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G6Paz Glukoz-6-fosfataz 

Nrf-2 Nuklear faktör 2 

HO-1 Hem oksijenaz-1 

NQO1 NAD(P)H quinon dehidrojenaz 1 

AKT Protein kinaz B 

LPL Lipoprotein lipaz 

SDS Sodyum dodesil sülfat 

PAJE Poliakrilamit jel elektroforezi 

PBS Fosfat-tuz çözeltisi 

TEMED N’, N’, N’-tetrametil-etilen-diamin 
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HDL Yüksek yoğunluklu lipoprotein 

HPLC Yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

İTK İnce tabaka kromatografisi 

https://en.wikipedia.org/wiki/Peroxisome_proliferator-activated_receptor


vi 

 

ÖZET 
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BİLEŞENLERİNİN METABOLİK SENDROMA KARŞI POTANSİYEL 

İYİLEŞTİRİCİ ETKİLERİ VE HEDEF MEKANİZMALARININ 

AYDINLATILMASI 
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Metabolik sendrom (MetS) tüm dünyada geniş bir kitleyi etkileyen, insülin direnci, 

dislipidemi, abdominal obezite ve hipertansiyonun bir arada görülmesiyle tanımlanan 

multi-faktöriyel bir hastalıktır. Ancak, bu hastalığın tedavisinde kullanılabilecek etkin, 

multi-hedef bir farmakolojik ajan bulunmamaktadır. Bu nedenle, MetS patojenezindeki 

metabolik bozuklukları hedef alan bitkisel kökenli doğal geleneksel yaklaşımların 

araştırılması ve daha az yan etkiye sahip multi-hedef etken moleküllerin tespit edilmesi 

gerekmektedir.  

Ülkemizde halk arasında MetS komponentlerinin tedavisinde Lavandula stoechas 

(Karabaş otu) bitkisinin sulu demlemesi alternatif amaçlı kullanılmaktadır. Ancak, bu 

bitkinin sulu özütünün içeriği ve biyoaktivitesi konusunda literatürde yeterli bilgi mevcut 

değildir. Tez çalışması kapsamında, Karabaş otu sulu özütü ve aktif bileşenlerinin MetS’ye 

karşı potansiyel iyileştirici etkileri ve hedef mekanizmalarının aydınlatılması planlanmıştır. 

Bu amaçla, 1) Karabaş otu sulu özütünün fitokimyasal bileşenleri ilk defa tanımlanmış, 2) 

MetS’ye karşı aktif ekstrat/fraksiyon/saf bileşikler in vitro hücre tabanlı/biyoaktivite 

rehberli fraksiyonlama yöntemi kullanılarak tespit edilmiş, 3) Elde edilen aktif 

ekstrat/fraksiyon/saf bileşiklerin potansiyel iyileştirici mekanizmaları moleküler ve 

fizyolojik seviyede aydınlatılmıştır.  

Sonuç olarak, EE (Etil Asetat Ekstrat)’ nin,  karaciğer hücre hattında glukoneojenez 

yolağını ve hız sınırlayıcı enzimleri etkin bir şekilde baskıladığı, ii) insülin direnci 

geliştirilen iskelet kası ve karaciğer hücrelerinde insülin hassasiyetini artırdığı 
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gösterilmiştir. Saflaştırılan bileşiklerden rosmarinik asit, kafeik asit, luteolin, propanoik 

asit metil ester, apigenin-7-glukozit ve kaffeoyl rosmarinik asitin MetS’ye karşı etkin 

bileşikler olduğu bulunmuştur. Kaffeoyl rosmarinik asitin tez çalışması kapsamında ilk 

defa, glukoneojenez, adipojenez, insülin sinyalizasyonu ve inflamatuar yolaklarda 

iyileştirici etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, tez kapsamında insülin direnci 

geliştirilen karaciğer hücrelerinde yapılan tüm genom transkriptom analizi EE ile elde 

edilen biyoaktivite sonuçlarını destekleyici ve genişletici niteliktedir.  

 

Anahtar sözcükler: Lavandula stoechas, Aktif Bileşen, Metabolik Sendrom, 

İnsülin Direnci, Moleküler Mekanizma 
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ABSTRACT 

 

ELUCIDATION OF THE POTENTIAL AMELIORATIVE EFFECTS AND 

TARGET MECHANISMS OF LAVANDULA STOECHAS L. EXTRACT AND ITS 

ACTIVE COMPONENTS AGAINST METABOLIC SYNDROME  

 

Seda KULABAŞ 

Çanakkale Onsekiz Mart University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

PhD Thesis In the Department of Biology 

Advisor : Assoc. Prof. Dr. Tuğba TÜMER 

18/01/2018, 151 

 

Metabolic syndrome (MetS) is a worldwide affecting, multifactorial disease 

characterized by insulin resistance, dyslipidemia, abdominal obesity and hypertension. 

There is no single multi-target agent for its treatment. It’s necessary to investigate natural 

traditional approaches targeting MetS and associated morbidities to identify multi-target 

molecules with fewer side effects. 

In our country, decoction or infusion of Lavandula stoechas is used traditionally for 

treatment of MetS. However, information related with the aqueous components and 

bioactivities of this plant are not sufficient. In current study, it’s planned to investigate 

potential ameliorative effects of Lavandula stoechas extract and its active constituents 

against MetS and their mechanism of action. For this purpose, 1) the phytochemical 

components of the L. stoechas were described for the first time, 2) the active 

extract/fraction/pure compounds against MetS were determined by using in vitro cell-

based/bioactivity guided fractionation method; 3) the molecular mechanisms of active 

extract/fraction/pure compounds have been elucidated. 

As a result, it has been shown that EE (Ethyl Acetate Extract) efficiently suppressed 

gluconeogenesis pathway and rate limiting enzymes in hepatic cell lines, ii) increased 

insulin sensitivity in skeletal muscle and liver cells which are modelled for insulin 

resistance. Rosmarinic acid, caffeic acid, luteolin, propanoic acid methyl ester, apigenin-7-

glucoside and caffeoyl rosmarinic acid are identified as active compounds against MetS. 

Caffeoyl rosmarinic acid was demonstrated for the first time to have ameliorative effect 

against insulin resistance and inflammation. Besides, results of transcriptomics analysis on 
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insulin resistant hepatic cells supported and extended the results of bioactivity studies 

obtained for EE.  

 

Keywords: Lavandula stoechas, Active Component, Metabolic Syndrome, İnsulin 

Resistance, Molecular Mechanism. 
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BÖLÜM 1                                                                                                                                   

GİRİŞ 

 

İlk defa 1988 yılında tanımlanan ve “ölümcül dörtlü” olarak da adlandırılan 

metabolik sendrom (MetS); insülin direnci, hiperlipidemi, obezite ve hipertansiyonun bir 

arada görüldüğü multi-faktöriyel bir hastalıktır. Tüm bu metabolik bozuklukların birlikte 

gelişerek tip 2 diyabet ve kardiyovasküler hastalıklar için büyük oranda risk oluşturması, 

MetS’nin mortalite ve morbiditeye neden olan büyük bir halk sağlığı problemi olduğunu 

açıkça göstermektedir. Günümüzde hazır gıda tüketiminin artması, yüksek kalorili 

besinlerin tüketilmesi, fiziksel aktivitenin azalması bu hastalığın gelişimine büyük oranda 

zemin hazırlayan faktörlerdir. Tüm dünya nüfusunun % 25’ ini etkileyen bu hastalığın, 

ülkemizde görülme sıklığı erkekler arasında % 28 iken, bayanlar arasında bu oran % 40 

gibi neredeyse nüfusun yarısını etkileyen yüksek değerlerdedir (Kozan ve ark., 2007). Bu 

nedenle metabolik sendroma karşı koruyucu önlemlerin alınması ve yeni tedavi 

stratejilerin geliştirilmesine yönelik çalışmalar hızla devam etmektedir.  

MetS bileşenlerinin, nedenlerinin ve sonuçlarının iç içe geçtiği, birden fazla hedefe 

yönelik yaklaşımlarla tedavi edilebilen multifaktoriyel bir hastalıktır. 21. yüzyılın sağlık 

sektörüne getirdiği pek çok yeniliğe rağmen, günümüzde, MetS için koruyucu ve 

tedavisinde kullanılabilecek multi-hedef, güvenli ve etkili bir farmakolojik ajan 

bulunmamaktadır. İlaç sektörü her ne kadar 1950’li yıllardan itibaren yüzünü sentetik 

“smart” olarak adlandırılan tek-hedef moleküllere döndüyse de; 2000’li yıllarda insidansı 

artan multi-faktöriyel hastalıkların tedavisi için gerekli multi-hedef moleküllerin en etkin 

kaynağının doğada bulunan moleküller olduğunu kabul etmiştir.  Son yıllarda, Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) ve Amerikan Ulusal Sağlık Enstitüsü (NIH), halk arasında MetS 

bileşenlerine karşı tedavi amaçlı kullanılan bitkilerden deneysel olarak ekstre 

kütüphanelerinin (botanical extract library) oluşturulması ve bu ekstrelerden biyoaktif 

multi-hedef moleküllerin taranmasına yönelik çalışmaları teşvik etmekte ve ulusal boyutta 

büyük fonlarla desteklemektedir. Özellikle ABD’de bu amaçla kurulmuş ve NIH 

tarafından desteklenen çok sayıda araştırma merkezi (Botanical Research Center for 

Metabolic Syndrome) bulunmaktadır. 1981-2001 yılları arasında ABD tarafından 

onaylanan ilaçların % 70’ inin doğal moleküller üzerine yapılmış çalışmaların sonucunda 

piyasaya çıktığı düşünüldüğünde, yapılan bu çalışmaların, ilerleyen dönemlerde metabolik 

sendromun önlenmesinde ve tedavisinde umut vaat edici sonuçlar doğuracağı 

beklenmektedir. Bu çalışmalarda, genellikle Çin geleneksel tedavilerinde kullanılan 
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bitkiler, Aborjinlerin, Güney Amerika ve Orta Asya (Kazakistan, Kırgısiztan, Özbekistan 

ve Tajikistan) halklarının kullandığı şifalı bitkiler taranmaktadır. 

