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RATLARDA GASTRIiK HASAR UZERINE Muscari neglectum BITKISININ
SU EKSTRAKTININ ETKIiLERININ BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRELERLE ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada Sakarya ilinden toplanan Muscari neglectum (MN) bitkisinin toprak iistii
kisminin su ekstraktinin antioksidan aktivitesi ve fitokimyasal igeriklerinin tespit
edilmesi, canli viicudunda meydana getirecegi akut toksisitesinin belirlenmesi,
indometazin (IND) ile deneysel olarak olusturulan gastrik iilsere karsi koruyucu
etkisinin biyokimyasal parametreler ve histopatolojik goézlemler ile degerlendirilmesi
amaclanmaktadir.

Calismada kullanilan Muscari neglectum bitkisi Sakarya ilinden toplanarak
kurutulmustur. Su inflizyonu i¢in bitki: su orani 1:10 olacak sekilde 60°C’de 30 dakika
boyunca calkantili su banyosunda 250 rpm’de ekstrakte edilmistir. Ekstraktlar
Whatman tipi siizge¢ kagidindan siiziilerek -80°C’de 24 saat dondurulduktan sonra
liyofilizatérde soguk vakum altinda kurutulmustur. Ekstraksiyon isleminden sonra,
toplam fenolik bilesik ve flavonoid madde, serbest radikal giderim aktivitesi (DPPH),
indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC), metal selatlama aktivitesi (MCA) ve
indirgeme kapasitesi analizleri (FRAP) spektrofotometrik yontemle, fitokimyasal
icerikleri ise sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) ile
yapilmistir.

24 adet akut toksisite ve 36 adet mide iilser modeli (n=6) i¢in toplam 60 adet Sprague
Dawley ki erkek ratlar kullanilmistir. Akut toksisite testi i¢in ratlar saglikli; 500,
1000, 2000 mg / kg MN verilerek 4 gruba ayrilmistir. Toksik etki semptomlar1 24 saat
boyunca takip edilmistir. Ratlarda herhangi bir toksik etki gézlenmedigi, verilen limit
dozun 1/5, 1/10, 1/20 segilerek, saglikli; indometazin (25 mg/kg); referans [40 mg/kg
famotidin (FAM)] ve MN ekstraktinin ii¢ farkli dozu (100, 200, 400 mg/kg) olmak
lizere 6 gruba ayrilmistir. Saglikli grup harig tiim gruplara, dozlar uygulandiktan 5 dk
sonra IND ratlara oral olarak verilmistir. Ratlar 6 saat sonunda hafif sevofloran
anestezisi altinda sakrifiye edilmistir. Tiim hayvanlarin mideleri ag¢ilip serum
fizyolojik ile yikanmis ve makroskobik olarak incelenmistir. Dokulardan alinan
kesitler ~hemotoksilen eosin  boyamasi1 yapilarak histopatalojik  olarak
degerlendirilmistir. Biyokimyasal olarak, mide dokularinda katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimlerinin aktiviteleri ile glutatyon (GSH), malonaldehit (MDA)
diizeyleri sandvi¢ enzim bagli immun o6l¢iim (ELISA) kitleri kullanilarak analiz
edilmistir.

Muscari neglectum bitkisinin liyofilize ekstraktindan, %14,974 g verim saglanmistir.
Toplam fenolik ve flavonoid igerikleri sirasiyla; 26,0£1,21 mg GAE/g, 0,45+0,05 mg
KUE/g bulunmustur. DPPH, MCA, FRAP analizleri % inhibisyon degerleri artan
konsantrasyona bagli olarak lineer artis gostermistir. CUPRAC sonuglarimiz 0,06 uM
TE olarak bulunmustur.
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Yapilan LC-MS/MS analizinde fumarik asit, protokatekuik asit, floridzin dihidrat ve
mirisetin bilesikleri (sirasiyla 0,30281874; 0,16369329; 0,02561198; 0,01061646
mg/g ekstre) yogun bulunurken, asetohidroksamik asit, kafeik asit, siringik asit,
resveratrol, kaempferol, gallik asit, 4-hidroksibenzoik asit, salisilik asit, kuersetin ve
luteolin bilesiklerinin de (sirastyla 0,0066244; 0,00280178; 0,00575919; 0,00322667,
0,00270288; 0,00455979; 0,00475702; 0,0015531; 0,00627964; 0,00278937 mg/g
ekstre) bulundugu dikkati cekmektedir.

Deneysel ¢alismalarda verilen MN dozlarinin 24 saatlik akut toksisite degerlendirmesi
sonucunda, ratlarda herhangi bir davranis degisikligi ve Olime neden olmadigi
belirlenmistir.

Muscari neglectum su ekstraktinin tiim dozlarinin indometazinin indiikledigi gastrik
mukozal hasarlanmay1 6nledigi, en giiclii antiiilser etkinin % 69 ile 400 mg/kg grubu
(p<0,001), referans grubuyla benzer etkiler gosterdigi bulunmustur.

Muscari neglectum gruplar ile IND grubunun SOD aktivitesi karsilastirildiginda
400MN grubu, CAT aktivitesi tiim gruplarda ve GSH diizeylerinde ise 200MN ve
400MN istatiksel olarak anlamli (p<0.0001) artis, MDA diizeylerinde 200MN ve
400MN gruplarinda istatiksel olarak anlamli (p<0.0001) azalis goézlenmistir. Muscari
neglectum antioksidan etkilerden dolay1 indometazin ile indiiklenen mide {ilserinde
gastroprotektif etkiler gostermis, en etkili dozunun 400 mg/kg oldugu goriilmiistiir.

Muscari neglectum su ekstraktinin mide dokusu histopatalojik gozlemleri, IND ile
karsilastirildiginda, 200 MN ve 400MN ekstraklarinin, hasar bulgularint (lamina
epitelyaliste erezyon, epitellerde dejenerasyon ve nekroz, damarlarda hiperemi)
istatiksel olarak anlamli (p<0.05) azalttig1 tespit edilmistir.

Muscari neglectum su ekstraktinin invitro antioksidan analizlerinin sonuglar1 ve
igerigindeki fenolik bilesiklerin varligi, MN'nin su ekstraktinin iyi bir antioksidan
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu calisma kapsaminda, Indometazin ile
olusturulan iilser modelinin ratlar iizerindeki invivo calismalarin  biyokimyasal
analizleri ve histopatolojik incelemeleri, Muscari neglectum'un su ekstresinin mide
iilserine kars1 koruyucu etki gostermistir. Bu pozitif etkinin Muscari neglectum
bitkisinde bulunan antioksidan 6zellige sahip biyomolekiillerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yapilan literatiir calismalarinda MN bitkisinin su ekstresinin mide
hastaliklar1 iizerine etkisini arastiran bilimsel bir calismaya rastlanmamistir. Bu
calismanin Muscari neglectum ile yapilacak diger arastirmalar i¢in 6nemli bir referans
olacagi ongoriilmektedir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE WATER EXTRACT OF THE
PLANT Muscari neglectum ON GASTRIC DAMAGE IN RATS WITH SOME
BIOCHEMICAL PARAMETERS

SUMMARY

The objective of this thesis was to find out the antioxidant activity and phytochemical
content of the water extract of the above-ground part of Muscari neglectum (MN) from
Sakarya city, to determine its acute toxicity in the living body, and to evaluate its
positive effect against gastric ulcer induced by indomethacin (IND) by biochemical
parameters and histopathological observations.

The above-ground parts of the Muscari neglectum plant utilised in this study were
collected from the Sakarya region, thoroughly washed to remove any extraneous
matter, and then dried in the shade at room temperature. For water infusion, the plant
was extracted at 60°C for 30 minutes with a plant: water ratio of 1:10. The extract
solution was filtered with Whatman type filter paper and frozen at -80°C for 24 hours
and then dried in a lyophiliser under cold pressure. After extraction, free radical
scavenging activity (DPPH), reducing antioxidant capacity (CUPRAC), iron (II) ion
chelating activity (MCA), reducing capacity (FRAP), total phenolic compounds and
flavonoids, were analysed by spectrophotometric method and phytochemical contents
were identified by LC-MS/MS (liquid chromatography-tandem mass spectrometry).

A total of 60 male Sprague-Dawley rats were utilised in the course of the study, with
24 rats employed in acute toxicity models and 36 in gastric ulcer models (n=6). For
acute toxicity test, rats were divided into 4 groups according to healthy, 500, 1000,
2000 mg/kg body weights by giving Muscari neglectum plant. The toxic effect
symptoms were followed for 24 hours. Rats were distributed into 6 groups as healthy;
indomethacin (25 mg/kg); reference [40 mg/kg famotidine (FAM)] and the different
concentrations of the Muscari neglectum above- ground water extract (100, 200, 400
mg/kg) by selecting 1/5, 1/10, 1/20 of the given limit dose. In all groups except the
healthy group, indomethacin was given orally to the rats 5 min after the doses were
administered. The rats were sacrificed under the influence of mild sevofluorane
anaesthesia six hours after the experimental application. The stomachs of all the used
animals were cut out along the large quartur, rinsed with saline and observed
macroscopically. Sections taken from the tissues were histopathologically evaluated
by haemotoxylated eosin staining. Biochemically, the activities of the antioxidan
enzymes [superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)] and glutathione (GSH),
malonaldehyde (MDA) levels in stomach tissues were analysed using sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits.

The rutls showed that the lyophilised water extract of the above-ground part of
Muscari neglectum plant yielded 14.974 g%. Total phenolic and flavonoid
comppounds were 26.0+1.21 mg GAE/g and 0.45+0.05 mg KUE/g, respectively. The
% inhibition values of, free radical scavenging activity (DPPH), iron (II) ion chelating
activity (MCA), reducing capacity (FRAP), analyses showed a linear increase with
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increasing concentration. Our reducing antioxidant capacity (CUPRAC), results were
found as 0.06 uM TE.

According to LC-MS/MS analysis results, fumaric acid, protocatechuic acid,
phloridzin dihydrate and myricetin compounds (0.30281874; 0.16369329;
0.02561198; 0.01061646 mg/g extract, respectively) were found intensely, while
acetohydroxamic acid, caffeic acid, syringic acid, resveratrol, kaempferol, gallic acid,
4-hydroxybenzoic acid. It is noteworthy that acid, salicylic acid, quercetin and luteolin
compounds (0.0066244; 0.00280178; 0.00575919; 0.00322667; 0.00270288;
0.00455979; 0.00475702; 0.0015531; 0.00627964; 0.00278937 mg/g extract,
respectively) are also present.

It was determined that the doses of Muscari neglectum administered in the
experimental studies did not cause any behavioural alterations (e.g. strange
behaviours, eating habits, sleep, tremor, abnormal vocalisation, sensitivity to sound)
or result in fatality in rats as a consequence of a 24-hour acute toxicity evaluation.
These findings demonstrated that the above-ground water extracts of Muscari
neglectum plant did not cause any toxic effects at a dose of 2000 mg/kg.

The findings of the study demonstrated that all concentrations of the water extract of
the above-ground part of Muscari neglectum plant were able to prevent indomethacin-
induced gastric mucosal damage, the strongest antiulcer effect was found in the 400
mg/kg group with 69% (p<0.001), showing similar effects with the reference group.

When the Muscari neglectum groups were compared with the IND groups, a
statistically significant (p<0.0001) increase was observed in SOD activity in the
400MN group, CAT activity in all groups and GSH in 200MN and 400MN, whereas
a statistically significant (p<0.0001) decrease in MDA was observed in the 200MN
and 400MN groups. The high antioxidant content of the water extract of the above-
ground part of the Muscari neglectum plant has been demonstrated to offer
gastroprotective effects in a model of gastric ulceration induced by indomethacin in
rats and the most effective dose was found to be 400 mg/kg.

When the histopathological observations of Muscari neglectum water extract in gastric
tissue were compared with indomethacin, it was found that 200 MN and 400 MN
extracts significantly (p<0.05) reduced the damage findings (lamina epithelialis
erosion, epithelial degeneration and necrosis, hyperaemia in vessels).

Consequently, it was demonstrated that water extracts of the above-ground part of the
Muscari neglectum plant did not cause toxic effects at a dose as high as 2000 mg/kg,
and the phenolic components contained in its content had a protective effect on
indomethacin-induced gastric damage in rats. It showed this effect by decreasing MDA
levels and increasing SOD, CAT, GSH levels. It was also found that the
gastroprotective effect increased depending on the dose of water extract of the plant.
These effects were also supported by histopathological findings.

The protective effect of three different doses (100, 200, 400 mg/kg) of the aqueous
extract of Muscari neglectum aerial part against gastric ulcer induced experimentally
by indomethacin was investigated by biochemical parameters (SOD, CAT enzyme
activities, GSH and MDA levels) and histopathological observations. It was found that
the above-ground water extract of Muscari neglectum had a protective effect against
gastric ulcer and this effect is thought to be due to the biomolecules with antioxidant
properties in the plant component.
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In the life of living organisms, radical compounds that are toxic to living organisms
are formed by various effects during external influences and metabolic reactions, and
these cause aging and cell-based harmful effects in living organisms. Phenolic
compounds are the most effective molecules in preventing these effects.

Furthermore, phenolic compounds have been shown to possess antioxidant properties
and to exhibit antiulcer effects. In view of these findings, the combinations of phenolic
components in the content of Muscari neglectum above-ground water extracts could
be considered as a distinct alternative treatment modality to drugs such as FAM, which
is used as a reference, by acting on multiple targets (antioxidant + acid regulator +
anti-inflammatory). Further studies are recommended to isolate the synergistic effects
of the compounds in Muscari neglectum content from the plant and to conduct clinical
studies. It is suggested that this plant can be used as a protective against gastric damage
in humans.

The results of invitro antioxidant analyses of Muscari neglectum water extract and the
existence of phenolic compounds in its content showed that the water extract of
Muscari neglectum has very good antioxidant effect. In the context of this study,
biochemical analyses and histopathological examinations of in vivo studies on gastrit
ulcer model mice showed protective effect of Muscari neglectum water extract against
gastric ulcer. It is believed that this positive effect is due to the antioxidant
biomolecules present in the Muscari neglectum plant. A thorough examination of the
available literature revealed no scientific studies on the effects of water extracts from
Muscari neglectum plants on stomach diseases. It is predicted that this study will be
an important reference for other researches to be conducted with Muscari neglectum.
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1. GIRIS

Fitoterapi; alternatif tibbin en onemli kollarindan biri olup bitkilerle yapilan tedavi
yontemidir. (Balci, 2019; Giilmen, 2018). Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda
MN bitkisinin farkli kisimlarimin bilesenlerinin analiz edildigi ve antioksidan
yoniinden zengin oldugu, fakat toprak {istli kisminin su ekstraktinin etkilerinin canlilar
tizerinde denenmedigi tespit edilmistir (Bokov ve Riethmiiller, 2020; Demirci ve ark.,
2015; Eroglu ve Dogan, 2022; Eroglu Ozkan ve ark., 2018; Mahboubi ve Taghizadeh
2016; Mahomoodally ve ark., 2021; Nasrabadi ve ark., 2013; Ozcan ve ark., 2018;
Sanei ve ark., 2021)

Halk arasinda {iziim stimbiilii olarak bilinen MN; bataklik alanlarda yetisen genellikle
Subat-Mayis aylarinda cigeklenen ¢ok yillik soganli ve otsu bir bitkidir (Lou ve ark.,
2017). Muscari tiirlerinin yapraklart (Lim, 2014), yumrular1 (Tardio ve ark., 2006),
cigcekleri ve ¢icek tomurcuklar (Tuzlact ve Erol, 1999) ¢ig ve pisirilerek tliketilen
ekonomik ve farmasotik énemi olan bir bitkidir (Pehlivan ve Ozler, 2003). MN’ un
kimyasal bilesimi ve biyolojik aktiviteleri lizerine yapilan ¢aligmalar; homo-
izoflavanonlar (Nasrabadi ve ark., 2013), flavonoid, alkaloid, terpenoid ve steroid
bilesikleri (Goktas ve ark., 2010; Mahboubi ve Taghizadeh 2016), urasil, siiksinik asit
(Lim, 2014) ihtiva ettigini rapor etmislerdir. MN igeriginin antiromatizmal,
antienflamatuar, anti-alerjik, afrodizyak etki, antimutajenik, antioksidan,
antikarsinojenik,  Ostrojenik-  antidstrojenik, antiaterojenik, antimikrobiyal,
antitrombotik, kardiyoprotektif, ndrodejenarif ve vazodilatér ve protein sentezini
inhibe edici etkileri oldugu bildirilmektedir (Balasundram ve ark., 2006; Bayramoglu
ve ark., 2016; Tuzlac1 ve Erol, 1999; Ucar 2004; Ugurlu ve Se¢men, 2008;). Ayrica
balgam soktiiriicti, sigil tedavisi, midevi, idrar arttirici (Guarrera ve Leporatti, 2007,

Kizilarslan ve Ozhatay, 2012), gdgiis uyarict (Usher, 1974) olarak kullanilmaktadir.

