mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.50.’de verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gore ekstre verilen
tum gruplarda serum 6rneklerinde LDL seviyelerinde bir diisiis gozlemlenmistir. HFD
grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC) LDL seviyelerinde bir
fark gozlemlenmezken, S. fruticosa tasiyic1 grubunda (SaC) LDL seviyelerinde ise %10,8
oraninda bir diislis goriilmiistiir. Tastyic1 grupla karsilastirildiginda LDL seviyeleri icin
450 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen grupta %24,1 (p<0.05) oraninda bir azalma
go6zlenirken, 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen grupta serum LDL seviyesinde %22,9
(p<0.05) oraninda diisiis tespit edilmistir. Pozitif kontrol simvastatin grubunda ise HFD
grubuna gore serum LDL seviyelerinde %47,4 (p<0.001) oraninda bir disiis

gbzlemlenmistir.

4.5.3.11. Serum 6rneklerinin total kolesterol élgimleri

Serum orneklerinden Olciilen total kolesterol seviyeleri M. sylvestris ve S.
fruticosa ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.51.’de yer alan grafiklerde detayli olarak

verilmistir.

95



2
58
N—r

100+ 100
]
S s o 2 oo .
E - e . S—
= T o S,
[ 60— g 60— -
% whx @
§ 40+ oS 404
3 6 20
g 20 s .
2 3
e
0- T T T T 0= ! ! !
NC SC MC M1 M2 M3 M4 SV NC SC SaC Sal Sa2 Sa3 SV

Sekil 4.51. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum orneklerinden dlgiilen
total kolesterol seviyeleri (mg / dl). *p<<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 (SC grubuna gore).
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmigtir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC:
Yagl: diyet kontrol grubu, MC: M. sylvestris icin bos tastyici grubu, M1: 75 mg/kg M.
sylvestris ekstresi grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M.
sylvestris ekstresi grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin
bos tasyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa
ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.51.’de verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gore ekstre verilen
tim gruplarda serum Orneklerinde total kolesterol seviyelerinde bir diisiis
g6zlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC)
total kolesterol seviyelerinde %7,7 oraninda bir azalma goriilmiisken, S. fruticosa tasiyici
grubunda (SaC) total kolesterol seviyelerinde ise %4,9 oraninda bir diisiis goriilmistiir.
Tasiyic1 grupla karsilastirildiginda total kolesterol seviyeleri icin 450 mg/kg M. sylvestris
ekstresi verilen grupta %15,3 (p<0.01) oraninda bir azalma gozlenirken, 400 mg/kg S.
fruticosa ekstresi verilen grupta serum total kolesterol seviyesinde %27,1 (p<0.05)
oraninda diisiis tespit edilmistir. Pozitif kontrol simvastatin grubunda ise HFD grubuna
gore serum total kolesterol seviyelerinde %46,3 (p<0.01) oraninda bir disiis

gbzlemlenmistir.

4.5.3.12. Serum érneklerinin instlin dl¢timleri

Serum orneklerinden 6lculen insulin seviyeleri M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri verilen gruplar i¢in Sekil 4.52.’de yer alan grafiklerde detayli olarak verilmistir.
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Sekil 4.52. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin serum drneklerinden olgiilen
insulin seviyeleri (pg / mL). *p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 (SC grubuna gore).
Veriler ortalama + standart hata olarak verilmigtir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC:
Yagh diyet kontrol grubu, MC: M. sylvestris i¢in bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M.
sylvestris ekstresi grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M.
sylvestris ekstresi grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa
icin bog tasiyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S.
fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin

grubu)

Sekil 4.52.’de verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gore ekstre verilen
tiim gruplarda serum o6rneklerinde insiilin seviyelerinde bir diisiis gdzlemlenmistir. HFD
grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tastyict grubunda (MC) insiilin seviyelerinde
bir degisiklik go6zlemlenmezken, S. fruticosa tasiyici grubunda (SaC) insilin
seviyelerinde ise 9%8,7 oraninda bir disis gorilmistir. Tasiyict  grupla
karsilastirildiginda insiilin seviyeleri icin 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen grupta
%43,1 (p<0.01) oraninda bir azalma gézlenirken, 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen

grupta serum insilin seviyesinde %38,2 (p<0.01) oraninda bir diisiis tespit edilmistir.

4.5.4. Histopatoloji

%10 formol ¢ozeltisi iginde fikse edilen karaciger loblarindan hazirlanan parafin
bloklarda 5 pm’lik kesitlerde Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi uygulanarak ve Nikon

Eclipse Ni aragtrma mikroskobu ile yapilan goriintiilere ait sonuglar skorlanarak

degerlendirilmistir.
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4.5.4.1. Hepatositlerde balonlagsma

Nonalkolik steatohepatit durumlarinda karacigerde yaglanma ile alkolik karaciger
hastaliginda oldugu gibi hepatositlerde balonlasma gibi bulgular gézlemlenmektedir.
Karaciger dokularinda tespit edilen balon hiicrelerinin yogunluk durumlarina iliskin
yapilan skorlama sonuglari M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri i¢in ayr1 ayr1 Sekil

4.53.’te yer alan grafiklerde verilmistir.
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Sekil 4.53. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin karaciger dokularinda balon
hiicresi yogunlugu. *p<0.05 (SC grubuna gore). Veriler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yaglh diyet kontrol grubu, MC: M.
sylvestris i¢in bog tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M2: 150
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M4: 450
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa igin bos tasiyict grubu, Sal: 100
mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400
mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.53.’te verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gére ekstre verilen
tiim gruplarda karaciger dokularinda balon hiicre yogunlugunda azalma gézlemlenmistir.
HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyici grubunda (MC) balon hiicre
yogunluk seviyelerinde %18,9 oraninda bir azalma olurken, S. fruticosa tasiyici grubunda
(SaC) karaciger dokularindaki balon hiicresi yogunlugunda ise %32,4 oraninda bir diisiis
goriilmistiir. Tastyict grupla karsilastirildiginda balon hiicre yogunlugu i¢in 300 mg/kg
M. sylvestris ekstresi verilen grupta balon hiicresi gérilmezken (p<0.05), 400 mg/kg S.
fruticosa ekstresi verilen grupta karaciger dokusunda gézlenen balon hiicre yogunluk

seviyesinde %53,2 (p<0.05) oraninda bir diisiis tespit edilmistir.
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4.5.4.2. Lobuler enflamasyon

Nonalkolik karaciger yaglanmasinda bilinen diizeydeki basit yaglanmaya
balonlagsma olmaksizin hafif derecede lobiiler enflamasyon da eslik edebilir. Karaciger
dokularinda tespit edilen lobiiler yaglanma durumlarmma iliskin yapilan skorlama
sonuglar1 M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri i¢in ayr1 ayr1 Sekil 4.54.’te yer alan

grafiklerde verilmistir.
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Sekil 4.54. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin karaciger dokularinda
lobiiler enflamasyon skorlari. *p<0.05 ve **p<0.01 (SC grubuna gore). Veriler ortalama
+ standart hata olarak verilmigtir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagh diyet
kontrol grubu, MC: M. sylvestris i¢cin bos tasiyici grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris
ekstresi grubu, M2: 150 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris
ekstresi grubu, M4: 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa i¢in bog
tagiyict grubu, Sal: 100 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa
ekstresi grubu, Sa3: 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.54.’te verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gére ekstre verilen
tim gruplarda karaciger dokularinda lobiiler enflamasyon yogunlugunda azalma
gozlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC)
lobiiler enflamasyon diizeylerinde %28,5 oraninda bir azalma olurken, S. fruticosa
tastyic1 grubunda (SaC) karaciger dokularindaki lobiiler enflamasyon diizeylerinde ise
%16,6 oraninda bir diisiis gortilmiistiir. Tasiyic1 grupla karsilastirildiginda 450 mg/kg M.
sylvestris ekstresi verilen grupta lobiler enflamasyon gézlemlenmezken (p<0.01), 200 ve
400 mg/kg S. fruticosa ekstresi verilen gruplarda karaciger dokusunda lobuler

enflamasyon seviyesinde yaklasik %60 (p<0.05) oraninda bir diisiis tespit edilmistir.
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4.5.4.3. Makrosteatoz ve mikrosteatoz