Ülkemizde, kökleri milattan önceye (M.Ö 2500) kadar dayanan oldukça çeşitli ve 

geniş bir şifalı bitkiler kültürü bulunmaktadır. Tüm dünyada, özellikle ABD’de şifalı 

bitkilere ait ekstre kütüphanelerinin oluşturulması ve bu ekstrelerden aktif madde 

taramasına yönelik ortaya konulan çabalara rağmen, sahip olduğumuz şifalı bitkiler kültürü 

yeni etken moleküllerin keşfi için aktif olarak kullanılmamaktadır. Bu nedenle, tez 

çalışması kapsamında, MetS tedavisinde aday olabilecek aktif bitki ekstratı, fraksiyonları 

ve aktif fitokimyasalların ortaya çıkarılması hedeflenmiştir. Bu amaçla, tez çalışması 

kapsamında çalışılan bitki türü, Çanakkale ve yakın çevresinde (Bayramiç, Ayvalık, 

Kazdağları, Bandırma, Balıkesir ve Edremit) gerçekleştirilen etnobotanik çalışmalarda ele 

alınan bitkiler tek tek taranarak belirlenmiştir. Halk arasında şeker hastalığı, yüksek 

tansiyon, kalp ve damar hastalıklarının tümünün tedavisinde yaygın olarak kullanılan 

Lavandula stoechas bitkisi-“Karabaş otu” MetS’nin tüm komponentlerini hedef alan bir 

bitki türü olarak seçilmiştir. MetS gelişiminin başlangıcında insülin direncinin önüne 

geçilebilirse, diğer bir deyişle insülin direnci gelişiminin altında yatan mekanizmalarda 

etkin önleyici bir ajan ortaya çıkarılırsa, art arda gelen bu hastalıkların da gelişimi 

engellenebilir. Bu aktif maddelerin ya da fraksiyonların, insülin direncini önleyici 

etkilerinin ortaya çıkarılması ve bunların ilaç ham maddesi ya da diyetsel takviye olarak 

kullanım potansiyelleri, sağlık sektöründe var olan birçok firma açısından ticari önem 

taşımaktadır. Özellikle, tek bir aktif maddenin yanısıra, fraksiyon içerisinde yer alan birçok 

maddenin sinerjistik etkisinin değerlendirilmesiyle elde edilen veriler, ileri safhalarda 

klinik araştırmalarla desteklenerek bu maddelerin/fraksiyonların ticarileştirilmesini ve 

etkin diyetsel takviye ürünlerinin piyasaya sürülerek ‘alternatif ve tamamlayıcı tedavi’ 

amaçlı kullanımını mümkün kılabilir. 
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1.1. Tez çalışmasında Kullanılan Bitki Türü Lavandula stoechas (Karabaş otu) 

Lavandula stoechas, uzun yıllardır Anadolu halk hekimliğinde kullanılan Lamiaceae 

(Ballıbabagiller) familyasına ait ve doğal olarak yetişen aromatik bir bitkidir (Ayral, 1997; 

Öztürk ve ark., 2005). Halk arasındaki yaygın ismiyle Karabaş otu olarak bilinen 

Lavandula stoechas, ülkemizde özellikle Çanakkale, İstanbul, Balıkesir, İzmir, İzmit, 

Muğla, Datça, Antalya, Tekirova, Hatay bölgelerinde yetişmektedir (Ayral, 1997; Sarıkan, 

2007; Yenici, 1999). Doğal olarak yetişebilen bu bitki türü daha çok kuru bölgelerde, 

ormanlarda, kireç taşlı ve granitli, asit oranı yüksek olmayan topraklarda yayılış 

göstermektedir. Lamiaceae familyasının Lavandula cinsine ait bu tür, 45-50 cm 

yüksekliğinde, dalların ucunda silindirik yapıda, Şekil 1.1’ de görüldüğü gibi siyahımsı 

mor rengi çiçekleri olan çalı görünümünde soğuğa toleransı olan çok yıllık bir bitkidir. 

Çiçekleri 1,5–4,5 cm uzunluğundadır, baklava dilimi şeklinde çiçekli braktelere, sivri ucun 

üzerinde uzun ve parlak lavanta mavisi renklerde 4-8 mm uzunluğunda çiçeklere sahiptir 

(Şekil 1.1). Mayıs, Haziran, Temmuz ayları bu bitkinin çiçeklenme zamanlarıdır (Onar, 

2006; Yenici, 1999).  

 

   

Şekil 1.1. Lavandula stoechas (Karabaş otu) 

 

1.1.1. Lavandula stoechas Bitkisinin Sınıflandırılması 

Lamiales takımından Lamiaceae (Ballıbabagiller) familyasına ait Lavandula cinsi, 

çalımsı görünüşlü, çok yıllık 28 bitki türünün ortak adıdır (Çizelge 1.1). Lavandula 

stoechas türüne ait bilimsel sınıflandırma Çizelge 1.1’ de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
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Çizelge 1.1. Lavandula stoechas bitkisinin bilimsel sınıflandırılması 

Alem 

Bölüm  

Sınıf 

Takım 

Familya 

Cins  

Tür 

Binominal ad  

Plantae (Bitkiler)  

Magnoliophyta (Kapalı tohumlular)  

Magnoliopsida (İki çenekliler)  

Lamiales 

Lamiaceae (Ballıbabagiller)  

Lavandula 

Lavandula stoechas 

Lavandula stoechas L. 

 

1.1.2. Lavandula Türlerinin Kullanımı 

Lavandula cinslerinden Lavandula stoechas (Tepesinde Lavanta), Lavandula 

angustifolia (İngiliz lavantası), Lavandula latifolia (Portekiz Lavantası) ve Lavandula 

dentata (Fransız lavantası) türleri yaygın şekilde tıbbi amaçlı kullanılmaktadır (Chu ve 

Kemper, 2001) Özellikle flavonoidler, terpenik bileşikler ve fenolik asitler bakımından 

zengin olan bu türler önemli fizyolojik etkilere sahiptir. Literatürde lavanta türlerinden 

elde edilen uçucu yağ bileşenlerinin, analjezik, antispazmotik, anjiyoprotektan, 

neuropsikiyatrik, antikonvulsan, antiviral, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antifungal, 

antineoplastik, antioksidan özelliklerinin gösterildiği birçok çalışma bulunmaktadır 

(Cavanagh ve Wilkinson, 2002). Lavanta türlerinin yağı tüm dünyada özellikle 

aromaterapide, parfümeri ve kozmetik sektöründe yaygın olarak kullanılmaktadır. Ayrıca, 

Lavandula türlerinin içeriğinde bulunan öjenol, rosmarinik asit, α-terpineol, terpinen-4-ol 

ve kafurun antibakteriyal özellikte olduğu, yüksek oranda bulunan kafurun böceksavar 

özelliğinden dolayı insektisit olarak da kullanıldığı bilinmektedir (Pattnaik ve ark., 1997; 

Chu ve Kemper, 2001). Bunun dışında bütün Lavandula türlerinde bulunan sineol, 

antispazmodik ve lokal anestezik aktivite göstermektedir (Pattanaik ve ark., 1997). 

 

1.1.3. Lavandula stoechas Bitkisinin Tıbbi Kullanımı 

Lavandula stoechas bitkisi uçucu yağlar, aromatik yağlar ve benzeri sekonder 

metabolitler bakımından zengin olması nedeniyle; gıda, eczacılık, tıp, kozmetik ve 

parfümeri gibi alanlarda büyük öneme sahiptir. Sahip olduğu esansiyel yağ bileşenleri 

nedeniyle Avrupa’da ve Türkiye‘de de bahsedilen sektörlerde yaygın kullanım 

potansiyeline sahip bir lavanta türüdür. Buna ek olarak, ülkemizde Karabaş otunun toprak 

üstü kısımlarından elde edilen infüzyonu ve dekoksiyonu terapötik amaçlı olarak yaygın 
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şekilde kullanılmaktadır (Şekil 1.2). Bu bitki Anadolu’nun değişik bölgelerinde, uzun 

yıllardır yöre insanları tarafından sulu demlemesi yapılarak,  kalp hastalıklarının 

tedavisinde; damar açıcı, kolestrol düşürücü, kan şekeri düşürücü, ağrı kesici, antiseptik, 

balgam söktürücü, idrar yolları iltihap giderici, egzama yaralarını iyileştirici, sinir sitemini 

yatıştırıcı, gaz söktürücü, kalp kuvvetlendirici, sigara içme isteğini engelleyici, bağışıklık 

sistemi kuvvetlendirici gibi farklı etkileri nedeniyle tüketilmektedir (Baytop, 1999; Yenici, 

1999; Sarıkan, 2007; Bulut, 2006).  