Serbest radikaller, yiiksek derecede reaktif olan eslesmemis bir veya birden fazla
elektronu bulunan ve bu 6zelliginden dolay1 kolaylikla reaksiyon veren, yar1 dmiirlii,
molekiil agirligr diisiik, kararsiz atom veya molekiiller olarak tanimlanir (Altiner ve

ark., 2018; Phaniendra ve ark., 2015; Wu ve ark., 2013). Serbest radikaller endojen ve



ekzojen kaynakli etkenler ile olusabilmektedir. Bu etkenler arasinda; sigara dumani,
alkol, hava kirliligi, toksik ajanlara (NSAII, CCl4, acrylamide vb.) ve radyoaktiviteye
maruz kalma, antikanser ajanlar, fitokimyasal maddeler, yaglanma ve stres gibi bir¢ok
etkenin yer aldig1 rapor edilmistir (Kumar, 2011; Lushchak, 2014). Serbest radikallerin
insanlarda diyabet, kanser, ateroskleroz, hipertansiyon vb. hastaliklara sebep oldugu

belirtilmistir (Kumar, 2011; Siraki ve ark, 2018).

Oksidatif stresi destekleyen kosullar altinda, endojen antioksidanlar yeterli
olmadiginda optimal hiicresel fonksiyonlar1 korumak ig¢in diyet antioksidanlari
(vitaminler, eser elementler, fenolik bilesikler, karatenoidler gibi) gerekli olabilir
(Aslani ve Ghobadi, 2016; Mates ve ark., 1999). Antioksidanlar, viicudu serbest
radikallere kars1 koruyan ve etkilerini azaltan enzimatik (CAT, SOD, GPx, GST, GR)
(Aslani ve Ghobadi, 2016; Jing ve ark., 2019) ve nonenzimatik (glutatyon, bilurubin,
seruloplazmin, ferritin, laktoferrin, tirik asit, polifenolik bilesikler, haptoglobinler,
albiimin, askorbik asit, tokoferol, eser elementler gibi) yapida olan maddelerdir

(Aslani ve Ghobadi, 2016; Karabulut ve Giilay, 2016).

Gastrik tlser; uygunsuz diyetler, stres, anksiyete, alkol ve sigara bagimliligi,
Helicobacter pylori enfeksiyonu ve nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAII' ler)
asir1 kullanimi gibi bir¢ok etkenin neden oldugu, ¢ok sayida kiginin yasam kalitesini
ve liretkenligini etkileyen, midenin yiizeysel veya daha derin muskularis mukozasini
etkileyen, mukozal tabakanin biitiinliigiiniin bozulmas: sonucunda olusan bir

hastaliktir (Yegen, 2018).

Klinik olarak gii¢lii nonsteroid antiinflamatuar ilaglardan (NSAII) biri olan IND; artrit,
gut ve tendinit tedavisi i¢in analjezik ve antipiretik etkileriyle nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gilinaydin ve Bilge, 2018; Kim, 2016; Lucas, 2016). Ates, agr1 ve
sisligi, prostaglandin (PG) iireten enzimlerdeki [Siklooksijenaz (COX-1) ve (COX-2)]
PG seviyelerini inhibe ederek azaltir. Bu durum PG eksikligine neden olarak etil alkol,
gastrik asit ve safra tuzlarmin tahrip edici etkilerini artirmaktadir (Bjarnason 2013;
Takeuchi 2012). Mide mukozasinin agresif ve koruyucu savunma faktorleri arasindaki
dengesizlik, redoks durumunu bozarak oksidatif ve inflamatuar hasar1 tetikler
(Kwiecien ve ark., 2014). Bu baglamda, gastrik hasardan korunmaya karsi, cok sayida
sifal1 bitki ve bunlarin antienflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik potansiyeli olan
aktif dogal bilesenleri, sentetik ilaglara degerli bir alternatif olusturmustur (Bi ve ark.,

2014; Morsy ve ark., 2013; Ogaly ve ark.,2021).
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Bu arastirmanin amaci; halk arasinda birgok hastalik i¢in tedavi edici olarak kullanilan
tibbi bitkilerin (TB), biyolojik aktivitelerinin (biyolojik, farmakolojik ve toksik etkileri
gibi) bilimsel kanitlarinin saglanmasi ve  potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi
gerekmektedir (Kumar ve ark., 2015 ).Modern tip ve alternatif tip alaninda kullanilmak
tizere yeni kesiflere ihtiya¢ duydugu giiniimiizde fitoterapiye verilen 6nemin artmast,
viicutta antioksidan metabolizmasini ¢alistiran, viicudu oksidatif strese karsi viicudu
koruyan, fenolik bilesikleri bilinyesinde bulunduran yeni bitkilerin ¢aligilmasi

gerekliligi 6n plana ¢ikmastir.

Caligmamizda Sakarya ilinden toplanan MN bitkisinin antioksidan aktivite ve
fitokimyasal igerikleri tespit edilmistir ve canli viicudunda meydana getirdigi akut
toksisitesi belirlenmistir. Toksisite sonucunda elde ettigimiz verilerden segilen {i¢
dozun (100, 200, 400 mg/kg) IND ile olusturulan deneysel iilser modeline kars
koruyucu etkisini, biyokimyasal analizler ve histopatolojik gozlemlerle
degerlendirilerek,  kullanilabilirliginin ~ arastirllmasina  katkida ~ bulunmay1
hedeflenmektedir. Bu hedeflere ulasmak i¢in Sakarya ilinden toplanan MN bitkisinin
toprak st kisimlarindan hazirlanan su ekstratlarindan antioksidan aktivite
(spektrofotometrik) ve fenolik bilesenlerin tayini ise s1vi kromatografi-tandem kiitle
spektrometrisi (LC- MS/MS) ile yapilmistir. Gastrik hasarinin  korunmasinda
antioksidan 6zelliklere sahip etkilerini ve mide CAT, SOD enzim aktiviteleri ile GSH
ve MDA degerleri oOlgiilerek belirlenmistir. Ayrica dokularda olusabilecek hasar

fotograflanarak kayit altina alinarak ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Midenin Anatomisi

Mide diyaframin altinda, transvers mezokolonun iizerinde, karin boslugunun sol {ist
boélimiinde yer alan, duodenum ile 6zofagus arasinda en genis sindirim sistemi
boliimudiir (Sekil 2.1.). Ratlarda mide, viicut agirliginin %1,8°1 (3,9- 8,5 g) kadardir.
Dort boliimden olusur (Marieb ve Keller, 2017; akt. Ermis, 2022). Bunlar;

» Kardia boliimii

» Fundus boliimi

» Korpus

> Antrium ve Piloris bolimiuidiir.

Yemek borusu Fundus

Kardia

Onikiparmak
bagirsa@
(Duodenum)

f

Kiiciik kurvatur |

Pilorkanal

Mide duvarini olusturan
kastabakalar:

-Korpus

Buiyiik kurvatur

Midenin mukoza
kivrimlarn

Sekil 2.1. Midenin anatomik yapis1 ve bolgeleri (Kiigiikler, 2018).

2.2. Midenin Gorevleri
Midenin temel gorevleri sunlardir;
» Tiiketilen besinleri mide salgilar1 ile kimusa doniistimiinii saglamak,

» Tiketilen besinleri, duedonum igin hazir hale gelinceye kadar depolamak,



» Sindirim ve emilim i¢in hazir hale gelen kimusu duedonuma iletmektir (Hall

ve Guyton, 2013).

2.3. Mide Ulseri

Ulser, gastrik mukozada bulunan agresif faktorler (mide hidroklorik asit, pepsin,
reaktif serbest radikaller ve oksidanlar) ile savunma mekanizmalar1 (mukus bariyeri,
bikarbonat salinimi, mukozal kan akis1 ve antioksidanlar) arasindaki dengesizligin
neden oldugu yaygin bir sindirim sistemi hastaligidir (Farzaei ve ark., 2015). Alkol ve
sigara kullanimi, oksidatif stres, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve nonsteroid anti-
inflamatuar ilaglar (NSAII) gibi kronik hastaliklarda kullanilan ilaglar, mide iilseri
olusumu ile ilgili etiyolojik faktorlerdir (Kiiciikler ve ark., 2022).

Ulserler, primer ve sekonder iilserler olmak iizere 2’ye ayrilir;

e Primer Ulserler: Cogunlukla Helicobacter pylori enfeksiyonu sonucu olusan,
biiylik oranda duodenal yerlesimli kronik iilserlerdir.

e Sckonder Ulserler: Asetil salisilik asit ve bazi NSAIl’lerin kullanimlart,
otoimmun hastaliklar ve stres, sonucu gastrik mukozal biitiinliigiin bozulmasi

sonucu olusan, genellikle mide yerlesimli, akut iilserlerdir (Kiiciikler, 2018).

2.4. Nonsteroid Anti inflamatuvar Ilaclar (NSAII) ve Ulser iliskisi

NSAII” ler, romatizmal hastaliklarin belirti ve bulgularinin tedavisinde kullanilan
antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkiye sahip, bagimlilik yapmayan, diinyada
en sik recete edilen bir ilag grubudur. Arasidonik asitten, tromboksan ve PG iiretiminde
katalizor gorevi yapan COX enzimini bloke eder ve PG sentezini durdurarak agri

kesici etki gosterirler (Colgimen, 2020) (Sekil 2.2.).
NSAIl’lerin COX enzim sistemini bloke etmesiyle;

e PG biyosentezinin baskilanmasi, gastrik mukoza bariyerini bozarak gastrik
hasar olusumuna neden olur.

e Arasidonik asit metabolizmasi, 5- lipooksijenaz yolaginda artig goriiliir.
Ayrica hidroperoksieikozatetraenoik asitin oksijeninden serbest oksijen
radikali (SOR) olusumu, gastrotoksik etki olusturarak mukoza bariyerini

bozar (Kiigiikler, 2018).



Hiicre membran fosfolipitleri
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Tromboksan B2 Prostasiklin (PGI2) Toksik oksijen radikalleri
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™

PGE2 PGF2u 6 Keto-PGFla

Sekil 2.2. Prostaglandin sentezi (Col¢imen, 2020).

2.5. indometazin

Indometazin (C19H6C1;N;O4) metilli bir indol asetik asit tiirevi (Sekil 2.3.), beyaz-sar1
renkte, pKa degeri 4,5, kristalize toz seklinde NSAIi grubu bir ilagtir. Oral kullanimda
gastrointestinal sistem tarafindan hizlica emilerek plazma proteinlerine baglanir.

Atilimi idrar ve diski yoluyladir (Kaya, 2009; akt. Tasdemir, 2016).

O Cl

Z

Sekil 2.3. indometazinin Yapisi.

Indometazin diger NSAIl’ler gibi, PG sentezinde katalizor gdrevi yapan COX
enzimlerini bloke ederek antiinflamatuvar, analjezik ve antipiretik etki gosterirler.
Prostoglandin biyosentezinin baskilanmasi sonucunda, oksidatif stres artar, mukus ve

bikarbonat sentezi azalir ve gastrik hasar meydana gelir (Korkmaz ve Tabur, 2023).



Arastirmacilar PG sentezini giiclii inhibe edici 6zelliginden dolay1, diger NSAil’lere
oranla indometazini, deneysel iilser modeli olusturmak i¢in daha fazla tercih
etmislerdir (Bozkurt ve ark., 2017; Halici, 2008; Korkmaz ve Tabur, 2023; Kiigiikler,
2022; Pineda-Pefia ve ark., 2023).

2.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitalinde bir veya birden fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirli, diisiik molekiil agirlikli, kararsiz atom, iyon veya molekiillerdir. Eslenmemis
elektronlart atom sembolii veya molekiiler formiiliin sag iistiine bir nokta (.) veya ¢izgi

(-) (R, R*) koyularak gosterilirler (Pasaoglu, 2017).

Di1s orbitalindeki eslenmemis elektronlar, diger molekiil veya atomlarla birleserek
kararli hale gelmek i¢in, elektron alma veya verme egilimi gostermektedirler. Gegis
metalleri (Fe, Cu, Mn gibi) dis orbitallerinde bir elektron tasimalarina ragmen radikal
ozellik gdstermezken, bazi atom kombinasyonlar1 (NOe, NOze gibi) dis orbitalinde bir
elektron bulundurmalar1 sebebiyle radikal ozellik gosterirler. Serbest radikaller
yalnizca elektron dizilisleri ile degil, lokal kinetik reaktiviteleri ve termodinamik
yapilari ile degerlendirilirler (Valko ve ark., 2007; Halliwell ve Gutteridge, 1984; akt.
Colak, 2011)

2.6.1. Serbest radikallerin olusum yollar:
Serbest radikaller 3 sekilde olusurlar (Goziikara, 2011). Bunlar;

1. Molekiildeki kovalent bagin yiiksek sicaklik veya yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalarla kirilmasi sirasinda elektronlar ayr1 ayr1 atomlarda
kalmasi sonucu homolitik boliinme seklinde;

X:Y > Xe+Ye

2. Molekiilden tek bir atom kayb1 veya kovalent bagi meydana getiren her iki
elektron atom veya atom gruplarinda kalmasi sonucu heterolitik boliinme
seklinde;

X—>Xe+e
X:Y - Xe+Y'

3. Biyolojik ortamlarda en sik goriilen, bir elektronun molekiile eklenmesi
seklinde;
X+e — X



2.6.2. Serbest radikal kaynaklar:

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olusabilirler (Giirdol ve Ademoglu,

2010).

1. Endojen kaynaklar; Enzim ve proteinler, kiigiik molekiillerin
otooksidasyonu, peroksizomlar, endoplazmik retikulum ve niikleer
membran elektron transport sistemleri, mitokondriyal elektron transport
zinciri, plazma membranidir.

2. Ekzojen kaynaklar; alkol, agir metaller, gilines 15181 ve UV 1s1nlari, stres,

endustri artiklari, ilaglar, patojenik bakteri ve viriislerdir.

