ENGINAR YAPRAGININ SULU EKSTRAKTININ
ALKOLE BAGLI OLMAYAN YAGLI KARACIGER
HASTALIGI (NAFLD) UZERINE IN VIVO VE IN
VITRO ETKINLiIGININ DEGERLENDIRILMESI

Nursena YUKSEL
Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem OZDEMIR TOZLU

2023
Her hakki sakhdar.



ERZURUM
TEKNIK UNIVERSITESI
2010

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZIi

ENGINAR YAPRAGININ SULU EKSTRAKTININ ALKOLE BAGLI
OLMAYAN YAGLI KARACIGER HASTALIGI (NAFLD) UZERINE IN VIVO
VE IN VITRO ETKINLIiGININ DEGERLENDIRILMESI

Nursena YUKSEL

Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem OZDEMIR TOZLU

Anabilim Dah: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Erzurum
2023
Her hakki sakhdir



ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

Erzurum Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun
olarak hazirladigim bu tez i¢indeki tiim bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin
iretilmesi asamasinda bilimsel etige uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin

kaynaklar1 atif yaparak belirttigimi beyan ederim.

13/07 /2023

Nursena YUKSEL



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem OZDEMIR TOZLU

Alkolsiiz yaglh karaciger hastaligi (NAFLD) karacigerin kiitlesinin %5 inin iizerinde yag oranina
sahip oldugu, diinyadaki en yaygin kronik karaciger hastalifi olup yetiskin popiilasyonun %30’unda
goriilmektedir. NAFLD genis bir hepatik fenotip yelpazesini kapsayan karmasik bir hastaliktir. Bu
sebepten etkili tedavi stratejileri, bitkisel ve kimyasal ¢esitli ilag destekleri bulunmamakta, gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna karsin bu calisma ile terapotik ajan olarak geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilan enginar yapraginin sulu ekstresinin hedef hastaligimiz olan NAFLD iizerindeki potansiyel etkisi
in vitro kosullarda HepG2 hiicrelerinde oleik asitle olusturulan NAFLD modeli iizerinde hiicre canliligi,
TAS-TOS, molekiiler genetik teknikler kullamilarak belirlenmis olup ardindan etkinligi belirlenen giivenli
doz Sprague-Dawley irki ratlarin {izerinde yiiksek yagli diyetle beslenerek olusturulan NAFLD modelinde
biyokimyasal, hematolojik ve histopatolojik degerlendirmeler yapilarak belirlenmistir. Caligmada 15 adet
sican kullanilmigtir. Grup 1(saglikli kontrol n=5), Grup 2(model kontrol n=5), Grup 3(tedavi grubu n=5)
olmak tizere 3 grup olusturulmustur. HepG2 hiicrelerinde oleik asit maruziyetiyle olusturulan NAFLD
modelinde lipit birikimi goriilmiis model ORO boyama ile dogrulanmistir. Ayrica tedavi uygulanan
gruplarda enginar yapragmin sulu ekstresinin hiicre canliligini arttirdigi, oksidatif stresi iyilestirdigi
antioksidan kapasiteyi arttirdigi belirlenmistir. Yiiksek yagli yemle beslenen ratlarda olusturulan NAFLD
modelinde ise model kontrol gruplarinda karaciger parametreleri artmis olup tedavi sonrasinda iyilesme
gorillmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular neticesinde enginar yapraginin sulu ekstresinin
NAFLD’nin olusturdugu metabolik bozukluklara kars1 iyilestirici potansiyele sahip oldugu belirlenmis ve
bu hastalia karsi yeni tedavi stratejileri gelistirilmesine ve ¢esitli farmakolojik arastirmalara katki
saglayacagina inanilmaktadir.

2023, 66 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

EVALUATION OF IN VIVO AND IN VITRO EFFECTIVENESS OF
ARTICHOKE LEAF WATER EXTRACT ON NON-ALCOHOLIC FATTY
LIVER DISEASE (NAFLD)

Nursena YUKSEL

Erzurum Technical University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ozlem OZDEMIR TOZLU

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common chronic liver disease in the world,
in which the liver has a fat content of more than 5% of its mass, and is seen in 30% of the adult population.
NAFLD is a complex disease that encompasses a wide spectrum of hepatic phenotypes. For this reason,
effective treatment strategies, herbal and chemical various drug supports are not available and development
is needed. However, in this study, the potential effect of the aqueous extract of artichoke leaf, which is
widely used in traditional medicine as a therapeutic agent, on our target disease, NAFLD, was determined
in vitro on the NAFLD model created with oleic acid in HepG2 cells, using cell viability, TAS-TOS,
molecular genetic techniques, and then its effectiveness was determined. The determined safe dose was
determined by performing biochemical, hematological and histopathological evaluations in the NAFLD
model, which was created by feeding a high-fat diet on Sprague-Dawley rats. 15 rats were used in the study.
Three groups were formed: Group 1 (healthy control n=5), Group 2 (model control n=5), Group 3 (treatment
group n=5). Lipid accumulation was observed in the NAFLD model induced by oleic acid exposure in
HepG2 cells, and the model was confirmed by ORO staining. In addition, it was determined that the aqueous
extract of artichoke leaf increased cell viability, improved oxidative stress and increased antioxidant
capacity in the treated groups. In the NAFLD model created in rats fed with high-fat diet, liver parameters
increased in the model control groups and improved after treatment. As a result of the findings obtained as
a result of this study, it was determined that the aqueous extract of the artichoke leaf has a healing potential
against the metabolic disorders caused by NAFLD, and it is believed that it will contribute to the
development of new treatment strategies and various pharmacological researches against this disease.

2023, 66 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

Alkolsiiz Yagh Karaciger Hastaligi (NAFLD), metabolik (disfonksiyon) iliskili
yagl karaciger hastaligi (MAFLD) olarak da bilinmekte olan alkol kullanim1 gibi bagka
acik bir nedeni olmaksizin karacigerde asirt yag birikmesi durumunu ifade eder
(Anonymous 2021; Anonymous 2022b). Diinyadaki en yaygin kronik karaciger hastaligi
NAFLD olup genel yetiskin popiilasyonunun %30'unda mevcuttur. NAFLD, yetiskin
popiilasyonun {i¢te birini etkileyen baslica risk faktorleri genetik yatkinlik, insiilin
direnci, obeziteye ek olarak hipertansiyon, hiperlipidemi, kardiyovaskiiler disfonksiyon,
sistemik inflamasyon ve bircok ekstrahepatik hastalik gibi metabolik sendromun (MetS)
ozelliklerine sahip olan ¢ok sistemli yaygin bir kronik karaciger hastaligidir (Byrne and
Targher 2015; Wen et al. 2020; Buyco et al. 2021). Bu nedenle, NAFLD, hareketsiz bir
yasam tarzi ile birlikte yiliksek kalori alimi nedeniyle 6niimiizdeki 10 yil i¢inde {istel bir
biiylime tahmini ile hizla diinya ¢apinda bir halk saglig1 sorunu haline gelmekte, karaciger
nakli ihtiyacinda giderek artan bir ihtiyaca sebep olmakta ve 2030 yilina kadar karaciger
transplantasyonunun en sik nedeni olmasi beklenmektedir (Rinella and Sanyal 2016;
Bagherniya et al. 2018; Soret et al. 2020; Noureddin et al. 2018).

Karaciger hastaliklarinin ilerlemesini 6nlemenin ve iyilestirmenin tek yolu son
donemlere kadar karaciger nakli olarak goriilmekteydi. Ancak donér kisileri hastalara
uydurmak son derece zor bir islemdir. Bu nedenle, karaciger yaglanmasi hastaligiyla
miicadele eden hastalar1 iyilestirmek icin alternatif yollar bulmaya acil bir ihtiyag
gelismistir ve NAFLD'nin karaciger hastaliklarinin ilerlemesinde kritik bir konumda
bulunmasi sebebiyle hedeflenmesi onem arz etmektedir. Bununla birlikte, NAFLD,
alkolsiiz steatohepatit (NASH), karaciger fibrozu ve inflamasyon dahil olmak tizere genis
bir hepatik fenotip yelpazesini kapsayan karmasik bir hastaliktir ve NAFLD ilerlemesinin
altinda yatan mekanizmalar hala biiylik dl¢lide anlasilamamistir. Bunun bir yansimasi
olarak NAFLD olan hastalar igin etkili tedavi stratejileri ve ilag destekleri
bulunmamaktadir (Wen et al. 2020; Tilg et al. 2021). Bu nedenden dolay1 NAFLD
hastaliginin prognozu, tedavisi ve/veya dnlenmesi i¢in terap6tik ajanlarin belirlenmesine
onemli bir 1ilgi vardir. Terapdtik ajan olarak geleneksel tibbi tedavilerin
olusturabilecekleri potansiyel olumsuz etkiler nedeniyle, bitkisel ilaglar ve fonksiyonel

gidalar (meyveler, sebzeler) gibi dogal ve giivenli {riinler olan tamamlayici tedaviler
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niteligindeki bitkilerin kuru materyal veya 6zlerinin potansiyel etkilerinin arastirilmasina

odaklanilmistir (Bagherniya et al. 2018).

Geleneksel tipta yaygin olarak kullanilan Asteraceae familyasina ait otsu bir bitki
olan enginar (Cynara scolymus), genellikle Akdeniz iilkeleri (6rn. Italya, Ispanya, Fransa,
Kuzey Afrika) ve Amerika'da yetistirilmektedir (Kwon et al. 2018). Enginar’in hem
klinik 6ncesi hem de klinik ¢alismalarda birgok hastalik iizerine tedavi edici ve koruyucu
etkileri gozlenmis olup ayrica lipit diisiiriicti ve hepatoprotektif bir ajan olarak potansiyel

gosterebilecegi belirlenmistir (Panahi et al. 2018; Majnooni et al. 2021).

Biz bu ¢aligmamizda alisilmisin disinda, terapotik ajan olarak lilkemizde yetisen,
mevsiminde toplanmis enginar yapraklar1 kullanilarak, NAFLD {izerindeki etkinligini
degerlendirdik. Literatiirde yaptifimiz arastirmaya gore iilkemizde yetisen enginarin
hedefledigimiz hastalik iizerine etkileri arastirilmamis olup ilk kez bizim ¢aligmamiz ile
bu bitkinin etkinlik potansiyeli hem in vivo hem in vitro olarak belirlenmistir. NAFLD
mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Calismamizda bakmis oldugumuz
parametreler sayesinde bu hastalik iizerindeki bilinmezliklerin kaldirilmasina, yeni
terapotik hedeflerin belirlenmesi ve yeni tedavi stratejilerinin olusturulmasi i¢in 151k

tutulmaktadir.

1.1. Karaciger Anatomisi ve Fizyolojisi

Karaciger viicudumuzda bulunan en biiylik organ olmakla beraber yiiksek bir
rejenerasyon yetenegine sahiptir (Tasdogan 2019; Acar 2021). Eriskin bireylerde viicut
agirh@inin yaklasik %2°lik bir kismini olusturmakta olup karin boslugunun sag iist
tarafinda, diyaframin hemen alt bolgesinde bulunmaktadir (Tasdogan 2019). Kadinlarda
yaklagik olarak 1.400 gr, erkek bireylerde ise 1.800 gr'a karsilik gelmektedir. Kan
beslemesi karacigerde iki kaynak tarafindan saglanmaktadir. Bunun %80'lik bir kismi
dalak ve bagirsaklar1 bosaltan portal ven tarafindan saglanirken, kalan %20'lik kisim
oksijenli kan, hepatik arter tarafindan saglanmaktadir (Sibulesky 2013). Karaciger,
metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesi, hepatobiliyer sistemin isleyisi, protein sentezi,
kolesterol sentezi ve depolanmasi, karbonhidrat (glukoz) depolanmasi ve salinmasi,

vitaminlerin depolanmasi (A, D, E, K ve B12), safra yapim, iire yapimi, cesitli ilag ve
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maddelerin viicut digina atilmasi ve bazi hormonlarin metabolizmast gibi 6nemli
biyolojik siireclerin isleyisinde aktif gorev almaktadir (Tasdogan 2019; Sentiirk 2019;
Acgar 2021).

Inferior Vena Cava Aort

Safra Kesesi
Hepatik Arter
Portal Vein
Ana Safra
Kanal1 Kesesi

Sekil 1.1. Karaciger anatomisi (Anonymous 2022a)’den degistirilerek alinmistir

Karacigeri hiicresel diizeyde inceledigimizde, fonksiyonel biriminin fizyolojik
olarak farkli apikal ve bazolateral membranlara sahip altigen hepatitlerden olusan lobiil
dedigimiz yapilar oldugunu goriiriiz. Bu altigenlerin her kdsesinde portal {iggen (portal
ven, hepatik arter, safra kanali) bulunur. Hepatositler islevlerine ve perfiizyonlarina gore

ii¢c bolgeye ayrilir.

Bolge 1: Bu, hepatositlerin periportal bolgesidir. Besleyici ve oksijence zengin
kana yakin oldugu i¢in en gecirgen ve ayni zamanda ilk yenilenen bolgedir. Yiiksek
perfiizyon kapasitesi nedeniyle bu bolge, beta-oksidasyon, glukoneogenez, safra
olusumu, kolesterol olusumu ve amino asit katabolizmasi gibi oksidatif metabolizmada

biiyiik ve dnemli bir rol oynar.

Bolge 2: Hepatositlerin perisantral bolgesidir. Birinci ve li¢iincii bolgeler arasinda

yer alir.
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Bolge 3: Portal {iggenden (portal ven, hepatik arter, safra kanal1) uzak oldugu i¢in
perfiizyonun en diisiikk oldugu bolgedir. Bu bolge glikoliz, detoksifikasyon, ilag
biyotransformasyonu, ketogenez, lipogenez, glikojen sentezi ve glutamin olusumunda

onemli bir rol oynar. (Saxena et al. 1999; Anonymous et al. 2023Db).

Karacigerde meydana gelen ve gelebilecek olan herhangi bir fonksiyon
bozuklugu, bir hastalik viicuttaki biitiin sistemleri dogrudan etkilemektedir (Sentiirk
2019). Karacigerde meydana gelen hastaliklara 6rnek olarak viral enfeksiyonlar olan
hepatit a, hepatit b, hepatit ¢, hepatit e, otoimmiin hastaliklar olan otoimmiin hepatit (AIH)
ve primer biliyer siroz (PBC), alkole bagh karaciger hastaligi, yiiksek yayginliga sahip
olan alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi (NAFLD) ve hepatoselliiler kanser 6rnek

verilebilir (Tajiri 2013).

Karacigerde meydana gelen fonksiyon bozukluklarinin tespiti i¢in klinisyenler
cesitli testler ve parametrelerden yararlanmaktadir. Bu parametrelerden biri protein
sentezleme yetenegidir. Alblimin karacigerin tirettigi dnemli bir proteindir. Albiimin
seviyeleri karacigerin nasil ¢alistigi hakkinda bize fikir verir burada suna dikkat edilir
alblimin seviyesi beslenme durumu ve nefrotik sendromlar gibi faktorlerden de etkilenir.
Bir diger 6nemsenmesi gereken durum da albiiminin yarilanma émrii 15-20 giindiir bu
nedenle akut karaciger fonksiyon bozuklugunu tanimlamada yetersiz kalabilir. Bu
nedenle albiimin seviyeleri pihtilasma c¢aligmalari ile birlestirilir ve dyle degerlendirilir.
Pihtilagma faktorleri faktor VIII disinda olmak iizere karaciger tarafindan iiretilmektedir.
Pihtilasma proteinleri protrombin zamani1 (PT) testi ile test edilir. Bu test su sekilde
calisir; karaciger hastalifinda albiimin ve pihtilasma faktorlerinin sentezinde bir azalma
meydana gelir. Pihtilasma faktorleri K vitamini kullanan bir yolla karacigerde
karboksillenir. Bu da yiiksek bir PT degerinin karaciger hasarina isaret edebilecegi
anlamma gelir (Hoekstra et al. 2013; Anonymous et al. 2023b). Karacigeri
degerlendirmeye yardimci olmak i¢in karacigerdeki ¢esitli degerler dikkate alinir. Bunlar
aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), bilirubin, alkalin fosfataz (ALP)
ve gama-glutamiltranspeptidaz (GGT) dir. Bu parametrelerin hasarin  varligim
yansitmasinin nedeni, bu enzimlerin karacigerin fonksiyonel birimi olan hepatositlerin
hasar1 {izerine dolasima salinan hepatositlerin bilesenleri olmasidir. ALT ve AST,

glukoneogenez i¢in dnemli enzimlerdir bununla beraber AST cesitli dokularda bulunur
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bunun aksine ALT karaciger i¢in daha spesifik bir parametredir. Bir diger 6nemli enzim
alkalin fosfataz (ALP) ise hem kemikte hem de safra agacinda bulunabilir, bu nedenle
spesifitesi disiiktlir ancak diger degerlerle beraber kullanildiginda hepatoseliiler hasar
kanit1 olarak anlamli bir sonug verir (Hoekstra et al. 2013; Anonymous et al. 2023b). Bu
parametrelerin haricinde karacigerde meydana gelen hasar ve fonksiyon bozukluklarinin
tespit edilmesinde bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) cihaz1 ve ultrasondan yardim alinmaktadir (Scheidler et al. 1995; Brehmer et al.
2018; Anonymous et al. 2023b).