 

 

Şekil 1.2. Lavandula stoechas’ın Avrupa’da ve Anadolu’daki farklı kullanımları 

 

Karabaş otunun MetS’nin tüm komponentlerinin (hiperglisemi, dislipidemi, tansiyon 

ve obezite) tedavisinde başarılı olacağını düşündüren pek çok etnobotanik çalışma 

bulunmaktadır. Bu çalışmalarda; 1) toprak üstü kısımlarından hazırlanan infüzyonun 

dahilen, kolesterolü ve kan şekerini düşürmede ve kalp hastalıklarının tedavisinde (Bulut, 

2006), 2) Kurutulmuş toprak üstü kısımlarının demlenmesi veya kaynatılması ile elde 

edilen çayının kalp damarlarını açmak, zayıflamak, tansiyon ve kolesterolü düşürmek 

amacıyla, ayrıca göğüs kanserinde (Onar, 2006), 3) Karabaş otunun toprak üstü 

kısımlarından hazırlanan infüzyonun özellikle şeker hastalığında, kalp ve damar 

hastalıklarında damar açıcı ve kolesterol düşürücü olarak (Sarıkan, 2007) kullanıldığı 
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bildirilmiştir. Ülkemizin güney batısında yapılan etnobotanik araştırmalarda ise, Karabaş 

otunun toprak üstü kısımlarından hazırlanan infüzyonun diyabet tedavisinde, kalp ve 

damar hastalıklarının tedavisinde, ayrıca kolesterol düşürücü olarak kullanıldığı rapor 

edilmiştir (Ertuğ, 2002; Tuzlacı, 2002). Tüm bu çalışmalara ek olarak, Karabaş otunun 

alkol ve sulu ekstrelerinin, in vitro olarak fibrinolitik sistemi (kan pıhtısı içindeki fibrinin 

çözülmesi) aktive ettiği bulunmuştur (Yenici, 1999). Dünya literatürüne baktığımızda 

Karabaş otu türünün dünyanın bazı bölgelerinde de (Italya, Tunus, Fas) halk arasında 

antihiperglisemik ve antihipertansif olarak kullanıldığını gösteren çalışmalar mevcuttur 

(Tahraoui ve ark., 2007; Leporatti ve ark., 2009). Ancak bu etkileri gösteren laboratuvar 

çalışmaları son derece kısıtlıdır. Örneğin, Scirus veri tabanında Karabaş otu ve 

antihiperglisemik etkisini araştıran ilgili yalnızca bir makale bulunmuştur. Bu makalede 

hiperglisemik sıçanlara Karabaş otu infüzyonunun uygulanmasından sonraki 30. ve 90. 

dakikalarda serum glukoz seviyesinin normal seviyelere düştüğü gözlemlenmiştir (Gamez 

ve ark., 1987). Aynı şekilde yapılan taramada bu bitkinin tansiyon düşürücü etkisini 

gösteren sadece bir çalışma bulunmaktadır. Bunda da hipertansif sıçanlarda Karabaş otu 

ekstresinin kan basıncını normal seviyeye düşürdüğü gösterilmiştir (Tabassum ve Ahmad, 

2011). Şekil 1.3’de görüldüğü gibi ülkemizde Karabaş otunun bazı ticari formları damar 

açıcı, tansiyon ve kan şekerini düşürücü olarak pazarlanmaktadır. 

 

     

Şekil 1.3. Lavandula stoechas (Karabaş otu) bitkisinin ülkemizdeki ticari formları (sulu 

ekstre, kurutulmuş kapsül haline getirilmiş formları) 

 

Ülkemizde gerçekleştirilen etnobotanik çalışmalarda, Karabaş otunun toprak üstü 

kısımlarının suda dekoksiyon (demleme) ya da kaynatma yöntemleri kullanılarak 

hazırlandığı belirtilmektedir. Bu nedenle Karabaş otunun MetS’nin ölümcül dörtlü olarak 

betimlenen tüm kompenentlerini tedavi etmeye yönelik antihiperglisemik, damar açıcı, 

antihipertansif, kolesterol düşürücü etkilerinden sulu özütünde bulunan fitokimyasalların 
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sorumlu olabileceği düşünülmüştür. Bu hipotezden yola çıkarak, tez çalışmasında, Karabaş 

otundan hazırlanan sulu özüt farklı iki çözücü sistemi kullanılarak ekstraksiyon işlemine 

tabi tutulmuş ve daha sonra in vitro hücre tabanlı biyoaktivite rehberli fraksiyonlama 

tekniği kullanılarak bitkinin insülin direnci temelinde gelişen patofizyolojik durumlara 

karşı etkin bileşenleri ve bunların moleküler mekanizmaları aydınlatılmıştır.  

 

1.1.4. Lavandula stoechas Bitkisinin İçeriğindeki Aktif Bileşenler 

Literatürde Lavandula türlerinin uçucu yağ bileşenlerini ortaya koyan pek çok 

araştırma bulunmaktadır. Bu çalışmalarda Lavandula türlerinin esansiyel yağının ana 

bileşenlerinin monoterpenlerin türevleri (linalol, linaly asetat, 1-8-sineol, β-ocimine, 

fenchone, kafur), benzenoidler (kumarin, rosmarinik asit) ve seskiterpenler olduğu 

gösterilmiştir (Baytop; 1999; Orhan, 2007). Bu bileşiklerin relatif konsantrasyonları, farklı 

lavandula türlerinde değişiklik gösterebilmektedir. Terapötik öneme sahip dört Lavanta 

türünden L. latifolia ve L. stoechas esansiyel yağları yüksek kafur seviyesine sahipken, L. 

dentata ve L. angustifolia türlerinde bu oranın daha düşük olduğu bilinmektedir (Cavanagh 

ve Wilkinson, 2002). Ayrıca, esansiyel yağ içerisinde bulunan eugenol, rosmarinik asit, 

alfa-terpeneol, terpenen-4-ol ve kafur bileşiklerinin de lavanta yağının antibakteriyel 

etkisini, Sineol bileşenin de antispazmodik ve lokal anestetik etkisini ortaya koymada etkili 

olduğu bilinmektedir (Pattnaik ve ark., 1997; Chu ve Kemper, 2001).  

İtalya, Yunanistan, Korsika, Tunus ve Fas bölgelerinde  Lavandula stoechas türü ile 

yapılan çalışmalarda, bu türden elde edilen uçucu yağın temel bileşenlerin bisiklik 

monoterpenler (fenkon, kafur ve 1,8-sineol) olduğu rapor edilmiştir (Skoula ve ark., 1996; 

Messaoud ve ark., 2012). Ancak, Türkiye'deki L. stoechas bitkisinin uçucu yağ bileşimine 

bakıldığında, adı geçen bölgelerdeki yağ bileşenlerinden farklı olarak, pulegon (% 40,4), 

mentol (% 18,1) ve menton (% 12,1) bileşenlerinin baskın olduğu bildirilmiştir (Gören ve 

ark., 2002). 

 

1.2. Dünya Çapında Bir Sorun “Metabolik Sendrom”  

21. yüzyılın yoğun endüstrileşme ve kentselleşme sürecinde değişen yaşam tarzı ile 

birlikte metabolik sendrom (MetS) olarak adlandırılan yeni bir hastalık gündeme gelmiştir. 

İlk defa 1988 yılında Reaven tarafından bileşenleri ayrıntılı bir şekilde ortaya konulan bu 

kavram, glukoz metabolizmasındaki bozukluklar (insülin direnci, hiperglisemi, glukoz 

intoleransı), dislipidemi, abdominal obezite ve hipertansiyonun bir arada görüldüğü multi-

faktöriyel bir hastalıktır (Miranda ve ark., 2005; Alberti ve ark., 2006). Tüm bu metabolik 
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bozuklukların birlikte gelişerek tip 2 diyabet ve kardiyovasküler hastalıklar için büyük 

oranda risk oluşturması, MetS’nin mortalite ve morbiditeye neden olan büyük bir halk 

sağlığı problemi olduğunu açıkça göstermektedir (Haffner ve ark., 1992; Isomaa ve ark., 

2001). Hastalık ayrıca polikistik over sendromu, karaciğer yağlanması, astım ve bazı 

kanser çeşitleri için de yüksek oranda risk faktörü oluşturmaktadır (Cefalu ve ark., 2008). 

1998 yılı itibariyle Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından tanı kriterleri konulan ve 

klinik pratiğe giren MetS, ilerleyen süreçte tip 2 diyabet ve kardiyovasküler hastalıklar gibi 

ölüm riski yüksek metabolik bozukluklara sebebiyet verdiğinden “Deadly quartet” ölümcül 

dörtlü olarak da ifade edilmektedir (Alberti ve ark., 1998, NCEP raporu, 2002), (Şekil 1.4). 

  

 

Şekil 1.4. Metabolik sendromla ilişkili unsurlar 

 

Metabolik abnormallikler kümeleşmesi olarak evrensel boyutta tanımlanan MetS şu 

an tüm dünyada yetişkin nüfusun yaklaşık % 25’ ini etkilemektedir (Xia ve Weng, 2010). 