2.6.3. Serbest radikal tiirleri

Viicudumuzda metabolizma sonucu bir¢ok toksik madde olusur. Serbest radikaller,

oksijen ve azot kaynakli iki tiir reaktif olusturur (Tablo 2.1.) (Giirdol ve Ademoglu,
2010).

Tablo 2.1. Oksijen ve azot kaynakli reaktif tiirleri.

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil (HO*) Singlet oksijen (*Oz2)
Alkoksil (RO?) Ozon (03)
Peroksil (ROO¢) Hipoklorit asit (HOCI)
Stiperoksit (Oze-) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO2-) Hidrojen peroksit (H202)
Nitrik oksit (NO-) Peroksinitrit (ONOO-)

2.6.4. Oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirleri

Elektron tastyic1 gérevi olan oksijen, ATP mekanizmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Oksijenin % 1-3’liik kism1 metabolik siirecte suya donlismeyip indirgenerek reaktif
oksijen tiirlerine (ROT) doniistr (Giirdol ve Ademoglu, 2010). ROT diisiik
yogunlukta, organizmada hiicre sinyal iletimi, damar tonusu, ksenobiyotiklerin ve
kanser hiicrelerinin detoksifikasyonu gibi bir¢ok biyolojik asamada kullanilir

(Karabulut ve Giilay, 2016).

Reaktif oksijen tiirlerinin liretimindeki artis ve yetersiz antioksidan, dengeyi bozarak
viicutta oksidatif stres olusturur (Sekil 2.4.). Oksidatif stres, hiicrede DNA
modifikasyonlari, protein konfigurasyon bozuklugu ve lipit peroksidasyonuna sebep

olarak doku ve hiicre hasarina neden olur. Oksidatif stres sonucunda yaslanma,



norodejeneratif bozukluklar, kardiyovaskiiler ve otoimmun hastaliklar, kanser, {ilser

gibi bir¢ok hastaligin olusumu gozlenir (Goziikara, 2011).

Antioksidan Savunma
Oksidatif Stres

l

Hiicre Olimi

Sekil 2.4. Oksidatif stres (Uzun, 2014).

2.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar, besinleri oksidatif bozulmalara kars1 koruyan, hiicre metabolizmasi

sonucu olusan serbest radikallleri temizleyip savunma sisteminin etkisini artirarak

hastalik riskini azaltan endojen (organizmanin sentezlemesi sonucu) ve eksojen

(besinlerle disaridan alinan) kaynakli yapilardir. (Halliwell, 1996; akt. Giilgin, 2012).

2.7.1. Antioksidanlarin etkileri
Antioksidanlar etkilerini 5 sekilde gosterirler (Sekil 2.5.);

Bastirict Etki: SOR’a bir hidrojen aktarip aktivitelerini azaltan veya
etkisizlestiren (vitaminler, flavonoidler) etki seklidir.

Onarici Etki: Serbest radikal hasarinin onarilmasini saglayan etki seklidir.
Onleyici Etki: Oksijen konsantrasyonlarmi azaltma, baslatict reaktif
tirevlerini ve metal iyonlarin1 uzaklastirma yoluyla serbest radikal
olusumunu 6nleyen etki seklidir.

Toplayic1 Etki: SOR’lan etkileyerek onlar1 tutma veya etkisi diistik yeni
molekiile ¢evirerek (kiiclik molekiiller, antioksidan enzimler ve mukus)
etki olusturur.

Zincir Kirie1 Etki: Serbest oksijen radikalleriyle baglanarak zincirlerini

kirma yoluyla fonksiyonlarmi engelleme (mineraller, seruloplazmin ve

hemoglobin) seklinde gosterilen etkilerdir (Adam, 2012; Goziikara, 2011).
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Sekil 2.5. Antioksidan gruplar ve gorevleri (Tilirkoglu, 2011).

2.7.2. Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Antioksidanlar dogal ve yapay olarak ikiye ayrilir (Tablo 2.2) (Celik ve Ayran, 2020).

Tablo 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
Enzimatik Nonenzimatik Antioksidanlar Fenolik Yapili Antioksidanlar
Antioksidanlar

Stiperoksit Mineraller (Selenyum, Cinko) BHA (Butillenmis Hidroksianisol)
Dismutaz (SOD) BHT (Butillenmis hidroksitoluen)
Katalaz (CAT) Organosiilfiir bilesikleri (indoller, Allil Siilfit, TBHQ (Tersiyer butilhidrokinon)

Allium)
Glutatyon Vitaminler (Vitamin A, C, E, K)
Peroksidaz(GPx)
Glutatyon Rediiktaz ~ Karotenoidler ( Likopen, B-Karoten, Lutein) Selatorler
(GR)
Glutatyon S- Diisiik Molekiil Agirlikli Antioksidanlar EDTA (Etilendiamintetraasetik Asit)
Transferaz (G-ST) (Urik Asit ,Glutatyon) Fosforik Asit

Antioksidan Kofaktorler (Koenzim Q10) Organik Asit ve Tiirevleri

Polifenoller (Flavonoidler, Fenolik Asitler) PG (Propil Gallat)

2.8. Calismamizda Kullanilan Biyokimyasal Analizler

2.8.1. Lipit peroksidasyonu (LPO) ve Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonu (LPO), hiicre membraninda bulunan doymamis yag asitlerinin,
zincir reaksiyon seklinde ROT ile geri doniisiimsiiz oksidasyonudur. Alkoksil (ROe¢),
hidroksil (HO¢), peroksil (ROOv), siiperoksit (O2¢” ) LPO’nu baslatan radikallerdir
(Giirdol ve Ademoglu, 2010).

Lipit peroksidasyonunun son iiriinleri aldehit ve karbonil bilesikleridir. Malondialdehit
(MDA) LPO sonucu olusan en bilinen aldehittir. Lipit peroksidasyonu derecesi, son
tiriin olan MDA miktarlarinin tiyobarbitiirik asit testiyle (TBA) 6l¢lim yapilmasiyla
belirlenir (Halliwell ve Gutteridge, 1986; akt. Giines 2019).
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2.8.2. Siiperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)

Insanlarda sitozolde siiperoksit dismutaz (Cu/Zn- SOD), mitokondride siiperoksit
dismutaz (Mn-SOD) ve ekstraselliiler sivilarda bulunan siiperoksit dismutaz (EC-
SOD) olarak {i¢ formda bulunur. Organizmada serbest radikalleri substrat olarak
kullanan tek enzim SOD, siiperoksit radikallerinin (O> ") hidrojen peroksit (H202) ve

molekiiler oksijene (O2) doniistimiinii katalizler (Giirdol ve Ademoglu, 2010).

SOD
O "+0y ™+ 2H" — H>0, + Oz

Antioksidan savunma sisteminin ilk basamagini olusturarak lipit peroksidasyonunun
onlenmesinde yasamsal etkiye sahip bir metalloenzimdir (Giirdol ve Ademoglu,

2010).

Stiperoksit radikallerinin tek basina yiiksek bir toksisitesi bulunmaz ancak serbest
radikallerin zincir reaksiyonlarini olusturma riskinden dolay1 ortamdan temizlenmesi

olduk¢a 6nemlidir (Bouayed ve Torsten 2010).

2.8.3. Katalaz (KAT, E.C. 1.11.1.6.)

Katalaz, memelilerin peroksizomlarinda bulunan molekiiler agirligit 6000 Da olan
tetramerik yapida, her bir alt birimi yapisinda tek bir ferriprotoporfirin igeren bir
enzimdir. Molekiiler O> varliginda metabolizmanin baz1 asamalarinda sentezlenen,
singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagi olan H2O: ‘in oksijen ve
suya parcalanmasim1  katalizleyerek membranlarda olusturabilecekleri  geri

dontisiimsiiz hasarlar1 engeller (Goziikara, 2011).

H>0O> konsantrasyonlarinin diisiik oldugu durumlarda diger peroksidaz enzimleri gérev

alir (Radi ve ark., 1991).

Katalaz tiim dokularda bulunmasina ragmen yogun olarak bobrek, kan, kemik iligi ve
karacigerde bulunmaktadir. Katalaz canlilarda katalizledigi reaksiyonlar sunlardir;

(Goziikara, 2011).

KAT
2H>0,; —2H»0+0; (Katalitik aktivite)

ROOH+AH; — H>O+ROH+A (Reoksidatif aktivite)

2.8.4. Glutatyon (GSH)
Glutatyon (GSH), hepatositler basta olmak iizere ¢cogu 6karyotik hiicrede sentezlenen,

sistein, glutamik asit ve glisinden olusan, diisiik molekiil agirlikli, molekiil formiili
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C10H17N306S olan (Sekil 2.6), multifonksiyonel bir intraseliiler tiyol antioksidandir
(Kidd, 1997, akt. Erol, 2020).

Glutatyon ayni zamanda aminoasitlerin transportu, ksenobiyotiklerin detoksifiye
edilmesi, DNA, protein ve eikosonoid metabolizmasi, hiicrelerde sinyal iletimi, hiicre
ici redoks durumunun korunmasi, immiin tepkinin diizenlenmesi, vitamin E ve C' yi
aktif formlarina dontstiirerek kulanilabilirliginin ~ artmasi, baz1 enzimatik
reaksiyonlarda substrat veya kofaktor olmasi gibi bircok yasamsal olayda gorev

yapmaktadir (Townsend 2003).

y—Glutamilsistein
sentetaz

L-Glutamat + L-Sistein + ATP

y-Glutamil sistein + ADP +Pi

Glutatyon
y-Glutamil sistein + Glisin +ATPZE, GSH + ADP + Pi
NH, O 0
I H | H |

CH—C—_ —_—MN—{H—C—MN—CH— {0}
1 H, H, | |
:_'J=LI: ) (IZH? H

3 SH

Sekil 2.6. Glutatyon’un molekiil yapisi.

2.8.5. Fenolik bilesikler
Fenolik bilesikler; aromatik halkaya bagli —OH grubu bulunan (S$ekil 2.7), buna baglh
olarak zincir kirilmasiyla ROT 1 siipiiriicii etki gosteren, ¢esitli biyolojik fonksiyonlar
olan, dogal olarak bitkilerde bulunan gii¢lii ikincil metabolizma triinleridir. 8000’ den
fazla tanimlanan fenolik bilesik tanimlanmaktadir (Shahidi ve Naczk, 2003; Pietta ve
ark., 2003).

N

Sekil 2.7. Fenol yapisi.

2.8.5.1. Fenolik bilesiklerin kullanim alanlari
Endiistriyel Kullamm: Gidalarda koruyucu ve tatlandirici, kozmetikte ise cilt

yenileyici tirtinlerde aktif bilesen olarak kullanilir.

Farmosotik Kullanim:  Antienflamatuar, antioksidan ve kardiyoprotektif

ozellikleriyle terapotik ajan olarak kullanilir.
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Tarimsal Kullamm: Dogal pestisit ve herbisit olarak kullanilir (Scalbert ve ark.

2005).

2.8.5.2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi
Fenolik bilesikler tablo 2.3’te yap1 ve fonksiyonlarina (Shahidi ve Naczk, 2003) gore

2 sekilde siiflandirilarak gosterilmistir.

Tablo 2.3. Fenolik bilesiklerin yap1 ve fonsiyonlarina gore siniflandirilmasi.

Fenolik Asitler Flavonoidler Tanenler Kumarinler Stilbenler
Hidroksibenzoik Flavanonlar Gallotanenler Basit Kumarinler Basit
Asitler (C6-C1 Yap1) Stilbenler
Hidroksisinamik Flavonlar Ellajitannenler Furanokumarinler Oligomerik
Asitler (C¢-C2 Yap1) Stilbenler
Hidroksifenilasetik Flavanoller Yogun Pirano-kumarinler Modifiye
Asitler (C¢-C2 Yapi) (Kondanse)Tanenler Stilbenler
Polifenolik Asit Flavonoller
Tirevleri

Antosiyanidinler
Izoflavonlar

1. Fenolik Asitler: Aromatik halkaya karboksil grubu baglanmasiyla olusan
bilesiklerdir. (Manach ve ark., 2004).

2. Flavonoidler: Iki aromatik halka (Cs-Ce) ve bir ii¢ karbonlu (C3) yapinin
birlesmesiyle  olusur  (Sekil  2.8).  Antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuvar, antihipertansif, antiiilserojenik ve kronik hastalik riskini
azaltic etkileri vardir. Antioksidan, selatlayici ve prooksidan aktivitesini ¢oklu

—OH gruplan kazandirir (Barbosa ve ark., 2019; Celik ve Ayran, 2020).

Sekil 2.8. Flavonoidlerin yapisi.

3. Tanenler: Bitkilerin, kabuk, meyve ve yapraklarinda bulunan, suda
¢ozilinebilen ve proteinlerle kolayca kompleks olusturabilen polifenolik

bilesiklerdir (Shahidi ve Naczk, 2003; Scalbert ve ark., 2005).
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4. Kumarinler: Benzopiron yapisinda bir lakton halkasi igeren, aci tat ve hos

kokuya sahip, renksiz, kristal yapili fenolik bilesiktir (Manach ve ark., 2004;
Tsao, 2010).

5. Stilbenler: iki aromatik halkadan olusan, bitkilerde stres yaniti olarak
tiretilen, fenolik bilesiktir (Manach et al., 2004).

Fenolik bilesiklerin kaynaklar1 ve 6zellikleri Tablo 2.4’ te verilmistir.

Tablo 2.4. Fenolik bilesiklerin kaynaklar1 ve 6zellikleri.