1.2. Karaciger Yaglanmasi

Trigliseritler (TG'ler) karacigerde bulunan lipidin ana bilesenleridir ve serbest yag
asitlerinin esterlesmesi yoluyla iiretilir. Bu siire¢ su sekilde gerceklesir; karacigerlerde
trigliserit sentezi i¢in kullanilan iki farkli serbest yag asidi kaynagi kullanilir bunlar diyet
yag asitleri ve trigliserit depolarinin lipolizi ile adipoz depolarindan salinan yag
asitleridir. Bu serbest yag asidi dedigimiz yapilar alblimin ile paketlenir ve ardindan
karacigere tasinir. Hepatositler tarafindan alinir ve mitokondri, peroksizomlar veya
mikrozomlar i¢inde oksidasyona ugrarlar ve sonunda serbest yag asitlerimiz trigliseritlere
esterlesirler. Bu 6zetledigimiz siire¢ digliserit aciltransferaz (DGAT) tarafindan katalize
edilen ve bir¢ok basamaktan olusan bir siirectir ve nihai olarak trigliseritler tipik olarak
karacigerden salgilanan ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) olarak ¢ikarlar (Choi
and Diehl 2008).

TG'ler suda ¢oziinmezler ve bu yapilar1 sayesinde hiicreler iizerinde olumsuz
ozmotik veya kolloidal etkiler gostermeksizin yiiksek seviyelerde birikebilirler. Ayrica
TG'ler, karbonhidratlardan (4,5 kcal/g) veya proteinlerden (4 kcal/g) daha fazla kalori
yogunlugu (9 kcal/g) saglar bu durumda trigliserit birikimini destekler. TG’lerin bu
yapilart ile enerji talebi ve mevcudiyetindeki dalgalanmalara kars1 destek vermek icin
tercih edilen depolama besin maddesi olarak ¢alisirlar ve dkaryotik canlilarda ilk ortaya
cikiglar1 bu olayin sonucudur. Daha yiiksek gelismislik gosteren organizmalarda ise
TG’ler adipositlerde depolanir ve diger hiicre tiplerinde yalnizca olagandist kosullar
altinda birikir. Buna 6rnek olarak; gocmen kuslar, mevsimsel gocler sirasinda uzun siireli

ucuslar gerceklestirirler. Bu ucguslara hazirlanirken bir enerji  kaynagi olarak
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karacigerlerinde biiylik miktarlarda TG depolarlar. Bu gé¢men kuslarin yararina olurken
gocmen kuslar gibi, asir1 kalori tiiketen bazi insanlarinda karacigerlerinde yag depolamasi
gerceklesir. Ancak bu durum kuslarin aksine insanlarda olumsuz etkilere sahiptir ¢iinkii
saglikli yetiskin bir insan karacigeri, kiitlesinin %5'ine kadar lipit icermelidir (Brunt
2007) ve bunun iizerinde bir orana sahip yagl karaciger insan viicudunun isleyisi i¢in
uyumsuzdur ve ciddi klinik sonuglar1 dogurabilir (Choi and Diehl 2008; Cohen et al.
2011).

1.3. Alkolsiiz Yagh Karaciger Hastaligi (NAFLD)

Yagl karacigerin sebep oldugu klinik sonuglardan biri de yaygin bir patolojik
durum olan hepatositlerde lipit birikimi ile karakterize alkolsiiz yagli karaciger hastaligi
(NAFLD) dir. Basit steatozdan alkolsiiz steatohepatite (NASH) ve fibrozise kadar
gelisebilir ve NASH bu hastaliga sahip kisilerin dortte birinde meydana gelen ve
hastaligin ilerledigini ifade eden ayni zamanda sirozunda ana nedeni olarak karsimiza
cikar (Xiang et al. 2013). Eger NAFLD, NASH'a ilerlerse bu ilerlemenin sonunda sadece
siroz degil buna ek olarak karaciger kanseri, karaciger yetmezligi veya kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi ¢esitli komplikasyonlarin gelistigi gozlenebilir (Rinella and Sanyal 2016;
Anonymous 2021).

1.4. Alkolsiiz yagh karaciger hastahigi (NAFLD) epidemiyolojisi

NAFLD i¢in bazi cografi farkliliklar olmakla beraber kiiresel 6lgekte bakildiginda
yetiskin popiilasyonun yaklasik %25’inde gozlendigi tahmin edilmektedir (Younossi et
al. 2016). Bu durum zayif (obez olmayan) popiilasyonda %10-15’¢ kadar diiserken obez
veya diyabetik vakalarin yiiksek oldugu popiilasyonda %70-90'a kadar ¢ikmaktadir
(Younossi et al. 2018; Zou et al. 2020). Bolgelerde NAFLD prevelansina bakilacak olursa
Asya iilkelerinden toplanan son verilere gore %27,4'liik bir yayginlik bildirmistir (Seto
and Yuen 2017). Bu durum Hindistan'da %9 ila %53 arasinda degisen bir yayginlik
gosterirken (De and Duseja 2021) Orta Dogu ve Kuzey Afrika (MENA) i¢in bu oran
%32°dir ve diinya c¢apinda en yiiksek NAFLD prevalansina sahip olmakla beraber
gelecege dair bu oranin kétiilesme egilimi gosterdigi belirtilmistir (Sanai et al. 2020).

Yakin zamanlarda yapilan bir meta-analize gore ise NAFLD prevelanst Kuzey
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Amerika'da %24, Giiney Amerika'da %31, Avrupa'da %23'iken Afrika'da %14 oraniyla
en diistik prevelansa sahiptir (Younossi et al. 2016; Gadiparthi et al. 2020).

NAFL hastalarinin %25'i NASH'a ilerlemektedir. NASH ise hepatositlerde
balonlasma ve enflamasyonun varligini1 gosteren hepatik steatoz ile karakterize olan bir
hastalik olup hepatik fibroz, siroz ve HCC'ye ilerleme riski daha yiiksektir (Bashir et al.
2022; Muthiah et al. 2022) ve NAFLD, hareketsiz bir yasam tarzi ile birlikte yiiksek kalori
alim1 nedeniyle Oniimiizdeki 10 yil icinde {istel bir biiylime tahmini ile hizla diinya
capinda bir halk saglig1 sorunu haline gelmekte, karaciger nakli ihtiyacinda giderek artan
bir ihtiyaca sebep olmakta ve 2030 yilina kadar karaciger transplantasyonunun en sik
nedeni olmasi beklenmektedir (Sanyal 2016; Rinella et al. 2018; Bagherniya et al. 2018;
Soret et al. 2020).

1.5. NAFLD etiyolojisi, patofizyolojik mekanizmalar:1 ve molekiiler temeli

NAFLD olusum seyrine bakacak olursak tarihsel siirecte NAFLD’nin NASH’a
ilerleyisi Day ve James’in 1998 yilinda yapmis oldugu calismalara atfedilmis ve bu
calismada Day ve James ilk olarak “iki vurus” hipotezini 6ne siirmiislerdir (Day and
James 1998). Bu hipoteze gore "ilk vurus" insiilin direncinin indiikledigi karacigerin ana
parankim hiicresi olan hepatositlerde trigliserit birikimi yoluyla hepatik steatoz gelisimi
ile gerceklesir. Bu durum gerceklestiginde NASH'n inflamasyon, fibroz ve hiicresel
oliim o6zelliklerinin gelismesini baglatan ¢ok sayida olasi "ikinci vurusa" karsi karacigerin
savunma giiciinii zayiflatir. ikinci vurus ise sonucunda fibrozise yol acan oksidatif stres,
proinflamatuar sitokin aktivasyonu, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve bagirsaktan
tiretilen bakteriyel endotoksin gibi ¢esitli faktorler olabilir (Day and James 1998; Neshat
et al. 2021; RehabF 2022). Bununla birlikte, son yillarda ulasilan veriler bu teorinin
yetersiz kaldigim1 ve seri seklinde bir ilerleme yerine birlikte hareket eden farkli
parametreleri iceren “goklu paralel isabet hipotezi" teorisi olarak adlandirilan daha
karmagik mekanizmalarinin NAFLD mekanizmasin1 daha iyi agikladigini dnermistir
(Lonardo et al. 2017). Bu teoriye gore, insiilin direnci, adipoz hormonlari ve adipoz doku
disfonksiyonunun tiimii, beslenme faktorleri, genetik ve epigenetik faktorler,
mitokondriyal disfonksiyon, endoplazmik retikulum stresi, mikrobiyota, kronik diisiik

dereceli inflamasyon gibi ¢oklu patojenik faktorlerin dahil oldugu NAFLD mekanizmasi
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bu hastaligin hem gelisimi hem de ilerlemesinin eszamanli nedenlerini temsil ettigini

ifade eder (Acierno et al. 2020; Bashir et al. 2022).

1.5.1. Insiilin direnci (IR) ve NAFLD gelisimi

Insiilin direnci (IR), normalin aksine bir kiside sabit miktarda insiilinin bilinen
miktarda glikozu metabolize etmedeki yetersizligini ifade eder. IR, visseral yag ile
dogrudan iligkilidir ve abdominal obezite, artmis trigliserid seviyeleri, azalmis HDL
kolesterol seviyeleri, artmis kan basinci ve hiperglisemi gibi 6zelliklerden en az iig
tanesinin varliginda tanimlanan metabolik sendromun (MS) temel tasidir (Alberti et al.
2009). IR, NASH’deki ana patojenik faktorlerden biri olarak kabul gormekte ve NAFLD
gelisiminde kilit bir rol oynamaktadir. Normal kosullar altinda, yag dokusu insiiline
yiiksek duyarlilik gosterir, lipit depolar ve TG lipolizini inhibe eder. Ancak tersine,
gelisen insiilin direnci kismen insiilinin lipolizi baskilama yeteneginin bozulmasina
sebebiyet vererek artan dolagimdaki serbest yag asitleri hepatik alim ve depolama i¢in
uygun hale getirilir (Bugianesi et al. 2010; Armstrong et al. 2014). Yag, hepatositlerde
gliserol ve serbest yag asitlerinin esterlesmesinden olusan trigliseritler olarak birikme
gosterir (Musso et al. 2013; Jacome-Sosa and Parks 2014). TG’lerin bu birikimi
hepatotoksik bir mekanizmadan ziyade plazmada ki asir1 serbest yag asiti varligini
dengeleyecek bir savunma mekanizmasi olarak gortiniir (Yamaguchi et al. 2007). Buna
ek olarak siiregteki diger biyoaktif ara tirtinler (seramidler ve diasilgliserol (DAG) gibi)
iltihaplanmadan karaciger fibrozuna kadar sonuglanan lipotoksisiteyi indiikleyebilir ve
sonunda NAFLD, hepatositleri lipotoksisiteden koruyan mekanizmalar tiikendiginde, bu
stirecte meydana gelen disfonksiyonlarin etkisiyle NASH’da goriilen karaciger hasarini
modiile ederek hastaligin NASH'a ilerlemesini saglar ve bu siireci fibrozis gelisimi izler.
Ayrica NASH'n kendi yapisi da hepatik ve periferal insiilin direncini harekete gegirerek
hepatik serbest yag asiti akisi, steatoz ve enflamasyondan olusan tekrarlayan bir kisir

dongiiye sebebiyet verir (Jou et al. 2008; Armstrong et al. 2014; Byrne and Targher 2015).

Insiilin direnci esnasinda hepatik lipogenezi daha yakindan inceledigimizde
insiilin reseptorii, insiiline baglandiktan sonra tirozinin fosforile oldugunu gérmekteyiz
ve bu da insiilin reseptor substrat (IRS) proteinlerinin tirozin fosforilasyonuna neden

olmasiyla sonuglanir. IRS-1 ve IRS-2 olmak iizere iki 6nemli IRS vardir. IRS-1, glikoz
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metabolizmasinda baslatici olarak gorev yapar ve fosforilasyon tizerine fosfatidilinositol
3-kinaz (P13K)-AKT/protein kinaz B (PKB) yolunun uyarilmasini indiikleyerek glukoz
tastyicilarin  (GLUT) aktiflesmesine neden olmaktadir. IRS-2 ise hiicrelerde lipit
metabolizmasini hizlandirir ve sterol diizenleyici element baglayici protein 1¢ (SREBP-
1c) araciligryla de-novo lipogenezi(DNL) diizenler. Insiilin tarafindan uyarilan SREBP-
Ic, hiicresel lipid metabolizmasinda temel rol oynayan, farkli izoformlar1 bulunan bir
grup transkripsiyon faktorii olan SREBP ailesinin bir iiyesidir. SREB proteinleri,
karacigerdeki kolesterol ve yag asidi sentezinin programini aktive eder (Horton et al.
2002). Ayrica SREBP-1c izoformunun diger oénemli ozelliklerinden biri asetil CoA
karboksilaz (AAC) ve yag asidi sentaz (FAS) en 6nemlileri olmak tlizere ¢esitli enzimlerin
olusumunu indiikleyerek karacigerde yag asitleri ve TG sentezinde rol oynamasidir
(Dentin et al. 2004). Bununla beraber SREB protein ailesinin bir diger izoformu olan
SREBP-2 de hiicresel kolesterol homeostazinda rol oynar (Schultz et al. 2000). SREBP-
Ic ile indiiklenen enzimlerin bir¢ogu lipit sentezinde Snemli bir belirleyici olan,
karbonhidrat yanit eleman1 baglayici protein (ChREBP) tarafindan diizenlenmektedir
(Postic et al. 2007). ChREBP glikoz tarafindan aktive edilir ve lipogenezi indiikler buna
karsin ayn1 zamanda hem trigliserit sentezi hem de serbest yag asiti sentezi i¢in daha fazla
substrat saglar ve IRS-2 aktivasyonu saglandiginda SREBP-1c'nin diizenleyicisi olarak
gorev yapabilir, boylece de novo lipogenezin ger¢eklesmesi siirecine katki saglar
(Schreuder et al. 2008). Bununla beraber IRS-2 sinyalinin saglikli ¢alistig1 IR sartlarinda
insiilinin IRS-2 reseptoriinti asag1 regiile ettigi, bununla beraberde SREBP-1c'nin asir1
ekspresyonu ve DNL'nin yukari regiilasyonuyla sonuglanmustir (Schreuder et al. 2008a).
IR, IL-6 ve TNF-a, peroksizom proliferatorii ile aktive edilmis reseptér-gama (PPAR-y)
transkripsiyon faktorleri gibi bir¢ok mekanizmanin aktivasyonu ile daha da
indiiklenebilir. IR esnasinda meydana gelen bozulmalar sonucunda karacigere serbest yag
asidi akisinda bir artis olur ve serbest yag asitlerinin karacigerde birikmesiyle serin
kinazin aktivasyonu, c-jun N-terminal protein kinaz 1 (JNK1) veya niikleer faktor-«B
(NF-xB) gibi enflamatuar sinyal transdiiserleri yoluyla insiilin sinyal yollarinda
bozulmalara sebep olur. Bu durumlar lipit ve glikozun daha karmasik metabolik
bozukluklarina sebep olur ve NAFLD’ye katki sunar (Schreuder et al. 2008; Caturano et
al. 2021; RehabF 2022).
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1.5.2. Adipoz doku disfonksiyonu ve NAFLD gelisimi

Adipoz doku, genellikle adipokinler olarak adlandirilan ¢esitli hormon ve
proinflamatuarlar salgilayan endokrin bir organ olarak kabul edilmekte olup trigliserit
seklindeki enerji fazlaliginin biiyiik bir depo alanidir (Kershaw and Flier 2004). Viicuttaki
yeri ve iglevine gore adipoz dokular gesitli isimlerle anilir ve homeostazi igin ¢esitli
gorevlere hizmet ederler. Ancak adipoz dokunun intraabdominal olarak birikmesi belirgin
metabolik degisikliklerle gii¢lii bir sekilde baglant1 gdsterir ve asir1 adipozite ve adiposit
disfonksiyonu, cok ¢esitli adipokinlerin deregiilasyonuna yol agar, bu durum oldukca
inflamatuar bir tablonun gelismesine ilaveten degismis lipid ve glukoz homeostazina
sebep olarak ¢esitli metabolik hastaliklarin gelisimine katkida bulunur (Hauner 2005;
Halberg et al. 2008).