Nonalkolik karaciger yaglanmasinda steatoz yani yaglanma makro ve
mikrovezikillerde tespit edilebilir. Karaciger dokularinda tespit edilen makrosteatoz
durumlarina iliskin yapilan skorlama sonuglar1 Sekil 4.55.’te, mikrosteatoz durumlarina

iliskin yapilan skorlama sonuglar1 Sekil 4.56.’da yer alan grafiklerde verilmistir.
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Sekil 4.55. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin karaciger dokularinda
makrosteatoz seviyeleri. *p<0.05 (SC grubuna gore). Veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagl diyet kontrol grubu, MC:
M. sylvestris igin bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M2: 150
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M4: 450
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa i¢in bos taswyict grubu, Sal: 100
mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400

mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.55.’te verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna gore 450 mg/kg
M. sylvestris ekstresi hari¢ diger tiim ekstre gruplarinda karaciger dokularinda makro
steatoz yogunlugunda azalma goézlemlenmistir. HFD grubu ile karsilastirildiginda
M. sylvestris tastyict grubunda (MC) makro steatoz bir degisiklik gozlemlenmezken,
S.fruticosa tastyic1 grubunda (SaC) karaciger dokularindaki makro steatoz
diizeylerinde ise %?24,8 oranmnda bir disiis gorilmiistiir. Tasiyict grupla
karsilastirildiginda makro steatoz seviyeleri i¢in 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi
verilen grupta makro steatoz gozlemlenmezken (p<0.01), 400 mg/kg S. fruticosa
ekstresi verilen grupta karaciger dokusunda gézlenen makro steatoz seviyesinde %58,7

(p<0.05) oraninda bir diisiis tespit edilmistir.
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Sekil 4.56. M. sylvestris (A) ve S. fruticosa (B) ekstresi verilen gruplarin karaciger dokularinda
mikrosteatoz seviyeleri. *p<0.05 (SC grubuna gdre). Veriler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. (NC: Normal diyet kontrol grubu, SC: Yagl diyet kontrol grubu, MC:
M. sylvestris i¢in bos tasiyict grubu, M1: 75 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M2: 150
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M3: 300 mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, M4: 450
mg/kg M. sylvestris ekstresi grubu, SaC: S. fruticosa i¢in bos taswyict grubu, Sal: 100
mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa2: 200 mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, Sa3: 400

mg/kg S. fruticosa ekstresi grubu, SV: Simvastatin grubu)

Sekil 4.56.’de verilen sonuglar dogrultusunda HFD grubuna goére tim ekstre
gruplarinda karaciger dokularinda mikro steatoz yogunlugunda azalma gézlemlenmistir.
HFD grubu ile karsilastirildiginda M. sylvestris tasiyic1 grubunda (MC) ve S. fruticosa
tastyic1 grubunda (SaC) mikro steatoz bir degisiklik gézlemlenmemistir. Tasiyic1 grupla
karsilastirildiginda mikro steatoz seviyeleri icin 450 mg/kg M. sylvestris ekstresi verilen
grupta mikro steatoz gézlemlenmezken (p<0.01), 200 ve 400 mg/kg S. fruticosa ekstresi
verilen gruplarda karaciger dokusunda gozlenen mikro setatoz seviyesinde %64,3

oraninda bir diisiis tespit edilmistir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Metabolik rahatsizliklar arasinda, non-alkolik karaciger yaglanmasi yaygin olarak
goriilen kronik karaciger hastaliklarindandir (Jennison vd., 2019). Son yillarda bu
hastaligin prevalansi diinya genelinde 6nemli bir sekilde degismistir (Estes vd., 2018).
Yakin zamanda yayimlanmis bir epidemiyolojik arastirmada, Tiirkiye'de bu hastaligin
goriilme sikliginin %48,3 oldugu bildirilmistir (Younossi, 2019). Ilerleyen obezite
salginlar ile yetiskinlerde ve ¢ocuklarda kronik karaciger hastaliginin en yaygin nedeni
haline gelmistir ve hastaligin farmako-ekonomik boyutu da mevcuttur. Bu tez
caligmasinda farmako-ekonomik boyutu oldukca biyik olan ve dizensiz hayat ve
beslenme kosullar1 nedeniyle giderek yayginlasan, kesin bir ¢6ziimii olmayan karaciger
yaglanmasina, bitkisel drog preparatlarindan yola ¢ikilarak kanita dayali sonuglar

tartismali olarak ortaya konulmustur.

Tirkiye bitki cesitliligi agisindan diinyanin en zengin llkelerinden biridir ve
geleneksel tedavide bu zengin kaynaktan siklikla yararlanilmaktadir. Farmakope
kalitesinde drog ve ekstre temini, bitkisel ila¢ {iretimi agisindan 6nem tagimaktadir.
Yapilan ¢alismalarin genellikle dogadan toplanan bitki droglar1 veya standardize
edilmemis ekstreler iizerinden olmasi caligmanin niteligini ve tekrarlanabilirligini
smirlamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda mevcut tez calismasinda, halk arasinda
karaciger rahatsizliklarinda kullanilan bitki droglarindan Avrupa Farmakopesi kalitesinde
standardize ekstreler hazirlanarak, in vitro hiicre kiiltiiriinde karaciger yaglanmasi modeli
ile On tarama yapilmis ve en yiiksek etkinligin tespit edildigi ekstre gelistirilen 6zgiin
mikroemiilsiyon sistemleri igerisine enkapsiile edilmis ve bu fitoterapdtik
formiilasyonlarin in vivo non-alkolik karaciger yaglanmasi tizerindeki etkileri
arastirtlmistir. Standardize ekstreler 6n eleme amaci ile in vitro hiicre kultlriinde
karaciger yaglanmasi modeli ile ¢alisilmis ve iki drog ekstresi ileri in vivo ¢aligmalar igin
se¢ilmistir. In vivo deneylerde 7 hafta 6zel yagli yem ile beslenen siganlarda yagl
karaciger modeli olusturulmustur. Titrasyon metodu ile gelistirilen Gzgiin
mikroemiilsiyon formiilasyonuna akut toksiste sonuglarma gore belirlenen 4 farkli dozda
(75, 150, 300 ve 450 mg/kg) yuklenen M. sylvestris ekstresi ve 3 farkli dozda (100, 200
ve 400 mg/kg) S. fruticosa ekstresi disi Wistar albino siganlara 8 hafta boyu giinliik gavaj
yoluyla verilerek haftalik kilo takibi yapilan hayvanlarin karaciger indeksleri
hesaplanmigtir. 15. haftanin sonunda hayvanlardan alinan serum ve karaciger drnekleri

biyokimyasal analizlerle degerlendirilmis, ayrica alinan karaciger dokular1 histopatolojik
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olarak balon hiicre olusumu, lobiiler enflamasyon ve makro-mikrosteatoz agisindan

degerlendirilmistir

Tez kapsaminda gerceklestirilen arastirmalarda, etnobotanik ve deneysel
caligmalarda etkinligi ortaya konulmus A. sativum, M. sylvestris, P. ovata, S. fruticosa, T.
parthenium ve T. officinale bitkilerine ait droglar temin edildikten sonra Avrupa
Farmakopesi’ne uygun ekstrelerinin  fitokimyasal standardizasyon ¢alismalar1
gerceklestirilerek in vitro yagl karaciger modelinde denenmistir. In vitro hicre kilturi
deneyleri ile gergeklestirilen 6n tarama ¢aligsmalar1 sonucunda etkili goriilen M. sylvestris
ve S. fruticosa ekstreleri, iki farkli ve 6zgiin mikroemiilsiyon sistemlerine yuklenerek
Ozgiin fitoterapotik prototipler gelistirilmistir. Bu 6zgun fitoterap6tik prototipler deney
hayvanlarinda denenmis, serum ve karaciger Ornekleri {izerinden biyokimyasal ve
histopatolojik analizler yapilmistir. Ayrica hayvanlarin viicut ve karaciger agirlik
takipleri de yapilarak ekstre yiiklii formiilasyonlarin bu parametreler tizerine etkileri ilk

defa bu tez ¢alismasi kapsaminda degerlendirilmistir.

Asagida yer alan sonug¢ tartisma boliimiinde, oncelikle drog-¢ozucl secgimi,
ekstraksiyon ve karakterizasyonla birlikte fitokimyasal standardizasyon ¢alismalarindan
detayli olarak literatiirle karsilastirmali olarak bahsedilmistir. Daha sonra in vitro hiicre
kiiltiirii galismalari, formiilasyon ve son olarak da etkinlik ve giivenligin ortaya konulmas1
icin in vivo deneylerin sonuglar1 drog, drog bilesimi ve literatiirdeki benzer ¢alismalar

dikkate alinarak asagida yer alan alt basliklarda tek tek tartigilmustir.