Özellikle, fast food piyasasında yaşanan patlama, hazır gıda sanayisindeki hızlı yükselişe 

paralel olarak artan fruktoz tüketimi, kalori bakımından zengin besin maddelerinin yüksek 

oranda tüketilmesi, hareketsiz yaşam koşulları, egzersiz yapılmaması bireylerde kilo 

alımını artırmakta, bu da MetS’nin önemli bileşenlerinden olan insülin direnci, 

hiperglisemi, dislipidemi ve hipertansiyon için zemin hazırlamaktadır.  

 

1.2.1. MetS Tanı Kriterleri 

MetS’nin insülin direnci temelinde gelişen bir patofizyolojik durum olduğu ve 

beraberinde görülen hipertansiyon ve dislipideminin de bu hastalığın gelişimiyle yakından 

ilişkili olduğu ilk olarak 1998’de Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından tanımlanmıştır. 

Bu tanıma göre, insülin direnci olmaksızın, kişide hipertansiyon ve dislipideminin 
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görülmesi MetS tanısı koymak için yeterli değildir. Ancak, tip 2 diyabet ile birlikte diğer 

komponentlerin bir arada görülmesi MetS teşhisinin konulmasında yeterli olmaktadır 

(Huang, 2009). 

1999 yılında ise, EGIR (European Group for Study of İnsulin Resistance) WHO’ 

nun yaptığı tanımlamada değişiklikler yapmıştır. EGIR’in tanımına göre, WHO tanımında 

olduğu gibi MetS patojenezinde insülin direnci gelişiminin merkezi rolü vurgulanmıştır. 

Ancak, MetS patojenezindeki insülin direnci, artan plazma insülinin % 75’den fazla olması 

durumunda tanımlanmalıdır. Çünkü, artan açlık insülini ifadesi tek başına insülin direnci 

tanımını basitleştirmekle birlikte, T2D'li hastalarda görülen bu durum direk olarak MetS 

gelişimini ifade etmemektedir. WHO tanımında obezite, kalça oranı veya vücut kitle 

indeksiyle ifade edilirken, EGIR tanımında bel çevresi obezitesinin önemine değinilmiştir 

EGIR tanımında, WHO tanımına benzer şekilde obezite, hipertansiyon ve dislipidemi 

kriterleri de bulunmaktadır (Balkau ve Charles, 1999). 

NCEP ATP III (The US National Cholesterol Education Programme Adult 

Treatment Panel III, 2005) güncellenen tanımında, abdominal obezite, hipertrigliseridemi, 

düşük HDL (high density lipoprotein), hipertansiyon, hiperglisemi kriterlerinin üç veya 

daha fazlasının birarada görülmesinin MetS teşhisinin koyulmasına uygun olduğu 

belirtilmiştir. NCEP ATP III tarafından ortaya koyulan tanı kriterleri, MetS’nin 

patojenezinde önemli rol oynayan hiperglisemi/insülin direnci, viseral obezite, aterojenik 

dislipidemi ve hipertansiyon gibi tüm temel durumları içermesinden dolayı, MetS 

teşhisinde en çok kullanılan tanım olduğu söylenebilir (Huang, 2009). 

Yukarıda açıklanan tanımların haricinde, 2005 yılında Uluslararası Diyabet Vakfı 

(IDF) tarafından MetS için yeni kriterler yayınlanmıştır. Bu tanım, diğer kriterlerle aynı 

genel ölçütleri içermesine rağmen, farklı etnik kökenlere sahip bireylerdeki vücut ağırlığı 

ve bel çevresi için norm dağılımlarının farklı olması popülasyonlar arasında da obezite 

kriterlerinin ve riskin farklı olabileceğini göstermektedir. Bu nedenle, IDF tanımında 

insülin direncinden ziyade viseral obezitenin MetS teşhisinde önemli bir faktör olduğu 

vurgulanmıştır (Zimmet ve ark., 2005). Günümüze kadar MetS için öne sürülen tanı 

kritelerlerine ait patofizyolojik koşullar ayrıntılı açıklamaları ile Çizelge 1.2’ de 

özetlenmiştir.    
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Çizelge 1.2. Metabolik sendrom tanı kriterleri  

 
 

1.2.2. Metabolik Sendromun Global Prevalansı 

MetS prevalansı dünya üzerinde % 20-30 gibi oranlarda seyrederken, araştırılan 

popülasyonda yaş, cinsiyet, etnik köken, obezite ve tanı kriterlerine bağlı olarak büyük 

ölçüde değişkenlik göstermektedir (Grundy, 2008; Lam ve LeRoith, 2015). 2004 yılında 

MetS’nin ülkeler arası prevalanslarının gösterildiği bir çalışmada, hazır gıda tüketiminin 

oldukça yüksek olduğu ABD ilk sırada yer almaktadır  (Cameron ve ark., 2004), (Şekil 

1.5). Bunu kadınlarda % 42, erkeklerde ise % 24 oranıyla İran, sonrasında ise kadınlarda % 

40,  erkeklerde % 28 oranıyla Türkiye izlemektedir (Cameron ve ark., 2004; Kozan ve ark., 

2007). 
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Şekil 1.5. NCEP-ATP III tanımına göre metabolik sendromun global prevalansı (Cameron 

ve ark., 2004) 

 

Türkiye’deki bölgesel oranlara baktığımızda, % 37.2’ lik oranla en fazla Karadeniz 

bölgesinde görülen bu hastalık, diğer bölgelerde de bu bölgeye yakın oranlarda 

izlenmektedir (Doğu Anadolu bölgesinde, Ege bölgesinde % 35.8, Akdeniz bölgesinde % 

34.3, İç anadolu bölgesinde % 32.8, Marmara Bölgesinde % 32.4,  Güneydoğu bölgesinde 

% 29.2), (Kozan ve ark., 2007). 

Şekil 1.6’da görüldüğü gibi, batı toplumlarındaki eğilimlere benzer şekilde, 

gelişmekte olan birçok ülkede de MetS prevalansı oldukça yüksektir (Vanita ve ark., 2011; 

Azimi Nezhad ve ark., 2012; Pandit ve ark., 2012), (Şekil 1.6). Bu sonuçlar göz önüne 

alındığında, MetS hem dünyada hem de ülkemizde giderek daha fazla insanı etkilemeye 

başlayan mortalite riski yüksek ciddi bir sorundur. Bu nedenle tedavisi, koruyucu ve 

önleyici tedbirlerin alınması pek çok ülkenin sağlık politakalarında birincil sıraya koyduğu 

bir olgudur. 
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Şekil 1.6. MetS prevalansının dünya çapında artışı (Vanita ve ark., 2011) 

 

1.2.3. Metabolik Sendrom Patojenezinde Rol Oynayan Metabolik Bozukluklar 

MetS patojenizinde başlıca 4 temel komponent: insülin direnci, viseral adipozite, 

aterojenik dislipidemi, endotel disfonksiyon yer almaktadır. Özellikle, insülin direnci ve 

dislipideminin MetS gelişimine büyük oranda katkıda bulunduğu bilinmektedir.  

Dislipidemi aterojenik ve antiaterojenik lipoproteinlerin biyolojik aktiviteleri, 

metabolizmaları ve yapılarında meydana gelen anormalliklerle karakterize edilir. MetS 

patojenezinde insülin direnci ve dislipidemiyi takiben, serum TG (trigliserit)  seviyesinin 

yüksekliği ve HDL seviyesinin düşüklüğü ile karakterize edilen aterojenik dislipideminin 

de önemli rolü vardır (Semenkovich, 2006). Aterojenik dislipidemi ve insülin direncine 

bağlı olarak gelişen endotel disfonksiyon, aterosklerozis ve kardiyovasküler hastalıkların 

(KVH) gelişiminde mekanistik anlamda önemli role sahiptir. Bahsedilen bu 4 komponentin 

yanı sıra, MetS patojenezinde düşük seviyeli kronik inflamasyon, oksidatif stres, 

hiperaguabilite, mikroalbuminüri gibi durumlarda yer almaktadır. MetS patofizyolojisinde 

rol oynayan durumlar ve makanizmalarına ilerleyen bölümlerde ayrıntılı şekilde 

değinilmiştir. MetS patofizyolojisinde yer alan komponntler ve bunlarla ilgili hastalıklar 

Şekil 1.7’ de şematize edilmiştir (Huang, 2009; Kaur, 2014). 
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Şekil 1.7. Metabolik sendromun patofizyolojisi ( Huang, 2009’dan uyarlanmıştır) 

 

1.2.3.1. Glukoz Homeostazı ve İnsülin Direnci 

Tüm hücreler için primer enerji kaynağı olan glukoz, hücrelerin metabolik ihtiyaçları 

doğrultusunda diyetsel ve endojen olarak iki şekilde sağlanabilir: i) Diyetsel glukoz besin 

alımını takiben bağırsaktan emilerek vücudun çeşitli doku ve organlarına ulaşırken, ii) 

açlık durumunda glikojenolizis ve glukoneojenezis (% 85’i karaciğerde) aracılığıyla 

üretilen endojen glukoz plazmaya verilerek hücrelere ulaşır (Bryant ve ark., 2002; 

Defronzo, 2004). “Peki sağlıklı bireyler glukozu nasıl kullanır?” Bu sorunun en genel 

yanıtı şudur: Beslenmeyi takiben emilimi tamamlanan glukozun 2 alternatif yolu vardır; ya 

okside edilerek hücresel enerjiye dönüştürülür ya da glikojen veya trigliserit olarak 

depolanır (Defronzo, 2004; Norberg, 2006). İnsanlarda beslenme ve açlık arasındaki 

glukoz konsantrasyon değişimlerinden dolayı kan glukoz seviyesinin 4-10 mmol/L gibi dar 
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bir aralıkta tutulması gerekmektedir (Grasman ve ark., 2017). Plazma glukoz 

konsantrasyonunun kompanse edilemeyecek kadar yüksek seviyelere çıkması (10 mmol/L 

üstü) durumunda ciddi komplikasyonlar oluşabilmektedir. Diğer yandan, glukoz 

seviyesinin 4 mmol/L altına düşmesi de akut beyin hasarı gibi ciddi sorunlara yol 

açabilmektedir. Bu nedenle bu dengenin korunması metabolik işlevlerin normal şekilde 

sürdürülmesi açısından önemlidir. Plazma glukoz konsantrasyonu homeostazında 

pankreasın α ve β hücrelerinden salınan insülin ve glukagon hormonları önemli role 

sahiptir (Desvergne ve ark., 2006). 