Intrahepatik TG iceriginde artis (steatoz) ile karakterize edilen ve obezite ile cogu
zaman paralel bir ilerleme gosteren NAFLD adipoz doku disfonksiyonlarindan dogrudan
etkilenir. Obezite sebebiyle olusan enflamasyonun gelismesiyle birlikte adipositler,
cesitli proinflamatuar kemokinlerin ve sitokinlerin salgisini arttirir. Bu IL-6 ve TNF-a
degisimin IR’yi desteklemesine, trigiliserit lipolizine ve serbest yaglarin dolasim
sistemine salinmasinmi indiikleyen bir adiposit IR durumunun baslamasina sebep olur.
IR’ nin NAFLD ile iliskisi yukarida ayrintili bir sekilde ifade edilmis olup, buna ilaveten
insiilin duyarliligr diizenlemesinde anahtar bir protein olan adiponektin liretiminde
diizensizlikler gerceklesir ve bu bozulmalar adipositlerden yag kaybini uyarir ve ektopik
yag birikimini destekler ve NAFLD gelisimine katki sunar (Cordeiro et al. 2020; RehabF
2022; Hanlon and Yuan 2022).

1.5.3. Beslenme, de-nova lipogenez (DNL) ve NAFLD gelisimi

Enerji acgisindan zengin gidalarin siirekli tiikketimi, esterlesmemis yag asitlerinin
plazmaya tagmas1 sonucu yag hiicrelerinin isleme kapasitesini zorlamaya baglar. Adipoz
olmayan dokuda, 6zellikle kas ve karacigerde yag birikmesi, obezitenin ve NAFLD nin
karakteristigidir. Obezitede adiposit tasmast meydana gelir ve bu durum ektopik lipid
birikiminin artmasina katkida bulunur. Yaglarin diyetle alinan yag tiiketiminin bir sonucu

olarak karacigere girmesinin bir bagka yolu da c¢ok yiiksek lipid icerigine sahip
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lipoproteinler olan silomikronlardir. Serbest yag asitleri ve monogliseritler, bagirsak
epitel hiicrelerinde ayr1 olarak emilir ve TG'de paketlenir. Daha sonra lipoprotein lipazin
aracilik ettigi serbest yag asitlerini yag ve kas hiicrelerine silomikronlar olarak
salgilanirlar. Lipitlerin ¢ogu tiikenen silomikronlarla (silomikron kalintilari olarak bilinir)
karaciger tarafindan emilir. Calismalar, karacigere iletilen bu kalintinin, karacigerin
heniiz islemedigi ve islemesi gereken serbest yag asitlerini hala icerebilecegini
gostermistir. Beslenme yoluyla alinan yag, karacigere bu iki yolla taginir ve karacigere
verilen serbest yag asitlerinin yaklasik %15'ini olusturur (Unger 2003; Donnelly et al.
2005; Schreuder et al. 2008). Diyetle alinan glikoz ve yag, yukarida NAFLD’ye katkisini
anlattigimiz lipogenez ve trigliserit sentezinde yer alan genlerin ekspresyonu tizerinde
uyarici etkiler uygulayan ChREBP ve SREBP-1c'nin aktivasyonu yoluyla de-nova
lipogenez’in (DNL) 6nemli bir diizenleyicisidir (lizuka et al. 2004; Biddinger et al. 2005;
Lavoie and Gauthier 2006; Stefan et al. 2008). De novo lipogenez, karacigerde asetil
KoA’dan yag asitleri ve trigliseridlerin sentezlenme siireglerini ifade eden bir terimdir ve
diizenlenmesinde ACC ile FAS gibi enzimler kilit rol oynamaktadir. Beslenme yoluyla
kroniklesen karbonhidrat ve yag alimi oldugunda, karacigerde de novo lipogenez ve
trigliserid birikimi artmaktadir ki bu durum NAFLD ile karakterize olmakla beraber dogal
olarak hepatik steatoza ve/veya hipertrigliseridemiye neden olabilmektedir (Jensen-
Urstad and Semenkovich 2012; Tamer and Unal 2019).

1.5.4. Genetik ve epigenetik faktorler ve NAFLD gelisimi

Genetik faktorlerin NAFLD gelisimindeki rolii hala arastirilmaktadir. NAFLD,
diinya ¢apindaki obezite epidemisi ile paralel olarak artmaktadir ve ¢evresel faktorlere ek
olarak genetik faktorlerin kombinasyonuyla bu hastaligin ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir
(Acay 2015; Hazer 2020). NAFLD’nin genetik yatkinligi, hastaligin gelisiminde 6nemli
bir rol oynayabilir. Bu konuya iligkin bircok c¢alisma yapilmistir ve bu calismalar,
NAFLD’nin gelisiminde birden fazla genin etkili oldugunu goéstermektedir. Bu genler
arasinda PNPLA3, TM6SF2 ve GCKR gibi genler yer almaktadir. Bu genlerin varligi,
NAFLD riskini artirabilir. Ornegin, TM6SF2 genindeki bir varyantin varligt NAFLD
riskini artirabilir ve hastalifin ilerlemesiyle iligkilidir ve yine PNPLA3 genindeki bir
varyantin varligi da NAFLD riskini artirabilir ve hastaligin ilerlemesiyle iliskilidir.

PNPLA3 geninde bulunan baz1 varyantlarin varligi karacigerdeki yag asidi
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metabolizmasini etkileyebilir, karacigerde yag birikmesine neden olabilir ve yag
birikmesinin ilerlemesine katkida bulunabilir (Anstee and Day 2013; Eslam et al. 2018;
Salameh et al. 2016; Sookoian and Pirola 2019; Tilson et al. 2021; Cherubini et al. 2021).
Yine bu gende bulunan bir varyant karacigerde inflamasyonu artirabilir ve bu da
hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilir (Hassan et al. 2013). Bazi ¢alismalarda ise
GCKR genindeki bir varyantin varligi karaciger yaglanmasinin azalmasina neden olabilir
ve bu da NAFLD riskini azaltabilir (Kim and Park 2020). Bu genlere ek olarak SREBP1-
¢, PPAR-y, PPAR-a, TNF-a, IL-6, CYP1Al, NRF-2 gibi bircok geninde NAFLD
patogenezine katkida bulundugu literatiirde yer almaktadir. Bu konuda ki arastirmalar
devam etmektedir (Zhang et al. 2014; Konger et al. 2017; Wang et al. 2021; Li et al.
2023).

Epigenetik, DNA diziliminde degisiklikler olmadan gen ekspresyonunu etkileyen
kalitsal bir fenomendir. NAFLD patogenezinde epigenetik degisikliklerin rolii hala
arastirilmaktadir. Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalar, epigenetik degisikliklerin
NAFLD patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Lee et al. 2017,
Eslam et al. 2018; Sodum et al. 2021). Daha ayrintili ifade edecek olursak epigenetik

mekanizmalar ii¢ sekilde isler;

1. DNA metilasyonu,

2. Histon modifikasyonlari,

3. RNA islemenin diizenlenmesi (Vickers 2014; Mohr and Mott 2015)

Bu epigenetik modifikasyonlarin hepatik lipid metabolizmasi, insiilin direnci,
endoplazmik retikulum stresi ile mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres yaniti ile
iligkili oldugu bilinmektedir ve bunlarin hepsi NAFLD'nin gelisimi ve ilerlemesinde rol
oynamaktadir (Pirola et al. 2013; Podrini et al. 2013; Lee et al. 2017). Epigenetik
mekanizmalar geri donistiiriilebilir oldugu i¢in ve lipit metabolizmasinin bozulmasi
epigenetik mekanizmalar {izerinden olabilecegi i¢in iyi bir terap6tik hedef ve biyobelirteg

potansiyeli gostermektedir (Lee et al. 2017).
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1.6. NAFLD tedavisi

Alkolsiiz yaglt karaciger hastaligit (NAFLD) i¢in onaylanmis bir ilag tedavisi
heniiz bulunmamaktadir. Ancak bircok tedavi yaklasimi vardir. Insiilin duyarlilastiricilar,
antioksidanlar, antilipidemik ilaglar ve antiinflamatuar ajanlar NAFLD i¢in umut verici
etkiler gostermistir (Paternostro and Trauner 2022; Acay 2015). NAFLD tedavisinde
diyet ve yasam tarzi degisiklikleri de 6nemlidir. Bu degisiklikler arasinda kilo kaybi,
egzersiz ve saglikli beslenme yer alir (Sonsuz et al. 2011). Genel bir ifade kullanacak
olursak NAFLD tedavi stratejileri ii¢ baslikta incelenir. Bunlar yasam tarz1 degisikligi,

farmakolojik yaklasimlar ve cerrahi dir.

1.6.1. Yasam tarz1 degisikligi

NAFLD i¢in heniiz ilag tedavisi onaylanmadigi gerg¢egi goz oniine alindiginda,
yasam tarzi degisiklikleri (diyet, fiziksel aktivite ve egzersiz) tedavisi Onem arz
etmektedir. Ciinkii dengesiz ve diizensiz beslenme, egzersiz eksikligi NAFLD ve
obeziteye neden olabilir. Bununla bag etmek ve NAFLD'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in;
saglikli beslenme, kilo verme, fiziksel aktivite ve davranis degisikliklerini iceren bir
yasam tarzi degisikligi onerilir (Chalasani et al. 2012). Bu tedavide amag temel olarak
viicut agirhigin1 ve metabolik bozukluklar1 kontrol etmeyi amaclar. Bunu saglamak i¢in
metabolik kontroliin 6nemli bir belirleyicisi olan fiziksel aktivite ve egzersiz NAFLD’li
bireylere onerilmektedir (Raza 2021). Buna ilaveten asir1 kalori tiiketimi NAFLD i¢in
onde gelen bir risk faktorii olan obeziteye sebep olabilir ve NAFLD riskini artirabilir.
Ayrica viicutta yag birikmesine neden olur ve bu da karacigerde yag birikmesine yol
acabilir. Kalori kisitlamasi yapilarak hiicrelerdeki oksidatif hasar azaltilarak metabolik
yeniden programlama ve viicutta bulunan enerjinin etkin kullanimini saglanabilir
(Anderson and Weindruch 2010; Younossi et al. 2016). Yasam tarzi diizenlemelerinin
NAFLD tedavisi ve onlenmesi icin 6nemli klinik sonuclar ile katkisi agiklanmustir.
Egzersiz, beslenme igeriginin ve saatinin diizenlenmesi tedavi siirecine agikca katkida

bulunur.
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1.6.2. Farmakolojik tedavi

Giliniimiizde NAFLD i¢in herhangi bir saglik otoritesi tarafindan spesifik olarak
kullanilmasi onaylanmis bir ila¢ tedavisi bulunmamaktadir. Ancak giincel olarak bu
anlamda tedavi siirecine katki saglayan, katkist muhtemel olan ve hala ¢alismalari devam
eden farkli ilag ve ila¢ gruplar1 bulunmaktadir. Bunlar Metformin, Tiyazolidinediyonlar.
Glukagon  benzeri  peptid-1  (GLP-1) agonistleri, Evitamini,  Pioglitazon,
Ursodeoksikolikasid, Telmisartan, Statinler, Fibratlar, Ezetimib, Silimarin, Orlistat
seklinde ifade edilebilir. Ilaveten bunlar tedavi siiresince farkli siire¢ ve amaclarla
kullanilan ilag gruplar: olarak literatiirde yer almakta ve klinikte kullanim bulmaktadir.
Ancak uluslararasi kilavuzlarda sadece pioglitazon ve E vitamini NAFLD i¢in ila¢ olarak

onerilmektedir (Anonim 2021).

1.6.3. Cerrahi

Cerrahi tedavi secenekleri arasinda bariatrik cerrahi yer alir. Bariatrik cerrahi ile

kilo kayb1 saglanarak karaciger yaglanmasi azaltilabilir (Anonim 2021).

1.7. Cynara scolymus (Enginar)

Enginar (Cynara scolymus) Asteraseae familyasina ait ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Cynara scolymus, fenolik asitler igeren ve yapraklar1 kafeil kinik asit tiirevleri,
flavonoidler, laktonlar, tanen, iniilin igerir. Antioksidan igeren enginar, genellikle
Akdeniz iilkelerinde yetistirilmektedir (Ocal et al. 2019; Kiligtas 2021). Ancak
subtropikal iklim bolgelerindeki kokeni ferketmeksizin C. scolymus, besinsel faydalari ve
tibbi 6zellikleri nedeniyle diinya capinda yetistirilen bir bitki olmaya devam etmektedir

(Lattanzio et al. 2009).

Enginar, biyoaktif ajan olarak islev gbren apigenin ve luteolin igerir. Ayrica
enginar cicek baslarmin toplam antioksidan kapasitesi, sebzeler i¢inde bildirilmisler
arasinda en ylikseklerden biridir. Enginarda bulunan bagka bir bilesik ise sinarindir.
Sinarin’in ¢ogu yapraklarin 6zlinde bulunur, ancak kurutulmus yapraklar1 ve saplar1 da

sinarin igerebilir (Nassar et al. 2013; Miraj and Kiani 2016).
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C. scolymus da bulunan sinarin ve klorojenik asit, 1, 3-okinik asit ile iki molekiil
kafeik asit 1, 3-di-okaffeoil kinik asit (sinarin) ve 5-o-kafeoil kinik asit (sirojenik asit)
kombinasyonuyla olusur. Bu bilesikler 6nemli antioksidanlardir (Salem et al. 2015).
Enginar yapragindan elde edilen ekstraktlarin biyolojik bilesigi, diisiikk yag icerigine ve
yiiksek diizeyde minerallere (potasyum, sodyum ve fosfor), C vitamini, lifler,
polifenoller, flavonlar, iniilin ve hidroksisinamatlar, kafeoilkinik asit tiirevleri igerir

(Ceccarelli et al. 2010; Pandino et al. 2011; Salem et al. 2015).

Enginar, antik ¢aglardan beri, sadece saglikli bir besin degil ayn1 zamanda
geleneksel tipta ve diinya capinda bir ilag olarak anilmaktadir. Hatta 16. yiizyil
Avrupa'sinda enginar, kraliyet ve zenginler tarafindan tiiketilmesi amaglanan "asil" bir
sebze olarak da goriiliiyordu. Zaman ilerledikce geleneksel Avrupa tibbinda ardindan da
20. yy da geleneksel kullanimlarin modern tibbi arastirmalarina baslanmis olup enginarin
yaprak kisimlar1 yiiksek kolesterolii tedavi etmek, bdbrekleri, safray1r ve karacigeri

uyarmak i¢in ayriyeten idrar soktiiriicii olarak da kullanim gérmiistiir (Salem et al. 2015).