5.1. Bitkisel Drog Materyali, Ekstraksiyon ve Standardizasyon

Bitki droglar1 farmakopede belirtilen ¢oziiciilerle (%99,9’luk etanol, metanol ve
%70’lik etanol) belirtilen sartlarda ayr1 ayr1 ekstre edilmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan
bitkisel droglar secilirken etnobotanik kullanimlar referans alindigindan ve karaciger
hastaliklarinin tedavisinde literatiirde gegen etnobotanik ¢aligmalarda (Amiri vd., 2013;
Arenas vd., 2013; Asadollahi vd., 2019; Perfumi vd., 1991) genellikle sulu-polar
preparasyonlar kullanildigindan, ekstreler hazirlanirken de polar cozlcller tercih
edilmistir. Ayn1 zamanda Farmakope’de yer alan analizlerde belirtilen ¢oziiciilerin de
genellikle bu polar ¢oziiciiler olmasit nedeniyle, her bir drogun farmakopede
ekstraksiyonu igin kullanilan polar ¢6zici tez ¢aligmalarinin ekstraksiyon asamasinda

birebir kullanilmis, tez kapsaminda ilgili drog belirtilmis olan ¢6ziicii ile ekstre edilmistir.
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Boylelikle bu tez calismasi kapsaminda etnobotanik kullanimlar1 dogrulamak {izere yer

alan, polar preparasyonlara uygun bir ¢alisma tasarlanmustir.

Standardizasyon ¢alismalarinda Oncelikle farmakopede belirtilen, daha sonra
literatlirdeki tiire 6zgii sekonder metabolitlerin parmakizi analizleri YPITK ydntemi ile
gerceklestirilmistir (PhEur9, Saghik Bakanligi, 2016; Sriraman vd., 2015; http-2).
Ardindan YPITK ydntemi ile varhig tespit edilen metabolitlerin, madde miktar tayinleri
YBSK yontemi ile yapilmis ve tiim calisilan ekstrelerin analiz edilen sekonder
metabolitlerinin miktarlar1 baslik 4.2. de belirtildigi tizere, farmakope ve literatiire uygun
degerlerde ve araliklarinda ¢ikmistir. Bu bashkta droglarm ekstraksiyon ve
standardizasyon bulgular1 literatiir verileri ile tartismali olarak bitkilerin Latince adlarmnin

alfabetik sirasma gore yapilmistir.

Literatirdeki A. sativum ekstre verimleri karsilastirildiginda daha Onceki
caligmalarda A. sativum soganlarinin alkolle hazirlanan ekstrelerinin %3-8 arasinda ekstre
verimine sahip oldugu goriilmiistiir (Canizares vd., 2002). Bu tez ¢aligmasinda da A.
sativum ekstresinin verimi %5,5 olarak tespit edilmistir. Sarimsakta hem ugucu hem
ucucu olmayan bilesenler mevcuttur. Ugucu olmayan bilesenleri fenolik bilesikler ve
saponinlerdir (Lanzotti, 2006). Tiyosiilfinatlar ve organosiilfiir bilesikler sarimsakta yer
alan ucucu ve son derece Kkararsiz, stabil olmayan bilesik gruplaridir. Tiyosiilfinatlar
cesitli siilfiir bilesiklerine doniisiirler. Sarimsaga kendine 6zgii kokusu ve biyolojik
aktivitelerinden sorumlu bilesikler icindeki tiire 6zgl kikiirtli bilesiklerdir ve
literatiirdeki ¢aligmalarm biliyiik ¢ogunlugu da bu bilesikler iizerinedir. Bu kiikiirtli
bilesikleri i¢inde de en 6nemlileri ve Farmakope’de belirtilen allisindir. Sarimsak biitiin
halde iken bu bilesik alliin olarak mevcuttur ve ezildiginde alliinaz enzimi devreye girer
ve bir tiyosulfinat olan allisin olusur. Allisin bir¢ok bilesige cevrilebilen reaktif bir ara
iriindiir ve taze kesilmis veya parcalanmis sarimsaga Ozgiin kokusunu verdigi
bilinmekedir (Londhe vd., 2011). A. sativum ekstresindeki allisin miktarmm Avrupa
Farmakopesi’nde %0,45’in iizerinde olmasi gerektigi kayitlh olup, tez ¢alismasi
sonucunda A. sativum metanol ekstresinin allisin miktar1 %1,49 olarak bulunmus ve
farmakope agisindan uygun oldugu goriilmiistiir. Daha 6nceki ¢aligmalarda A. sativum
ekstrelerinin allisin analizleri yapilmis ancak ¢alisilan A. sativum bitki materyali farkli
kiltirlerden toplanmistir. Ustelik daha onceki bu ¢alismalarda belirtilen allisin

miktarlarmin farmakope limitlerinin altinda oldugu goriilmektedir (Bocchini vd., 2001;
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Iberl vd., 1990; Rahman vd., 2012). Bilinen kaynaklardan ve Farmakope standartlarinda
bitki materyali ile ¢alismanin 6nemi ve kalite farki da bu tez galigmasindan alinan

sonuglarla ortaya konulmustur.

M. sylvestris gigeklerinden elde edilen ekstre verimi bu tez ¢alismasi kapsaminda
%12 olarak bulunmusken daha 6nceki galismalarda ise %15 civarinda tespit edilmistir
(Beghdad vd., 2014). M. sylvestris yapraklar1 ve ¢igekleri, 6zellikle flavonoit ve miisilaj
iceriginden dolay1 farkli rahatsizliklar i¢in kullanilmaktadir (Billeter vd., 1991). Ayrica
ciceklerde bir antosiyanin olan malvin, A vitamini ve tanenler diger 6nemli bilesikler
arasindadir (Farina vd., 1995). M. sylvestris cicekleri ve yapraklar1 geleneksel olarak,
bogaz agrist esliginde soguk alginligi, kuru Oksiirik ve brongit tedavisinde
kullanilmaktadir. Tahris Onleyici 6zellikleri ile ses kisikligini tedavi etmek i¢in de
kullanimi kayithidir (Gasparetto vd., 2012). Bilgimiz dahilinde, daha 6nceki ¢galigmalarda
M. sylvestris ¢icek ekstreleri malvin igerigi agisindan standardize edilmemis ve malvin
icerigi acisindan standardize ekstrelerle biyolojik aktivite c¢alismalar1 yapilmamustir.
Avrupa Farmakopesi’nde M. sylvestris ¢iceklerinden elde edilen ekstrede malvin varhigi
ITK ydntemi ile ortaya konulmustur. Bu tez ¢alismasinda bu antosiyanin bilesigi M.
sylvestris cigeklerinden hazirlanan %70’lik etanol ekstresinde YPITK yontemi ile tespit
edilmistir ve YBSK analizinde miktar1 %0,19 olarak bulunmustur. Ekstrenin iceriginin
farmakopeye uygun oldugu teyit edilmistir. Bu anlamda bu tez ¢alismasi1 malvin igerigi
ile standardize M. sylvestris c¢igeklerinin %70’lik etanol ekstresinin karaciger

yaglanmasina kars1 etkilerinin incelendigi ilk calisma niteligi tagimaktadir.

P. ovata tohum ekstrelerine ait daha 6nceki ¢calismalarda verim ile ilgili bir bilgiye
rastalanmamigken bu tez calismasinda P. ovata tohum ekstrelerinin verimi %1 olarak
bulunmustur. Bitkinin tohumlarinda yer alan miisilajlar1 farmasoétik eksipiyanlar olarak
kullanilabilmektedir. Miisilajlar farmasotik sanayiinde en sik kullanilan adjuvanlar
arasindadir. P. ovata miisilajlar1 baglanmalari, par¢alanmalari, emiilsifiye olmalari, film
olusturmalar1 nedeniyle farkli farmasotik miistahzarlarda bitkisel kdkenli olmalar1 ve
diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle 6nem kazanmaktadir (Swathi vd., 2011; Sarfraz vd.,
2017). Tez kapsaminda P. ovata ekstresi icerisinde var olan f-sitosterol miktar1 kantitatif
olarak (a/a) %0,33 olarak hesaplanmustir. Literatiire gore P. ovata tohum ekstresi f-
sitosterol icermektedir ve sonuglar kullanilan ekstrenin literatlire gore standardize bir
ekstre oldugu teyit edilmistir (Nakamura vd., 2005). Daha onceki ¢aligmalarda P. ovata

tohum ekstreleri f-sitosterol igerigi acisindan arastirilmamis ancak diger Plantago
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tirlerinin tohumlarinda f-sitosterol madde miktar tayini yapilmistir (Nakamura vd.,
2005).

S. fruticosa ekstresinin daha Onceki c¢alismalarda elde edilen verimi %3-8
civarinda bulunmusken bu tez ¢alismasi kapsaminda g¢alisilan ekstrenin verimi %6,5
olarak bulunmustur. S. fruticosa yapraklarindan hazirlanan etanol ekstresinin Avrupa
Farmakopesi’ne gore icermesi gereken rosmarinik asit varligi YPITK da tespit edilmis;
literatlrde Salvia tirlerinin tire 6zgl sekonder metaboliti olan salvigenin de YBSK’da
rosmarinik asitle beraber analiz edilmistir. Ekstre igerisinde salvigenin yuzdesi %3,68;
rosmarinik asit yiizdesi %1,96 olarak bulunmustur. Salvigenin daha 6nceki ¢alismalarda
S. fruticosa toprak istii kisimlarinin hekzan ve diklorometan ekstrelerinden izole
edilmistir (Exarchou vd., 2015; Topgu vd., 2013). Ancak S. fruticosa ekstresi daha dnceki
calismalarda salvigenin iizerinden standardize edilmemis, miktar tayini yapilmamistir.
Bu anlamda bu tez ¢alismasi ile ilk kez S. fruticosa yapraklarinin etanol ekstresi iki farkli
flavon bilesigi olan hem rosmarinik asit hem de salvigenin igerikleri acisindan
standardize edilmis ve bu standardize ekstrenin karaciger yaglanmasina kars1 etkinligi ilk

kez bu tez calismasi kapsaminda aragtirilmistir.