FENOLIK ASITLER
Fenolik Asit Ad1 Kaynag Ozellikleri
Hidroksibenzoik Asitler (Cs-C; Yapilar)
Salisilik asit

Siringik asit

4-Hidroksibenzoik asit

Protocatechuik asit
( 1ki —OH grubu)
Gallik asit
(Ug—OH grubu)

Fenilasetik Asit

Hidroksifenilasetik Asit

Sogiit agaci kabugu, meyveler
Yaban mersini, tiziim, tahillar
Targ¢in, sarap, zeytin, baz1 meyvele
Cilek, sogan, yesil ¢ay gibi bitkilerde

Cay, mese kabugu, tiziim ¢ekirdegi

Antiaging, antienflamatuvar, antiseptik etki
Antibakteriyel ve antioksidan etki
Gida koruyucu, antioksidan
Antioksidan, antienflamatuar, antitilser etki

Antikanser, antimikrobiyal ve gii¢lii antioksidan

etki

Hidroksifenilasetik Asitler (C¢-C; Yapilar)

Kakao ve targinda bulunur.
Farkl: bitki kokleri

Antimikrobiyal ve antiosidan etki

Antioksidan ve bagigiklik destekleyici 6zellik

Hidroksisinamik Asitler (Cs-C; Yapilar)

Ferulik Asit Piring, musir, bugday kepegi UV koruyucu, antikanser ve anti-enflamatuar
Kafeik Asit Kahve, elma, armut, biberiye Antioksidan ve antienflamatuar 6zellik
p-Kumarik Asit Domates, havug, sarimsak Antioksidan, antimikrobiyal ve antitimoér etki
Sinapik Asit Hardal, brokoli, kabakta bulunur. Antioksidan ve antienflamatuar etki
Polifenolik Asit Tiirevleri
Klorojenik Asit Kahve, patlican, erik Antioksidan, antidiyabetik etki
Rosmarinik Asit Biberiye, kekik, adacaymn Antioksidan, antimikrobiyal ve antitiimor etki
Neoklorojenik Asit Yesil kahve ¢ekirdekleri, bazt meyveler Giiglii antioksidan ve metabolizma diizenleyici
etki
FLAVONOIDLER
Flavonoid Ad1 Kaynaklari Ozellikleri
Flavanonlar
Naringenin Narenciye, greyfurt Kolesterol diisiiriicii, anti-inflamatuar ve
antioksidan etki
Hesperidin Limon, portakal kabugu Antihipertansif, damar yapisini giiglendirici
etki
Flavonlar
Luteolin Kereviz, biber, kekik Antikanser, antienflamatuar ve antimikrobiyal
etki
Apigenin Papatya, maydanoz, kereviz Antioksidan ve kanser onleyici etki
Flavanoller
Katesin Kakao, yesil cay Giiglii antioksidan, kardiyovaskiiler koruma
Epikatesin Kakao, yesil cay Damar genisletici ve noroprotektif etki
Flavonoller
Kuersetin Sogan, elma, brokoli Antioksidan, alerji azaltic1 ve bagisiklik
diizenleyici etki
Kaempferol Lahana, ¢ay, ¢ilek Antikanser ve anti-inflamatuar etki
Mirisetin Kirmizi sarap, sogan, nar, ¢ilek Antioksidan, antikanser, anti-inflamatuar etki
ve kardiyovaskiiler koruma
Antosiyanidinler
Siyanidin Cilek, kiraz, tiziim Antioksidan ve antienflamatuar etki
Pelargonidin Papatya, maydanoz, kereviz Kardiyovaskiiler koruma, antioksidan
izoflavonlar
Genistein Soya fasulyesi, baklagiller Menopoz semptomlarini azaltici, kanser
onleyici ve osteoporoz riskini distiriict
Daidzein Soya fasulyesi, baklagiller Hormon diizenleyici ve antioksidan etki
TANENLER
Tanen Adi Kaynaklar: Ozellikleri
Gallotanenler Cay, mese agaci, liziim Antioksidan ve antimikrobiyal etki
Ellajitannenler Nar, cilek, ceviz Anti-enflamatuar ve cilt koruma etki
Yogun Tanenler Kakao, kirmizi sarap Kardiyoprotektif ve antioksidan etki
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Tablo 2.4. (Devami) Fenolik bilesiklerin kaynaklar1 ve 6zellikleri.

KUMARINLER (CyH;05)
Kumarin Ad1 Kaynaklar: Ozellikleri
Basit Kumarinler Tatl1 yonca, tar¢in, maydanoz Antikoagiilan, antioksidan etki
Furanokumarinl Greyfurt, kereviz, anason Antibakteriyel ve antifungal etki
Pirano-kumarinler Keciboynuzu, narenciye bitkileri Cilt koruma ve anti-enflamatuar etki
STiLBENLER (CsC,Cs)
Stilben Ad1 Kaynaklari Ozellikleri
Basit Stilbenler Cam reginesi, Japon knotweed Antioksidan ve antimikrobiyal etki
Oligomerik Stilbenler Uziim kabugu, kirmizi sarap Kardiyovaskiiler koruma
(Viniferin, mirisetin)
Modifiye Stilbenler Yer fist181, kizilcik, dut Anti-kanserojen, yaslanma karsit1

(Resveratrol glikozidleri)

2.9, Tibbi Bitkiler

Tibbi bitkiler, antik caglardan giiniimiize kadar bircok medeniyet tarafindan ilac,
baharat, gida ve kozmetik olarak kullanilmaktadir. Son yillarda dogala yonelimde
goriilen artis, bitki kaynakli ilaglarin kullanimini artirmistir ( Chen ve ark., 2016; akt.
Mulugeta ve ark., 2024). Igerigindeki temel etkin biyoaktif bilesenlerin (alkaloid,
terpenoid ve fenolik bilesikler), antikanser, antiiilser. antioksidan, antimikrobiyal ve
antienflamatuvar etkileri, tibbi bitkilerin terapdtik potansiyelini belirler (Chrysargyris
ve ark., 2001). Modern tibbin, geleneksel tipla entegrasyonu ile ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde tibbi bitkileri 6n plana ¢ikarmistir (Che ve ark., 2024).

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) tahmini raporlarina gore, terdpatik amacl kullanilan
20.000 bitki bulunurken, Tiirkiye’de 600 kadari yetistirmektedir (Murat, 2007).
Gelismekte olan iilke niifusunun %80'inden fazlas1 bu bitkileri g¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanmaktadir (Sofowora ve ark., 2013). Bitkilerin modern tibba tercih
edilmesi, insan metabolizmasina uyumlu, daha az yan etkiye sahip olmasi, daha kolay
ulagilabilir ve ucuz olmasindan kaynaklanir (Asase ve ark., 2008). Bitki ekstraklarinin
giivenli sekilde kullanilabilmesi i¢in, toksisiteleri ve farmakolojik etkileri belirlenmesi

gereklidir (Boas ve ark., 2018).

Bir¢ok tibbi bitkinin igerigindeki biyoaktif bilesenlerin gastrik mukozay1 koruyucu
etkilerini ve toksisitelerini belirleyen ¢aligmalar yapilmistir (Adham ve ark., 2022;
Athaydes ve ark.2019; Awuchi ve ark., 2023; Barbosa ve ark., 2019; Ma ve ark., 2022;
Zhang ve ark 2021).
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2.10. Muscari Mill.

Latince “muscus” (misk) kelimesinden tiiretilen Muscari cinsi, ilk kez 1754’te Ingiliz
botanikg¢i Philips Miller’in “The Gardeners Dictionary” adli kitabinda deginilmistir
(Miller 1754; akt. Demirci, 2014).

Farkli siniflandirma sistemlerinde Liliaceae (Cronquist, 1968; akt. Eroglu, 2021) ve
Hyacinthaceae  (Dahlgren, 1980; akt. Eroglu, 2021) familyalarinda
kategorilendirilmistir. 2009°da yayinlanan Angiosperm Phylogeny Group (APG III)
smiflandirma sisteminde ise APG II’de Hyacinthaceae familyasi, Asparagaceae:

Scilloideae seklinde adlandirilmistir (APG 111, 2009).

Asparagaceae familyas: diinya iizerinde Giiney Afrika ve Akdeniz’den Giineybati

Asya’ ya kadar genis bir yayilis gosterir (Watson ve Dallwitz, 1992; akt. Filik, 2009).

Halk arasinda iiziim siimbiilii, dag stimbiilii, arap stimbiilii, miiskiiriim, misk sogant,
karga sogani, dag sogani, morbas olarak bilinen Muscari tiirleri, bataklik alanlarda
yetisen genellikle Subat-Mayis aylarinda cigeklenen, cok yillik soganli ve otsu bir
bitkidir (Lou ve ark., 2017). Tohum, sogan ya da yavrularin boliinmesiyle ¢ogalir. Cok
diisiik sicakliklara dayaniklidir. Muscari tirlerinin yapraklar: (Lim, 2014), yumrular
(Tardio ve ark., 2006), cigekleri ve ¢igek tomurcuklar1 (Tuzlaci ve Erol, 1999) ¢ig ve
pisirilerek tiiketilen ekonomik ve farmasotik 6nemi olan bir bitkidir (Pehlivan ve
Ozler, 2003). Tiirkiye’de 33 tanesi endemik olmak iizere, 50 Muscari tiirii

bulunmaktadir (Eker, 2021).

e  Muscari neglectum (MN)

Muscari neglectum Guss. ex Ten. tiirli, Glineybat1 Avrupa’dan Giiney Asya’ya kadar
yayilim gosterir (Ilgim ve ark., 2020). Halk arasinda iiziim siimbiilii olarak bilinen MN,
balgam soktiirlicii, midevi, idrar arttirici, sigil tedavisi, (Guarrera ve Leporatti, 2007,

Kizilarslan ve Ozhatay, 2012), gbgiis uyarici (Usher, 1974) olarak kullanilmaktadir.

Muscari neglectum bulb (sogan) yapilart ovoid sekilli, 1-1.25 cm c¢apinda, tunikler
koyu kahverengidir. Yapraklar1 3-6 adet dogrusal-mizragimsi (linear-lanseolat) yapida
olup, uzunlugu 6-40 cm ve genisligi 2-8 mm’dir. Cigeklerinde yogun rasemoz
(salkim), uzunlugu 1-4 cm ve genisligi 1,5-2 cm’ dir. Salkimlarinda 10-35 cicek

bulunur. Ugtaki ¢icekler kiiclik ve sterildir. Stamenler tiipiin ortasinda cift siralidir.
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Cicek rengi koyu mavi-mor, ug ¢igek rengiyse acik mor ve bazen beyazdir ( Sekil 2.9.)
(Ilgim ve ark., 2020; Lim, 2014).

Sekil 2.9. Muscari neglectum bitkisinin dogal ortamda ¢ekilmis fotografi.

2.11. Tezin Amaci

Caligmanin amaci; Sakarya ilinden toplanan MN bitkisinin su ekstraktinin ratlarda
meydana getirecegi olasi toksisiteyi belirmek i¢in akut toksisite testi yaparak uygun
dozu belirlemek ve ratlarda IND ile deneysel olarak olusturulan gastrik iilser modeline
kars1 gosterdigi koruyucu etkiyi, biyokimyasal parametreler, makroskopik ve

histopatolojik gozlemler ile degerlendirmektir.
e Tezin ikincil amaci

Bu ¢alismada Sakarya ilinden toplanan Muscari neglectum bitkisinin toprak iistii kismi1
su ekstraktinin antioksidan aktivitesini, toplam fenolik ve flavonoid madde, DPPH,
CUPRAX, MCA, FRAP analizlerini spektrofotometrik yontemlerle belirlemektir.
Ayrica biyolojik aktiviteyi, biyoaktif bilesenlerle iligkilendirmek i¢in fitokimyasal
igerikleri LC- MS/MS cihaziyla tespit edilmesi amaglanmustir.

2.12. Literatiir Arastirmasi

Nasrabadi ve ark. (2013), MN bitkisinin fitokimyasal bilesiklerini n-hekzan
ekstraktlar ile yapmis olduklar1 ¢calismada flavonoid, alkaloid, terpenoid ve steroid

degerlerinin pozitif oldugunu bildirmislerdir.

Demirci ve ark. (2015), Muscari tiirlerinin fitokimyasal bilesenlerini incelemis, ¢igek
ve soganlarinda flavonlar, kardiyotonik glikozitler, tanin, musilaj ve saponinler tespit

edilmistir.
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Eroglu Ozkan ve ark. (2018), yapmis olduklar1 calismada MN’den elde edilen farkli
ekstraktlarin  antioksidan aktivitelerini incelemisler. Ekstrelerin antioksidan
kapasitesini DPPH ve MCA analizlerini belirlemislerdir. Muscari neglectum toprak
iistii ve sogan DPPH analizi (sirasiyla, IC50: 2.83; 8.52 mg / ml) ve metal selatlama
aktivitesi (sirasiyla % 28.99 ve % 28.07) su ekstraktlar1 diger 6ziitlere gore daha giicli

etki gosterdigini bulmuslardir.

Sanei ve ark. (2021), yapmis olduklari1 ¢alismada 30 bitki tiirii arasindan MNnin total
antioksidan kapasite (TAC) ve FRAP degerleri bakimindan ilk siralarda oldugunu
belirtmislerdir.

Mahomoodally ve ark. (2021), alt1 soganl bitkinin kimyasal bilesimlerini ve biyolojik
Ozelliklerini vurgulamak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, MN ekstraktlarinin, baskin
bilesik olarak kinik ve fumarik asit igerdigini, kinik asit en yiiksek cicek Oziinde,
ardindan yaprak Ozitii, fumarik asit ise yaprak 6ziinde en yiiksek oldugunu, alti
genotipin tiim ekstraktlari ile karsilastirildiginda, MN’un yapraklarinda nispeten daha
yiiksek miktarda akonitik asit (1.920 mg/g ekstrakt) gozlemlemislerdir. Ayrica MN’un
sogan Oziitli en yliksek radikal siipiirme o6zelligini, incelenen alt1 tiiriin yaprak

ekstraktlar1 arasindan metal selatlama aktivitesinin 3. sirada oldugunu bulmuslardir.

Eroglu ve Dogan (2023) “Si¢anlarda karbon tetrakloriir kaynakl oksidatif strese karsi
MN bitki ekstraktinin fitokimyasal bilesiminin ve iyilestirici etkilerinin arastirtimasi”
baslikli ¢alismada MN bitkisinin toprak tistii ve sogan kisimlarinin etanolik liyofilize
ekstraktlarinin fitokimyasal iceriklerini belirlemisler ve igeriginin kafeik asit, kinik
asit, chemferol, fumarik asit, gentisik asit ve apigenin agisindan zengin oldugunu ve
toksik dozlarda CCls'e maruz kalan hastalarda MN ekstrelerinin mide hasarin
azaltmada faydali olabilecegi One siirmiislerdir. Ancak in vivo calismalar ihmal
edilebilir diizeyde oldugundan bu bitkinin optimal dozlarinin belirlenmesi i¢in daha

ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu kanisina varmiglardir.

Uslu ve Uslu (2019) yaptiklar calismada, Prunus laurocerasus L. bitkisinin, IND ile
olusturulan gastrik {ilser modelinde, gastroprotektif etki gdsterdigini bulmuslardir. Bu
etkinin sebebinin, meyve ekstraktinin igeriginde bulunan fenolik bilesiklerden
(protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, gallik asit, klorojenik asit, siringik asit,
vanilik asit, ferulik asit, kafeik asit, katesin, p-kumarik asit, rutin) kaynaklandigim

distinmislerdir.
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Elsayed ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Pouteria campechiana (Kunth) Baehni
yaprak ve tohumlarinin fitokimyasal olarak, protokatekuik asit, gallik asit, kuersetin
ve mirisetin tiirevlerini igerigini ve etanole kars1 Pouteria campechiana 100 ve 200
mg/kg ekstraktlarinin, Ranitidin (50 mg/kg; p<0,05) ile karsilastirilabilir

antiiilserojenik etkiler gdsterdigini bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

Calismada kullanilan cihaz, marka ve modelleri Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan cihaz, marka ve modelleri.

Cihaz Marka ve Model

Buzdolab1 Vestel Nofrost ve Beko

Calkalamali Su Banyosu GFL 1083 ve Niive Nb20

Dondurucu Ugur UDD 100BK

Etiv MMM Group, Ecocell 55, Niive-FN 120
Hassas Terazi SHIMADZU ATX224 ve ATX220
Homojenizator TissueLyser LT, Qiagen

Isiticili Manyetik Karigtirict DAIHAN MSH-20A

Liyofilizator Biobase-BK-FD10P

Otomatik Pipetler

Eppendorf Research Pipette set 1, 2 ve BIOHIT
Proline

pH Metre METTLER TOLEDO (Seven Compact) ve
SCHOTT Lab850

Saf Su Cihazi GFL 2001/2 ve Merck Millipore

Santrifiij Niive-NF200, ROTINA 420- HETTICH

Sogutmal1 Santrifiij
UV-visible Spektrofotometre

Hettich Rotina 38 R
BIO-TEK EPOCH, GEN 5 Yazilimh ve

SHIMADZU UV1700 PharmaSpec

Vial Alwsa Technologies- 2ml-9-V1002
Vial kapak Alwsa Technologies- 9-SP3002-2A
Vorteks IKA MS-2, Heidolp ReaxTop
LC-MS/MS Shimadzu-8030

Isik Mikroskobu Olympus BX 51, JAPONYA

3.1.2. Kullanilan kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasal ve antioksidan standart maddeler, analitik saflikta olup

Merck ve Sigma-Aldrich’den temin edilmistir.
Indometazin: Endol® kapsiil 25 mg/kapsiil; Deva llag, Istanbul, Tiirkiye)
Famotidin: Famodin® tablet (20mg/tablet; Sandoz ilag, Istanbul, Tiirkiye)

Stiperoksit Dismutaz, Katalaz enzimlerin aktiviteleri, Glutatyon, Malonaldehit
diizeyleri: Sandvi¢ enzim bagli immun analiz (ELISA) kitleri (BT Lab, Zhejiang,
China)

Tiim deneylerde saf su kullanilmistir.