1.7.1. Enginar yaprag ekstresinin etkinlik potansiyeli

Enginar yapragindan yapilan ekstrelerin etkinlik potansiyellerine dair birgok
aragtirma bulunmaktadir. Bu c¢alismalara 6rnek verecek olursak anti-hiperlipidemik
etkilerini incelemek {izere enginar ckstrakti tizerine yapilan klinik ve deneysel
calismalarda etkinligi kanitlanmistir (Joy and Haber 2007; Kiiski Kiraz et al. 2010).
Enginar ekstraktinin reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretimi ve lipit peroksidasyonu
tizerindeki etkisi incelendiginde enginarin ROS ve lipit peroksidasyonunda azalmaya
sebep olarak oksidatif stresi azalttigi tespit edilmistir (Juzyszyn et al. 2008; Kiiskii Kiraz
et al. 2010).

Aflatoksin uygulamasi yapilarak siganlarda norotoksisite, lipit profili, glikoz
seviyesi ve insiilin konsantrasyonunda diizensizlik gibi olumsuz etkiler olusturulan bir
caligmada enginar yaprag: ekstresi ile tedavi uygulandiginda aflatoksine maruz kalmanin

neden oldugu histopatolojik 6zelliklerin hafifledigi goriilmiistiir (Ibrahim et al. 2022).
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Enginar ekstraktinin igerdigi polifenolik bilesenler, giiclii antioksidanlar olarak
giiniimiizde kabul gérmektedir. Ozellikle bu bilesenlerden kafeoilkinik tiirevlerinden biri
olan klorojenik asit, HIV, kanser, glikoz metabolizmasi gibi bir¢ok alanda etkinligi
degerlendirilmis ve klorojenik asitin sicanlarda kolorektal kanser i¢in kimyasal olarak
indiiklenen Oncii lezyonlar {izerine yapilan bir ¢alisma sonuclarina gore klorojenik asit
uygulanan grupta bu lezyonlarin hem 6nlenmesinde hem de azaltilmasinda 6nemli
sonuglar elde edilmistir. Doku kiiltiirlerinde HIV replikasyonu {izerine yapilan bagka bir
arastirmada ise kafeoilkinik asitlerin potansiyel olarak 6nemli bir HIV inhibitorleri sinifi
oldugu bulunmustur. Bu gibi bir¢ok calisma klorojenik asidin kanserojen reaksiyonlari
onlemede etkili oldugunu ve gelecek i¢in umut verici olabilecegini tespit etmistir (Salem

et al. 2015).

Enginar yapraginin diyabet iizerine etkinligi de merak edilmis ve arastirilmistir.
Bu konuda yapilan bir arastirma, enginar yapraginda bulunan klorojenik asidin, diyabetik
hastalarda bulunan yiiksek oranlarda glikoz c¢ikisi riskini Onleyerek glikoz

metabolizmasini diizenlemeye yardimci oldugunu tespit etmistir (Salem et al. 2015).

Yapilan bir ¢alismada yiiksek yagl diyet modeli kullanilarak hastalik modeli
olusturulan si¢anlarda enginar yapragi ekstrakti uygulamasimnin ardindan 6zellikle bu
uygulamanin antioksidan etki basta olmak tizere giiclii yararli etkiler gosterdigi tespit
edilmistir. Bu etkinin muhtemelen enginar yapraginda bulunan fenolik bilesiklerinin bir
sonucu olarak antioksidan etkinin yaninda obezite gelisimini ve kalp hasarini1 azaltmada
da etkili oldugu bulunmustur. Bu calismanin sonuglari enginar yapraklarinin kalp
problemlerini ve obezite komplikasyonlarin1 6nlemek igin potansiyel bir terapotik ajan

olarak kullanilabilecegini gostermistir (Salem et al. 2022).

Karaciger yaglanmasi iizerine yapilan ¢alismalar da mevcut olup 6rnegin; yiiksek
yagl diyet (HFD)’le beslenen siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada enginarin yabani
tipinin sicanlarda olusan hiperglisemiye ve yiiksek serum toplam kolesterol ve trigliserit
seviyelerine karst koydugu bulunmustur. Bu etki, HFD ile beslenen sicanlarda goriilen
karaciger yaglanmasinin 6nemli 6l¢iide engellenmesi ile iliskili olarak gerceklesmistir
(Oppedisano et al. 2020). Baska bir ¢alisma ise enginar yapragi ekstresi takviyesi

uygulandiginda, NAFLD gelisimi sirasinda hepatositlerdeki enflamasyonun ve
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apoptozun dogrudan baskilandigin1 gostererek enginar yapraginin etkinlik potansiyelini

desteklemistir (Lee et al. 2021).
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2. KAYNAK OZETLERI

Degisen diyet ve yasam tarzi aliskanliklar1 ile abdominal obezite gibi metabolik
sendrom hastaliklarinin prevelansinda artig gozlenmektedir. Bu hastaliklara ilave olarak
kronik hastaliklarda ve bir diger metabolik sendrom bileseni olan alkole bagli olmayan
(non-alkolik) yagli karaciger hastaliginin (NAFLD) goriilme sikliginda da istenmeyen bir
artis goriilmektedir (Araujo et al. 2018). Alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi
(NAFLD), ciddi miktarda alkol tiikketimi olmaksizin hepatositlerde trigliseridlerin
patolojik birikimi olarak ifade edilebilir (Adams et al. 2005).

NAFLD’nin asemptomatik ilerleyisi, yliksek prevalansi ve potansiyel hepatik ve
ekstrahepatik sonuglar1 olmast nedeniyle kiiresel bir saglik sorunu olarak

degerlendirilmektedir (Riazi et al. 2022).

2018 de yapilan bir meta-analiz, NAFLD olan hastalarin NAFLD olmayanlara
gore en az iki kat daha fazla tip2 diyabet gelistirme (T2DM) riskine sahip olduklarini ve
"siddetli" NAFLD ye sahip olan hastalarin T2DM gelistirme riskinin daha da ¢ok oldugu
tespit edilmistir (Mantovani et al. 2018).

NAFLD, alkolsiiz steatohepatit (NASH), karaciger fibrozu ve inflamasyon dahil
olmak tizere genis bir hepatik fenotip yelpazesini kapsayan karmasik bir hastalik olmakla
beraber, NAFLD ilerlemesinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamamaistir.
Bu nedenle, NAFLD olan hastalar i¢in etkili tedavi stratejileri ve ilag destekleri
bulunmamaktadir (Wen et al. 2020; Tilg et al. 2021).

Gorinstein et al. (2009) ve birgok arastirmacimin yapmis oldugu c¢alismalar
gostermektedir ki cesitli bitkilerden elde edilen biyoaktif bilesiklerin obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelisimini, ilerleyisini Onlemede olumlu etkileri

bulunmaktadir.

Bagherniya et al. (2018). terapdtik ajan olarak geleneksel tibbi tedavilerin
olusturabilecekleri potansiyel olumsuz etkiler nedeniyle, bitkisel ilaglar ve fonksiyonel

gidalar gibi dogal ve giivenli sayilan iirlinler olan tamamlayici tedaviler niteligindeki
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bitkilerin kuru materyal veya 6zlerinin potansiyel etkilerinin arastirilmasina odaklanan

caligmalarla bitkilerin farmakolojik etkinligini aragtirmay1 tesvik eder.

Cesitli farmakolojik test sistemleri {izerinde yapilan ¢calismalarda enginar yapragi
ekstresinin antioksidatif, anti-HIV biitiinleyici, karaciger koruyucu, safrayr atimi
saglayan, anti-mikrobiyal ve lipid diisiirticti etkiler gosterdigi bildirilmistir (Kraft 1997;
McDougall et al. 1998; Llorach et al. 2002; Wang et al. 2003; Salem et al. 2015).

Panahi et al. (2018) enginar yapragi ekstresinin yerlesik NAFLD’ye sahip
hastalarda terapotik faydast olup olmadigimi belirlemeye calismiglardir. Bu calismada
NAFLD yaniti, karaciger ultrasonu ve aspartat aminotransferaz (AST)/alanin
aminotransferaz (ALT) oran1 ve AST- trombosit oran indeksi (APRI) skoru ve pek ¢ok
parametre dikkate alinarak degerlendirilmistir ve bu ¢alisma, NAFLD'li hastalarda ALE
takviyesinin hem ultrason karaciger parametreleri hem de karaciger serum parametreleri

tizerinde yararli bir etkiye sahip oldugunu belirlemistir.

Castellino et al. (2019) metabolik sendromlu deneklerde klorojenik asit ve
tiirevleri ile luteolin ve tiirevlerini iceren Altilix® ile 6 aylik uygulanan takviyenin
kardiyovaskiiler risk ve hepatik belirtecler iizerindeki etkilerini belirlemek iizere yapilan

bir caligmada hepatik ve kardiyo-metabolik parametrelerin iyilestigi tespit edilmistir.

Oppedisano et al. (2020) ¢alismasina gore Cynara Cardunculus vahsi tip yaprak
oOziitii ile yaptiklar1 ¢alismada, dort haftalik bir siire boyunca HFD ile beslenen siganlarda
yaprak Oziitiinlin hiperglisemi ve yiikksek serum toplam kolesterol ve trigliserit

seviyelerine kars1 koydugu bulunmustur.

Lee et al. (2021)’un yapmis oldugu g¢alismalar enginar yapragi takviyesinin,
NAFLD gelisimi sirasinda hepatositlerdeki enflamasyonu ve apoptozu direk baskilamaya

yardimci oldugunu gostermektedir.

Majnooni et al. (2021) yapmis oldugu bir ¢alismada, enginar yapragi ekstresi

takviyesinin metformin ve E vitamini ile birlikte uygulamasi yapilmistir ve sonuglar
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NAFLD’li hasta bireylerde karaciger fonksiyon komplikasyonlarimi iyilestirme {izerine

etkinligi tespit edilmistir.

Piccinini et al. (2022) Cynara cardunculus yapragiyla elde edilen etanol
ekstraktinin, NAFLD gibi bir metabolik sendrom parametresi olan obezite {izerine olan
etkinligi icin yaptiklart c¢aligmada, yiiksek yagl diyetle indiiklenen obez farelerin
hipotalamus, prefrontal korteks, hipokampus, striatum, serebral korteks ve karacigerdeki
enflamatuar ve oksidatif stres parametreleri lizerindeki etkisini inceledi ve hayvanlarda
olusan enflamatuar ve oksidatif hasar parametrelerinde olusan olumsuz degisiklikleri ve

antioksidan savunmadaki zayiflatilmis degisiklikleri kismen tersine ¢evirdigi goriildi.

Acquaviva et al. (2023) calismasina gore enginarin vahsi tipi olan Cynara
cardunculus dan elde edilen ekstrakt antioksidan savunmada yer alan bazi proteinlerin
(Nrf2, Gpx ve SOD1) mRNA ekspresyonunu arttirdi ve modifiye edilen enflamatuar
sitokinlerin (IL-6, TNF-o ve IL-1B) mRNA seviyelerini diisiirdi.
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3.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tez calismasi siiresince kullanilan cihazlarin listesi asagidaki c¢izelgede

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda yararlanilan cihazlar ve modelleri

CIHAZ ADI MODELI

-20 Sogutucu J.P. Selecta

+4 Sogutucu J.P. Selecta

Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224
Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™
CO2’li inkiibator ESCO Celculture
Derin dondurucu — 86 Esco, uus-439b
Isitilict Manyetik Karistirici Daihan, shr

Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435
Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000
Otoklav JSR, JSAC-60

PCR Cihaz1 SensoQuest
Spektrofotometre Biotek EPOCH

Su Banyosu Daihan

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W
Vorteks Wisd Wisemix VM-10
Real-time PCR Cihaz Qiagen Rotor-Gene Q
pH Metre OHAUS ST3100F

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kitler ve kimyasallarin listesi asagidaki cizelgede

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasallar ve kitler

Kimyasal/Kit
RPMI-1640

Tripan Blue
Tripsin/EDTA

PBS

CVDK-8 Kit

DMSO

Etanol

FBS (Fetal Bovine Serum)
Sybr Green Master Mix
cDNA Sentez Kiti

Firma

Gibco®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
BIOSHOP

Ecotech Biotechnology®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Gibco®

Ampigene® qPCR Green Mix
Applied Biosystems™®

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:

Bu tez galismasi siiresince kullanilan ¢ozeltilerin listesi ve hazirlanis protokolleri

asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislari

COZELTIi ADI

1. RPMI-1640 Besiyeri

2. PBS

3. Freezing Besiyeri

4. Oleik Asit Iceren Besiyeri

HAZIRLANISI

Hazirlanmasi planlanan medium
miktarinin %10°u kadar FBS, %1°1 kadar
penisilin/streptomisin =~ igeren ~ RPMI
besiyeri icerisine eklenerek, full medium
olacak sekilde hazirlandi ve kullanim
stiresince +4°C’de muhafaza edilmistir.

PBS bir tablet i¢cin 100 mL dH20
kullanilarak  hazirlanmistir.  Ardindan
otoklavlanarak kullanilmaistir.

%10 FBS igeren full RPMI besiyerine
%10 oraninda DMSO  eklenerek
hazirlanmaktadir.

Yukarida ifade edilen sekilde hazirlanmig
%10 FBS iceren 50 mL full medium’un
icine 0,1 mM oleik asit eklenerek
hazirlanmistir ve kullanimdan 6nce 0,22
uM sterile filtreden gegirilmistir.
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Cizelge 3.3. (devam)

5. %4 Paraformaldehit Cozeltisi

6. 900,35 Stok ORO Boya
Soliisyonu

7. %60 izopropanol

8. Enginar Yapragi Sulu Ekstresi

9. 70%’de Etanol (300 mL icin);

23

25 mL  %4lil  paraformaldehit
hazirlamak  i¢cin  1siticili  manyetik
karistiricinin {izerine bir cam behere 24
mL 1X PBS eklenir v ardindan yaklagik
60°C'ye kadar karigtirilarak  1sitilir.
Kaynamamasina dikkat edilir. Isitilmig
PBS c¢ozeltisine 1 g paraformaldehit tozu
eklenir. Toz hemen c¢ozelti iginde
¢Oziilmez. Cozelti berraklasana kadar bir
pipet yardimiyla damla damla 1 N NaOH
ekleyerek pH'' yavasga yiikseltilir bu
islem seffaflagma goriildiigii anda kesilir.
Coziilme saglandiktan sonra ¢ozelti
sogutulmalir ve filtrelenmelidir. Ardindan
cozelti hacmi 1X PBS ile 25 mL’ye
tamamlanir. pH"' kontrol edilir ve az
miktarda seyreltik HCI ile pH yaklasik
6,9'a ayarlanir. Bu ¢6zelti 2-8°C'de bir aya
kadar saklanabilir (Anonymous 2023a).

10 mL stok %0,35 ORO soliisyonu
hazirlamak i¢in 6ncelikle 35 mg toz ORO
boyasi tartilir. 10 mL saf izopropanol
igerisinde ¢oziiliir. 0,22 um boyutunda
filtre kullanilarak iki kez filtreden
gecirilir. Kullanimdan o6nce (3:2) ddH»0
kullanilarak seyreltilir (Alkhatatbeh et al.
2016).

50 mL %60 izopropanol soliisyonu
hazirlamak i¢in 30 mL saf izopropanol
tizerine 20 mL ddH20 eklenerek
hazirlanir.

Kuru enginar yapraklar1 toz haline

getirildikten sonra ddH.O eklenerek
inkiibasyona  birakilmistir.  Ardindan
stiziiliip, 0,22 um filtreden gecirilip,

sterilizasyonu saglanmistir.

Deney sliresince sterilizasyonun
saglanmas1 amaciyla kullanilmis. 210 mL
Etil Alkol dHO ile 300 mL vye

tamamlanarak hazirlanmistir.
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3.4. Enginar Yaprag Ekstresi

Laboratuvar ortaminda kurutulan enginar yapraklar1 Bursa’dan toplanmistir ve
laboratuvar ortaminda toz haline getirilmistir. Ardindan istenen konsantrasyonlarda
hazirlanmak {izere yapraklarin tizerine ddH»O eklenmis, oda sicakliginda inkiibe edilmis
ve siiziilmiistiir. Ardindan sterilizasyonun saglanmasi amaciyla 0,22 uM filtreden
gecirilmistir ve bu ¢alismada kullanilan en yiiksek doz olan 300 mg/L konsantrasyon
hazirlanmistir. Elde edilen en yiiksek konsantrasyondan seyreltilerek diger dozlar (150-

100-50 mg/L) elde edilmistir.