T. parthenium ekstresinin verimi bu tez ¢alismasmda, literatiirde daha 6nce
calisilan verimleri ile kiyaslandiginda 2-3 kat daha fazla bulunmustur. Daha Onceki
calismalarda T. parthenium toprak iistii kisimlarinin alkol ekstrelerinin verimleri %2-3
olarak tespit edilmisken, bu tez galismasinda %9 verimle elde edilmistir (Pavela vd.,
2010; Vegh vd., 2014). Turun biyolojik olarak aktif olan en 6nemli sekonder metabolitleri
seskiterpen laktonlardir, bu seskiterpen laktonlarn en Onemlisi ise partenolittir.
Partenolit, bitkinin yapraklarinda %0,2-%0,5 araliginda bulunur, ancak godvdelerde
bulunmaz ve toplam seskiterpen igeriginin %85'ini olusturur (Bohlmann vd., 1982;
Heptinstall vd., Pareek vd., 2011). T. partenium toprak iistii kisimlarindan elde edilen
metanol ekstresi partenolit icerigi agisindan YPITK ve YBSK ile ¢ahisilmis ve droga ait
ekstrenin partenolit miktar1 %0,5 olarak Avrupa Farmakopesine uygun sekilde tespit
edilmistir. Daha Once partenolit igerigi agisindan standardize edilmis T. parthenium
ekstreleri ile yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Hepinstall vd., 1992; Sur vd., 2009). Ancak
ilk kez bu tez ¢aligmasi kapsaminda yagl karaciger hastaligina karsi partenolit icerigi

acisindan standardize T. parthenium ekstresi ile ¢alisilmustir.
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T. officinale ekstresinin ise daha onceki ¢alismalarda elde edilen verimi %25
civarinda bulunmusken, bu tez ¢alismasi kapsaminda T. officinale ekstresinin verimi %8
olarak bulunmustur (Aabideen vd., 2020). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda ekstre verimleri
literatlir ile karsilastirildiginda biiyik oranda uyumluluk gostermistir. T. officinale
preparasyonlar1 0zellikle cicek, yaprak ve koklerde bulunan fitokimyasallar nedeniyle
aragtirmalara konu olmustur. Bitkide bununan baslica fitokimyasallar: karotenoitler;
flavonoitler (6rn., kersetin, krizoeriol, luteolin-7-glukozit); fenolik asitler (6rn., kafeik
asit, klorojenik asit, sikorik asit); polisakaritler (6rn., iniilin); seskiterpen laktonlar (6rn.,
taraksinik asit, taraksakozit, 11p,13-dihidrolaktusin, ikserin D); steroller (6rnegin,
taraksasterol, [-sitosterol, stigmasterol); triterpenler (drnegin, a-amirin) olarak
siralanabilir (Amin Mir vd., 2013; Singh vd., 2008). Bu tez ¢alismasinda ise T. officinale
ekstresinin klorojenik asit ve rutin icerigi YPITK ydntemi ile teyit edilmis ve Avrupa
Farmakopesi’nde belirtilen klorojenik asit madde miktar tayini YBSK yontemi ile

arastirilarak miktar1 %0,3 olarak tespit edilmistir.

Tiim YPITK ve YBSK calismalarmdan alman sonuglar dogrultusunda ¢alisilan
tum ekstrelerin fitokimyasal standardizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilerek, ekstrelerin

fitokimyasal agidan Farmakope’ye uygunluklari ortaya konulmustur.

5.2. In vitro 6n tarama deneyleri

6 farkl ekstre ayr1 ayri hiicre kiiltliriinde yaglh karaciger modelinde Nil Kirmizisi
boyamas: ile ve yine hucre kiltirinde GSH, MDA, ALT ve AST o&lctmleri ile
arastirilmistir. Bu ¢aligmalarin tamami1 HepG2 hiicre hattinda calisilacagi i¢in dncelikle
tim ekstrelerin bu hiicre Uzerinde toksik olmayan dozlar1 belirlenmistir. Bu amagla
ekstrelerin 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda MTT metodu ile sitotoksisite
calismalar1 yapilmig ve S. fruticosa ekstresi hari¢ diger ekstrelerin neredeyse tamami bu
hiicre hattinda denenen maksimum dozda (1 mg/mL) dahi toksisite gostermemistir. S.
fruticosa ekstresi icin sitotoksisite calismasi sonucunda c¢aligilabilecek maksimum
konsantrasyon 0,25 mg/mL ve alt1 olarak tespit edilmistir. Diger tiim ekstreler de esit
calisma kosullar1 olmasi adina 0,25 mg/mL konsantrasyonda c¢alisilmistir. S. fruticosa
ekstresi ve major bilesenleri daha Onceki c¢alismalardan da HepG2 hiicrelerinde
toksisiteleri bilinen maddelerdir. Bu ¢aligma kapsaminda S. fruticosa ekstresinin major

metabolitlerinden birisi olarak belirlenen salvigenin bilesigi daha onceki ¢alismalarda
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HepG?2 hiicrelerine kars1 antikanser etki agisindan arastirilmis ve tek basina salvigeninin
HepG2 hiicrelerinde antikanser etkisinin 1C5=165,56 pg/mL oldugu tespit edilmistir
(Sekerler vd., 2020). Diger ekstrelerin daha 6nceki ¢aligmalarda HepG2 hiicrelerine kars1

sitotoksik etkileri Uizerine herhangi bir deneysel ¢alismas1 bulunmamaktadir.

Calisilabilecek maksimum ortak konsantrasyon sitotoksisite deneyleri ile
belirlendikten sonra hiicre kiiltiirinde yagh karaciger arastirmalar i¢in farkli deneyler
gerceklestirilmistir. Bu paragrafta sirasiyla hiicre kiltiriinde yapilan tim deneylerin ne
amacgla yapildigr ve yagh karacier modeli ile iliskisi ag¢iklanmistir. Caligsma
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra hiicre kiiltiirii c¢alismalarinda arastirilan
parametrelerden birisi olan lipit peroksidasyonu, yaglarin yiikseltgenmesi sonucu
bozulmasi anlamina gelmektedir (Daraie vd., 2012). Lipit peroksidasyon deneyinde
calisilan ekstrelerin lipit peroksidasyon urint olan MDA diizeylerini diisiirmesi
amacglanmigtir. Hiicre ortamindaki bir diger c¢alisma ise hiicrelerdeki glutatyon
seviyelerinin Olglimiine dayanmaktadir. Glutatyon, hiicreleri serbest radikaller,
peroksitler ve agir metaller gibi reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerinden koruyan bir
antioksidandir. Yagh karaciger modelinde hiicre kiiltiiri ortamimin Nil Kirmizis1 adi
verilen floresan 6zellikli bir boya ile boyanmasi sonucu elde edilen kirmizi renkli yag
hiicrelerinin tespiti yapilmig ve boyanan vakuollerin yogunluk derecesi ile ekstre
muamelesinden 6nce ve sonra hiicre ortaminda yaglanma diizeyleri tespit edilmistir. In
vitro gergeklestirilen bir diger ¢alisma olan hiicre ortaminda karaciger i¢in 6nemli iki
enzim olan ALT ve AST miktarlar1 6l¢iilmiis ve sonuglar pozitif kontrol olan resveratrolle
karsilastirilmistir. Tartisma boliimii olan bu boliimde, asagida yer alan alt basliklarda in
vitro sonuglar yalnizca etkili bulunan 3 ekstrenin (A. sativum, M. sylvestris ve S. fruticosa

ekstreleri) sonuglari tizerinden degerlendirilmistir.