3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler
e PBS tampon ¢ozeltisi (pH: 7.2-7.4):

1 tablet PBS 200 ml saf su ile ¢ozdiiriilerek doku homojenizasyonunda (1 g yas doku
/ 9ml PBS) kullanilmistir.

e Toplam fenolik madde miktar1 analizinde kullanilan ¢ozeltiler:

%20’lik NaxCOs; ¢ozeltisi: 20 g NaxCOs3 saf su ile coziilerek hacmi 100 mL

tamamlanmaistir.

%10’luk Folin-Ciocalteu reaktifi: 10 mL FCR saf su ile ¢oziilerek hacmi 100 mL

tamamlanmustir.
e Toplam flavonoid madde miktar: analizinde kullanilan ¢ozeltiler:

%10’luk Altiminyum nitrat ¢ozeltisi: 17,6 g AI(NO3)3.9H20 saf su ile ¢oziilerek hacmi

100 mL tamamlanmustir.

1 M Sodyum asetat ¢ozeltisi: 13,6 g CH3COONa.3H>O saf su ile ¢oziilerek hacmi 100

mL tamamlanmuistir.

e Serbest radikal giderim aktivitesi analizinde kullanilan c¢ozeltiler:

0,1 mM DPPH c¢ozeltisit 4 mg DPPH etanolde c¢oziilerek hacmi 100 mL
tamamlanmuistir.

e Demir (II) iyonlarim selatlama aktivitesinin analizinde kullanilan
cozeltiler

2 mM FeCl, c¢ozeltisi: 24,5 mg FeCl, saf su ile ¢ozilerek hacmi 100 mL

tamamlanmuistir.

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi: 61,6 mg ferrozin saf su ile ¢oziilerek hacmi 25 mL

tamamlanmaistir.

e Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite analizinde kullanilan
cozeltiler:

0,01 M’Iik CuCly ¢ozeltisi: 67,25 mg CuCly saf su ile ¢oziilerek hacmi 50 mL

tamamlanmaistir.

7,5x1073 M neokuprin ¢dzeltisi: 78 mg neokuprin etanol ile ¢oziilerek hacmi 50 mL

tamamlanmuistir.

22



1 M’lik Amonyum asetat tamponu (pH: 6,5): 7,7 g CH;COONH4, 90 ml saf suda pH’s1

6,5’e ayarlanarak, hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

e lindirgeme kapasitesi analizinde kullanilan ¢ozeltiler

%1°lik K4Fe(CN)s. 3H20 ¢ozeltisi: 1 g KaFe(CN)s.3H20 saf su ile ¢oziilerek hacmi

100 mL tamamlanmustir.
%10’luk TCA ¢ozeltisi: 10 g TCA saf su ile ¢oziilerek hacmi 100 mL tamamlanmustir.

%0,1’lik FeCls c¢ozeltisi: 10 mg FeCly saf su ile c¢oziilerek hacmi 10 mL

tamamlanmaistir.

0,2M Fosfat tamponu (pH:6,6): Balon jojeye 4,8 g NaH,PO4 ve 1,42 g NaoHPOyq, 245

ml saf suda pH: 6,6 ayarlanarak hacmi 250 ml’ye tamamlanmistir.

3.1.4. Bitki materyali

Muscari neglectum Sakarya ilinden 2022 yilinin Nisan ayinda toplanmistir. Gerekli
identifikasyon iglemleri Sakarya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim
iiyesi Dog¢. Dr. Mehmet SAGIROGLU tarafindan yapilarak Sakarya Universitesi
Herbaryumunda (SAKU) 6rnek materyal (M. Sagiroglu 7068) kayit altina alinmis ve

uygun kosullarda kurutularak ¢alismaya kadar saklanmistir.

3.1.5. Hayvan materyali

Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 2022/10 tarih ve 213 sayili
karari ile ¢alismada kullanilacak olan 250-300 g agirligindaki Sprague Dawley cinsi
60 adet erkek ratlar kullanilmistir. Deney hayvanlari, Atatiirk Universitesi, Tibbi
Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlari’ndan temin edilerek,
deneyler ayn1 birimde gerceklestirilmistir. Hayvanlar deneye alinmadan 6nce gruplara

ayrilmis ve standart sartlar altinda beslenmistir.

Ratlar canli agirliklarini belirlemek i¢in tartilarak, adaptasyon i¢in 7 giin (25+1°C) oda
sicakliginda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 151k periyodunda standart rat yemi ve su

ad libitum olarak verilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bitki ekstraktinin hazirlanmasi
Kurutulmus MN bitkisinin toprak tistii kistmlar kii¢iik parcalara ayrildiktan sonra, saf

su kullanilarak ekstraktlar hazirlanmistir. Su infiizyonu igin bitki: ¢6ziicli oran1 1:10
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olacak sekilde 60°C’de 30 dakika boyunca c¢alkantili su banyosunda 250 rpm’de
ekstrakte edilmistir (Mata ve ark., 2007). Ekstraktlar Whatman tipi siizge¢ kagidindan
stizlilerek -80°C’ de 24 saat bekletilmis ve Biobase-BK-FD10P marka liyofilizatérde
soguk vakum altinda kurutulmustur. Bitkilerin igerigindeki bilesiklerin miktar analizi
icin liyofilize 6rneklerin tartilarak analiz edilinceye kadar renkli siselerde +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2. Stok cozeltinin hazirlanmasi
Antioksidan aktivite analizlerinde calisilan konsantrasyonlar i¢in liyofilize 6rnekler
saf suda 1 mg /ml olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Diislik konsantrasyonlar, stok ¢ozelti

seyreltilerek hazirlanmistir.

3.2.3. Kullanilan ila¢larin hazirlanmasi

indometazin: Calismamizda kullanilan indometazin kaynagi Endol® kapsiil (25
mg/kapsiil, Deva Ilag) uygun dozlarda her bir rat i¢in 1 ml olacak sekilde hesaplanmis
ve saf su iginde ¢ozdiiriilerek 25 mg/kg/giin tek doz oral olarak verilmistir. Uygulanan
doz daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalardan yararlanilarak secilmistir (Halic1 ve ark.,

2016).

Famotidin: Caligmamizda famotidin kaynagi olarak, Famodin® film tablet
(20mg/tablet, Sandoz Ilag) uygun dozlarda her bir rat igin 1 ml olacak sekilde
hesaplanmis ve saf su i¢cinde ¢ozdiiriilerek 40 mg/kg oral olarak verilmistir (Halic1 ve

ark., 2016).

3.2.4. Muscari neglectum’ un antioksidan kapasite analizleri
Muscari neglectum bitkisinin antioksidan kapasite analizleri Sakarya Universitesi Fen

Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde yapilmistir.

3.2.4.1. Toplam fenolik bilesik analizi

Muscari neglectum ekstraktindaki toplam fenolik bilesik analizi Folin-Ciocaltaeu
yontemine gore yapilmistir (Gamez-Meza ve ark., 1999). Yontem prosediirii Tablo
3.2’de verilmistir. Bu yontemde farkli konsantrasyonlarda (0,05-0,5 mg /ml) gallik asit
alinarak standart grafigi olusturulmustur (Sekil 3.1). Standart grafigi dogru denklemini
kullanarak, bitki ekstrakinin toplam fenolik bilesik miktari, mg gallik asit esdegeri
(GAE)/g ekstre seklinde hesaplanmistir.
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Tablo 3.2. Toplam Fenolik Bilesik Analiz Prosediiri.

Kor(ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standart - 0,5 -
Ornek - - 0,5
%10’luk FCR 2,5 2,5 2,5
%20’lik Na2CO3 7,5 7,5 7,5
Saf su 10 - -

Oda sicakliginda 2 saat karanlik ortamda inkiibasyon

750 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

Gallik Asit Standart Grafigi

7 2
£ 3
<16
~ 14
2 12
s 1
{53 82 y =3,9405x + 0,0062
2z 04 R2 = 0,9985
< 02

0

0 0.1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.1. Gallik Asit Standart Grafigi.

3.2.4.2. Toplam flavonoid madde analizi

Muscari neglectum ekstraktindaki toplam flavonoid analizi, modifiye aliiminyum
nitrat yontemi ile belirlenmistir (Moreno ve ark., 2000). Yontem prosediirii Tablo 3.3
’da verilmistir. Bu yontemde farkli konsantrasyonlarda kuersetin (0,005-0,05 mg /ml)
hazirlanarak standart grafigi olusturulmustur (Sekil 3.2). Standart grafigi dogru
denklemini kullanilarak, bitki ekstraktinin toplam flavonoid madde miktari, mg

kuersetin esdegeri (KUE)/g ekstre seklinde hesaplanmaistir.

Tablo 3.3. Toplam Flavonoid Madde Analiz Prosediirii.

Kor(ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standard - 0,5 -
Ornek - - 0,5
CH3COONa 0,1 0,1 0,1
Oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyon
%10’luk AI(NO3)s 0,1 0,1 0,1
% 96’k Etanol 4.8 43 43

Oda sicakliginda 40 dk. karanlik ortamda inkiibasyon
450 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama
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Kuersetin Standart Grafigi
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0,4
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0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.2. Kuersetin Standart Grafigi.

3.2.4.3. Serbest radikal giderim aktivite analizi
Blois (1958)’in kullandig1 yonteme gore, MN ekstraktinin serbest radikal giderim
aktiviteleri (DPPH) belirlenmistir. Yontem prosediiri Tablo 3.4 ’da verilmistir. Bu

yontemde farkli konsantrasyonlarda (0,1 -0,5 mg/ml) MN ekstrakti ve standart madde
cozeltileri (Troloks ve BHT) hazirlanmistir.

Serbest radikal giderim aktivitesi asagida formiille hesaplanmistir.
DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) =1 — [(A6mek / Akontrol) X 100]
Axontrol: Kontroliin absorbansi,

Aomek: Ornegin absorbansidir.

Tablo 3.4. Serbest Radikal Giderim Aktivite Analiz Prosedird.

Kontrol (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standard - 1 _
Ornek - - 1
Etanol 1
0,1 mM DPPH 4 4 4

Oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyon
517 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

3.2.4.4. Indirgeyici antioksidan kapasite analizi

Glglii ve ark. (2006) kullandiklart yonteme gore, bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite analizi (CUPRAC) yapilmistir. Yontem prosediirii Tablo 3.5°de
verilmistir. Bu yontemde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (0,01-0,1 mg/ml) MN

ekstraktlar1 ve standart madde ¢ozeltileri (BHT, troloks ve askorbik asit)
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hazirlanmistir. Trolox i¢in elde edilen dogrunun egimi ile MN ve diger standartlar i¢in
elde edilen dogrularin egimleri oranlanarak CUPRAC aktivitesi TEACcuprac olarak

ifade edilmistir.

Tablo 3.5. Indirgeyici Antioksidan Kapasite Analiz Prosediirii.

Kor(ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standard - 0,6 -
Ornek - - 0,6
Saf su 0,5 0,5
0,01 M CuCl: 1 1 1
7,5x10- M Neokuproin 1 1 1
1M CH3COONH4 tamponu 1 1 1

Oda sicakliginda 30 dk. karanlik ortamda inkiibasyon
450 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

3.2.4.5. Metal selatlama aktivite analizi

Dinis ve ark. (1994) kullandiklari metotla, MN ekstraktinin metal (Fe™?) selatlama
aktivitesi calisilmistir. Yontem prosediirii Tablo 3.6 ’da verilmistir. Bu yontemde
farkli konsantrasyonlarda (0,1-0,5 mg/ml) Muscari neglectum ekstrakt1 ve standart

madde ¢ozeltisi (EDTA) hazirlanmustir.

Ferrozin-Fe'>  kompleksinin inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

Tablo 3.6. Metal Selatlama Aktivitesi Analiz Prosediirti.

Kor(ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standart - 1 -
Ornek - - 1
Saf su 4,7 3,7 3,7
FeCl2 0,1 0,1 0,1
Oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyon
Ferrozin 0,2 0,2 0,2

Oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyon
562 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

3.2.4.6. Indirgeme kapasite analizi

MN ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi (FRAP) Oyaizu (1986) metoduna gore tayin
edilmistir. Yontem prosediirii Tablo 3.7°da verilmistir. Bu yontemde farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan (0,05-0,7 mg/ml) Muscari neglectum ekstraktlar1 ve

standart madde ¢ozeltileri (BHT, BHA ve askorbik asit) hazirlanmistir.
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Tablo 3.7. indirgeme Kapasite Analiz Prosediirii.

Kor(ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standard - 1 -
Ornek - - 1
Saf su 1 - -
Fosfat tamponu(0,2 M, pH=6,6) 2,5 2,5 2,5
% 1’lik K4Fe(CN)6.3H20 2,5 2,5 2,5
50 °C’de 20 dk. inkiibasyon
% 10’luk TCA 2,5 2,5 2,5
2500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant ayrilir
Siipernatant 2,5 2,5 2,5
Saf su 2,5 2,5 2,5
% 0,1’lik FeCls 0,5 0,5 0,5

700 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

3.2.5. Fitokimyasal analizler
Calismada kullanilan LC-MS/MS cihaz ve metod bilgisi Tablo 3.8 de verilmistir.

Tablo 3.8. Fitokimyasal Analiz Cihaz ve Metot Bilgisi.

Kullanilan cihaz Shimadzu LC-MS/MS-8030
Kolon Inertsil ODS 4; 2um, 2.1X 50 mm
Mode: Binary gradient

Pump A LC-20ADXR

Pump B LC-20ADXR

Total Flow 0,4000 mL/min

Mobil Faz A %0,1 Formik asit + su
Mobil Faz B %0,1 Formik asit + Metanol
B Conc. %5,0

B Curve 0

Press Max 660 bar

Autosampler Model SIL-20ACXR

Oven(Kolon Firin1) Model CTO-10ASvp

Oven (Kolon Firimi)Temperature 40°C

Maximum Tempeature 85°C

LC Time Program

Time Module Command Value
4,00 Pumps Pump B Conc. 95
7,00 Pumps Pump B Conc. 95
7,01 Pumps Pump B Conc. 5
12,00 Controller Stop

LC-MS/MS analiz metodunda kullanilan degiskenler [alikonma zaman1 (RT), ana iyonlar

z): Kiitle/ yuk orani, belirleme katsayisi , Tablo 3.9°da verilmaistir.
m/z): Kiitle/ ytik belirl k R?)], Tablo 3.9°d 1lmisti

Y 6ntem, kullanilan standart maddeler yardimiyla analizi yapilan MN bitkisinin toprak
istii kism1 su ekstraktinin igerdigi fenolik bilesiklerin miktarlarim1 tayin etmede

kullanilmustir.