Sekil 3.1. Enginar yapraginin toz haline getirilmis halinin goriintiisii

3.5. HPLC-DAD Analizi

Bitkinin fenolik bilesik analizleri HPLC (Agilent 1260 infnity series) ile
yapilmistir. Hareketli fazlar A %83 (%0, 1 suda fosforik asit) ve C %17 (%100 asetonitril)
idi. Akis hiz1 0.8 ml/dk idi. Enjeksiyon hacmi 10 ml idi. Sicaklik 30 °C'ye ayarlandi.
Analiz i¢in Ace Generix (4,6 mmx250,5 um) C18 kolonu kullanildi. Eliisyon gradyani O-
7 dakikaydi; %83 A %17 C, 7-20 dk; %85 A %15 C, 20-24 dk; %80 A, %20 C, 24-28
dk; %75 A, %25 C, 28-30 dk; %70 A, %30 C, 30-32 dk; %60 A, %40 C, 32-36 dk; %50
A, %50 C, 36-40 dk; %30 A, %70 C, 40. dk; %83 A, %17 C. Saptama 300/200 nm'de
gergeklestirildi (Cayan et al. 2020; Celikezen et al. 2022).
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3.6. In vitro Calismalar

3.6.1. HepG2 hiicre hattimin kiiltiire edilmesi

Bu tez c¢alismasi igin, insan karaciger (HepG2 (ATCC, US)) hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicreler RPMI-1640 besin ortami kullanilarak, %10 FBS, %l
penisilin/streptomisin igeren tamamlanmig besiyeri olarak hazirlanmistir. T-25 ve T-75
flasklar kullanilarak 37°C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiire edilerek ¢ogaltilmustir.
Hiicre yogunluguna bakilarak ve deneysel sartlar gozetilerek flask yiizeyi %70-80
doluluga ulasincaya kadar her 2-3 giinde bir, hiicrelerin besiyeri degistirilmistir (Gaafar
et al. 2013).

Deneyleri  gergeklestirmek iizere kuyucuklu plakalara ekim yapmak,
PCR’gerceklestirmek, hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla pasajlamak ve hiicrelerin
stoklanmasi i¢in dondurmak iizere bir dizi adim gerceklestirilir. Oncelikle flasklardan
besiyerleri uzaklastirilarak PBS (Phosphate Buffered Saline) kullanilarak yikama islemi
yapilir ve ardindan kiiltiir kaplarina, 25°lik kiiltiir kaplar1 i¢in 500 ul, 75’lik kiiltiir kaplar
icin 1,5 mL olacak sekilde tripsin-EDTA (0,25) ilave edildi ve 37°C'de 3-5 dakika
inkiibasyon yapilarak hiicrelerin flask yiizeyinden kaldirilmasi saglandi. Tripsin etkinligi
daha sonra, kullanilan tripsin-EDTA miktarinin en az iki kat1 bliyiime besiyeri eklenerek
inhibe edildi ve toplanan hiicreler 15 ya da 50 mL’lik steril tiiplere alinarak 1.500 rpm’de
5 dk boyunca santrifiij cihazi kullanilarak c¢oktiiriildii. Coktiirme saglandiktan sonra
falkonlar sarsmadan alindi, slipernatant atild1 sonra hiicreler, hangi amagla kaldirilmigsa
ona uygun, belirlenen miktarlarda tamamlanmis RPMI besiyeri igerisinde yeniden

stispanse edildi.

Hiicreleri dondurmak icin ise yukarida ifade edildigi sekilde hiicreler flasklardan
kaldirilarak %10 oraninda DMSO igeren full besiyeri ile hazirlanan freezing besiyeri
icerisine alinarak kriyo tiiplere aktarilirlar ve kademeli olarak +4°C’de yarim saat, -
20°C’de 50-90 dk boyunca bekletildikten sonra -80°C’de saklanmistir. Ardindan sivi

azotta muhafaza edilmistir.
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3.6.2. NAFLD modeli olusturmak iizere hiicre Kkiiltiirii ve hiicre tedavisi

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti HepG2, %10 fetal sigir serumu (FBS)
ve %1 penisilin-streptomisin  soliisyonu ile desteklenmis RPMI ortaminda
kiiltiirlenmistir. Kiltiir, nemlendirilmis %5 CO2 inkiibatoriinde 37°C'de inkiibe
edilmistir. In vitro kosullar altinda hepatik steatozda asiri lipit birikimini indiiklemek i¢in
HepG2 hiicrelerinde model olusturulmustur. Bu su sekilde yapildi hiicreler 6 gruba
ayrildi:

(1) Saglikli Kontrol (K),

(2) NAFLD Grubu (M),

(3) Enginar yapragi ekstresi igeren tedavi grubu (300 mg/mL),
(4) Enginar yapragi ekstresi igeren tedavi grubu (150 mg/mL),
(5) Enginar yapragi ekstresi igeren tedavi grubu (100 mg/mL),
(6) Enginar yapragi ekstresi igeren tedavi grubu (50 mg/mL)

Gruplar belirlendikten sonra kuyulara kuyu basma 1x10° hiicre olacak sekilde
ekim yapilir. Hiicrelerin tutunmasini saglamak amaciyla %5 CO; inkiibatoriinde 37 °C'de
24 saat inkiibe edilmistir. Herhangi bir tedavi uygulanmayan kontrol grubu (1) harig,
kalan hiicre gruplar1 48 saat boyunca 0,1 mM oleik asit maruziyetine birakilmistir.
Enginar yapragi, dH>O iginde ¢6ziilmiis, 0,22 uM filtreden gegirilmis ve sterilizasyonu
saglanmis olup hiicrelere uygulanan 48 saatlik oleik asit tedavisinin son 24 saati boyunca
farkli konsantrasyonlarda (50-100-150-300 mg/mL) enginar yapragmnin sulu ekstresi ile
inkiibe edilmistir (Xia et al. 2019).

3.6.3. Yag kirmuzis1 O (ORQO) boyama

Izopropanol i¢inde %0,35 Oil Red O (ORO) iceren bir stok soliisyon ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 0,22 um'lik bir filtre kullanilarak iki kez siiziilmiis ve kullanimdan 6nce
¢ift damitilmis H2O (ddH20) i¢inde 3:2 oraninda seyreltilmistir. Hiicresel lipit birikimini
olgmek icin oleik asit ile tedavi edilmis HepG2 hiicreleri PBS ile hafifce yikamasi
saglandi ve oda sicakliginda 1 saat boyunca %4 paraformaldehit kullanilarak

sabitlenmigtir. Daha sonra, hiicrelerden paraformaldehit cekilip atilmis ve ddH20
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kullanilarak iki kez yikanmistir. Ardindan oda sicakliginda 20 dakika boyunca Oil Red O
soliisyonu ile boyama yapilmistir. Boya kuyulardan ¢ikarildiktan sonra arka planda
olusan kirliligi gidermek adina hiicreler %60 izopropanol soliisyonu ile 5 dakika boyunca
yikama yapilmistir. Mikroskop altinda izlenerek lipit damlacigi birikimi saptanmustir.
Hiicre i¢i lipid birikimini l¢gmek i¢in ise kuyulara saf izopropanol eklenerek ORO ekstre
edildi ve optik yogunluk bir spektrofotometre kullanilarak 510 nm'de saptandi
(Alkhatatbeh et al. 2016).

3.6.4. WST-8 testi

Hiicre canliligi, iireticinin kilavuzuna gére CVDK-8 (Ecotech Biotechnology,

Tirkiye) kiti kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bunun i¢in asagidaki protokol izlenmistir:

1. Oncelikle hiicreler 96 kuyucuklu plakalara kuyu basma 1x103-1x10* hiicre
olacak sekilde Thoma lami yardimiyla sayilarak -ekilmistir ve hiicre
tutunmasini desteklemek icin 24 saat boyunca uygun kiiltiir kosullar1 altinda
(37°C, %5 CO2) tutulmustur.

2. Daha sonra kuyular bosaltilmis ve HepG2 hiicreleri oleik asit varliginda
hazirlanan medium ortamiyla 48 saat siireyle inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyonun son 24 saatinde kuyulara farkli konsantrasyonlarda (50-100-
150-300 mg/L) Enginar Yapragi sulu ekstresi eklenmistir. Her konsantrasyon
icin 4 tekrar olacak sekilde uygulama yapilmustir. Kontrol grubu olarak
tamamlanmis RPMI besiyerinden 100 pL, negatif kontrol olarak oleik asit
iceren full besiyeri ve pozitif kontrol olarak H202 igeren, oleik asitli full RPMI
besiyerinden 100 pL ilave edildi. Ardindan 37°C’de %5’lik CO2 ayarli
inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edildi.

4, inkiibasyondan sonra her kuyucuga protokolde belirtilen oranda CVDK-8
reaktifi eklenmistir ardindan 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi boyunca saat basi her drnegin absorbansi bir mikroplaka
okuyucuda (Synergy-HT; BioTek Winooski, VT, ABD) 450 nm'de
Olctilmiistiir. Hiicre canlilig asagidaki formiil kullanilarak hesapland: (Xia et
al. 2019; Tanas et al. 2022).
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%Hiicre Canliligi= (Deney grubunun OD degeri /Kontrol grubunun OD degeri x 100).

3.6.5. TAS-TOS analizi

Toplam antioksidan kapasite ve total oksidatif durumun belirlenmesi i¢in TAS-
TOS (Rel Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye) kiti kullanilmistir ve iireticinin kitte
onerdigi protokol takip edilerek dnce 6rnekler ardindan kitte bulunan reaktif 1 ve reaktif
2 kuyulara eklenmistir. Oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda kitte

belirtilen absorbans degerleri dikkate alinarak spektrofotometrede 6lgtim alinmistir.

3.6.6. Enginar yapragimin sulu ekstresi ile muamele edilmis hepg2 hiicre hattinda
oleik asitle olusturulmus nafld modeli iizerinde nafld ile iliskisi belirlenen

bazi genlerin ekspresyon analizi

HepG2 Hiicrelerinden RNA izolasyonu

Enginar yapragi sulu ekstresi ile muamele edilen hiicrelerden RNA izolasyonu
Ecotech Biotechnology®’nin EcoPURE total RNA kiti kullanilarak kitin i¢inde bulunan
iireticinin 6nerdigi protokole gore yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in agsagidaki basamaklar

uygulanmastir;

1. HepG2 hiicreleri tripsin-EDTA (0.25) kullanilarak kaldirilmistir. Ardindan
1.200 rpm de oda sicakliginda 5 dakika boyunca santrifiij ile ¢oktiiriilmustiir.

2. Ardindan siipernatant atilir. Dipte kalan pelletin tizerine 500 ul PBS eklenerek
yikama yapilir. Tekrar santrifiij edildi ve siipernatant atilmistir.

3. Pelletlenmis hiicrelere her grup igin, her 400 ul igin 4 ul B-merkaptoetanol
eklenmis ECOPURE pargalama/baglama tamponu eklenmistir. Yavasca pipetaj
yapilir ve ardindan tamamen ¢dziilene kadar 10 saniye vortekslenmistir.

4. Elimizde bulunan lizata 400 ul (%96-100) etanol eklendi ve 10 saniye
vortekslenmistir.

5. Ardindan EcoPURE kolonu toplama tiipiine yerlestirildi ve elimizde bulunan
totalde 800 ul lizattan 700 ul alinip kolona aktarildi ve oda sicakliginda, 30

saniye boyunca masaiistii santrifiijjde maksimum hizda santrifiij edilmistir.
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10

11.

Santrifiij sonunda kalan 100 ul lizatta kolona eklenmis ardindan tekrar santrifiij

edilmistir. Bu adim ihtiya¢ duyulmasi halinde tekrarlanmistir.

. Tiipte biriken s1v1 atilir ve ECOPURE kolonuna kitte bulunan 400 ul EcoPURE

yikama tamponu 1 eklenmistir. Oda sicakliginda, 30 saniye boyunca masaiistii

santrifiijde maksimum hizda santrifiij edildi. Altta biriken siv1 atilmustir.

. Kit protokoliine gore 32 mL %100 etanol eklenerek hazirlanmis EcoPURE

yikama tamponu 2 kolona 500 ul olacak sekilde eklendi. Ardindan oda
sicakliginda, 30 saniye boyunca masaiistii santrifiijjde maksimum hizda

santrifiij edildi. Altta biriken siv1 atilmigstir.

. Ardindan kolona 200 ul EcoPURE yikama tamponu 2 eklenmistir ve kalan

yikama tamponunu tamamen c¢ikarmak i¢in oda sicakliginda, masaiistii

santrifiijde maksimum hizda 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

. EcoPURE kolonu temiz, RNaz icermeyen 1,5 mL mikrosantrifiij tiipline

aktarilmis.

. Ardindan kolon membraninin merkezine pipetle damla damla olacak sekilde

50-100 ul EcoPURE eliisyon tamponu eklendi ve kolon oda sicakliginda 1-3
dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 30 saniye boyunca, oda sicakliginda,
masaiistii santrifiijde maksimum hizda santrifiij edilmistir.

Kolon atildi. Kisa siireli kullanim i¢in -20 derecede, uzun siireli kullanim i¢in

ise 1 seneye kadar -80 derecede muhafaza edilmistir.

Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

Izole edilen RNA &rneklerinin miktar ve saflig1 Epoch cihazi ile belirlendi. RNA

miktar1 pg/ml olarak 6lgiildii. cDNA sentezi i¢in tiim RNA’lar 500 pg/mL’ye esitlendi.

cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied

Biosystems™ ) kullanilmigtir ve {iireticinin dnerdigi prosediir izlenmistir. Buna gore

cDNA sentezi i¢in kisaca asagidaki basamaklar izlenmistir;
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. Izole edilen RNA’lar buz iizerine alind1. Kitten ¢ikan maddelerde buz iizerine

dizildi.

. Total miktar 20 ul olacak sekilde RNA ve otoklavlanmig ultrapure su miktarlari

RNA miktarlar esitlenerek hesaplanmistir.

. Kitte bulunan 2 pl 10XRT random primer, 2 pl 10XRT buffer, 0,8 ul 25XdNTP

mix, ve en son olarak lul MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi

kullanilarak bir mix hazirlanmustir.

. Hazirlanan PCR tiiplerine drnek adlariyla etiketleme yapilir. Once su ardindan

RNA ardindan hazirlanan mix karisimindan her tiipe 5,8 pl paylastirilmastir.

. Hazirlanan Ornekler termal dongii cihazina yerlestirilerek 25°C’de 10 dk,

37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de oo olacak sekilde planlanan programa

gore yapilmugtir.

. PCR sona erdikten sonra orneklerin iizerine 60 pl olacak sekilde ultrapure

otoklavli su eklenir. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4. cDNA sentezi i¢in uygulanan PCR programi

cDNA Sentezi I¢in Uygulanan PCR Program

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim

Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4oC

Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 00
Cizelge 3.5. cDNA reaksiyonu bilesenleri

cDNA Reaksiyonu Bilesenleri

Bilesik Hacim (ul)

10X RT Tamponu 2,0

25X dNTP karisimi (100mM) 0,8

MultiScribe™Revers Transkriptaz 1,0

10XRT Random Primer 2,0

Niikleaz icermeyen H>O 14,2-x

Ornek RNA X

Reaksiyon Toplam 20,0
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Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Enginar yapragi sulu ekstresi ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen
RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar ile secilen genlere ait mRNA seviyelerinin
belirlenmesi i¢in spesifik primerlerin varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) ile amplifiye edildi. Amplifiye edilen genlere ait primerlerin sekanslari
asagidaki ¢izelgede belirtilmistir.

Cizelge 3.6. PCR reaksiyonunda kullanilan genlerin primerleri asagidaki ¢izelgede

verilmistir.
Primerler
Gen

Forward Reverse
Sembolii

ATGAGGGAGTTGGAAGGCTCT
PPARy ACCAAAGTGCAATCAAAGTGGA

PPAR-a TGCAAACTTGGACTTGAACG TGATGTCACAGAACGGCTTC
NRF-2  TGACAAGCTGGTTGAGAC AGAGGATGCTGCTGAAGG

Real Time-PCR iki tekrarli olarak asagidaki plana gore yapilmistir. Asagidaki

plan uygulanmustir.