Hücresel enerji üretimi için önemli bir substrat olan glukoza yanıt olarak pankreatik 

beta hücrelerinden salınan insülin, i) karaciğer, kas ve adipositlerde glukoz alımının 

artmasını, ii) hepatik glukoz üretiminin baskılanmasını, iii) fazla glukozun glikojene yada 

trigliseritlere dönüşümünü sağlayarak metabolik etkisini göstermektedir. Böylece normal 

fizyolojik koşullar altında postprandiyal periyot sonrası plazmada artan glukoz 

konsantrasyonuna yanıt olarak salınan insülin, glukoz metabolizmasını sıkı şekilde kontrol 

ederek plazma seviyesinin normal sınırlar içinde kalmasını sağlar. Daha açık şekilde, 

insülin bahsedilen metabolik etkisini periferal dokularda glukoz oksidasyonunu, glikojen 

sentezini ve lipojenezi artırarak, glukoneojenezi ve glikojenolizi baskılayarak 

gerçekleştirmektedir. İnsülin tüm bu etkilerini hücre içinde enzimlerin fosforilasyon 

durumlarını etkileyerek, anahtar regülatör proteinlerin hücre içi lokalizasyonlarının ve 

aktivitelerinin değişmesine aracılık ederek gerçekleştirir (Cohen ve ark., 1997). Yanı sıra, 

insülin gen ekspresyonunu düzenleyen translasyonel ve transkripsiyonel faktörleri 

etkileyerek sayısız proteinin regülasyonunda rol alır (Rome ve ark., 2003; Norberg ve ark., 

2006). 

Beslenme ve açlık arasında insülin seviyesi düştüğünde ise, glukagon hormonu 

çeşitli mekanizmalarla plazma glukoz seviyesini artırır. Karaciğer, plazma glukoz 

konsantrasyonu azaldığında, glukagon aracılığıyla glukoneojenezisi ve glikojenolizi artırıp, 

hepatik glukoz çıkışını sağlayarak bir nevi tampon görevi yapmaktadır. Artan plazma 

kosantrasyonuna karşılık, karaciğerde glikojen depolanma kapasitesi aşıldığında ise, 

adipoz doku fazla glukozu triaçilgliserollere dönüştürerek uzun sürede yağ depolanmasını 

sağlamaktadır (Marieb ve Hoehn, 2013; Desvergne ve ark., 2006). Şekil 1.8 ’de 

pankreastan salınan insülin ve glukagon aracılığıyla plazma glukoz seviyesinin 

düzenlenmesi şematize edilmiştir.  
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Şekil 1.8. Pankreastan salınan insülin ve glukagon aracılığıyla plazma glukoz seviyesinin 

düzenlenmesi (Marieb ve Hoehn, 2013’den uyarlanmıştır) 

 

İnsülin, pankreatik hücrelere glukozun girişi ve metabolizması sonucu hücre içi 

ATP/ADP oranındaki artışa bağlı olarak salınmaktadır (Mancini ve Poitout, 2013). Artan 

plazma glukoz konsantrasyonuna yanıt olarak, β hücreleri glukoz taşıyıcıları aracılığıyla 

(GLUT2) aracılığıyla glukozun hücre içine alınmasını sağlamaktadır. Sonrasında hücre 

içine alınan glukoz glukokinaz enzimi aracılığıyla glukoz-6-fosfata (G6P) dönüştürülerek 

glikolitik yolağa girmektedir. Glikoliz sonucu oluşan piruvat trikarboksilik asit (TCA) 

döngüsüne girerek yüksek ATP üretimi ve ATP / ADP oranındaki artışa neden olmaktadır 

(1,2). ATP ile ilişkili potasyum kanallarının kapatılması plazma membranının 

depolarizasyonuna ve sonucunda da Ca+2 kanallarının (L-tipi Ca+2 kanalları, LTCC) 

açılmasını sağlamaktadır (3). Son olarak, LTCC'ler aracılığıyla gerçekleşen ekstraselüler 

Ca2
+ akışı, insülin granüllerinin β hücre plazma membranı ile kaynaştırılmasında rol 

oynayan ekzositotik mekanizmaları aktive ederek insülinin salınmasını sağlamaktadır (4, 

5), (Mancini ve Poitout, 2013), (Şekil 1.9). 
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Şekil 1.9. Glukozla uyarılan insülin salınımının mekanizması (Mancini ve Poitout, 

2013’den uyarlanmıştır) 

 

Glukoz kullanımının % 80 oranda gerçekleştiği primer organ iskelet kasıdır. İskelet 

kası insan vücudunda hem glukozu hem de serbest yağ asitlerini enerji kaynağı olarak 

kullanan en aktif dokudur. (Defronzo ve ark., 1981). Glukoz emilimini takiben, plazma 

glukoz konsantrasyonundaki artış, pankreatik beta hücrelerinden insülin salınımını 

uyararak iskelet kasında glukoz alımını sağlamaktadır. Glukoz taşıyıcıları aracılığıyla 

hücre içine alınan glukoz, hekzokinaz tarafından fosforillenerek ya glikojen olarak 

depolanmakta, ya da oksidasyon için glikolitik yolağa girmektedir. Açlık durumunda ise, 

iskelet kasında glukoz alımı düşüktür, glukoz yerine plazmadaki SYA’lar iskelet kasında 

primer enerji kaynağı olarak kullanılmaktadır. İnsülin periferal dokulardaki 

sinyalizasyonunu hücre yüzeyinde bulunan reseptörüne bağlanarak başlatmaktadır.  İnsülin 

reseptörü, 2 α ve 2 β altbiriminden oluşan tirozin kinaz enzim ailesine bağlı bir 

glikoproteindir. İnsülin, reseptörünün α altbirimine bağlandığında meydana gelen 

otofosfosforilasyon, β altbirimindeki tirozin kinaz aktivasyonuna neden olmaktadır (Bilous 

ve Donnelly, 2010). Sonrasında downstream yolağındaki insülin reseptör substratının 

(IRS1-2) fosforilasyonu gerçekleşir (Uchida ve ark., 2000). Akabinde fosfoinositol 3-kinaz 

(PI3K) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolaklarının aktivasyonu 

gerçekleşir. İnsülin, mitojenik etkilerini MAPK) yolağı, metabolik etkilerini de PI3K 

yolağı aracılığıyla göstermektedir. İnsülin metabolik etkilerini insülin reseptörünün 

otofosforilasyonu, IRS moleküllerinin tirozin fosforilasyonu ve PI3K aktivasyonu ile 

gerçekleştirir. Aktive olan PI3K, AKT molekülünün Ser473 rezidülerinden 
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fosforilasyonunu sağlayarak, glukozun hücre içine alınmasını aracılık eder. PI3K-AKT 

yolağı, insülinin metabolik etkilerinin çoğundan sorumludur. İskelet kası ve adipoz dokuda 

aktive olan AKT, sitoplazmada veziküller içerisinde bulunan glukoz taşıyıcılarının 

(GLUT4) hücre membranına translokasyonunu uyararak glukoz alımını artırmaktadır 

(Huang, 2009; Satiel ve Kahn, 2001). AKT molekülünün insülin sinyalizasyonunda 

merkezi bir rolü bulunmaktadır. Hücre içerisine glukoz alımındaki anahtar rolünün yanı 

sıra, GSK3 (Glikojen sentaz kinaz 3) inaktivasyonu da AKT molekülü aracılığıyla 

düzenlenmektedir. Bu durum glikojen sentazın (GS) aktivasyonuna dolayısıyla glukozun 

glikojen olarak depolanmasını sağlamaktadır  (Alessi, 2001). AKT fosforilasyonunu 

takiben, nukleustan sitoplazmaya translokasyonu gerçekleşen FOXOA (Forkhead 

transkripsiyon faktörü A) proteinleri, PEPCK (Fosfoenolpiruvat karboksikinaz)  ve G6Paz 

(Glukoz 6 Fosfataz) gibi karaciğer ve böbrekte glikojenoliz ve glukoneojenezde görev alan 

hız sınırlayıcı enzimlerin gen ekspresyonlarını düzenleyerek, glukoz homeostazının 

sürdürülmesinde aktif rol oynamaktadır (Wolfrum ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2012). 