Tablo 3.9. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler.

Analitler iyon Ana fyon bRT °R? Kalibrasyon Denklemi
Mod *(m/z)
1 Asetohidroksamik Asit pos 76,15>58,00 0,460 0,9976508 Y=(176,410)X + 1659,81
2 Katesinhidrat pos 291,00>139,00 2,532 0,9985507 Y=(2926,87)X + 51488,3
3 Vanilik Asit pos 168,95>65,00 2,762 0,9997887 Y =(188,821)X +
6696,49

4 Sirinjik Asit pos 199,00>140,00 3,001 0,9990536 Y =(704,189)X +4948,70
5 Timokinon pos 165,00>137,10 3,337 0,9996327 Y =(283,007)X + 1497,65
6 Resveratrol pos 229,00>135,00 3,632 0,9996980 Y =(568,341)X + 25876,8
7 Mirisetin pos 319,00>153,00 3,725 0,9999108 Y =(386,902)X + 14304,4
8 Kaempferol pos 287,00>153,00 4,222 0,9993494 Y =(1019,28)X - 164,573
9 Fumarik Asit neg 115,30>71,20 0,859 0,9996255 Y =(86,7370)X +2903,08
10  Gallik Asit neg 169,10>124,90 1,483 0,9991547 Y =(470,984)X + 9299,08
11  Protokatekuik Asit neg 152,80>108,00 2,060 0,9979319 Y =(218,743)X + 977,227
12 4-Hidroksibenzoik Asit neg 137,20>93,00 2,550 0,9997485 Y = (665,839)X + 14377,7
13 Kaffeik Asit neg 178,80>134,90 2,850 0,9976243 Y =(1574,98)X + 11168,7
14  Salisilik Asit neg 137,20>93,10 3,480 0,9986714 Y =(5923,27)X +35234,0
15  Floridzindihidrat neg 435,30>272,90 3,523 0,9991246 Y =(767,138)X - 418,355
16  2-Hidroksisinamik Asit neg 162,80>118,90 3,553 0,9997169 Y =(1549,20)X + 1187,06
17  Oleuropein neg 539,20>275,10 3,587 0,9987157 Y =(516,241)X - 889,232

18  2-hiroksi 1,4 naftakinon neg 172,80>144,90 3,654 0,9993183 Y =(2796,68)X + 11514,8

19  Naringenin neg 271,20>150,90 3,960 0,9994315 Y =(2297,77)X + 3841,22
20  Silimarin neg 481,10>124,90 4,000 0,9996872 Y = (408,746)X + 1601,04
21  Kuersetin neg 300,80>150,80 4,000 0,9976786 Y =(1121,46)X + 2198,60
22 Luteolin neg 285,20>133,00 4,122 0,9989768 Y =(1635,10)X - 3468,61

23 Alizarin neg 238,80>211,00 4,552 0,9981747 Y =(86,8997)X - 81,4597
24  Curmin neg 367,00>216,90 4,605 0,9998256 Y =(2647,15)X +2523,19

3.2.6. Ham ekstratlarin akut toksisite testi
Dort ayr1 ¢aligma grubu ve her grupta altisar fare igeren, toplam 24 adet rat

kullanilmistir.

1. Grup I (n=6): Saglikl grup

2. Grup II (n =6): 500 mg/ kg MN

3. Grup III (n = 6): 1000 mg/kg MN.

4. Grup IV (n=6): 2000 mg/kg MN.
Ik doz uygulamasindan 12 saat dnceden yem ve sudan yoksun birakilan fare tartilip,
agirhgina gore hesaplanan doz MN ekstrakti saf suda c¢oziilerek gavaj yoluyla
uygulanarak ayri bir kafese alinmis ve ilk 30 dk. boyunca en az bir kez ve ilk 24 saat
boyunca periyodik olarak, ilk 4 saat boyunca 6zel dikkat gosterilerek akut toksik

semptomlar (garip davraniglar, yeme aligkanligi, uyku, anormal ses ¢ikarma, sese
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duyarlik, titreme ve 6liim) yoniinden takip edilerek gézlemlenmistir (Osagie-Ewekave

ark., 2021).

3.2.7. Deney protokolii ve indometazin ile indiiklenen iilser modeli
Hayvanlar rastgele her biri 6 rattan olusan 6 gruba ayrilmis, ¢alismada Halic1 ve ark.

(2016) iilser olusturma modeli kullanilmistir (Tablo 3.10).

Tablo 3.10. Deney Protokolii

Deney Gruplari 24 saat  0.Saat +5 dk. 6.Saat
Saglikli grup Ag - Sakrifikasyon
Kontrol grubu (IND) Ag - IND (25 mg/kg) Sakrifikasyon
Referans grubu (FAM) Ag 40 mg/kg IND (25 mg/kg) Sakrifikasyon
100 MN Ag 100 mg/kg IND (25 mg/kg) Sakrifikasyon
200 MN Ag 200 mg/kg IND (25 mg/kg) Sakrifikasyon
400 MN Ag 400 mg/kg IND (25mg/kg)  Sakrifikasyon

Ulser olusumu igin deney protokoliinde belirtilen 24 saat aglign takiben MN
gruplarindaki ratlara, akut oral toksisite ¢alismasi sonucunda segilen 100, 200 ve 400
mg/kg dozlarinda MN, referans grubundaki ratlara ise 40 mg/kg FAM gastrik gavaj ile
oral olarak uygulanmistir. Uygulamadan 5 dk. sonra saglikli grup hari¢ tiim ratlara 25
mg/kg dozda IND gastrik gavaj ile verilmistir (Halic1 ve ark., 2016; AlKreathy ve ark.,
2020).

3.2.8. Numunelerin alinmasi ve analize hazirlanmasi

3.2.8.1. Mide dokularinin alinmasi ve analize hazirlanmasi

Deneysel uygulamadan 6 saat sonra hafif sevofloran anestezisi altinda sakrifiye
edilmis, tiim hayvanlarin mideleri biiylik kuvartur boyunca agilarak serum fizyolojik
ile yitkanmis ve makroskobik olarak incelenmistir. Daha sonra deneme gruplarindaki
tiim sicanlara ait mide dokular1 biyokimyasal incelemeler i¢in -20 °C’de buzdolabina
ve histopatolojik incelemeler icin ise % 10’luk formalin soliisyonuna alinarak

depolanmastir.

3.2.8.2. ELISA analizleri icin mide dokusu érneklerinin hazirlanmasi

Mide dokulari siv1 azot ile TissueLyser II (Qiagen) cihazinda 5 mikron ¢apina kadar
ogiitiilmiistiir. Analizler i¢in fosfat tamponu (pH:7.4) ile 1/9 oraninda sulandirilmis ve
homojenize (TissueLyser LT (Qiagen) 50 hz, 1dk.) edilmistir. Homojenatlar +4 °C’de
5000 rpm’de S5dk. santrifiijlenmis ve siipernatant kisimlar1 ELISA analizleri icin

kullanilmistir.
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3.2.9. Mide dokularimin biyokimyasal incelenmesi

Deneme gruplarinda MN’un koruyucu etkilerini belirlemek i¢in mide dokularinda
SOD, CAT enzimlerin aktiviteleri, GSH, MDA diizeyleri sandvi¢ enzim bagli immun
dl¢iim (ELISA) kitleri (BT Lab, Zhejiang, China) kullanilarak analiz edilmistir. Analiz
icin reaktifler, ornekler ve standartlar kit prosediiriine goére hazirlanmistir. Analiz

asamalar1 Tablo 3.11 ve 3.12° te gosterilmistir.

Tablo 3.11. SOD, KAT enzimleri ve MDA analizlerinin asamalari.

Kor(ul) Standart (ul) Ornek (ul)

Standard - 50 -

Ornek - - 40
Antibody - - 10
Streptavidin-HRP - 50 50

37°C de 60 dk. inkiibasyon ve sonra 5 kez yikama
Substrat A 50 50 50
Substrat B 50 50 50
37°C de 10 dk. karanlik ortamda inkiibasyon ve sonra 5 kez yikama
Reaksiyon sonlandirici 50 50 50

450 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

Tablo 3.12. GSH analizinin agamalari.

Kor(ul) Standart (ul) Ornek (ul)

Standard - 50 -
Ornek - - 50
Antibody - 50 50

37°C de 60 dk. inkiibasyon ve sonra 5 kez yikama
Avidin-HRP - 50 50

37°C de 60 dk. inkiibasyon ve sonra 5 kez yikama
Substrat A 50 50 50
Substrat B 50 50 50

37°C de 10 dk. karanlik ortamda inkiibasyon ve sonra 5 kez yikama

Reaksiyon sonlandirici 50 50 50

450 nm’ de spekrofotometrede okuma ve standart egriye gore hesaplama

3.2.10. Mide dokularinin makroskobik incelenmesi
Gastrik lezyonlarin belirlenmesi i¢in rat mideleri agilarak goriintiileri makroskobik
degerlendirmeye alinmis, Stereo Investigator programa ile iilser alanlar1 ve anti-iilser

etkisi (%) hesaplanmistir (Kiigiikler ve ark., 2022).

3.2.11. Mide dokularmnin histopatolojik incelenmesi

Degerlendirme sonunda alinan doku drnekleri %10’ luk formaldehit soliisyonunda
48 saat tespit edilerek, rutin doku takip islemleri sonunda parafin bloklara
gomiilmiistiir. Her bloktan 4 pm kalinliginda kesitler alinip histopatolojik inceleme

icin hazirlanan preparatlar, hematoksilen-eozin (HE) ile boyanip 151k mikroskobu ile
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incelenmistir (Olympus BX 51, JAPONYA). Kesitler histopatolojik 6zelliklerine gore
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirilmistir.

3.2.12. Istatiksel analizler

Elde edilen tiim verilerin analizinde SPSS 13.0 paket programi kullanilmis ve veriler
p<0,05 anlamli kabul edilerek degerlendirilmistir. Biyokimyasal ve makroskobik
Olctimlerdeki istatistiksel degisiklikler ve anlamlilik diizeyleri “Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA)” testi ile agiklanmistir. Coklu karsilastirmalarda Tukey hoc testi
uygulanmistir. Histopatolojik incelemelerde gruplar arasi karsilastirllmada Duncan
testi, grup etkilesiminin saptanmasinda non parametrik Kruskal-Wallis testi, gruplar

arasindaki farkliliklar1 belirlenmesi i¢in Mann Whitney U testi kullanilmastir.

32



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Muscari neglectum Su Ekstrakti Verimi

Caligmada MN bitkisinin su ekstraktinin liyofilizasyonu sonucu % 14,974 + 0,15 gr

verim saglanmigtir.

4.2. Antioksidan Aktivite Yontemleri

4.2.1. Toplam fenolik ve flavonoid analiz sonuclar:
MN’un su toprak {istii ekstrakti toplam fenolik igerik, gallik asit esdegeri ve toplam
flavonoid igerik, kuersetin esdegeri olarak hesaplanmistir. Sonuglar 3 paralel testin

ortalamasi ve standart hata olarak gosterilmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Analiz Sonuglart.

Toplam Fenolik Igerik Toplam Flavonoid Igerik
(mg GAE/g kuru bitki) (mg KUE/g kuru bitki)
26,0+ 1,21 44,02 £ 1,52
Gallik Asit Standart Grafik Denklemi Kuersetin Standart Grafik Denklemi
y =3,9405x + 0,0062 y=152,385x - 0,013

4.2.2. Serbest radikal giderim aktivite analizi (DPPH)

MN bitkisinin toprak {iistii kisminin su ekstraktinin serbest radikal giderim aktivite (%
inhibisyon) degerleri 100-500 pg/mL konsantrasyonda analiz edilerek, BHT ve
Troloks standartlar1 1ile karsilastirmalart  yapilmistir (Sekil 4.2.). Yapilan
karsilastirmalar artan konsantrasyona bagli artis gostermistir. BHT ve MN 500 pg/mL
konsantrasyonlari karsilagtirildiginda benzer serbest radikal giderim aktivitesine sahip
oldugu gozlenmistir. Troloksun ise BHT ve MN’ den ¢ok yiiksek serbest radikal etkiye

sahip oldugu gortilmiistiir.



DPPH serbest radikal giderim aktivitesi

100
§ 80
B 60 . p
E
S

0

100 200 300 400 500

EMN 15,7 30,33 43,88 58,15 67,3

LIBHT 35,142 41,621 51,915 63,525 69,2313
MTrolox 90,212 90,423 90,586 90,759 90,988
Konsantrasyon(pg/ml)

MMN LBHT ETrolox

Sekil 4.1. DPPH serbest radikal giderim aktivite analiz sonuglari.

4.2.3. Indirgeyici antioksidan kapasite analizi (CUPRAC)

MN’un su toprak iistii ekstrakti ve standart antioksidanlardan (Askorbik asit, BHT,
Trolox) elde edilen dogru denklemleri ve absorbans sonuglarindan kalibrasyon
grafiklerinin egimleri oranlanarak TEACcuprac degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.2).

Muscari neglectum bitkisi su ekstrakti, diger standartlarla karsilagtirildiginda ¢ok

diisiik indirgeyici aktivite gostermistir.

Tablo 4.2. Muscari neglectum ve standartlarin TEACcuprac degerleri.

Dogru Denklemleri TEACcuprac
Trolox y=0,012x + 1,1962 IuM TE
BHT y=0,011x +1,1388 0,92 uM TE
Askorbik asit y=0,0171x + 1,0535 1,43 uM TE
MN y =0,0007x + 0,0312 0,06 uM TE

4.2.4. Metal (Fe*?) selatlama aktivite analizi (MCA)

Muscari neglectum bitkisinin toprak tistii kismiin su ekstraktinin metal selatlama
aktivite (% inhibisyon) degerleri 0,1-0,5 mg/ml konsantrasyonda analiz edilerek,
EDTA standart1 ile kargilastirmas1 yapilmistir (Tablo 4.3., Sekil 4.2.). Sonuglara gore
MCA % inhibisyon degerleri artan konsantrasyona bagl artis gostermistir. Muscari
neglectum bitkisi su ekstraktinin en yiiksek konsantrasyonda dahi, EDTA kadar

yuksek bir MCA gostermemistir.
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Tablo 4.3. Metal Selatlama Aktivite Analiz Sonuglari.

% INHIBISYON
C(mg/ml)
MN EDTA
0,1 4,04+0,56 98,9+0,01
0,2 8,66+0,05 99,14+0,01
0,3 11,28+0,21 99,254+0,008
0,4 15,44+0,15 99,42+0,004
0,5 18,06+0,01 99,52+0,005

Metal Selatlama Aktivitesi

% Inhibisyon
D
(e}

B O
v le |l |8 | D
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
EDTA 98,9 99,14 99,25 99,42 99,52

OMN 4,04 8,66 11,28 15,44 18,06

Konsantrasyon ( mg/ml)

EDTA OMN

Sekil 4.2. Demir (II) Iyonlarini Selatlama Aktivite Analizi.

4.2.5. Indirgeme kapasite analizi

Muscari neglectum su ekstraktt BHT, ve askorbik asit standartlariyla karsilastirilarak
konsantrasyon-absorbans grafikleri cizilmistir (Sekil 4.3). Indirgeme kapasitesi
analizinde absorbans degerinin ile indirgeme kapasitesi dogru orantilidir. MN
bitkisinin artan konsantrasyona bagli artan bir indirgeme kapasitesi oldugu, ancak

BHT ve askorbik asitten oldukg¢a diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Absorbans (700 nm)

1.8
1.6
1.4
1.2

Indirgeme Kapasitesi

4 " - =

0.2 0.4 0.6 0.8 1

Konsantrasyon (mg/ml)

—d— Askorbik Asit 4-BHT —4—MN

Sekil 4.3. indirgeme Kapasite Analiz Sonuglari.