Cizelge 3.7. Uygulanan RT-PCR programi
RT-PCR X 40 dongii

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim
Sicakhk 95°C 95°C 58°C 72°C
Zaman 3dk 5sn 10sn 15sn

Her bir 6rnek igin 2 ul cDNA, 3 pl Sybr Green Master Mix (Ampigene® qPCR
Green Mix), 4,4 ul niikleaz igermeyen su ve ayri ayr1 0,3 pl primer olacak sekilde RT-
PCR reaksiyon karisimi hazirlandi. Hazirlanan karisim vortekslendi ve orneklerin
tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amactyla Mini spin

cihazinda 1 dakika santrifiij edilmistir.
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Cizelge 3.8. RT-PCR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesik Hacim(pl)
cDNA 2,0
Forward Primer 0,3
Reverse Primer 0,3

Sybr Green Mix 3,0
Niikleaz icermeyen H>O 4.4
Reaksiyon Toplam 10,0

Hazirlanan ornekler Qiagen Rotor-Gene Q Real-Time PCR cihazina
yerlestirilmistir. Is1 kosullar1 95°C’de 3 dakika, 95°C’de 5 saniye 58°C’de 10 saniye ve
72°C’de 15 saniye 40 dongii olacak sekilde ayarlanmistir. Calismada GAPDH kontrol gen
(housekeeping) olarak  kullanmilmustir. RT-PCR  analizleri  sonucunda gen

ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2- AACT metodu kullanilda.

3.7. In vivo Calismalar

3.7.1. In vivo deneysel NAFLD modelinin indiiklenmesi

Bu calismada kullanilan ratlar Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (ATADEM) temin edilmis olup deneyde yetiskin 200-300 gram agirliginda
Sprague Dawley 1rki toplam 15 adet disi rat kullanilmis. Deney baslangicta oldugu gibi
yine 15 adet rat ile tamamlanmistir. Hayvanlar standart 1s1k 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik ve 25°C 1sida, ad-bilitum olarak su ve yeme erisim saglayarak standart plastik
kafeslerde deney sonuna kadar bekletilmistir. Calismanin tiim uygulamalar1 Atatiirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK) tarafindan verilen
31.05.2022 tarihli ve E-75296309-050.01.04-2200160418 sayili yazis1 ve 103 nolu karar

ile onaylanmustir.

Deneysel NAFLD modeli olusturulacak sicanlar rastgele olarak normal diyet
(ND) veya yiiksek yagh diyet (HFD) alan iki diyet rejimine ayrilmistir. Normal diyet
(ND) grubu (Grup 1), (n=5) diizenli bir yemek diyeti ile beslenmistir ve HFD grubu (Grup
2) (n=10) 3 hafta siireyle yiiksek oranda yag iceren diyet ile beslenmesi saglanmistir. 3
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haftalik HFD beslemenin ardindan siganlar test bilesigi olan enginar yapragi sulu ekstresi
ile tedavi edilmistir. Hayvanlara 2 hafta boyunca HFD uygulamasiyla es zamanl olarak
giinde bir kez oral yoldan (gavaj) musluk suyu i¢inde ¢oziinmiis enginar yapragi
slispansiyonu uygulanmistir. Deney i¢in ¢alisma gruplart ve hayvan sayilari asagida

belirtildigi sekilde planlanmaistir.

Cizelge 3.9. Deney plani

Deney Hayvan Uygulanan  Uygulanan  Uygulama  Diyet
Gruplan Sayilari(n) Madde Doz Siiresi Tipi
Saghkh 5 - - 5 hafta Normal
Kontrol
Grubu
NAFLD 5 Yiiksek yagl 5 hafta HFD
Grubu yem
EYSE 5 Enginar 100 mg/L 5 hafta HFD
Grubu yapragi sulu

ekstresi

Saghkh Kontrol Grubu: Ratlara herhangi bir islem uygulanmamis olup, giinliik

yasamalarini devam ettirmislerdir.

NAFLD Grubu: Ratlarda NAFLD modeli olusturmak i¢in ¢alisma grubunda
bulunan ratlar deney siiresince yliksek yagl diyetle beslenmistir. Yiiksek yaglh yeme ad-

bilitum olarak erisim saglamislardir.

EYSE Grubu: Ratlara 3 hafta HFD besleme ardindan es zamanl olarak 2 hafta

daha enginar yapragi sulu ekstresi oral yoldan gavaj yardimiyla her giin uygulanmustir.

5 hafta sonra tiim ratlara intraperitonal olarak ketamin, ksilazin ve sevofluran
anestezileri uygulanmistir. Batin agilip yaklagik 5 ml kan abdominal aorttan alinarak
EDTA’1 tiiplere konulmustur.

33



3. MATERYAL ve YONTEM

3.7.2. Agirhiklarin dl¢giilmesi ve 6rneklerin toplanmasi

Tiim gruplardaki ratlarin enginar yapragi uygulamalar1 oncesinde ve siiresince
viicut agirliklar1 kaydedilmistir. Viicut agirliklart deney siiresince haftalik olarak takip
edilmistir, farkliliklar belirlenmistir. 5 hafta sonunda tiim hayvanlara anestezi
uygulanmistir ve abdominal aorttan kan ornekleri alinmistir. Karaciger, beyin gibi
istenilen i¢ organlar hemen ¢ikarilmis ve daha sonra degerlendirilmek tizere sivi

nitrojende dondurulmus ve -80°C'de muhafaza edilmistir.

3.7.3. Biyokimyasal analizler

Ketamin, ksilazin ve sevofluran anestezisi altina alinan tiim gruplardaki ratlarin
batinm1 acilip yaklasitk 5 ml kan biyokimyasal analizlerde degerlendirilmek {izere
intrakardiyak yontemle alinarak EDTA’l tiiplere konulmustur. Alinan 6rneklerin
biyokimyasal analizleri Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi, Tibbi Biyokimya

laboratuvarindan hizmet alimi1 yapilarak gerceklestirilmistir.

3.7.4. Hemotolojik analizler

Ketamin, ksilazin ve sevofluran anestezisi altina alinan tiim gruplardaki ratlarin
batin1 agilip enjektorle yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontemle alinarak heparinli
tiiplere konulmustur. Alinan &rneklerin hematolojik analizleri Atatiirk Universitesi
Aragtirma Hastanesi, Tibbi Biyokimya Ilaboratuvarindan hizmet alimi1 yapilarak

gergeklestirilmistir.

3.7.5. Histopatolojik analizler

Histopatolojik inceleme

Deney bitiminde alinan doku 6rnekleri %10’ luk formaldehit soliisyonunda 48
saat tespit edilip, rutin doku takip islemleri sonunda parafin bloklara gomiildii. Her

bloktan 4 pm kalinliginda kesitler alinip histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan
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preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip 151k mikroskobu ile incelendi (Olympus
BX 51, JAPONYA). Kesitler histopatolojik 6zelliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++)

ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

Immunohistokimyasal inceleme

Immunoperoksidaz inceleme igin adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan doku
kesitleri deparafinize ve dehidre edilmistir. Ardindan % 3’liik H202 de 10 dk tutularak
endojen peroksidaz inaktive edilmistir. Daha sonra dokular %1’ lik antijen retrieval (sitrat
buffer (pH+6,1) 100X) soliisyonunda kaynatildi ve oda 1sisinda sogumaya birakilmistir.
Dokularda non-spesifik zemin boyanmasini dnlemek i¢in kesitler protein blok ile 5 dk
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan dokulara primer antikor (Caspase 3 Kat No: sc-
56053, Sulandirma Orani: 1/100, US) damlatilip kullanim talimatlarina uygun inkiibe
edilmistir. Dokularda kromojen olarak 3-3’ Diaminobenzidine (DAB) kromojeni
kullanilmistir. Boyanan kesitler 1sik mikroskobu (Zeiss AXIO ALMANYA) ile

incelenmistir.

Double immunofloresan inceleme

Immunoperoksidaz inceleme igin adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan doku
kesitleri, deparafinize ve dehidre edilmistir. Ardindan %3’lik H202 de 10 dk tutularak
endojen peroksidaz inaktive edilmistir. Daha sonra dokular %1° lik antijen retrieval (sitrat
buffer (pH+6,1) 100X) soliisyonunda kaynatilmis ve oda 1s1sinda sogumaya birakilmastir.
Dokularda nonspesifik zemin boyanmasini énlemek i¢in kesitler protein blok ile 5 dk
inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan dokulara primer antikor (8-OHdG Kat No: sc-66036,
Sulandirma Orani: 1/100, US) damlatilip kullanim talimatlarina uygun inkiibe edilmistir.
Sekonder isaretleyici olarak immunfloresans sekonder antikor kullanilip (FITC Cat No:
ab6785 Diliient Orani: 1/100) karanlik ortamda 45 dk bekletilmistir. Ardindan dokulara
ikinci primer antikor (JNK Kat No: sc-514539, Sulandirma Orani: 1/100, US) damlatilip
kullanim talimatlarina uygun inkiibe edilmistir. Sekonder isaretleyici olarak
immunfloresans sekonder antikor kullanilip (Texas Red Cat No: ab6719 Diliient Orant:
1/1000 UK) karanlik ortamda 45 dk bekletilmistir. Daha sonra kesitlere mounting
medium’ lu DAPI (Kat no: D1306 Sulandirma Orani: 1/200 UK) damlatilip 5 dk karanlik
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ortamda bekletildikten sonra kesitler lamel ile kapatilmistir. Boyanan Kkesitler floresans
atagmanli mikroskopta incelenmistir (Zeiss AXIO ALMANYA). Kesitler immun
pozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak

degerlendirilmistir.

istatistiksel analiz

Calismalar sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi histopatolojik
analizler disinda GraphPad Prism 9.5.1 versiyonu ile gerceklestirilmistir. Istatistiksel
degerlendirme i¢in ¢ift yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmis ve istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Histopatolojik incelemelerde ise istatistiksel analiz i¢in SPSS 13.0 programi
kullanilmig ve p<0,05 anlamli kabul edilerek veriler degerlendirilmistir. Gruplar arasi
karsilagtirllmada Duncan testi kullanilmistir. Grup etkilesiminin saptanmasinda non
parametrik Kruskal-Wallis testi, gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlenmesi i¢in Mann

Whitney U testi kullanilmstir.

Immunohistokimyasal ve Immunofloresan boyamalar sonucu elde edilen
resimlerden pozitif boyanmalarin yogunlugunu belirlemek amaciyla; her resimden 5 adet
rastgele alan se¢ildi ve ZEISS Zen Imaging Software programinda degerlendirmeleri
yapilmistir. Veriler, alan %'si i¢in ortalama ve standart sapma (ortalama+SD) cinsinden
istatistiksel olarak tanimlanmistir. Pozitiflik veren immiinoreaktif hiicreleri ve
immiinopozitif boyanmis alanlar1 saglikli kontrollerle karsilastirmak i¢in one-way
ANOVA ve ardindan Tukey testi yapilmistir. Test sonucunda p<0,05 degeri anlamli

olarak kabul edildi ve veriler ortalama &+ SD olarak sunulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. HPLC-DAD Analizi

Enginar yapragi sulu ekstraktinin HPLC analizi ana bilesenlerimizin %44,39
Gallik asit, %21,58 Katesin, %16,25 Askorbik asit, %10,90 Gentisik asit, %3,36
Kuersetin, %1,61 Protokatekuik asit oldugunu gosterdi. HPLC-DAD analizinin
spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir. Enginarda bulunan fenolik maddeler, reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) ve serbest radikallere karsi etkinlik gosterir ve proteinler, lipitler
ve DNA gibi biyolojik molekiillerde oksidatif hasara kars1 koruyucu bir kalkan olarak
gorev yapar (Ceccarelli et al. 2010). Gallik asit, gii¢lii anti-oksidatif ve anti-obezite
aktivitesine sahip oldugu bilinen sebze ve meyvelerde bol miktarda bulunan, bizimde
ekstremizde en fazla miktarda bulundugunu analiz ettigimiz fenolik bir bilesiktir. Yapilan
bir calismada HFD ile indiiklenen NAFLD fareleri iizerinde hepatik steatoz, obezite,
hiperkolesterolemi ve insiilin direncine karst koruyucu bir etki saptanmis olup NAFLD
patogenezinde meydana gelen viicuttaki hasarlar1 kismen tersine ¢evirdigi bildirilmistir
(Chao et al. 2014). Bu tez ¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmis olup gallik asit
diizeyinin yiiksek bulundugu bitkisel ajanimiz EY SE’nin NAFLD {izerinde ki tedavi edici
etkisi aci8a ¢ikarilmis olup yapilan uygulamalarin sonuglar1 diger boliimlerde ayrintili bir

sekilde agiklanmustir.
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Sekil 4.1. Enginar yapragi sulu ekstraktinin HPLC-DAD kromatogramlari
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4.2. Yag Kirmizis1 O (ORO) Boyama

Steatoz, hepatositlerde %5 den fazla lipit damlaciklarinin goriiniir birikimini ifade
eder. Oleik asit tedavisi ise in vitro sartlarda HepG2 hiicrelerinin sitoplazmasinda lipit
damlaciklar1 birikimine sebep olmakta ve steatozu taklit etmektedir (Cui, Chen, and Hu
2010). HepG2 hiicrelerinde lipit birikiminin derecesini incelemek ve NAFLD model
kontroliinii teyit etmek amaciyla 0,1 mM oleik asit maruziyetine birakilan HepG2
hiicrelerinde yag kirmizisi O boyamasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar, HepG2
hiicrelerine oleik asit eklendikten sonra lipit birikiminde bir artma oldugunu (a) ancak
enginar yapraginin sulu ekstresiyle tedavi uygulanmasi sonrasinda lipit birikiminde doza
baglh kademeli bir azalma goézlendigini tespit edilmistir (b-f). Xia et al. (2019), yapmis
oldugu c¢alismada oleik asite maruz birakilan HepG2 hiicrelerinin NAFLD gelisimini
modelledigi gosterilmis olup sonuglarimiz da bu ¢alismalar1 destekler niteliktedir ve oleik
asit maruziyetiyle NAFLD gelisimini amaglayan c¢alismalarla paralel sonuglar
gostermistir. Bu durum model olusumunun gergeklestigini ve enginar yapraginin sulu
ekstresinin NAFLD’de gortilen lipit birikimini taklit eden in vitro NAFLD modelinde

lipit birikimini iyilestirdigini gosterir.

(e) 100 mg/mL Enginar Yaprag Ekstrakt 20x] g/mL Engina

Sekil 4.2. Oleik Asit ile Model Olusturulmus HepG2 Hiicreleri (a) Saglikli Oleik asit
uygulanmayan model, (b) oleik asit uygulamasi yapilan enginar yapragi
uygulanmayan model, (¢) 300 mg/mL enginar yapraginin sulu ekstresi
uygulanan grup, (d) 150 mg/mL enginar yapraginin sulu ekstresi uygulanan
grup, () 100 mg/mL enginar yapraginin sulu ekstresi uygulanan grup, (f) 50
mg/mL enginar yapraginin sulu ekstresi uygulanan grup.
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4.3. WST-8 Testi

WST-8 canli hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in kolorimetrik bir testtir ve in vitro
hiicre proliferasyonunun indiiksiyonunu veya inhibisyonunu incelemek i¢in kullanilir.
Bu kit, hiicresel tetrazolyum tuzu WST-8’in dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile suda
yiikksek oranda ¢oziiniir, turuncu-sari renkli bir formazana indirgenmesine dayanir.
Hiicrelerdeki dehidrogenazlarin aktiviteleri ile tiretilen formazan kristallerinin miktart,
canli hiicrelerin sayisiyla dogru orantilidir. WST-8'in saptama hassasiyeti, MTT, XTT,
MTS veya WSTI gibi diger tetrazolyum tuzlarmndan daha yiiksektir (Ozdemir Tozlu
2018). Bu amagla ¢alismamizda WST-8 miktarin1 belirlemek igin ticari olarak satilan
CVDK-8 kiti kullanilmistir.