Şekil 1.10’ da insülin sinyalizasyonunun şematik gösterimi sunulmuştur. İnsülin 

hassasiyetinin azaldığı, insülin direncinin oluştuğu durumlarda yukarıda bahsedilen 

metabolik düzenlemelerin pek çoğunda bozukluklar meydana gelmektedir. 

 

 

Şekil 1.10. İskelet kasında insülin sinyalizasyonunun şematik diyagramı 
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MetS patojenezinde anahtar rol oynayan insülin direnci, insülinin dolaşımdaki 

normal seviyesine yanıtın azalması olarak tanımlanan patofizyolojik bir durumdur (Savage 

ve ark., 2007; Zimmet ve ark., 2001). İnsülin direnci aynı zamanda dolaşımdaki SYA artışı 

ve lipit metabolizmasındaki bozukluklar sonucu iskelet kası, karaciğer, adipoz doku gibi 

insüline duyarlı dokularda hassasiyetinin azalması olarak da tanımlanabilir (Defronzo, 

2004; Defronzo, 2009; Ragheb ve Medhat, 2011). İskelet kasında, yağ asidi ile indüklenen 

insülin direncinin mekanizması Şekil 1.11’de özetlenmiştir. Buna göre, iskelet kasında, 

dolaşımda artan SYA ve türevlerinin, serin/treonin kinazları (protein kinaz C-PKC), 

nuklear faktör kappa B (NFkB), inhibitör kappa B kinase (IKKβ) moleküllerini aktive 

ederek, IRS1/2 moleküllerinin serin fosforilasyonuna ve AKT inaktivasyonuna neden 

olduğu bilinmektedir. Bu durumda, insülin sinyal yolağında görevli diğer molekülleri 

regüle eden PI3K-AKT yolağındaki sinyalizasyon bozulmakta ve bağımlı glukoz alımı 

azalmaktadır (Ragheb ve ark., 2008). Ayrıca SYA’ların hücre içi konsantrasyonlarının 

artması, mitokondriyal asetil CoA seviyesini artırarak, piruvat dehidrogenazı 

inaktivasyonuna ve sitrat konsantrasyonunda artışa neden olmaktadır. Bu durum da 

glikolitik yolakta önemli rolü bulunan fosfofruktokinaz enziminin inhibisyonuna yol 

açarak G6P birikimine ve hekzokinazın inhibe olmasına neden olmaktadır. Tüm bunların 

sonucu olarak, hücre içi glukoz konsantrasyonu artmakta dolayısıyla glukoz alımı 

azalmaktadır (Delarue ve Magnan, 2007; Schinner ve ark., 2005), (Şekil 1.11).  Yukarıda 

açıklanan patofizyolojik bozuklukların MetS gelişimine katkı sağlayan temel 

mekanizmalar olduğu düşünülmektedir. 
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Şekil 1.11. İskelet kasında yağ asidi ile indüklenen insülin direncinin moleküler 

mekanizması 

 

Yanlış beslenme sonucu dolaşımda artan SYA’lar, iskelet kasında insülin direncine 

zemin hazırlarken, hepatik glukoz metabolizmasını da etkileyerek açlık hiperglisemisine 

katkıda bulunmaktadır. Serbest yağ asidi ve türevlerinin hepatik glukoz metabolizması 

üzerindeki en temel etkisi glukoneojenezin uyarılmasıdır. Hücre içine alınan SYA’ların β-

oksidasyonu, NADH ve ATP aracılığıyla PEPCK ve pirüvat karboksilaz enzimlerini 

uyaran asetil Co-A üretiminin artmasına neden olmaktadır. Diğer deyişle, Asetil Co-A, 

glukoneojenez yolağında görev alan önemli regülatör enzimlerin miktarındaki artışlara 

neden olarak glukoz miktarını artırmaktadır (Lam ve ark., 2003; Boden ve ark., 2001; 

Delarue ve Magnan, 2007), (Şekil 1.12). Tüm bunlar göz önünde bulundurulduğunda, 

birçok metabolik anormal mekanizmanın intramiyosellüler ve intrahepatik lipit birikimini 

artırmasıyla çok sayıda hücresel mekanizmayı etkilediği ve insülin direnci gelişimini 

indüklediği söylenebilir.  
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Şekil 1.12. Karaciğerde yağ asidi ile indüklenen insülin direncinin moleküler mekanizması 

 

1.2.3.2. Aterojenik Dislipidemi  

MetS, bileşenlerinin, nedenlerinin ve sonuçlarının iç içe geçtiği kompleks bir 

durumdur. Hastalığın etiyopatogenezindeki en önemli iki mekanizma, insülin direnci ve 

beraberinde gelişen aterojenik dislipidemidir. MetS’nin önemli bir bileşeni olan 

dislipidemi, artan total kolestrol, TG, LDL (low density lipoprotein) ve azalan HDL 

seviyeleri ile karakterize edilmektedir (Ginsberg, 2000). 

 Lipit metabolizmasının düzenlenmesinde birçok lipoprotein görev almaktadır. VLDL 

(very low density lipoprotein)’ den köken alan LDL partikülleri dolaşımdaki total 

kolestrolün büyük bir kısmının periferal dokulara taşınmasında görevli lipoproteinlerdir. 

Dolaşımda yüksek miktarda bulunmaları arteriyal plak oluşumuna dolayısıyla ateroskleroz 

gelişimine zemin hazırlamaktadır. Şilomikronların hidroliz sonucu oluşan yüksek 

yoğunluklu HDL partikülleri ise, periferal hücrelerden kolestrolün alınarak karaciğere 

taşınmasını sağlar (Whitney ve Rolfes, 2007). Bu nedenle, HDL’nin antioksidatif, 

antiinflamatuar, antiaterosklerotik ve antitrombotik gibi önemli özellikleri vardır.  

Metabolik sendromda anahtar rol oynayan insülin direnci ve beraberinde gelişen 

dislipidemi arasındaki bağlantıya bakıldığında, insülin direncinin, çeşitli yollarla aterojenik 

dislipidemide artışa neden olduğu görülmektedir. Bu yollardan birincisi, adipoz dokuda 

hormon duyarlı lipaz enzimini inhibe ederek dolaşımdaki serbest yağ asitlerini azaltan 

insülinin, insülin direnci durumunda, bu antilipolitik etkisinin ortadan kalkmasıdır. 

Böylece, adipoz dokudaki trigliseritler hormon duyarlı lipaz enzimi tarafından serbest yağ 
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asitlerine dönüşerek kana verilmektedir. Diğer yandan, viseral obezitenin lipolitik yolağı 

aktive etmesi de esterleşmemiş yağ asitlerinin dolaşımdaki miktarını artırmaktadır. 

Dolaşımda miktarı artan SYA’lar, karaciğerde TG sentezi için bir substrat görevi görürken, 

aynı zamanda VLDL’lerin yapısında bulunan apoB üretimini stabilize ederek daha fazla 

VLDL üretimine neden olmaktadır. İkinci olarak, insülin normal koşullarda PI3K'ya bağlı 

yolak vasıtasıyla, apoB'yi degrede etmektedir. Bu nedenle insülin hassasiyetinin azaldığı 

durumda, doğrudan VLDL üretimi artmaktadır. Öte yandan, karaciğerde hiperinsülinemiye 

bağlı olarak, selektif post reseptör direnci denilen bir mekanizmayla insülin bağımlı 

lipojenez artmaktadır (Semple ve ark., 2009). Bunun sonucunda karaciğerden bol miktarda 

trigliserit bakımından zengin VLDL partikülleri sentezlenerek kana verilmektedir. Son 

olarak, VLDL’nin dolaşımdan alınmasını düzenleyen lipoprotein lipaz molekülünün, 

insülin direnci durumunda fonksiyonunu yerine getirememesi VLDL’nin dolaşımdan 

alınamamasına ve hipertrigliseridemiye neden olmaktadır (Kaur, 2014). İnsülin direnci, 

bahsedilen tüm bu mekanizmalar aracılığıyla, plazmada bulunan kolesterol ester transfer 

protein (CETP), HDL ve LDL’de bulunan kolesterol esterlerini, VLDL’de bulunan 

trigliserit ile değiştirerek, HDL-kolesterol seviyesini azaltırken, atorejenik küçük 

yoğunluklu LDL partiküllerinin birikmesini kolaylaştırır. Sonuç olarak, dolaşımda 

HDL’nin seviyesinde azalma, apolipoprotein B (apoB), TG ve VLDL seviyelerinde 

meydana gelen artışlar MetS patojenezine katkıda bulunmaktadır. Dolayısıyla, insülin 

direnci kaynaklı düşük HDL-C ve yüksek TG seviyeleri kapsayan anormal MetS lipit 

profili ortaya çıkmaktadır (Ginsberg ve ark., 2005; Kaur, 2014; Huang, 2009), (Şekil 1.13). 

Gerek karaciğer gerekse adipoz dokuda meydana gelen bu değişiklikler metabolik 

sendromda ortaya çıkan dislipideminin en önemli kaynağıdır (Miranda ve ark., 2005). 

İnsülin direnci ile ilişkili aterojenik dislipideminin karaciğerin artmış VLDL 

sekresyonunun doğrudan sonucu olduğuna inanılmaktadır. Bahsedilen tüm bu 

abnormallikler, oksidatif stres ve endotel disfonksiyonunun artması ve ilerleyen süreçte 

MetS’nin bir sonucu olarak KVH gelişimi ile yakından ilişkilidir.  