4.3. Fenolik Icerik LC-MS/MS Analiz Sonuclari

MN’un su ekstraktinin toprak iistii kisitmlarinin fenolik igeriginin belirlenmesi igin,

yapilan s1vi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisine (LC-MS/MS) gore analizde

24 fenolik bilesik i¢cinden 14 bilesigin varlig1 belirlenmis, sirastyla protokatekuik asit,

fumarik asit, floridzin dihidrat ve mirisetin bilesiklerinin yogun bulundugu tespit

edilmistir. Tespit edilen fenolik maddelerin isimleri ve konsantrasyonlar1 Tablo 4.4’

te verilmistir. Fenolik maddelerin spektrumu Sekil 4.4’te gosterilmistir.

F 3

s, 0, - S

o

o

103,36

MS Cxromatogram
24 10 Semclik mix 100 ppd

~24

Sekil 4.4. MN’a ait LC-MS/MS spektrumu.
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Tablo 4.4. MN’a ait fenolik bilesiklerin LC-MS/MS konsantrasyonlari.

Sira no Bulunan Fenolik Maddeler Konsantrasyon (mg/g ekstre)
1 Acetohydroxamic Acid (+) 0,066244
2 Catechinhyrate (+) -
3 Vanilic Acid (+) -
4 Syringic Acid (+) 0,00575919
5 Thymoquinone (+) -
6 Resveratrol (+) 0,00322667
7 Myricetin (+) 0,01061646
8 Kaempferol (+) 0,00270288
9 Fumaric Acid (-) 0,030281874
10 Gallic Acid (-) 0,00455979
11 Protocatechuik Acid (-) 0,16369329
12 4-Hydroxybenzoic Acid (-) 0,00475702
13 Caffeic Acid (-) 0,00280178
14 Salisilik Acid (-) 0,0015531
15 Phloridzindyhrate (-) 0,02561198
16 2-Hydoxycinamic Acid (-) -
17 Oleuropein (-) -
18 2-hyroxy1,4 naphthaquinone (-) -
19 Naringenin (-) -
20 Silymarin (-) -
21 Quercetin (-) 0,00627964
22 Luteolin (-) 0,00278937
23 Alizarin (-) -
24 Curmin (-) -

4.4, Akut Toksisite Testine Ait Bulgular

Akut toksisite degerlendirmesinin 24 saatlik verileri (Tablo 4.5), MN’un toprak {istii
kisimlarinin su ekstraktinin, ratlarda herhangi bir davranis degisikligi ve 6liime neden

olmadigini ve MN’ un 6ldiirtici dozunun 2000 mg/kg’1 astigini géstermistir.

Sonuglara gore olusturulan deney gruplarinda dozlar, verdigimiz limit dozun 1/5, 1/10,

1/20’si seklinde hesaplanmuigtir.
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Tablo 4.5. Akut toksisite degerlendirmesinin 24 saatlik verileri.

Gozlemler
) o
=} > > — « 2
=< z = Q < =<
@ =, g3 _ % g EgE 2% £
g E ® =« e > = 53 = o& =
> - > 72 =) = < n o)
O = >": - = - =
a < &= < O a

500 - - - - - - -

1000 - - - - - - -

2000 - - - - - - -

4.5. Mide Dokularina Ait Makroskobik Bulgular

Bu calismada IND ile olusturulan deneysel iilser modeli {izerine MN bitkisinin farkli
dozlarinin (100, 200 ve 400 mg/kg) ve FAM 40 mg/kg dozunun anti-iilser etkileri
fotograflanarak incelenmistir (Sekil 4.6). IND uygulamas1 énemli oranda iilser alam
meydana getirmistir. MN ekstrelerinin doz artisina bagli olarak tiim dozlarinin
indometazinin indiikledigi gastrik mukozal hasarlanmay1 6nledigi (p<0,001), en giiglii
antiiilser etkiyi %69 ile 400 mg/kg dozunun gosterdigi bulunmustur (Tablo 4.6). Anti-
ilser etkinin derecesinin anlasilabilmesi amaciyla kullanilan H> reseptor antagonisti
olan FAM ile karsilastirildiginda 400 mg/kg dozu ile benzer etkiye sahip oldugu
gorlilmiistiir (Sekil 4.5).

Tablo 4.6. Siganlarda IND kaynakl1 gastrik iilser iizerinde FAM ve MN ekstrakti farkli
dozlarda uygulamasinin iilser alan1 ve anti-iilser etkisi.

Gruplar Doz n Ulser Alan1 (mm?) Anti-iilser etki
(mg/kg) (%)

SAGLIKLI 6 0,0+0,0 ¢ -

IND 25 6 23,16+3,76* -

FAM 40 6 7,0+£0,07 © 67%

100 MN 100 6 14,84+6,5 b¢ 36%

200 MN 200 6 10,52+3,83 b¢ 54%

400 MN 400 6 7,08+£1,97 © 69%

Ulser alan1 (mm?) 6l¢iimlerinin ortalamasi (ortalama + SD) seklinde gésterilmistir. % Antiiilser etki: (IND-Uygulama/IND)*100)
formiilii kullanilarak belirlenmistir. Tedavi edilen gruplar, indometazin grubu ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Farkli
harfler %< ¢ ayni siitunda istatistiksel olarak anlaml1 farkliliklar (p<0.001) gésterir.
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Ulser Alani (mm)?

Mide Ulser Alanlari
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W
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W
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IND 100MN  200MN = 400MN Referans
Seril 23,16 14,84 10,52 7,08 7

Rat Gruplari

Saglikli
0

Sekil 4.5. Mide Ulser Alanlari.

Sekil 4.6. Mide makroskobik goriiniimleri.

4.6. Mide Dokularmna Ait Histopatolojik Bulgular

yapida oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7.a).
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(a), saglikli grup; (b), indometazin grubu; (c), referans grubu (40 mg/kg famotidin);
(d — 1), sirasiyla 100, 200 ve 400 mg/kg viicut agirligi MN.

Saghkh grup: Mide dokularinin histopatolojik incelenmesinde, normal histolojik



indometazin grup: Mide dokulariin histopatolojik incelenmesinde, Tunika
mukozada, lamina epitelyaliste siddetli diizeyde lamina propriyaya kadar ilerleyen
erezyon ve llserasyon goriilmistiir. Epitellerde siddetli diizeyde dejenerasyon ve
nekroz, interstisyel araliklarda hiicre infiltrasyonu ve kanama odaklar1 belirlenmistir.
Submukozada siddetli 6dem ve damarlarda siddetli diizeyde hiperemi gozlenmistir

(Sekil 4.7.b).

Referans grup: Mide dokulariin histopatolojik incelenmesinde, Lamina epitelyaliste
cok hafif diizeyde erezyon, epitellerde dejenerasyon nekroz, lamina propriyada

damarlarda orta diizeyde hiperemi tespit edilmistir (Sekil 4.7.c).

100 MN grup: Mide dokularinin histopatolojik incelenmesinde, Lamina epitelyaliste
orta dilizeyde lamina propriyaya varan erezyonlar, epitellerde orta diizeyde
dejenerasyon, nekroz belirlenmistir. Submukozada siddetli diizeyde Odem

gozlenmistir (Sekil 4.7.d).

200 MN grup: Mide dokularinin histopatolojik incelenmesinde, lamina epitelyaliste
hafif diizeyde erezyon, epitellerde dejenerasyon ve nekroz damarlarda orta diizeyde
hiperemi goriilmiistiir. Submukozada hafif diizeyde 6dem goézlenmistir (Sekil 4.7.e).
Indometazin grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.05) tespit

edilmistir.

400 MN grup: Mide dokularinin histopatolojik incelenmesinde, Lamina epitelyaliste
cok hafif diizeyde erezyon, epitellerde dejenerasyon ve nekroz, damarlarda hafif
diizeyde hiperemi goriilmiistiir (Sekil 4.7.f). indometazin grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.05) tespit edilmistir.

Yapilan mide dokusu histopatalojik gozlemleri, doz artisina baglt olarak MN
ekstraklarinin, hasar bulgularin1 (lamina epitelyaliste erezyon, epitellerde
dejenerasyon ve nekroz, damarlarda hiperemi) azalttigini, 400 MN grubu, referans
grubuyla karsilastirildiginda benzer etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Histopatolojik
bulgular Tablo 4.7°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.7. Mide dokularinda histopatolojik bulgularin skorlanmasi.
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Sekil 4.7. Gastrik morfoloji ve H&E boyamanin sonuglart.

Gastrik H&E boyama béliimiiniin sonuglar1 100 mikron. (A), saghikli grup; (B), IND
grubu; (C), FAM; (D-F), sirasiyla 100, 200 ve 400 mg/kg viicut agirligi MN. Nekrotik
alan (oklar). H&E. Cubuk:100um.

4.7. Biyokimyasal Parametreler

Serbest oksijen radikalleri, indometazin tarafindan indiiklenen ilserlerin meydana
gelme siirecinde 6nemli etkiye sahiptir. Bu sebeple ¢calismamizda indometazin MN*
nin antioksidan savunma mekanizmasi iizerine etkisi, GSH, MDA analizleri ve SOD

ve CAT enzim aktiviteleri ile belirlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Rat mide dokusu SOD, CAT enzim aktivitesi ile GSH ve MDA sonuglari.

Gruplar Doz n SOD CAT GSH MDA
(mg/kg) (ng/mg yas (ng/ mg yas (mg/ g yas (nmol/mg yas
doku) doku) doku) doku)
SAGLIKLI 6  1,26+0,09° 16,83+0,14¢ 113,16 £0,01° 0,59 +0,11°
IND 25 6 0,58 +0,2° 6,61 +0,012 49,81 0,012 1,13 £0,112
FAM 40 6 2,15+0,1°¢ 33,99 +0,1 ¢ 137,5 £0,1° 0,55 +£0,08 b<
100MN 100 6 1,05+0,15%> 14,71 £04% 71,46 +0,14° 1,050,172
200MN 200 6 1,13+0,05% 1821 £0,14¢ 124,52 £0,11% 0,56 £0,07°¢
400MN 400 6 3,22+0204 26,49 +0,08 ¢ 134,51+0,13>  0,31+0,09°

Sonuglar, 6lgiim ortalamasi + standart sapma seklinde gosterilmistir. Ulser kontrol grubuna (IND) gére aymi siitunda ayni harflerle
gosterilen degerlerin arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi kabul edilmistir (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen

degerler arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edilmistir (p<0.05).
Mide dokularinda siiperoksit radikallerinin siipiiriilmesinde gorev alan antioksidan
enzim SOD, saglikli, IND, FAM, 100MN, 200MN ve 400MN deney gruplarindaki

strastyla 1,26+0,09;0,58 +£0,2; 2,15 +0,1;1,05 +0,15; 1,13 £0,05; 3,22 £0,20 ng/mg yas
doku olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 4.8., Sekil 4.8.).

SOD Aktivitesi
3,5
3
3 2,5
” 2
E
D15
1/_
0,5 / | |
A > d 5 od v od > od > A4S
SAGLIKLI IND FAM 100MN 200MN 400MN
Seril 1,26 0,58 2,15 1,05 1,13 3,22
Rat Gruplari

Sekil 4.8. Rat mideleri SOD enzim aktivitesinin grafiksel gosterimi.

Saglikli grupla IND, FAM, 400MN gruplarinin SOD aktivitesi karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (p<0.05). Hem saglikli hemde IND
gruplar;; 100MN, 200MN gruplarinin SOD aktiviteleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml fark goériilmemistir (p>0.05). FAM, 400MN gruplar1 ile
IND grubunun SOD aktiviteleri karsilastirildiginda istatistiksel anlaminin yiiksek

oldugu belirlenmistir (p<0.0001). Etkisini denedigimiz MN’nin dozlar1 arasinda ise en
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iyi etki 400 mg/kg dozunun oldugu, hatta referans ila¢ olan FAM’dan daha fazla etkili
oldugu goriilmiistiir (p<0.0001).

Mide dokularinda hidrojen peroksitin par¢alanmasinda gorev alan antioksidan enzim
CAT aktivitesi saglikli, IND, FAM, 100MN, 200MN ve 400MN deney gruplarindaki
strastyla 16,834+0,09; 6,61 +0,01; 33,99 +0,1; 14,71 +0,4 18,21+0,14; 26,49 +0,08
ng/mg yas doku olarak dl¢iilmiistiir (Tablo 4.8., Sekil 4.9.).

Saglikli grupla 100MN ve 200MN gruplarinin CAT aktiviteleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark gorilmemistir (p>0.05). FAM ve 400MN gruplari
CAT aktivitesi saglikli grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmiistir  (p<0.001). IND grubunun diger gruplarla CAT aktiviteleri
karsilastirildiginda istatistiksel anlami oldukca yiiksek oldugu belirlenmistir
(p<0.0001). Etkisini denedigimiz MN nin biitiin dozlar1 CAT aktivitesini arttirmis, en
etkili dozun ise 400mg/kg oldugu gorilmiistiir (p<0.0001).

KAT Aktivitesi
35
= 30
S 25
§ 20
o 15
£ 10 =1
g s 1 |
0 9
SAGLIKL IND FAM 100MN 200MN 400MN
I
11 Seril 16,83 6,61 33,99 14,71 18,21 26,49
Rat Gruplar1

Sekil 4.9. Rat midelerinde 6l¢iilen KAT enzim aktivitesinin grafiksel gosterimi.

Mide dokularinda GSH diizeyleri; saglikli, IND, FAM, 100MN, 200MN ve 400MN
deney gruplarindaki sirasiyla, 113,16 +0,01; 49,81+0,01; 137,5 +0,1; 71,46 +0,14;
124,52 £0,11; 134,51+0,13 mg/g yas doku olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 4.8., Sekil 4.10).

100MN grubu ile IND grubunun GSH diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p>0.05). Saglikli, FAM, 200MN ve 400MN gruplar1 GSH diizeyleri
hem saglikli hemde IND grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmiistiir (p<0.0001). Etkisini denedigimiz MN’nin 200 ve 400 mg/kg dozlar1 GSH
diizeylerini arttirmis (p<0.0001), FAM grubuyla benzer sonuglar vermistir (p>0,05).
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GSH Diizeyi
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Sekil 4.10. Rat midelerinde dl¢lilen GSH diizeylerinin grafiksel gdsterimi.

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyinin saglikli, IND, FAM,
100MN, 200MN ve 400MN gruplari sirastyla 0,59 £0,11; 1,13 +£0,11; 0,55 +0,08; 1,05
+0,17; 0,56 £0,07; 0,3140,09 nmol/mg yas doku olarak 6l¢iilmiistiir (Tablo 4.8., Sekil
4.11.).

MDA Diizeyleri
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Rat Gruplari

Sekil 4.11. Rat midelerinde 6lgiilen MDA diizeylerinin grafiksel gosterimi.