HepG2 hiicrelerinde NAFLD modeli olusturulmasi i¢in 0,1 mM oleik asit
kullanilmistir (Xia et al. 2019). Hiicre tutunmasinin ardindan 48 saat boyunca oleik asit
maruziyetine birakilan hiicrelerde NAFLD modeli gézlenmis ve ardindan NAFLD
tedavisi i¢in enginar yapraginin sulu ekstresi kullanilarak tedavi uygulanmistir. Tedavi
48 saatlik inkiibasyon siiresinin son 24 saatinde uygulanmistir ve enginar yapraginin sulu
ekstresinin ¢alisma dahilinde kullanilan tiim dozlarinin (300, 150, 100, 50 mg/L) hiicreler
icin sitotoksik olmadigi saptanmistir. Tedavi uygulanan gruplarda konsantrasyona bagl
bir iyilestirici etki saptanmistir. Elde edilen bulgular sunu ifade etmektedir; enginar
yapraginin sulu ekstresiyle tedavi uygulanan gruplarda oleik asit uygulanan model
grubuna gore hiicre canlilig1 artmistir. Konsantrasyona bagli hiicre canlilik oraninda artis
gozlenmektedir. Oleik asitle NAFLD modeli olusturulan HepG2 hiicrelerinde hiicre
canlilig1 kontrol grubuna gore azalma gostermis %74’e diiserek %26’lik bir azalmaya
sebep olmustur. Enginar yapragiin sulu ekstresiyle tedavi uyguladigimiz gruplarda ise
hiicre canlilig1 oleik asit uygulanan modele goére artmis sirastyla 50 mg/L de %122, 100
mg/L de %129, 150 mg/L de %129, 300 mg/L de %132 hiicre canlilig1 gostererek kontrol
grubuna kiyasla dahi anlamli bir artis gostermistir (Sekil 4.3). Bulgular neticesinde oleik
asit maruziyeti ile karaciger yaglanmasimin erken evresini taklit eden in vitro NAFLD
modelinde olusan hasar iizerine enginar yapraginin tedavi edici, iyilestirici bir etkiye
sahip oldugunu tespit ettik ve Acquaviva et al. (2023) ‘nin yapmis oldugu calismalara

paralel sonuglar elde ederek bulgularin birbirini destekledigi belirlenmistir.

39



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

24 saatlik EYSE tedavisinde ¢ikan olumlu etkilere ek olarak 48 saatlik oleik asit
maruziyetine karst EYSE tedavisinde etkinlik potansiyeli gosteren doz 300 mg/L olarak
belirlenmistir (Sekil 4.4). Diger dozlarda istatistik olarak bir anlamlilik belirlenmemistir.
Bu EYSE’nin etkinliginin zamanla azaldigini, en yiiksek etkinligin 24 saatte alinacagini

gostermektedir.

WST-8 Testi
o  EYSE 300 mg/L - I«
E EYSE 150 mg/L -]
é EYSE 100 mg/L - b«
jE EYSE 50 mg/L - T #
g NAFLD Grup____ H-
2

Saglikli Kontrol-

I T T 1
0 50 100 150

Hiicre Canliign (%)

Sekil 4.3. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi
uygulanan 24 saatlik enginar yapraginin sulu ekstresinin etkisi.

#NAFLD grubu ile oleik asite karsi tedavi amagli verilen EYSE gruplar arasindaki istatiksel
anlaml1 farklihigr gostermektedir.

*Saglikli kontrol grubu ile NAFLD grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig

gostermektedir (p<0,05).
WST-8 Testi
o  EYSE 300 mg/L- }—
[=)]
E  Evse 150 mo N
c
% EYSE100mgiL{___|—
= EYSE 50 mg/L -{IH
c
§ NAFLD Grup - -
S saghkl Kontrol -——4
] 1 1 T 1
0 50 100 150 200
Hiicre Canliigi (%)

Sekil 4.4. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi
uygulanan 48 saatlik enginar yapraginin sulu ekstresinin etkisi.

# NAFLD grubu ile oleik asite kars1 tedavi amagli verilen EYSE gruplar arasindaki istatiksel
anlaml farklilig1 géstermektedir.

*Saglikli kontrol grubu ile NAFLD grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig:
gostermektedir (p<0,05).
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4.4. TAS-TOS Analizi

Enginar yagraginin sulu ekstresinin 0,1 mM oleik asit kullanilarak HepG2
hiicrelerinde NAFLD modeli indiiklenmis gruplardan alinan siipernatant drneklerinde
total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidatif stres (TOS) seviyeleri iizerindeki
etkileri belirlenmis olup sonuglar Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Sonuglar
EYSE’nin 100, 150, 300 mg/L konsantrasyonlarda uygulanan dozlarinin TAS
seviyelerini destekledigini ortaya ¢ikarmistir. EYSE tedavisi in vitro kosullarda NAFLD
modeli olusturmak igin kullanilan oleik asit maruziyetine kars1t TAS diizeylerinde ifade
edilen konsantrasyonlar i¢in sirastyla yaklasik olarak 0,49; 0,67 ve 1,05 kat artisa sebep
olmustur. TOS seviyesinde ise oleik asit uygulanan hiicre grubunda hicbir sey
uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla total oksidatif stres diizeyinde bir artis goriilmekte
olmasina ragmen istatiksel olarak anlamli sonu¢ vermemistir. Bununla beraber EYSE ile
tedavi uygulanan tiim gruplarda 6nemli seviyede TOS diizeyinde bir azalmaya
rastlanmistir. Bu sonuglar sunu ifade etmektedir; EYSE’nin bu ¢alismada kullanilan tiim
dozlar1 uygulama yapilmayan saglikli kontrol grubu ve oleik asit grubu ile
karsilastirildiginda TOS seviyesinde anlamli (p<0,05) bir azaltici etkiye sahip oldugu ve
in vitro NAFLD modelinde oksidatif stresin hafifletilmesinde rol oynayabilecegi

gosterilmistir.

Oksidatif stresin NAFLD mekanizmasinin altinda yatan bir 6zelligi oldugu
varsayllmaktadir (Klisic et al. 2021). Serbest yag asitlerinin alim1 da reaktif oksijen
tiirlerini ve NF-KB'yi aktive ederek karacigerde proinflamatuar sitokinleri ve NAFLD
patagenezinde 6nemli bir yeri olan insiilin direncini artirabilir (Zeng et al. 2014). Darvish
Damavandi et al. (2023) yapmis oldugu giincel bir ¢alismada semizotu’nun NAFLD
lizerinde’ki etkisi incelenmistir. Calismalarin sonuglarinda NAFLD f{izerinde olumlu
etkiler tespit edilmistir. Bitkilerin tibbi ve farmakolojik potansiyelleri hastaliklar i¢in timit
vericidir. Bizim ¢alismamizda benzer sonuglar1 dogrulamis olup EYSE tedavisinin TAS
aksivitesini destekledigi TOS aktivitesini ise iyilestirdigi saptanmistir. Bununla beraber
hi¢bir sey uygulanmayan kontrol grubu ile oleik asitle model indiiklenen grup arasinda
sayisal bir artis-azalis iliskisi bulunsa da istatistiksel olarak anlamli degildir. Ancak TAS
icin de TOS i¢inde kontrol grubuna kiyasla dahi anlamli iyilestirici bir etki saptanmaigtir.

Bu da EYSE’nin NAFLD patogenezine olumlu katkilar sunabilecegini ifade etmektedir.
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TAS

TAS Duizeyi (mmol Trolox E/L)

Sekil 4.5. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi uygulanan
24 saatlik enginar yapraginin sulu ekstresinin total antioksidan seviyesi
iizerindeki etkisi.

# Oleik Asitle model olusturulan NAFLD model grubu ile EYSE ile tedavi edilen gruplar
arasindaki istatiksel anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).

TOS
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Sekil 4.6. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi uygulanan
24 saatlik enginar yapraginin sulu ekstresinin total oksidatif stres iizerindeki
etkisi.

# Oleik Asitle model olusturulan NAFLD model grubu ile EYSE ile tedavi edilen gruplar
arasindaki istatiksel anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).

4.5. In vitro Kosullarda HepG2 Hiicrelerinde Olusturulan NAFLD Modelinde
Molekiiler Genetik Yanitlar

Yapilan arastirma sonuclarina gére NAFLD gelisimi i¢in oleik asit tarafindan
indiiklenen HepG2 hiicrelerinde enginar yapragmin sulu ekstresinin iyilestirici etki

gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
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bulabilmek igin segilen genlerin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Bu amagla HepG2
hiicrelerinden RNA izole edilmis ve elde edilen RNA 6rneklerinden ters transkripsiyon
ile cDNA sentezlenmistir. Bu cDNA 6rnekleri belirlenen genlere ait spesifik primerler

varliginda kantitatif PCR ile ¢ogaltilmistir.

Oleik asit daha onceki c¢alismalarda ifade edildigi gibi HepG2 hiicrelerinde
trigliserid birikimine neden olur. Bununla birlikte karacigerde yiiksek oranda eksprese
edilen bir niikleer reseptor olarak PPAR-a, da yag asidi oksidasyonu, alimi ve
enflamasyonu ile ilgili genler lizerinde transkripsiyonel diizenleme saglamasinin yaninda,
lipit oksidasyonunun anahtar geni olarak gortiniir ve oleik asit tedavisi PPAR-q, tizerinde
inhibe edici bir etkiye sahiptir (Ren et al. 2017; Montagner et al. 2016; Yu et al. 2018).
Bu aragtirmada da bu sonuglara paralel olarak oleik asitle tedavi edilen grup saglikli
kontrole gore anlamli bir azalma gostermistir. EYSE ile tedavi uygulanan grupta ise bu
azalmaya karsi anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0,0001). Bu durum PPAR-a’nin
neden oldugu NAFLD gelisimine sebep olan siire¢lerde EYSE tedavisinin etkili oldugunu
ortaya ¢ikarir. Sonuglara dair grafik asagida verilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi
uygulanan 24 saatlik enginar yapragimnin sulu ekstresinin ppar-o ekspresyonu
tizerindeki dagilimu.

* Saglikli kontrol ile NAFLD grubu arasindaki istatiksel anlamli farklihgr gostermektedir
(p<0,0001).

# Oleik Asitle model olusturulan NAFLD model grubu ile EYSE ile tedavi edilen grup
arasindaki istatiksel anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,0001).

43



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

NAFLD iizerine oktil galat ile yapilan baska bir ¢alismada ise adipogenezde ve
bununla birlikte lipit depolama ve sentezinde gorev alan PPAR-y’nin ekspresyonu
incelendiginde oktil galatin sebep oldugu lipit birikiminde PPAR-y’nin gen
ekspresyonununu yaklasik 6 kat arttirdigini gostermistir (Lima et al. 2020). Bu tez
calismasinda da da oleik asitle lipit birikimi hedeflenmis olup yapilan muamele
sonrasinda PPAR-y’nin gen ekspresyonununu 7 kat artmasimi gozlenmis olup bu
calismay1 desteklemistir. Oleik asitin sebep oldugu lipit birikimi {izerine tedavi edici
etkisini saptadigimiz EYSE ise artan ekspresyon seviyesini Onemli Olclide tersine
cevirmistir. Bu EYSE’nin NAFLD iizerindeki tedavi edici etkisini pekistirmektedir.
Sonuglara dair grafik asagida verilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi
uygulanan 24 saatlik enginar yapragmin sulu ekstresinin ppar-y ekspresyonu

iizerindeki dagilima.

* Saglikli kontrol ile NAFLD grubu arasindaki istatiksel anlamli farklihgi gostermektedir
(p<0,0001).

# Oleik Asitle model olusturulan NAFLD model grubu ile EYSE ile tedavi edilen grup
arasindaki istatiksel anlamli farkliligi géstermektedir (p<0,0001).

Yapilan bir ¢aligmada serbest yag asitlerine maruz birakilan HepG2 hiicrelerinde
birgok gene ek olarak Nrf-2’nin mRNA ekspresyon seviyesi énemli dl¢iide azalirken
enginarin yabani tipinden elde edilen 6zle uygulanan bir tedavi incelenen tiim genleri
doza bagl olarak artirarak serbest yag asiti kaynakli hepatik oksidatif stresi etkili bir
sekilde modiile etmistir (Acquaviva et al. 2023). Bu tez ¢alismasinda da benzer sonuglar

elde edilmis olup oleik asit maruziyetine birakilan hiicrelerde Nrf-2’nin ekspresyonu
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onemli Olclide azalmistir. EYSE tedavisi uygulanan grupta ise ekspresyon anlamli bir

sekilde artmigtir (p<0,0001). Sonuglara dair grafik asagida verilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Oleik asitle HepG2 hiicrelerinde olusturulan NAFLD modeline karsi
uygulanan 24 saatlik enginar yapragmin sulu ekstresinin nrf-2 ekspresyonu
iizerindeki dagilima.

* Saglikli kontrol ile oleik asit ile model olusturulan grup arasindaki istatiksel anlamli
farklilig1 gostermektedir (p<0,0001).

# Oleik Asitle model olusturulan NAFLD model grubu ile EYSE ile tedavi edilen grup
arasindaki istatiksel anlamli farklilign géstermektedir (p<0,0001).

4.6. In vivo Cahsmalar

In vitro calismalar sonucunda elde ettigimiz verilerden yola ¢ikarak enginar
yapraginin sulu ekstresinin in vivo olarak siganlar iizerindeki etkinlik potansiyeli
arastirilmistir. In vitro ¢alismalarda ¢ikan bulgulara gore IC20 degeri hesaplanmistir ve
literatlirde de benzer dozlarin ¢alisildig1 goriilmiis olup hesaplama neticesinde ulastigimiz
doz olan 100 mg/L dozunda hazirlanan ekstreyi 5 hafta boyunca yiiksek yagl diyetle
besleme yaparak NAFLD gelisimini indiikledigimiz si¢anlarda bu siirenin son iki
haftasinda gavaj yoluyla uygulama yaparak tedavi uygulanmistir. 5 saglikli kontrol, 5
model kontrol (HFD Grup), 5 de tedavi grubu olmak iizere 15 si¢anla deneye baglanmis

ve ayni saylda hayvanla deney sonlandirilmustir.
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4.6.1. Viicut agirhg degisimi

5 hafta siiresince yiiksek yagl diyetle beslenen hayvanlarin ve kontrol grubunun
canli viicut agirliklar1 ve tily dokme durumlar1 haftalik olarak takip edilerek, degisimler
kayit altina alinmistir. Yapilan takip neticesinde tespit edilen viicut agirliklarinin gruplar
arasinda anlamli bir farkhilik gostermedigi tespit edilmis olup deney gruplarinin
higcbirinde tily dokiilmesi gozlenmemistir. Viicut agirliklarinin ortalama = SEM degerleri

asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4.1. Ratlarin ortalama agirliklart ve SEM degerleri

Saghkh Kontrol NAFLD Grup EYSE Grup
Ortalama Agirlik | SEM | Ortalama Agirlik | SEM | Ortalama Agirlik SEM
1.Hafta 298,67 14,77 306,67 19,19 269,80 10,44
2.Hafta 325,33 7,88 345,33 17,74 320,00 21,43
3.Hafta 346,00 1,15 345,67 26,18 308,80 10,17
4 Hafta 356,67 5,81 358,00 26,03 326,20 11,02
5.Hafta 367,00 4,36 366,00 21,07 333,60 11,43

4.6.2. Biyokimyasal bulgular

Ratlardan alinan kan 6rnekleri biyokimyasal analizlere tabii tutulmustur. Her bir
gruba ait biyokimyasal veriler asagidaki cizelgede (Cizelge 4.2.) verilmistir. Elde edilen
bulgulara gore istatistiki agidan anlamli sonu¢ verenler “*” isareti ile g¢izelgede

belirtilmistir. Analizlere gore anlamli sonuglar veren parametreler ALP ve LDH olarak

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Tiim deney gruplarina ait biyokimyasal bulgular

Parametre Saghkh Kontrol NAFLD Grup EYSE Grup
ALP 160,67 499,20* 420,00
AST 130,33 140,60 258,00
ALT 55,67 45,40 77,80
LDH 866,00* 931,80* 1.422,60*
TRIGLISERID 66,00 106,00 99,80
TOTAL KOLESTEROL 45,67 57,22 61,60
HDL K. 29,00 40,40 39,20
LDL KOL. 10,00 12,38 17,00
TOTAL PROTEIN 5,81 6,19 5,58
ALBUMIN 3,72 3,77 3,62
TOTAL BILIiRUBIN 0,02 0,03 0,03
GLUKOZ 156,33 232,92 181,00
KREA. 0,29 0,37 0,35
URIK ASIT 1,37 1,62 1,18
BUN 15,57 15,30 12,78

Istatistiki olarak anlamli olan sonuglar * ile belirtilmistir

Biyokimyasal parametreler olan firik asit, trigliserit, HDL, ALT, AST’nin
ortalama degerleri NAFLD’li hastalarda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli
bi¢imde yiiksek seyreder (Senyigit et al. 2018). Bu degerlere ek olarak yiiksek yagl yem
icerigiyle beslenen ratlar tlizerinde yapilan bir ¢alismada da total kolesterol, LDL
degerlerinin yagli yemle beslenen gruplarda arttigi saptanmistir (Dogan 2016). Ratlarda
yapilan bagka bir NAFLD calismasinda ise ALT degerlerinin de model grubunda saglikli
gruba gore ciddi manada arttig1 ifade edilmistir (Xu et al. 2006). Bobrek fonksiyon
parametreleri iirik asit, BUN ve krea NAFLD hastalarinda varlik gostermekte ve insiiliin
direnciyle iliskilendirilmektedir (Feng et al. 2014). Bulgularimiz bu ¢alismalarla paralel
olup, daha uzun HFD uygulamasi yapilmasi saglanarak NAFLD modelinin ileri bir
versiyonu ortaya ¢ikarilabilir ve bu parametreler NAFLD gelisimi gdsteren hastalarda
yiiksek ¢ikmakta ve karaciger hastaliklariyla iliskilendirilmektedir. Uygulanan EYSE
tedavisi karaciger parametrelerinde olumlu bir etkiye sahip olsa da istatistiki acidan bir
anlamlilik gortilmemistir. EY SE’nin daha yiiksek dozlar1 veya daha uzun bir tedavi siiresi

biyokimyasal parametreler iizerinde daha olumlu sonuglara sebep olabilir.