 



 

22 

 

 

Şekil 1.13. Aterojenik dislipideminin gelişimi (Huang, 2009’dan uyarlanmıştır) 

 

1.2.3.3. Viseral Obezite 

İnsülin direnci ve aterojenik dislipidemi temelinde gelişen viseral obezite, MetS’nin 

dört önemli bileşeninden biridir. Obezite; hipertansiyon, koroner kalp hastalığı, T2D ve 

MetS gelişimine büyük oranda zemin hazırlayan, lipojenik ve lipolitik işlevler arasındaki 

dengesizlik sonucu adipoz dokuda aşırı miktarda yağın trigliseritler şeklinde 

depolanmasıyla karakterize edilen ve büyük bir kitleyi etkileyen bir halk sağlığı 

problemidir (Langin, 2006). Sağlıklı bireyler adipoz dokuda fazla enerjiyi trigliserit olarak 

depolayarak pozitif enerji dengesine yanıt verirken, aşırı enerji kaynağı alımı ile 

depolanma kapasitesini aşan bireylerde fazla kilo alımını takiben ilerleyen dönemlerde 

obezite ortaya çıkmaktadır (Unger, 2003). İnsülin glukoz metabolizmasındaki etkisinin 

yanı sıra, lipit metabolizmasında da rol oynayan önemli bir anabolik hormondur. Plazma 

insülin konsantrasyonunun artması adipositlerde gerçekleşen lipolizi baskılamada temel 

faktördür. Sağlıklı bireylerde lipoliz farklı dokulardaki enerji ihtiyacı doğrultusunda uygun 

enerji kaynağının sağlanması için sıkı şekilde düzenlenmektedir (Langin, 2006; Delarue ve 

Magnan, 2007). Postabsorvatif fazda (beslenmeyi takiben 10-12 saat) lipolizin artmasıyla 

karaciğer SYA’ları temel enerji kaynağı olarak kullanmaktadır. Uzamış açlıkta ise, 

SYA’lar karaciğerde keton cisimciklerine çevrilerek, beyinin enerji talebi karşılanmaktadır 

(Cahill ve George, 2006).  Egzersiz gibi yüksek enerji gerektiren durumlarda ise, glikojen 

stoklarının hızlı şekilde kullanılması söz konusudur. Bu nedenle, normal metabolik 

koşullarda lipolizin artması, glukoz bağımsız enerjinin elde edilmesini sağlamaktadır. 
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Postprandiyal periyot sonrası ise, artan plazma insülini, yağ dokuda trigliseridlerin (TG) 

serbest yağ asidi (SYA) ve gliserole hidrolizini sağlayan enzim olan hormon duyarlı lipazı 

(HSL) inhibe ederek lipolizi baskılama işlevini gerçekleştirmektedir (Lam ve LeRoith, 

2015). İnsülin, lipoliz üzerindeki baskılayıcı etkisinin yanı sıra, lipit metabolizmasında rol 

oynayan pek çok molekülün regülasyonundan da sorumludur. Glukoz taşınımı ile glukoz 

ve yağ asitlerinin hücresel metabolizmasından sorumlu moleküllerin transkripsiyonunu 

kontrol eden nükleer reseptör PPAR-γ'yı uyararak adipogenezi ve yağ dokusu 

farklılaşmasını da teşvik etmektedir (Armoni ve ark., 2007; Scazzoocchia ve ark., 2011).  

İnsülin direnci durumunda ise, glukoz metabolizmasında olduğu gibi lipit 

metabolizmasında da birtakım anormallikler sözkonusudur. Adipositlerde gelişen insülin 

direnciyle birlikte, adipositlerden salınan glukoz homeostazının düzenlenmesinde görevli 

adipokinlerin salınımında bozukluklar meydana gelmektedir. Aynı zamanda, obeziteyle 

birlikte genişleyen adipositlerden proinflamatuar kökenli moleküllerin salınımı artmakta ve 

insülin sinyalizasyonunda aksaklıklar meydana gelmektedir. İnsülin direnci gelişimiyle, 

insülinin lipoliz üzerindeki baskılayıcı etkisi azaldığından, lipolizin artmasıyla birlikte 

SYA, diaçilgliserol ve seramidler gibi hücre içi lipit türevlerinin birikimi, inflamatuar 

sinyalizasyonu, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gibi çeşitli mekanizmalar 

yoluyla insülin direncine yol açabilmektedir. Buna ek olarak, viseral adipoz dokuda 

görülen yüksek lipolitik aktivite ile dokulara SYA akışını artması tüm vücutta insülin 

direnci gelişiminin nedeni olarak düşünülmektedir. Çünkü, viseral obeziteyle birlikte 

dolaşımdaki SYA seviyeleri arttıkça, yağ dokusunun SYA'ları alıp tutma kapasitesi 

aşılmaktadır. Bu durum diaçilgliserol (DAG), triasilgliserol ve seramidler gibi SYA 

türevlerinin sınırlı lipid depolama yeteneği olan karaciğer, iskelet kası, böbrek, pankreas 

gibi ektopik dokularda birikimine neden olmaktadır (Yki-Jarvinen, 2005). Bu yüzden, 

SYA’ların dolaşımdaki seviyelerinin artması, insülin direncinin bir sonucu değil, aynı 

zamanda nedeni de olabilmektedir. Dolayısıyla, viseral obezitenin gelişimi insülin 

direnciyle alakalı olarak metabolik yolaklarda birtakım sorunlara yol açmakta ve MetS için 

büyük oranda risk oluşturmaktadır. 

  

1.2.3.4. Endotel Disfonksiyonu 

MetS bileşenlerinden biri olan endotel disfonksiyonu aynı zamanda insülin direnci ve 

T2D gelişim riskini artıran, ateroskleroz patojenizinde rol oynayan bir durumdur (Kim ve 

ark., 2006; Huang, 2005) Kan damarlarının iç yüzeyini kaplayan endotel hücreleri önemli 

mekanik ve biyolojik fonksiyonları yerine getirirler. Bu hücreler, NO, prostasiklin ve 
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endotelin gibi çeşitli vazoaktif maddeler üreterek fizyolojik ve patolojik uyarılara karşı 

yanıt vermektedir. Hücre adhezyon moleküllerinin endotel ekspresyonları dolaşımdaki 

lökosit ve monositlerin etkileşimini sağlayarak inflamasyonu, trombositler ile etkileşimini 

sağlayarak, trombozis ve hemostazı kontrol etmektedir. Metabolik sendrom patojenezinde 

rol oyanayan endotel disfonksiyonunu açıklayan birkaç mekanizma vardır. Bunların en 

önemlilerinden biri, insülinin hemodinamik etkisi aracılığıyla gerçekleşen eNOS 

fosforilasyonunda azalmanın meydana gelmesidir. İnsülin direnci ve obeziteyle gelişimiyle 

birlikte, TNF-α, IL-6 gibi inflamatuar sitokinler aracılığıyla gerçekleşen IRS-1 

inaktivasyonu AKT fosforilasyonunu azaltmaktadır.  İnsülin direnci durumunda PI3K-

AKT yolağının inhibe olması, eNOS inaktivasyonu sonucu endotel nitrit oksit salınımını 

azalmasına neden olur. Dolayısıyla bu durum endotel disfonksiyonu gelişimine neden 

olmaktadır (Şekil 1.14). Bu durumda lokal kan akışı azaldığından, iskelet kası ve adipoz 

dokuda GLUT4 translokasyonu azalmakta ve glukoz alımı engellenmektedir. Ayrıca, 

insülin hassasiyetinin azalmasıyla dolaşımda artan SYA’ların neden olduğu PI3K-AKT 

sinyal bozukluğu ROS ve endotelin-1 üretiminin artmasına ve endotel disfonksiyonu 

gelişimine katkı sağlamaktadır. Tüm bunlara ilaveten oksidatif stress, hiperglisemi, 

glikozillenmiş ürünler, SYA’lar, inflamatuar sitokinler gibi birçok faktör, endotelyumun 

normal fizyolojik ve koruyucu yeteneğini azaltmaktadır (Huang, 2009). 

 

 
Şekil 1.14. Endotel disfonksiyonunun gelişimi (Huang, 2009’dan uyarlanmıştır) 
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1.2.3.5. Kronik İnflamasyon ve Oksidatif Stresin Metabolik Sendrom 

Patojenezindeki Önemi 

Düşük seviyeli kronik inflamasyon ve oksidatif stres gibi durumlar insülin direncine 

aracılık etmeleri ve MetS patojenezinde yer alan diğer mekanizmalara katkıda bulunması 

nedeniyle MetS gelişimi açısından oldukça önemlidir.  

Obezite ile birlikte genişleyen adipoz dokudan salınan antiinflamatuar ve inflamatuar 

özellikteki moleküllerin seviyesinde meydana gelen dengesizlik, çeşitli dokularda immün 

sistem aktivasyonuna dolayısıyla metabolik dengede değişimlere neden olmaktadır. 

Adipoz dokuda yapılan gen ekspresyon analizleri, obezitenin makrofaj aktivasyonu ile 

ilgili genlerin seviyelerini artırarak metabolik sendrom için büyük oranda risk faktörü 

oluşturduğunu göstermiştir (Lumeng ve Saltiel, 2011). 