Saglikli grup ile FAM ve 200MN gruplarinin MDA diizeyleri karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir (p>0.05). IND grubu ile FAM,
200MN gruplarmmin MDA diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
goriiliirken (p<0.0001), 100MN grubu ile bir farkinin olmadig1 goriilmistiir (p>0,05).
Etkisini denedigimiz MN’nin en etkili dozu 400mg/kg olup referans grubundan daha
fazla etki gostermistir (p<<0.0001).
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5. TARTISMA

T1ibbi bitkiler diinyada oldugu gibi, iilkemizde de terapotik amaglh kullanilmaktadir
(Barata ve ark., 2016). Son yillarda sentetik antioksidanlarin zararli etkileri,
icerigindeki fenolik bilesikler nedeniyle dogal antioksidan kaynagi olan bitkilere olan

ilgiyi arttirmistir (Aye ve ark., 2019).

Caligmada Sakarya ilinden toplanan Muscari neglectum bitkisinin toprak stii kismi
su ekstraktinin, canli viicudunda akut toksisitesi belirlenmis ve 2000 mg/kg’a kadar

toksik etki gostermedigi bulunmustur.

Bitkinin antioksidan aktivitesi spektrofotometrik (toplam fenolik ve flavonoid miktart,
DPPH, MCA, CUPRAC, FRAP), fitokimyasal icerikleri ise LC-MS/MS cihazlariyla

analiz edilmistir.

Calismamizda MN’un su ekstraktinin toplam fenolik ve flavonoid madde analiz
sonuglart sirasiyla, 26 mg GAE/g; 44,02 mg KUE/g ekstre bulunmustur. DPPH (0,43;
3,5; 6,75; 10,15; 14,03) ve MCA (4,04; 8,66; 11,28; 15,44; 18,06) % inhibisyon
degerleri, FRAP absorbans sonuglar1 (0,045; 0,13; 0,26; 0,41; 0,54; 0,71) artan
konsantrasyona bagli olarak artmistir. CUPRAC sonucu 0,06 uM TE olarak

bulunmustur.

Mahomoodally ve ark., 2021 yaptiklar1 c¢alismada Tiirkiye'de i¢cinde MN’unda
bulundugu alt1 soganli bitkinin c¢icek, yaprak ve sogan kisimlarinin metanolik
ekstraktlarinin, toplam fenolik ve flavonoid igerik, DPPH, CUPRAC ve MCA
bakimindan incelemislerdir. Toplam fenolik icerigi ¢icekte 10.12, soganda 29.36,
yaprakta ise 22.18 mg GAE/g ve toplam flavonoid igerigi ise ¢icekte 10.18, soganda
8.9, yapraklarda ise 34.39 mg RE/g seklinde bulmuslardir. DPPH c¢icekte 7.57,
soganda 48,30, yaprakta ise 22.98 mg TE/g; CUPRAC c¢icekte 27.44, soganda 119.13,
yaprakta 74,71 mg TE/g; FRAP cicekte 16.66, soganda 70.79, yaprakta 35.43 mg
TE/g; MCA c¢icekte 3.70, soganda 2.92, yaprakta 14.43 mg EDTA/g seklinde

bulmuslardir.



Eroglu ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismada MN bitkisinin toprak iistii kistmlarinin su,
hekzan, metanol, etanol, diklorometan ekstraklarinin DPPH, MCA incelemisler. MCA
en yliksek sulu ekstraktta % 28,99 (50 pg/ml) bulmuglardir. DPPH su ekstraktinin
IC50: 8,52 mg/ml bulmuslardir.

Mahboub1 ve Taghizadeh (2016) yaptiklari ¢alismada MN un etanol ekstraktinin
toplam fenolik ve flovanoid miktarini sirastyla %18,2; % 0,94, DPPH IC50: 450
pug/ml bulmuslardir.

Sanei ve ark. (2021) Bat1 Iran’da yetisen igerisinde MN unda bulundugu cesitli bitki
familyalarinin metanolik ekstraklarinin antioksidan etkilerini inceledikleri ¢aligmada,
toplam fenolik ve flavonoid madde analizi sonuglari, sirastyla ~ 13 mg GA/g kuru
bitki, ~ 3 mg KU/g kuru bitki, DPPH yaklasik %20 inhibisyon, FRAP 2,59 mg/g kuru
bitki bulmuslardir.

Muscari neglectum’un toprak listii kisminin su ekstratinin toplam fenolik ve flavonoid
bilesiklerinin  spektrofotometrik  Ol¢iimlerini  desteklemek amaciyla, fenolik
bilesiklerinin analizi LC-MS/MS ile yapilmistir. Bu analizinde fumarik asit,
protokatekuik asit, floridzin dihidrat ve mirisetin bilesikleri (sirasiyla 0,030281874;
0,16369329; 0,02561198; 0,01061646 mg/g ekstre) yogun bulunurken,
asetohidroksamik asit, kafeik asit, siringik asit, resveratrol, kaempferol, gallik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, salisilik asit, kuersetin ve luteolin bilesiklerinin de (sirasiyla
0,0066244; 0,00280178; 0,00575919; 0,00322667; 0,00270288; 0,00455979;
0,00475702; 0,0015531; 0,00627964; 0,00278937 mg/g ekstre) bulundugu dikkat
cekmistir.

Eroglu ve Dogan (2023) MN un toprak {istii etanolik ekstraktinin toplam fenolik ve
flavonoid madde analizleri spekrofrofotometrik sonuglari, sirasiyla 17,4 mg GAE/g;
16,6 mg KUE/ g bulmuslardir. Toprak iistii kisimlarinin LC- MS/MS sonucunda ise
strastyla fumarik asit, kinik asit, gentisik asit, apigenin, kafeik asit, kaemferol (sirasiyla

5,77;1,73; 0,017; 0,092; 0,052; 0,035 mg /g ektsre) fenolik maddelerini bulmuslardir.

Mahomoodally ve ark. (2021) yaptiklar1 calismada Tiirkiye'de yetisen ve i¢inde
MN’nin bulundugu alt1 soganli bitkinin metanolik ekstraktlarinin, ¢i¢ek, yaprak ve
sogan kisimlarinin toplam fenolik igerigini; ¢igekte 10.12, soganda 29.36, yaprakta
22.18 mg GAE/g bulmuslardir. Toplam flavonoid icerigini ise ¢icekte 10.18, soganda
8.9, yapraklarda 34.39 mg RE/g seklinde bulmuglardir. LC- MS/MS analizinde MN’un
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tiim kisimlarinda baskin bilesigin kinik ve fumarik asit oldugunu bildirmisglerdir. Kinik
asit ¢igcekte 2,880, soganda 0,234, yaprakta 1,012 mg/g; fumarik asit ¢igekte 0,745,
soganda 0.477, yaprakta 2,628 mg/g diizeyinde bulmuslardir. Ayrica protokatekuik
asit ¢igekte gézlenmezken, sogan ve yaprakta sirasiyla 0.025 ve 0.030 mg/g diizeyinde

bulmuslardir.

Yapilan c¢alismalarla karsilastirildiginda bitkinin farkli boliimleri (yaprak, ¢igek,
tohum, kok), toprak yapisi, hasat zamani, iklim, ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicli ve
yontemler gibi faktorler, sonuglarin gosterdigi farkliligi agiklamaktadir. Ancak ortak
kan1 MN bitkisinin antioksidan kapasitesinin oldugu goériisiidiir. MN artan
konsantrasyonla artan antioksidan etki gosterdigi, ancak sentetik antioksidanlarla

karsilastirildiginda bu etkinin diisiik oldugu goriilmiistiir.

Fenolik bilesikler saglik agisindan anti-kanser, anti-enflamatuar, antililser ve

antioksidan etkilere sahip bilesiklerdir (Cheng ve ark., 2019).

Yapilan literatiir aragtirmalarinda Muscari neglectum bitkisinin su ekstraktinin mide

iilseri iizerine etkilerini yapilan herhangi bir arastirmaya rastlanmamastir.

Yapilan aragtirmalar, MN bitkisinin iceriginde yogun olarak bulunan Protocatechuik
Acid (PCA) ‘in, gastrointestinal oksidatif hasar, norotoksisite, nefrotoksisite ve
hepatotoksisiteye karst korudugu, dolayisiyla iyi bir antioksidan ve anti-radikal
koruyucu oldugu belirtilmistir (Jiang ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2021; Song ve ark.,
2020).

Elsayed ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Pouteria campechiana (Kunth) Baehni
yaprak ve tohumlarinin, MN bitkisinin bilesenlerinde bulunan, protokatekuik
asit,(virgiilden sonra bosluk)gallik asit, kuersetin ve mirisetin tlirevlerini icerdigini
bulmuslardir. Etanole kars1 Pouteria campechiana 100 ve 200 mg/kg ekstraktlarimnin,
Ranitidin (50 mg/kg; p<0,05) ile karsilastirilabilir antitilserojenik etkiler gosterdigini
bulmuglardir.

Wang ve Zheng (2023) Wuqi Tozundaki aktif bilesen PCA’ nin, asetik asit ve H.
pylori’ nin neden oldugu mide iilserini dnleyebilecegini diislindiikleri ¢aligmada, H.

pylori enfeksiyonunu inhibe edebilecegini ve mide mukozasinin onarimini

destekleyebilecegini belirtmislerdir.

Park ve ark., 2021, MN bitkisinin ic¢erdigi bir flavonoid olan Mirisetinin, gastrik

hasara karsi1 koruyucu etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada, gastrik dokularda toplam
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glutatyon (GSSG/GSH) ve prostaglandin E diizeylerini yiikselttigi, SOD ve
siklooksijenaz-1 (COX-1) aktivitesini arttirdigint ve MDA seviyesini azalttigin

gozlemlemislerdir.

Sicanlarda Cd kaynakli toksisiteye karst Fumarik Asit (FA) ‘in tedavi edici 6zelligi,
lipid peroksidasyonunda onemli diisis ve GSH diizeyleri, GPx, SOD ve CAT
aktivitelerindeki yiikselis ile belirlenmistir. Bu etkinin FA’nin antioksidan
ozelliginden dolay1 serbest radikallere ve lipid peroksidasyon iiriinlerine karsi hiicresel

zar biitiinliiglinii koruyabildigi belirtilmistir (Kaur ve ark., 2020).

Patel ve ark., 2022 yaptiklar1 arastirmada, lokal olarak uygulanan dimetil fumaratin
etanolin neden oldugu mide {lserlerinin tedavisinde kullanilabilecegine

saptamigslardir.

Shakya ve ark. (2015) vyaptiklann calismada fumaria indica’nin metanolik
ekstraktlarinin bileseni olan monometil fumaratin kronik ve ciddi stresle tetiklenen
mide ilserleri ve diger patolojilere karst giiclii gastro-koruyucu oldugunu rapor

etmislerdir.

Kafeik asidin gastrik mukozal hasari iyilestirdigi (Kolgazi ve ark., 2021) kaempferol
ve apigeninde anti-iilser etkisi oldugu belirtilmistir (Jahedsani ve ark., 2020 ; Campos-
Vidal ve ark., 2021). Bu etkilerinin antioksidan o6zelliginden kaynaklandig:
belirtilmistir.

Resveratroliin, Helicobacter pylori’nin neden oldugu mide tilser ve kanser gelisimini

engelledigini bildirmislerdir (Mahady ve Pendland, 2000).

Athaydes ve ark. (2019) yaptiklar1 c¢alismada avokado tohumlarinin etil asetat
ekstraktindaki polifenolik bilesenlerin sinerjistik etkisinin, endojen antioksidan
enzimlerin aktivitesinin artmast ve oksidan faktorlerin azalmasimi saglayarak

indometazinin neden oldugu gastrik mukozal hasar1 6nledigi sonucuna varmiglardir.

Yukarida bahsi gecen fenolik bilesikler ve benzer icerige sahip bitkilerle yapilan
calismalarda, bu bilesiklerin antioksidan, antiradikal etki yaptig1, gastrik hasarina karsi
koruyucu olduklar1 bildirilmistir. Calismamizda bu fenolik bilesenleri bulunduran
Muscari neglectum bitkisinin toprak iistii kisimlarinin su ekstraktininda antioksidan
enzimlerin seviyesini artirdig1 ve oksidan faktorii ise azaltarak gastrik hasara karsi

korudugu goriilmiistiir.
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Eroglu ve Dogan (2023) tarafindan yiirlitilen MN toprak iistii ve toprak alti
kisimlarinin  etanolik ekstraktinin toksisite calismasinda 1000 mg/kg dozda,
calismamizda ise MN toprak iistii kistmlarinin su 6ziitiiniin, 2000 mg/kg’ lik dozda

toksik etki yapmadigi gozlemlenmistir.

Eroglu ve Dogan (2023), ratlar {izerinde MN toprak {istii ve toprak alt1 kisimlarinin
etanolik ekstrakti toksisite testi sonucunda ile 400 mg/kg dozdaki etanolik ekstraktinin,
karbon tetrakloriir (CCls) tarafindan indiiklenen mide hasari iizerindeki koruyucu
etkilerini inceledikleri 35 giinliikk ¢alismada, MN’ un istatistiksel olarak (p< 0.05)
MDA seviyelerinde anlamli bir azalmaya ve antioksidan parametrelerde ise artiga

neden olmustur.

Calismamizda ise IND’ in neden oldugu gastrik hasara karsi koruyucu etkilerini
inceledigimiz 6 saatlik kisa bir zaman diliminde, 3 farkli dozun (100, 200, 400 mg/kg),
MDA seviyelerini diisiirdigli ve antioksidan parametreleri artirarak koruyucu etki
yaptig1 gdzlemlenmistir. Istatistiksel olarak (p<0.0001) en etkili dozun 400 mg/kg
oldugu goriilmiistiir. Calismamiz bu gozlemleri patolojik degerlendirmelerle

dogrulamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Muscari neglectum toprak istii su ekstraktlarinin 2000 mg/kg’lik yiiksek bir dozda
toksik etki olusturmadidi, iceriginde bulunan fenolik bilesenlerinin si¢anlarda
indometazin kaynakli mide hasar1 iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Bu etkiyi MDA seviyelerini diistirerek ve SOD, CAT, GSH diizeylerini
artirarak gostermistir. Ayni1 zamanda koruyuculugunun doza bagli olarak arttig1

belirlenmigtir. Bu etkiler histopatolojik bulgular ile desteklenmistir.

Secilen MN’nin ii¢ dozunun (100, 200, 400 mg/kg), IND’le deneysel olarak
olusturulan gastrik tilsere kars1 koruyucu etkisi biyokimyasal parametreler (SOD, CAT
enzim aktiviteleri, GSH ve MDA diizeyleri) ve histopatolojik gozlemlerle
incelenmistir. Muscari neglectum su ekstraktinin mide iilserine karsi koruyucu
etkisinin olacagi ve bu etkinin bitkinin bileseninde bulunan antioksidan 6zellige sahip

biyomolekiillerden kaynaklandig diistiniilmektedir.

MN toprak {stii su ekstraktlarinin, iceriginde bulunan fenolik bilesenler
kombinasyonlar1 birden fazla hedefe etki ederek (antioksidan + asit diizenleyici +
antienflamatuvar) referans olarak kullanilan FAM gibi ilaglara farkli bir alternatif
tedavi yontemi olarak diisiintilebilir. Yapilacak ileri ¢aligmalar ile MN icerigindeki
bilesiklerin sinerjistik etkileri, bitkiden izole edilerek klinik ¢aligmalar yapilabilir.
Yapilacak ileri ¢alismalar ile bu bitkinin insanlardaki mide hasarina kars1 koruyucu

olarak kullanilabilecegi dnerilmektedir
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