4.6.3. Hematolojik bulgular

Ratlardan alinan kan 6rnekleri hematolojik analizlere tabii tutulmustur. Her bir

gruba ait hematolojik veriler asagidaki ¢izelgede (Cizelge 4.3.) verilmistir. Elde edilen

sk

bulgulara gore istatistiki agidan anlamli sonug verenler isareti ile cizelgede
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belirtilmistir. Analizlere gore anlamli sonu¢ veren hematolojik parametre PLT olarak

tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Tiim deney gruplarina ait hematolojik bulgular

Parametre Saghkh Kontrol NAFLD Grup EYSE Grup
WBC 10,09 12,28 11,09
RBC 7,07 8,75 10,35
HGB 12,00 14,78 18,16
HCT 40,89 49,49 59,42
MCV 57,64 56,94 57,60
MCH 16,72 16,54 17,60
MCHC 29,18 29,14 30,56
PLT 484,20* 570,60* 1.118,00*

Istatistiki olarak anlamli olan sonuglar * ile belirtilmistir

Yapilan calismalarda NAFLD hastalarinin WBC'si, RBC'si saglikli kontrollere
gore daha yiiksek ¢ikmistir (Eheim et al. 2014). WBC, inflamasyonun bir belirtecidir ve
metabolik bozukluklarda yiikselir. Hepatik steatoz da karacigerde sadece fokal yag
birikimi degil, ayn1 zamanda sistemik bir inflamasyonu ifade eder (Lee et al. 2010). RBC,
HGB ve HCT, NAFLD'de WBC gibi benzer bir artis egilimine sahiptir. Bu hematolojik
parametreler, insiilin direnci, serebrovaskiiler hasar ve metabolik sendrom ile giiglii bir
sekilde iliski gosterir (Tabara et al. 2013). NAFLD’li hastalar {izerinde yapilan bir
caligmada hastalarda MCH, MCV diizeyleri artarken MCHC saglikli gruplara kiyasla
azalma gostermistir (Das et al. 2008). Bir diger parametre olan PLT’nin ise karaciger
hastaliklarinda sayisinin azaldigr uzun zamandir bilinmektedir. Bir ¢alismada, orta-
siddetli NAFLD’ ye sahip hastalarin, daha hafif NAFLD formuna goére daha yiiksek PLT
say1larina sahip oldugu bildirilmistir (Garjani et al. 2015). Calismamizda EYSE ile tedavi
ettigimiz grupta PLT degerlerinin tedavi sonrasinda arttigin1 gozlemlemekteyiz. Bu
sonugcta literatiirdeki calismalar1 desteklemektedir. Daha uzun siire uygulanan bir HFD,
modeli daha da gelistirir ve ayrica daha uzun uygulanan bir tedavi ya da daha yiiksek

dozlarda uygulanan bir EYSE tedavisi de etkinligi arttiracaktir.

4.6.4. Histopatolojik analizler ve bulgular

Enginar yapragimin sulu ekstresinin HFD ile indiiklenerek NAFLD olusumu
saglanmas1 hedeflenen sicanlardan alinan karaciger ve beyin Orneklerinde yapilan

histopatolojik bulgularin degerlendirilmesinde kontrol grubunda bulunan saglikli
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sicanlarin dokularinin normal histolojik yapida olduklar1 gézlenmistir. Yiiksek yagl diyet
uygulanan HFD grubunda bulunan siganlarin karaciger ve beyin dokular1 histopatolojik
olarak incelendiginde, hepatositlerde siddetli dejenerasyon, koagulasyon nekroz, siddetli
steatozis ve damarlarda siddetli hiperemi saptanmistir (Sekil 4.10). Benzer sekilde beyin
dokularinda da noronlarda siddetli dejenerasyon ve nekroz damarlarda siddetli hiperemi
gozlenmistir (Sekil 4.11). Enginar yapragi ekstresi ile tedavi edilen sican grubunda
yapilan histopatolojik degerlendirme de ise hepatositlerde orta siddette dejenerasyon,
hafif diizeyde koagulasyon nekrozu, orta seviyede steatozis ve damarlarda siddetli
hiperemi saptandi (Sekil 4.10). HFD besleme yapilan model grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p<<0,05). Beyin dokularinda ise bu grupta
noronlarda orta diizeyde dejenerasyon ve hafif diizeyde nekroz damarlarda orta siddette
hiperemi saptand (Sekil 4.11). HFD grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edildi (p<0,05). NAFLD’nin ana klinik tezahiirii olan metabolik islev
bozuklugu ve karaciger hasarlarinin yani sira, NAFLD hastalarinda azalmis beyin hacmi
ve patolojik degisiklikler gozlenir (Filipovi¢ et al. 2018). Yapilan bir hayvan ¢aligmasinin
sonuglart da sunu gosterir ki NAFLD yapilan siganlarin beyinlerinde oksidatif stres ve
norotransmiter aktivitelerinde bozukluklar meydana gelmistir (Ghareeb et al. 2011).
Sonuglarimiz bu acidan da anlamli bir degere sahiptir. Ayrica mekanizmalar1 tam
anlasilamamis olsada NAFLD ile noéropsikiyatrik bozukluklar, bozulmus 6grenme ve
hafizanin davranigsal performansi arasinda yakin bir iliski oldugu diisiiniilmektedir
(Weinstein et al. 2019). Bununla birlikte hastalik grubuyla kiyaslandiginda elde ettigimiz
veriler enginar yapraginin sulu ekstresinin NAFLD iizerinde iyilestirici bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Elde edilen histopatolojik bulgular Cizelge 4.4’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 4.4. Karaciger ve beyin dokularinda histopatolojik bulgular ve skorlanmasi

Saghkh NAFLD EYSE Grup
Kontrol Grup
Hepatositlerde - 4+ ++
a@: dejenerasyon
3% Hepatositlerde ] st .
é koagulasyon nekrozu
§ Steatozis - F++ 4
Damarlarda hiperemi - +++ +++
- Noronlarda dejenerasyon - +++ ++
=  Noronlarda nekroz - 4+ +
E Damarlarda hiperemi - +++ ++

4.6.5. immunohistokimyasal analizler ve bulgular

Enginar yapraginin sulu ekstresinin HFD ile indiiklenerek NAFLD olusumu
saglanmas1 hedeflenen siganlardan alinan karaciger ve beyin orneklerinde yapilan
immunohistokimyasal incelemelerin bulgularinin degerlendirilmesinde kontrol grubunda
bulunan saglikli siganlarin Kaspaz 3 ekspresyonlar1 negatif olarak degerlendirildi (Sekil
4.10). Kaspazlar, apoptozun son asamasini yiiriiten bir sistein-proteaz ailesidir. Ozellikle
kaspaz 3, apoptozun son adimlari olan kromatin yogunlasmasi ve DNA par¢alanmasi i¢in
cok 6nemli bir kaspazdir (Porter and Janicke 1999; Li and Yuan 2008). Ayrica NASH
patogenezinde kaspaz tutulumu gosterdiginden 6nemli bir parametredir (Akazawa and
Nakao 2018). Beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde; GFAP
ekspresyonlar1 negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.11). HFD beslenen model hastalik
grubunda ise karaciger ve beyin dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde;
hepatositlerde siddetli seviyede intrasitoplazmik Caspase 3 ekspresyonlari saptandi (Sekil
4.7). Beyin dokularinda; astrositlerde siddetli seviyede GFAP ekspresyonlar tespit edildi
(Sekil 4.11). Enginar yapraginin sulu ekstresi ile tedavi uygulanan grupta ise karaciger ve
beyin dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde; hepatositlerde orta diizeyde
sitoplazmik Caspase 3 ekspresyonlar: goriildii (Sekil 4.10). Beyin dokularinda;
astrositlerde orta diizeyde GFAP ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 4.11). Bu durum enginar

yapraginin sulu ekstresinin NAFLD {izerinde olumlu etkilere sahip oldugunu ifade
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etmektedir. Karaciger ve beyin dokularinda immunohistokimyasal renk degisim diizeyi
Olciilerek (W/sr) analiz sonuglar1 ve istatistiksel bulgular1 Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’ da

ifade edilmistir.

4.6.6. immunofloresan analizler ve bulgular

Enginar yapragimin sulu ekstresinin HFD ile indiiklenerek NAFLD olusumu
saglanmas1 hedeflenen sicanlardan alinan karaciger ve beyin Orneklerinde yapilan
immunofloresan boyama yontemi incelemesinin bulgularinin degerlendirilmesinde
saglikli kontrol grubu hayvanlarindan alinan karaciger ve beyin dokularinda 8-OHdG ve
JNK ekspresyonlar1 negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Model
kontrol grubunda ise karaciger ve beyin dokular1 immunofloresan boyama yontemi ile
incelendiginde; hepatositlerde ve noronlarda siddetli diizeyde sitoplazmik 8-OHdG, JNK
ekspresyonlar1 gozlendi (Sekil 4.10). Tedavi grubunda ise karaciger ve beyin dokulari
incelendiginde; hepatositlerde ve noronlarda orta seviyede intrasitoplazmik 8-OHdG ve
JNK ekspresyonlari saptandi (Sekil 4.11). Bu veriler enginar yapraginin sulu ekstresinin
karaciger iizerinde olumlu etkilerini gostermistir. Karaciger ve beyin dokularinda
immunofloresan 1s1ma diizeyi Ol¢iilerek (W/sr) analiz sonuglar1 ve istatistiksel bulgulari

Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da ifade edildi.

Cizelge 4.5. Karaciger dokusunda immunohistokimyasal ve immunofloresan boyama
bulgularinin verilerini ve istatistiksel analiz verileri.

Caspase 3 W/sr 8-OHdG W/sr JNK 1/3 W/sr
Saghkh Kontrol 18,59+0,112 20,160,262 19,32+0,182
NAFLD Grup 69,11+2,58° 83,49+2,25° 74,59+2,94°
EYSE Grup 43,58+1,85°¢ 51,66+2,33° 47,84+1,23°

Degerler ortalama + SE' yi gosterir (n = 5). Siitun boyunca kontrol, a'dan farkli tist

simgeye sahip degerler istatistiksel olarak farklidir (p<0,05).
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Cizelge 4.6. Beyin dokusunda immunohistokimyasal ve immunofloresan boyama
bulgularinin verilerini ve istatistiksel analiz verileri.

GFAP W/sr 8-OHdG W/sr JNK 1/3 W/sr
Saglikh Kontrol 16,51+0,47° 21,98+0,64° 200,09
NAFLD Grup 87,54+3,66° 88,33+3,97° 76,68+2,74°
EYSE Grup 53,16+1,28° 57,12+2,61° 53,39+2,38°

Degerler ortalama + SE' y1 gosterir (n = 5). Siitun boyunca kontrol, a'dan farkl tist

simgeye sahip degerler istatistiksel olarak farklidir (p<0,05).

TEXAS RED MERGE

Saglikl Kontrol

NAFLD Grup
-

EYSE Grup

Sekil 4.10. Karaciger dokusu, Hepatositlerde dejenerasyon (oklar) ve nekroz (okbaglari),
H&E, Bar:20pum. Hepatositlerde Caspase 3 ekspresyonlar1 (okbaglari), IHC-
P, Bar:20um. Hepatositlerde 8-OHdG ekspresyolar1 (FITC) ve JNK
ekspresyonlar1 (Texas Red), IF, Bar:50um.
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Sekil 4.11. Beyin dokusu, Noronlarda dejenerasyon (oklar) ve nekroz (okbaslar1), H&E,
Bar:20um. Astrositlerde  GFAP 3 ekspresyonlar1 (okbaslar1), THC-P,
Bar:20um. Noronlarda 8-OHdG ekspresyolari (FITC) ve JNK ekspresyonlari
(Texas Red), IF, Bar:50um.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonuglarimiza gdére bu arasgtirmada yaptigimiz analizler neticesinde enginar
yapraginin sulu ekstresinin NAFLD nin olusturdugu patolojik etkilere karst iyilestirici bir
potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. In vitro ¢alismalarla HepG2 hiicrelerinde oleik
asitin indiikledigi erken hepatik steatoz lizerine enginar yapraginin gosterdigi iyilestirici
etkilerin yaninda in vivo olarak ratlar lizerinde yaptigimiz ¢aligmalarin neticelerinde elde
ettigimiz sonuclarda EYSE’nin oOnemli tedavi edici bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Ulkemizden toplanan enginarm yapraklarindan elde edilen sulu ekstrenin
NAFLD fiizerinde ki etkinligi ilk kez ¢alismamizda rapor edilmistir. Tez ¢alismamizda
elde ettigimiz veriler neticesinde enginar yapraginin diisiik dozlar1 dahi (100 mg/L) hem
model olusturulmus HepG2 hiicreleri iizerine hem de yiiksek yagli diyetle model
gelismesi saglanmis ratlar {izerinde olumlu etkiler gostermis ve hastaligin iyilesmesine
katki sunmustur. Ayrica ¢alismamizda kullanilan dozlarin higbirinde bir sitotoksik etki
gbzlenmemistir. Bu sebepten Otiirli enginar yapragi karaciger hastaliklarinin gelisimini
engellemek icin koruyucu bir etkinlik ve tedavi edici bir 6zellik gdsterebilir ve bu amacla
kullanilabilir. Arastirma sonuglarimizdan yola ¢ikarak ifade edebiliriz ki heniiz etkin bir
tedavi stratejisi bulunmayan ve gelecekte ciddi bir halk saglig1 problemine doniisme riski
ongoriilen NAFLD’ye kars1 gelistirilecek olan tedavi stratejilerinde enginar yapragi
onemli bir rol oynayabilir. Calismamiz s6z konusu bitkinin etkinlik potansiyelini ve etki
mekanizmasinin biraz daha aydinlatilmasina yonelik yapilacak olan ¢alismalarda 6nemli
bir basamak gorevi gorecektir. Ayrica bu calisma hedef hastalifa yonelik yapilacak olan

farmakolojik ¢alismalara da katki sunacaktir.
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