5.2.1. A. sativum ekstresinin in vitro sonuclari

Denenen konsantrasyonda (0,25 mg/mL) lipit peroksidayon driini olan MDA
diizeylerinin diistiriilmesinde en yiksek etkinlik A. sativum ekstresinde gézlemlenmistir.
A. sativum ekstresi lipit peroksidasyon iirlinii olan MDA diizeylerini %48,2 oraninda
azaltmustir. Pozitif kontrol olan resveratrol ise MDA diizeylerinde %31,8 oraninda azalma
saglamigtir. A. sativum’un farkli ekstreleri daha Onceki caligmalarda da lipit

peroksidasyonu yoniinden enzimatik olarak arastirilmis ve ekstrelerin lipit peroksidasyon
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iiriinlerinin diizeylerini diisiirme giicii yiiksek bulunmustur (Bozin vd., 2008; Unyayar
vd., 2006). Bontempo ve digerleri ise 2021 yilinda yayinlanan bir ¢aligmada allisin igerigi
analiz edilen ve siyah sarimsak olarak belirtilen A. sativum ekstrelerinin HepG2
hiicrelerinde lipit peroksidasyon fiiriinlerine ait analizleri gerc¢eklestirmis ve ekstrenin,
lipit peroksidasyon seviyelerinin inhibisyonunda etkili oldugunu tespit etmislerdir
(Bontempo vd., 2021). Ancak Bontempo ve digerlerinin yaptigi bu ¢calismada elde edilen
bulgular bu tez ¢aligmasi ile karsilastirildiginda bu tez calismasinda elde edilen ekstrenin
allisin igerigi agisindan madde miktar1 bilinen bir ekstre olmasi tez caligmasinin niteligini

ve sonuglarin tekrarlanabilirligini arttirdigindan dolay1 6nem tasimaktadir.

Hiicre kulturunde glutatyon dlcimlerinde ortamdaki en fazla glutatyon dizeyi
artig1 A. sativum verilen grupta gortilmistiir. A. sativum ekstresi verilen grupta glutatyon
diizeyleri %59,1 oraninda artmustir. A. sativum ekstresi verilen grupta Nil Red boyama
sonucunda ortamdaki yag vakuollerinin miktari oleik ve palmitik asitle indiiklenmis hiicre
ortamina gore pek farklilik géstermemistir. AST ve ALT duzeylerinde A. sativum ekstresi
sirastyla %65 ve %50 oraninda bir azalmaya neden olmustur. Ekstre genel olarak in vitro
karaciger yaglanmasi metodunda iyi sonuglar vermis olmasina ragmen ileri caligmalar
icin se¢ilmemistir. A. sativum ekstresi ile ¢alismalara devam edilememesinin nedeni bu
tez konusu dnerisi sunulduktan sonra A. sativum ekstreleri ile klinik bir ¢alismada non-
alkolik karaciger yaglanmasi ¢alismasi yapilmis olmasidir (Soleimani vd., 2020). Ayrica
denenen 6 ekstre icerisinde A. sativum ekstresi ile yakin ve daha iyi etki gosteren
ekstrelerin de mevcut olmasi A. sativum ekstresi ile yapilan ¢alismalarin ileri diizeye

tasinamamasi i¢in bir diger gerekce olmustur.

5.2.2. M. sylvestris ve S. fruticosa ekstrelerinin in vitro sonuglari

Lipit peroksidasyon deneyinde MDA diizeylerinde M. sylvestris ve S. fruticosa
ekstrelerinde sirastyla %36,4 ve %27,3 oraninda azalma tespit edilmistir. Daha dnceki
calismalarda M. sylvestris ciceklerinden elde edilen ekstrelerle enzimatik olarak lipit
peroksidasyon seviyeleri Gzerine olan etkileri incelenmis ve M. sylvestris yaprak
ekstreleri ile karsilastirildiginda daha iyi sonuglar alindigi goriilmistiir (Barros vd.,
2010). M. sylvestris’in hem ¢igekleri hem de yapraklarindan elde edilen ekstrelerin farkli
organ hasar1 durumlarinda (bdbrek, beyin, kalp vb.) lipit peroksidasyon iiriinlerine ait

diizeyleri diisiirdiigii daha dnce yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir (Barros vd., 2010;
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Marouane vd., 2011; Saad vd., 2017; Zhen-Yu, 2005; Zuo vd., 2017). Yine bu tez
caligmasi kapsaminda elde edilen bulgularin daha 6nceki ¢alismalardan bir farki hem
Farmakopeye uygun standardize ekstre ile ¢aligilmasidir. Ayrica bir diger 6nemli yani
elde edilen lipit peroksidasyon deney sonug¢larmm hem hicre kilttrinden hem de hayvan
deneylerinden alinmis ve sonuglarin birbirlerini destekliyor olmasidir. S. fruticosa
metanol ve su ekstreleri A375 hiicre hattinda lipit peroksidasyon inhibisyonu agisindan
onceki caligmalarda Kyriakou ve digerleri (2017) tarafindan arastirilmistir. Ekstrenin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde hiicre ortaminda lipit peroksidasyonunu diistirdiigii
goriilmiis ancak bu ¢aligmada ekstrenin herhangi bir fitokimyasal analizi yapilmamistir

(Kyriakou vd., 2017).

Tez kapsaminda ¢alisilan glutatyon 6l¢ciimlerinde ortamdaki glutatyon dizeylerini
en fazla M. sylvestris ekstresi %49,7 oraninda arttirmistir. Resveratrol ise %28 oraninda
bir artisa neden olmustur. Caligilan tim ekstreler resveratrole yakin sonuglar verirken T.
parthenium ekstresi ortamdaki glutatyon seviyesini %22,3 oraninda diistirmiistiir. Nil Red
boyama deneyinde M. sylvestris ile muamele edilen ortamda yag vezikiillerinin daha az
bulundugu tespit edilmistir. S. fruticosa ekstresinin de Nil kirmizis1 boyama sonuglarida
ortamda bulunan yag oranini azalttig1 goriilmiistiir. Resveratrol ALT seviyesini %30,9
oraninda diistirtirken; S. fruticosa ekstresi ALT duzeylerini %53,5, M. sylvestris ekstresi
ise %38,5 oraninda diisiirmiistiir. AST duzeyleri icin ise resveratrol %93 oraninda AST

seviyelerinde diisiise yol agarken M. sylvestris ise %46,5 oraninda sonug vermistir.

Hiicre kiiltiirii sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, M. sylvestris ekstresi
genel olarak tim deneylerde en belirgin etkinin goriildiigii ekstre olurken onu farkli
parametrelerde A. sativum ve S.fruticosa ekstreleri takip etmistir. Hiicre kiltiiri
sonuglarma goére in vivo deneyler igin M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri se¢ilmistir.
Ayrica alinan sonuglarda bu ii¢ ekstre hemen hemen birbirine yakin degerlerde etkili
bulundugu icin ve tez calismalar1 planlanirken ileri ¢alismalara 1 veya 2 ekstrenin
tagmacagi planlandigi i¢in, in vivo ¢aligmalara M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri ile

devam edilmistir.

5.3. Formulasyon

Tez kapsaminda ekstrelerin 6zgiin tastyici sistemleri gelistirilmis ve bunun i¢in

mikroemiilsiyonlar se¢ilmistir. 2 farkli 6zgiin mikroemulsiyon sistemi gelistirilmis olup
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in vitro caligmalar sonucunda belirlenen 2 ekstre olan M. sylvestris ve S. fruticosa
ekstrelerinin ~ her  birisi  farkli  mikroemilsiyonlarin  igerisine  yiiklenmistir.
Mikroemiilsiyonlar i¢in yag fazi olarak soya ve tar¢in yaglar1 kullanilmig ve yine farkl
YEM ve YYEM’ler yardimi ile dnformiilasyon c¢alismalar1 sonucunda tespit edilen
optimum formiilasyonlar hazirlanip bunlarin stabilite ve karakterizasyon c¢aligmalari
tamamlanmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda farkl sicaklik kosullarinda (4, 25 ve 40°C) bos
formiilasyonlarin karakterizasyon parametrelerinin stabil kaldiklar1 3 ve 6. aylarda
yapilan 6l¢iim ve analizlerde ortaya konulmustur. Ayrica yiiklii ve bos formiilasyonlarla
yapilan ¢aligmalar sonucunda formiilasyonlarin oral kullanim i¢in pH, viskozite gibi
parametreler acgisindan uygun oldugu tespit edilmistir. Damlacik boyutu, MI
formiilasyonu i¢in diisiik PDI degerleri ile 0,401 nm ile 1,365 nm arasinda degismektedir.
M1 formiilasyonunun PDI degerleri 0,590 ile 0,453 olarak tespit edilmistir. M2
formilasyonu i¢in ise PDI degeri 0,194 ile 0,378 arasindadir. M2 formiilasyonunun
damlacik boyutlar1 3,935 nm ile 132,1 nm arasindadir. Polidispersite indeksi ne kadar
yiiksekse, formiilasyon icindeki damlacik boyutunun tekdiizeligi o kadar diisiik
olmaktadir (Shakeel vd., 2007). M1 bos ve yiiklii formiilasyonlarin pH degerleri, oral
mukoza dokusu ile uyumlu normal cildin pH degerlerine yaklasarak 6.99-6.26 arasinda
bulunmustur. M2 i¢in ise pH deger aralig1 6,35-7,11 olarak kaydedilmistir. M1 bos
mikroemilsiyonun viskozitesi 613 cP olarak belirlenmistir. S. fruticosa etanol ekstresi
yiikklendiginde ise viskozite degeri 666 cP olarak bulunmustur. M2 bos
mikroemilsiyonunun viskozitesi ise 269 cP, yukli M2 formilasyonunun ise 285 cP
olarak belirlenmistir. Elektriksel iletkenlik, mikroemiilsiyonlarin mikro yapisinin analizi
icin yaygm olarak kullanilmaktadir (Abd-Allah vd., 2010). M1 formiilasyonlarinin
elektirik iletkenligi 9 ile 15 uS/cm arasinda bulunmustur. M2 i¢in ise elektrik iletlenlik
degeri 0 olarak tespit edilmistir. M1 mikroemiilsiyonlarin zeta potansiyel degerleri (-
0.00884)-(-0.000224) mV olarak belirlenirken M2 mikroemiilsiyonlarinin zeta
potansiyelleri 0,0184-(-0,019) olarak tespit edilmistir. Kirilma indisi 6l¢timii yapilmis ve
M1 i¢in 1.44498 ile 1.4444 arasinda, M2 i¢in 1,4673-1,4514 arasinda oldugu

bulunmustur.
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5.4. In vivo ¢ahsmalar

Halk kullanimindan yola c¢ikilarak segilen bitki droglarindan elde edilen
ekstrelerden in vitro ¢alismalarda alinan sonuglar bitki preparasyonlarinin etnobotanik
kullanimlar1 i¢in bilimsel bir dogrulama olmustur. In vivo g¢aligmalar igin in vitro
denemeler dogrultusunda segilen S. fruticosa ve M. sylvestris ekstreleri halk arasinda da
cesitli karaciger hastaliklarinda, obezitede veya dogrudan karaciger yaglanmasinda
kullanilan bitkilerdir (Amiri vd., 2013; Arenas vd., 2013; Asadollahi vd., 2019; Perfumi
vd., 1991). Bu baslikta da bu iki bitki formiilasyonlarinin in vivo deneylerde arastirilan
biyokimyasal parametreleri her bir parametre ayr1 paragrafta olacak sekilde literatiirle

karsilagtirmali olarak tartigilmustir.

In vivo galisma sonuglarina gore M. sylvestris ekstresi hayvanlarin genel viicut
kiitle artig hizlarmi diistirmeye yardim etmezken serum ve karaciger 6rneklerinden alinan
sonuclar bu ekstrelerin yagli karacigere bagli farkli kan ve karaciger fonksiyon
degerlerinin diizelmesine yardime1 oldugunu ortaya koymustur. S. fruticosa ekstresi ise
hayvanlarin karaciger indekslerini diisiirerek bu ekstrenin karaciger hacminin artigina

etkili oldugu ortaya konulmustur.

GSH-Px, karaciger mitokondrilerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve GSH-
Px karacigerde bir antioksidan oldugu; daha onceki ¢calismalarda NAYKH'da GSH'nin
onemli bir rolii oldugu gosterilmistir. GSH-PX, ana NAYKH belirteclerinden birisi
oldugu bilinmektedir (Vairetti vd, 2021). Bu tez ¢alismasmnin sonuglari, S. fruticosa
etanol ekstresinin in vivo NAYKH modelinde GSH-Px seviyelerini arttirdigini
gostermistir. Boylece NAYKH i¢in Onemli parametrelerden biri olan GSH-Px
seviyesinde degisiklge neden olan ajanlarin tedavide etkili olabilecegi diisiiniilebilir.
Daha oOnceki c¢alismalarda, baska bir Salvia turl olan S. officinalis ekstresinin,
hepatotoksisite olusturulan hayvanlarda GSH-Px seviyelerini arttirdigr bulunmustur
(Samiei vd., 2019). Bagka bir ¢alismada, S. officinalis inflizyonlarimin igilmesinin de
karaciger antioksidan diizeylerini artirdig1 gozlenmistir (Lima vd. 2005). Bir ¢calismada,
S. fruticosa'nin su ekstrelerinin ve ana metaboliti olan rosmarinik asitin saglikli hiicre
hatlarinda GSH-Px seviyelerini arttirdig1 gézlenmistir (Altay ve Bozoglu, 2017). Ancak
bu tez galismasi, S. fruticosa etanol ekstresinin NAYKH ile induklenen hayvanlarda
GSH-Px seviyelerini arttirdigini gosteren ilk ¢alismadir. M. sylvestris ciceklerinden elde

edilen ekstrelerin daha onceki ¢aligmalarda da nefrotoksisite nedeniyle diisen serum
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GSH-Px seviyesini diizenledigi ortaya konulmustur (Babaei vd., 2017). Bu tez
caligmasinin sonucunda da M. sylvestris ekstresinin hem serum hem karaciger GSH-Px
diizeylerini arttrmaya yardimci oldugu ortaya konulmustur. Her iki ekstre de serum ve
karaciger GSH-Px diizeylerini yaklasik olarak ayni dlgiide arttirmis ancak M. sylvestris

ekstresinden elde edilen sonuglar istatistiksel olarak daha anlamli bulunmustur.

SOD biyokimyasal antioksidan bir parametre olarak bilinmekte, NAYKH
durumunda antioksidan seviyelerinin daha diisiik olmasi beklenmektedir. Caligmalar,
kontrollerle karsilastirildiginda NAYKH hastalarinda SOD gibi antioksidan diizeylerinde
azalmalar oldugunu gostermistir (Madan vd., 2006). S. officinalis ve S. refleksa turleri ile
yapilan oOnceki c¢aligmalarda, bu ekstrelerin karaciger hastaliklarinda serum SOD
diizeylerini arttirdigr bulunmustur (Hoveizi vd., 2020, Malen¢icmalencic vd., 2000). S.
fruticosa etanol ekstresi ile yapilan bu tez galismasinin sonucunda ekstrenin karaciger ve
serum SOD degerlerini arttirdigi belirlenmistir. Ayrica daha onceki c¢aligsmalarda S.
fruticosa major metabolitlerinden olan salvigeninin de lipit seviyelerinin diistiriilmesinde
gen diizeyinde etkili bulunmustur (Serino vd., 2021). M. sylvestris toprak (st
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin serum SOD degerini arttirdigi daha onceki
calismalarda da ortaya konulmus olsa da Avrupa Farmakopesi’ne gore malvin igerigi
acisindan standardize bir ekstre ile ilk kez bu calisma kapsaminda sonuclar ortaya
konulmustur (Marouane vd., 2011). Ayrica karaciger 6rneklerinin SOD seviyelerine M.
sylvestris ¢iceklerinden elde edilen ekstrelerin etkisi de ilk kez bu tez ¢alismasi
kapsaminda arastirilmistir. Tez kapsaminda SOD seviyelerine iligkin elde edilen
sonuclarda S. fruticosa ekstresi serum SOD seviyelerinde daha fazla artisa neden
olmugken, M. sylvestris ekstresi ise karaciger SOD seviyelerinde daha etkili olarak tespit
edilmistir.

MDA seviyeleri, NAYKH, NASH veya fibroz belirtecleri ile gii¢lii bir sekilde
iliskilendirilmistir (Zelber-Sagi vd., 2020). Daha 6nceki c¢aligmalarda S. officinalis
yapraklarindan elde edilen farkli polar ekstrelerin MDA seviyelerine etkileri in vivo
caligmalarda arastirilmistir (Samiei vd., 2020). S. fruticosa ekstresinin NAYKH icin
onemli bir parametre olan MDA diizeylerine etkisi ilk kez bu tez ¢aliymasinda detayli
olarak arastirilmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir. M. sylvestris yaprak ekstrelerinin
daha onceki caligmalarda akut bobrek ve karaciger hasarinda MDA diizeylerinin
iyilestirilmesinde etkili oldugu ortaya konulmustur (Najafi vd., 2017). Bu tez
calismasinda ise NAYKH modelinde diisen MDA diizeylerinin diizenlenmesinde M.
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sylvestris cicek ekstrelerinin etkisi arastirilmis ve diisen MDA diizeylerinin
yiikselmesinde etkili oldugu tespit edilmistir. MDA diizeyleri icin elde edilen verilerde S.
fruticosa ve M. sylvestris ekstreleri hem serum hem karaciger degerleri igin yaklasik

olarak ayn1 oranda etkili bulunmuslardir.

Serum ve Kkaraciger lipit diizeylerinin NAYKH durumunda yikseldigi
bilinmektedir ve trigliserit NAYKH durumunda diizeyi artan lipit degerlerinden birdigeri
olarak kayithdir (Jiménez-Agiero vd., 2014). Onceki calismalarda S. fruticosa sulu
ekstreleri, streptozotosin ile indiiklenen diyabet modelinde arastirilmis ve bu ¢alismada
sicanlarin trigliserit seviyeleri de Olgiilmiistiir. Daha 6nce yapilmis bu ¢alismada elde
edilen sonuglarda, S. fruticosa sulu ekstresinin trigliserit diizeyleri tzerine herhangi bir
etkisi gozlenmemistir (Benwahhoud vd., 2001). Bu tez ¢alismasinda ise, S. fruticosa
etanol ekstresinin NAYKH gelisen sicanlarinda trigliserit diizeylerini azalttig1
gbzlemlenmistir. M. sylvestris antosiyaninlerinin serum lipitlerini diistirdiigii daha 6nceki
bir ¢alismada ortaya konulmustur (Zhen-Yu, 2005). Ancak bu tez ¢alismasi kapsamida
ilk defa standardize M. sylvestris ekstresinin 6zellikle karaciger dokusunda da lipit
diizeylerine etkili oldugunu ortaya koymustur. Lipit diizeylerinin diisiiriilmesinde her iki
ekstre de pozitif kontrol olan simvastatin ile kiyaslandiginda daha az etkili bulunmus,

ancak simvastatine olduk¢a yakin degerlerde etki gostermislerdir.

Hayvan deneylerinde karaciger parametrelerine ait biyokimyasal analiz sonuglar1

Tablo 4.12.’de karsilastirmal1 olarak verilmistir.

Tablo 4.12. Ekstre yiiklii formiilasyonlarn in vivo kosullarda karaciger parametrelerine etkileri

S. fruticosa (400 mg/kg) | M. sylvestris (450 mg/kg)
GSH-Px (artis) %19,4 %15,6
SOD (artis) %23,6 %22,2
MDA (azalma) %43,7 %42,4
Trigliserit (azalma) %34,4 %25,1

ALP tez ¢alismasinda serum orneklerinden analiz edilen bir diger parametredir.
Onceki calismalarda, tipik aminotransferaz yiikselmelerinden ziyade, NAYKH'li
hastalarda alkalin fosfatazda biyopsi ile kanitlanmis bir yilikselme gozlemlenmistir
(Pantsari ve Harrison, 2006). Daha once yapilan ¢aliymalarda S. officinalis'in ALP

diizeylerine etkisi arastirilmis ve polar ekstrelerinin ve salvialonik asidin ALP diizeylerini
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diisiirdiigii gézlenmistir (Ahmadi ve Abdollahy, 2012; He ve Shen, 2014; Khosravi vd.,
2013). Ancak bu tez calismasi, S. fruticosa ekstresinin NAYKH durumunda ALP
diizeylerini azalttigini1 gosteren ilk ¢alismadir. Gentamisinle olusturulan nefrotoksisite
modelinde M. sylvestris ¢icek ekstrelerinin etkisi arastirilmis ve verilen ekstrenin
ozellikle 200 mg/kg dozda ALP degerlerini normallestirdigi daha onceki g¢aligmalarda
ortaya konulmustur (Yarijani vd, 2019). Ancak daha Once yapilan ilgili ¢alismada
kullanllan M. sylvestris ekstresi fitokimyasal yonden arastirilmamistir. Ozellikle
biyolojik etki tekrarlanabilirligi agisindan bitkisel iirlinlerde kimyasal profilin veya
marker maddelerin ortaya konulmasi ve hatta miktar tayininin yapilmasi gereklidir
(Bauer, 1998). Bundan dolayr hem detayli fitokimyasal analizi hem de NAYKH
modelinde yiikselen ALP diizeylerinin arastirilmasi1 yoniinden, ayrica verilen ekstrelerin
bir farmasotik formiilasyon sistemi ile uygulanmis olmasi agisindan bu tez calismasi daha
onceki c¢alismalardan farklilik gOstermektedir. Formulasyon ile hayvanlara ekstre

uygulamada teknik kolaylik saglanmis olmasi ise calismaya ayrica bir katki saglamastir.

AST ve ALT seviyelerinin genellikle karaciger fonksiyonunu degerlendirmek
icin kullanildig1 bilinmektedir. Onceki calismalar da ALT'min NAYKH ile iliskili
oldugunu gostermistir. Dahasi, AST ve ALT degerleri, artan NAYKH riski ile
iligkilendirilmistir. ALT/AST orani, hepatik yag infiltrasyonunun ve hepatik steatozun
derecesini degerlendirmek i¢in kullanilabildigi de bilinmektedir (Zou vd., 2020). Daha
once yapilan ¢aligmalarda S. fruticosa ugucu yagmin serum AST ve ALT seviyelerine
etkisi arastirilmis ve ugucu yagin AST ve ALT seviyelerine etkili olmadigi tespit
edilmistir (Biilbiil vd., 2016). Bu tez ¢alismasi sonucunda ise, yagli beslenme sonucu
yiikselen AST ve ALT diizeylerinde ekstre yiiklii formiilasyonlarin uygulanmasiyla diisiis
gozlemlenmistir. Ancak S. fruticosa ekstresinin bu tez ¢alismasi kapsaminda standardize
edildigi fenolik bilesiklerden birisi olan rosmarinik asitin daha 6nceki ¢calismalarda hem
in vivo hem de in vitro olarak total kolesterol, trigliserit, LDL-C, ALT, AST ve MDA
diizeylerini azalttig1 ve HDL-C, SOD ve adenosin trifosfat diizeylerini artirdig1 ortaya
konulmustur. Hematoksilen&eozin boyama ve Nil red yontemleri ile, rosmarinik asitin
iyi bir lipit diisiiriicti etkiye ve karaciger hasar1 lizerinde dnemli koruyucu etkilere sahip
oldugu daha 6nce Luo ve digerlerinin 2021°de yapmis oldugu ¢alismada gdsterilmistir.
Daha once yapilan bu ¢alismada transmisyon elektron mikroskobu ve JC-1 floresan
sonuglari, rosmarinik asitin hepatositlerde mitokondriyal hasar1 iyilestirebilecegi

gosterilmistir. Ek olarak flow sitometre sonuglari, rosmarinik asitin LO2 hiicrelerinde
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radikal olusumunu ve apoptozu inhibe ettigini gostermistir. Bu ¢alismaya ait sonuglar,
rosmarinik asitin mitokondriyal hasar1 onararak NAYKH belirteglerini belirgin sekilde
azalttigini gostermistir (Luo vd., 2021). Baska bir ¢alismada alinan sonuglara paralel
olarak bu tez caligmasi sonucunda daha 6nce M. sylvestris ¢icekli toprak iistii kisimlari
ile yapilan hepatoprotektif etki caligmalarinda ekstrenin kan degerlerini (ALT, ALP, AST
vb.) tyilestirdigi ve biiyiik 6l¢iide parasetamol ile indiiklenen karaciger hasarini 6nledigi
bulunmustur (Hussain vd., 2014). Ayrica sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede artan
ALT ve AST duzeylerini M. sylvestris ekstrelerinin diisiirdiigii de daha once yapilmis
deneysel bagka bir ¢calismanin sonuclarinda yer almaktadir (Yarijani vd., 2018). Bu tez
caligmasinda serum ve karaciger degerlerine ilave olarak M. sylvestris verilen gruplarda
non-alkolik karaciger yaglanmasma bagli karaciger histopatolojisinde var olan
balonlasma, enflamasyon ve steatoz gibi parametrelerin de ekstre kullanimi ile
diizelebildigi gozlemlenmistir. Ozellikle enflamasyon ve balon hiicre olusumunu
M. sylvestris ektresinin 450 mg/kg dozda 6nledigi tez ¢aligmasi ile ortaya konulmustur.
Daha 6nce yapilan bir klinik ¢alismada, M. sylvestris toprakiistii kisimlarinin toz edilerek
kapsiillerde hastalara verilmesi durumunda, karaciger hasar1 olan hastalarda M. sylvestris
uygulanmasmin hastalarin ALT-AST diizeylerinde olumlu bir etki gosterdigi ortaya
konulmustur (Aktas vd., 2014). Serum AST seviyelerini M. sylvestris ekstresi daha fazla
diizenlemisken, S. fruticosa ekstresi de M. sylvestris ekstresine kiyasla serum ALT

diizeylerini daha fazla diistirmiistiir.

Kan sekeri diizeyi NAYKH ile dogrudan iliskilendirilemese de bu tez
calismasinda kan sekeri diizeyleri de bir parametre olarak degerlendirilmistir. Daha
onceki diyabet ¢alismalarinda S. fruticosa ekstrelerinin kan sekeri tizerindeki azaltici
etkisi gosterilmistir (Perfumi vd., 1991). Bu tez calismasi kapsaminda da daha 6nceki
calismalarda oldugu gibi S. fruticosa ekstresinin kan glikoz duzeylerini bir miktar
diistirdigii belirlenmistir. S. fruticosa sulu infiizyonlar1 daha 6nceki ¢alismalarda diyabete
kars1 arastirilmis ve kan glikozunu diisiirmede basarili sonuglar alinmistir (E1-Wahab vd.,
2015). Daha once yapilan klinik bir ¢alismada M. sylvestris yapraklarini igeren
takviyelerin kan sekerini diisiirdiigii bulunmus olsa da (Shahriyari vd., 2018), bu tez
calismast NAYKH ile ortaya ¢ikan kan sekerinin yiikselmesi durumunu M. sylvestris

ciceklerinden elde edilen ekstrelerin diisiirebileceginin ortaya konuldugu ilk ¢aligmadir.

Hayvan deneylerinde serum parametrelerine ait biyokimyasal analiz sonuglari

Tablo 4.13.’te karsilastirmali olarak verilmistir. Ayrica hem in vivo deneylerde hem in
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vitro deneylerde ortak olarak galisilan parametrelerin de karsilastrma tablosu Tablo

4.14.’te yer almaktadir.

Tablo 4.13. Ekstre yiiklii formiilasyonlarin in vivo kosullarda serum parametrelerine etkileri

S. fruticosa (400 mg/kg) ‘ M. sylvestris (450 mg/kg)

GSH-Px %25,3 %41,5
SOD %41,4 %21,3
MDA %40,5 %40,1
Trigliserit %26,3 %45,5
ALP %30,9 %21

AST %5,6 %31

ALT %19,4 %24,4
HDL %40,7 %25,5
LDL %22,9 %24,1
Toplam kolesterol %27,1 %15,3
Glikoz %21,8 %37,6
insiilin %38,2 %43,1

Tablo 4.14. Ekstre in vitro-in vivo sonug¢ karsilastirmasi

S. fruticosa M. sylvestris

GSH in vivo %25,3 %41,5
GSH in vitro %12,3 %49,7
MDA in vivo %40,5 %40,1
MDA in vitro %27,3 %36,4
AST invivo %5,6 %31

AST in vitro %27,9 %46,5
ALT invivo %19,4 %24,4
ALT in vitro %53,5 %38,5

Genel anlamda, bilgimiz dahilinde S. fruticosa ekstresi ile daha dnce NAYKH
modelinde in vitro ya da in vivo herhangi bir deneysel ¢aliyma bulunmamaktadir ve bu
tez galigmasi bu kapsamda yapilmis ilk ¢caligmadir. Ancak diger Salvia turleri ile daha
onceki ¢aligmalarda NAYKH ile ilgili bazi aragtirmalar yapilmigtir. Chia olarak bilinen
ve diyetlerde yer alan S. hispanica tohumlart ile yapilan bir klinik ¢aligmada S. hispanica
tohumu verilen hasta gruplarinda non-alkolik karaciger yaglanmasinin Onlendigi

gosterilmistir (Medina-Urrutia vd., 2020). Daha 6nce yapilan baska bir ¢calismada ise S.
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grossheimii toprak {istii kisimlarindan hazirlanan alkol ekstreleri siganlarda alkolle
indiiklenen karaciger yaglanmasima karsi arastirilmis ve pozitif kontrole yakin sonuglar
elde edilmistir (Hosseini vd., 2019). S. plebeia yapraklarinin etanol ekstreleri ise non-
alkolik karaciger yaglanma modeli olusturulmus hayvanlarda denenmis ve kan ve
karaciger enzimlerinde ekstre verilen hayvanlarda diisiis gozlemlenmistir (Choi vd.,
2016). Ote yandan yine bilgimiz dahilinde M. sylvestris de dahil olmak iizere Malva
tiirlerinde daha 6nce karaciger yaglanmasina karsi deneysel bir ¢alisma yapilmamistir ve

bu tez caligmasi bu kapsamda detaylica yapilan ilk ¢alismadir.

Kisaca tekrarlandiginda ve Ozetlendiginde tez ciktis1 olarak ilk defa
gerceklestirilen calismalar ve elde edilen bulgular NAYKH i¢in halk tibbindan yola
cikilarak gelistirilmis ve in vivo deneylerde iyi sonuglar alinmis iki farkli standardize
fitoterap6tik prototipler ortaya konulmustur. Bu tez ¢alismasinda ¢alismalara 6 drog ile
baglanmigtir. Bu droglardan elde edilen 6 farkli ekstreden %50°si yani 3 tanesi (A.
sativum, M. sylvestris ve S. fruticosa ekstreleri) hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda basarili
sonuclar vermistir. Hicre Kkuilturi deneylerinde ekstrelerin hiicredeki toksisiteleri
belirlendikten sonra sonuglar 5 farkli parametre iizerinden degerlendirilmistir. Ileri
caligmalar i¢in ve gelistirilen 6zgiin formiilasyonlara yiiklemek i¢in 2 ekstre (S. fruticosa
ve M. sylvestris) secilmistir. Bu asamada 3 ekstre icerisinden 2 tanesi ile devam
etmemizdeki esas neden maddi olarak 3 grup daha ilave hayvan ile ¢alisma imkanimizin
olmayis1 ve tez projeleri tasarlanirken ileri ¢alismalar igin 1-2 ekstrenin segilebileceginin
diisiiniilerek projelerin ve biit¢elerinin tasarlanmigs olmasidir. Bu asamada 3 ekstre
icerisinden A. sativum ekstresinin secilmeme nedeni ise A. sativum ekstresi ile 2020
yilinda bir NAYKH ¢alismasinin gerc¢eklestirilmis olmasidir (Soleimani vd., 2020). Diger
ekstrelerle hi¢ ¢alisilmamis olunmasi tezin 6zgilinliigiinii daha da giiclendireceginden S.

fruticosa ve M. sylvestris ekstreleri ile devam edilmistir.

Tez ¢aligmasinda 2 adet 6zgiin mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirilmistir. Bu
formilasyonlardan birisine farkli dozlarda S. fruticosa ekstresi, digerine ise farkli
dozlarda M. sylvestris ekstresi yiiklenmistir. Bu 0zgiin fitoterap6tik formiilasyon
prototipleri ile in vivo deneylerde biyokimyasal olarak serum 6rneklerinden 12, karaciger
orneklerinden 4 farkli parametre; histopatolojik olarak ise 4 ayri parametre incelenmistir.
In vivo deneyler 12 gruba ayrilan toplamda 96 siganla caligilmistir. Deney hayvanlari ile
arastirtlan parametreler icerisinden S. fruticosa ekstresi biyokimyasal analizlerin

%50’sinde anlamli olarak daha iyi sonu¢ vermistir. M. sylvestris ekstresi ise biyokimyasal
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analizlerde parametrelerin  %56,3’linde daha etkili bulunmustur. Histopatoloji
calismalarinda ise S. fruticosa ekstresi pozitif kontrolle kiyaslandiginda ayni diizeyde etki
gOstermisken, M. sylvestris ekstresi ise %75 oranda anlamli bigimde daha etkili

bulunmustur.

Bulgular dogrultusunda gelecekte yapilmasi onerilen ve planlanan ¢aligmalar
arasinda bu tez ¢aligmasinda gelistirilen formiilasyonlarm NAYKH Uzerinde etkilerinin

klinik aragtirmalarda da arastirilmasidir.

Genel degerlendirme olarak, tasarlanip gelistirilen Ozgiin fitoterapotik
formilasyonlar hayvan deneylerinde umut vaat edici sonuglar vermis, pek ¢ok farkli
parametre acisindan degerlendirilerek sonuglar istatistiklerle ortaya konulmustur. Tez
kapsaminda bir fitoterapotik prototip olarak denenen S. fruticosa ve M. sylvestris
ekstreleri yikli formiilasyonlarin klinik ¢alismalara gegebilecek potansiyelde oldugu ve
klinik denemelerden sonra piyasada karaciger yaglanmasina kars1 kullanilabilecek etkili
iriin potansiyellerinin bulundugu ortaya konulmustur. Boylelikle kadim Materia Medica
bilgilerinin, yani geleneksel Farmakognozinin modern ve analitik yontemlerle teknolojik
formiilasyonlar1 ortaya konulmus ve kanita dayali dogrulamalar1 yapilmistir. Bu bitkiler
yillardan bu yana halk arasinda gida olarak kullanilmakta ve in vitro ve in vivo toksisite
caligmalar1 da bu bitkilerden elde edilen formiilasyonlarin oral kullaniminm glvenli
oldugunu ortaya koymaktadir. Her iki durum da g6z oniine alindiginda tez kapsaminda
calisilan ekstre yiiklii formiilasyonlar etkinlik ve toksisite agisindan umut vadetmektedir.
Tez calismasindan elde edilen bulgular ileri klinik arastirmalar, faz g¢alismalar1 ve
farmakokinetik deneylerle ileri projelerde gelistirilerek heniiz kanitlanmis ve etkin bir

tedavisi bulunmayan NAYKH i¢in 6nemli bir bilimsel alt yap1 niteligindedir.
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