Enerjinin depolandığı temel bölge olan adipoz doku adipositokinler olarak 

adlandırılan sinyal proteinlerini üretmektedir. Bu sinyal proteinleri enerji dengesinin 

düzenlenmesinde önemli role sahiptir. Adipositlerden salınan proinflamatuar özellikteki 

IL-6, TNF-α, IL1β gibi birçok adipositokinin insülin direnci gelişimine doğrudan etkisi 

olduğu bilinirken, IL-10, adiponektin gibi antiinflamatuar özellikteki adipositokinlerin 

periferal dokularda insülin hassasiyetini artırdığı bilinmektedir. Adipoz doku 

genişlemesinin yol açtığı hipertrofi nedeniyle adipositlerin daha fazla oksijene ihtiyaç 

duymaları hücresel stres yolağının aktivasyonuna ve hipoksiye neden olur. Dolayısıyla bu 

olumsuz etki inflamatuar yanıtın tetiklenmesine ve bahsedilen proinflamatuar özellikteki 

moleküllerin salınmasına aracılık etmektedir. Obeziteyle birlikte genişleyen adipositlere 

makrofajların infiltrasyonu artmakta bu da proinflamatuar özellikteki moleküllerin (TNF-

α, IL-6 ve IL-1β) salınımını teşvik etmektedir. Bu moleküllerin karaciğer, iskelet kası, 

pankreas gibi metabolik dokuları etkileyerek insülin direnci gelişimine aracılık ettiği 

bilinmektedir.  

Bahsedilen mekanizma dışında, insülin direnci gelişimiyle adipoz dokuda lipozin 

artmasıyla SYA miktarlarında görülen artışların, direk olarak TLR (Tool like receptor: 

patojen tanıyıcı reseptör) ailesi üyeleri ile etkileşime girerek inflamatuar özellikteki 

moleküllerin salınımını artırıp inflamatuar sinyal yolağını aktive ettiği bilinmektedir. 

(Wellen ve Hotamışlıgil, 2005; Martins ve ark., 2012). Yapılan in vitro çalışmalarda, 

SYA’ların makrofaj hücrelerinde TLR-2 ve TLR-4 aracılığıyla inflamatuar sinyal iletimini 

aktive edebileceği gösterilmiştir. Farelerde yapılan çalışmalar TLR-4 reseptörünün 

fonksiyon kaybının, diyet kaynaklı obezite ve doymuş yağ asidine bağlı insülin direncine 

karşı koruyucu etki sağladığını göstermiştir (Tsukomo, 2007).  Jialal ve ark.’larının (2012) 
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yaptıkları çalışmada ise, MetS’li bireylerde sağlıklı bireylere kıyasla, bu reseptörlerin 

aktivite ve ekspresyon seviyelerinin arttığı gösterilmiştir. TLR reseptörlerinin aktivasyonu, 

inflamatuar yolaktaki JNK ve IKK moleküllerinin aktivitelerini artırarak, NF-κβ’nin 

sitozolik inhibitörü olan Iκβα’nın engellenmesine ve NF-κβ aktivasyonuna neden 

olmaktadır. Bu durum, insülin sinyalizasyonunda görevli IRS-1’in serin rezidülerinden 

fosforillenmesine ve insülin sinyal iletiminin bozulmasına neden olmaktadır (Hotamışlıgil, 

2008; Bhargava ve Lee, 2012). Obezite ile birlikte inflamatuar yolağın aktive olması 

ilerleyen dönemlerde, karaciğer, iskelet kası, pankreas gibi dokuları da etkilemektedir. 

Genişlemiş adipositlerin yanı sıra, SYA akışının artmasıyla iskelet kası, karaciğer ve 

pankreas gibi dokularda meydana gelen yağ dokuya makrofaj infiltre olması, dolaşıma 

proinflamatuar özellikteki moleküllerin salınımını artırmaktadır. Dolayısıyla bu dokularda 

insülin direnci tetiklenmektedir. Literatürde var olan çalışmalarda, obeziteyle birlikte, 

karaciğerde proinflamatuar gen ekpresyonlarının arttığı, iskelet kasında inflamatuar yanıtın 

tetiklendiği, pankreatik β-hücrelerinde ise, apoptozun indüklendiği ve insülin salınımının 

azaldığı gösterilmiştir (Xu, 2013), (Şekil 1.15). 

 

 

Şekil 1.15. Adipoz doku genişlemesinin immün sistem elemanları ve insülin direncine 

etkileri 
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İmmün sistemin önemli elemanları olan makrofaj hücreleri, MetS patojenezine 

katkıda bulunan düşük seviyeli kronik inflamatuar yanıtın ortaya çıkışında aktif role 

sahiptir. Bu yanıtın ortaya çıkışına büyük oranda katkı sağlayan NF-kB, inflamasyon, 

apoptosis ve hücre büyümesi gibi süreçlerde rol alan genlerin regülasyonunda görev alan 

bir transkripsiyon faktörüdür. Bu molekülün, inflamatuar yanıtın başlamasında ve 

ilerlemesinde rol alan tümör nekroz faktörü a (TNF-a), indüklenebilir NOS (iNOS), 

interlökin-1 (IL-1), hücre içi adezyon molekülü-1 ve siklooksijenaz (COX-2) gibi 

inflamatuar enzimlerin ekspresyonlarını artırdığı bilinmektedir (Hotamışlıgil, 2008). NF-

kB’nin aktivasyonu inflamatuar yanıtın gelişimini tetiklerken, hücrenin savunma 

mekanizmasında birtakım değişiklikler yaratmaktadır. 

MetS patojenezinde yer alan insülin direnci, kronik inflamasyon ve hipertansiyon 

gibi durumlara büyük oranda katkı sağlayan bir diğer önemli durum oksidatif strestir. 

Oksidatif stresin ortaya çıkışına doğrudan etkisi bulunan reaktif oksijen ve nitrojen türleri, 

enzimatik oksidasyon ve mitokondriyal solunum gibi biyolojik süreçlerde doğal olarak 

üretilmektedir. Ancak, bu moleküllerin eleminasyon kapasitesinin azalması oksidatif strese 

neden olmaktadır. Glukozun enerji dönüşüm basamaklarında yer alan sitrik asit döngüsü 

sonucu reaktif oksijen ve nitrojen türlerini üretimi artmaktadır (Ceriello, 2000). Bu 

nedenle, karbonhidratların aşırı tüketimiyle gerçekleşen yüksek mitokondriyal aktivite 

fazla miktarda reaktif oksijen türlerinin birikimine neden olmaktadır. Bu moleküllerin 

zararlı etkilerine karşı, hücre kendini korumak için insülinle uyarılan glukoz alımını inhibe 

ederek, mitokondriye enerji girişini engellemeye çalışmaktadır. Ancak bu etki, indirek 

olarak iskelet kası ve adipoz dokuda insüline yanıtı azaltarak direncin gelişmesine zemin 

hazırlamaktadır (Ceriello ve Motz, 2004). Ayrıca, bu reaktif moleküllerin pankreatik beta 

hücrelerinin membran yapısını etkileyerek insülin salınımının bozulmasına neden olduğu 

bilinmektedir (Ceriello, 2000).  MetS’de görülen hiperglisemik durumda bozulan glukoz 

intoleransında, glutatyon infüzyonunun ve diğer antioksidan madde uygulamasının, 

glukozla uyarılan insülin salınımını artırarak yanıtı güçlendirdiği yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir (Paolisso ve ark., 1992). 

Bahsedildiği üzere, NF-kB aracılığıyla inflamatuar yanıtın artması, hücrede Nrf-2 

(nuklear faktör 2) aracılıklı koruyucu mekanizmanın baskılanmasına neden olmaktadır. 

Nrf-2 normalde, oksidatif stres ya da herhangi bir indükleyicinin varlığında çekirdeğe göç 

ederek, bir grup detoksifikasyon ve antioksidan enziminin ekspresyonunu artıran bir 

transkripsiyon faktörüdür. Nrf-2 ve NF-kB sinyal yolakları, downstream yolaklarda 

bulunan proteinlerin transkripsiyonu veya fonksiyonunu kontrol etmek için birkaç noktada 
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karşı karşıya gelirler. Normalde, inflamatuar bir uyaran varlığında hücrede NF-kB 

aracılığıyla inflamatuar enzimlerden iNOS ekspresyonunun artması makrofaj 

hücrelerinden yüksek konsantrasyonda NO salınımına neden olmaktadır. Aynı koşullarda, 

NF-kB hücre için koruyucu etki sağlayan genlerin regülasyonunu sağlayan Nrf-2’nin 

adaptör proteinlerinden CBP’nin fosforillenmesine ya da MafK deasetilasyonuna neden 

olarak işlevinin engellenmesine yol açmaktadır. Ancak, inflamatuar yanıt durumunda Nrf-

2 aktivasyonunun sağlanması antioksidan özellikteki HO-1 (Hem oksijenaz 1), NQO1 

(NAD(P)H quinon dehidrojenaz 1) gibi enzimlerin ve CO, Fe, biliverdin gibi moleküllerin 

salınımını artırarak, inflamatuar yanıtı oluşturan unsurları (iNOS, NO, NF-kB) 

engelleyebilmektedir (Wakabayashi ve ark., 2010), (Şekil 1.16). Dolayısıyla, Nrf-2 

aracılığıyla regülasyonu sağlanan genlerin ekpresyon seviyelerinin artması inflamatuar 

yanıta karşı koruyucu etki sağlamaktadır. Diğer yandan reaktif oksijen ve nitrojen 

türlerinin üretimi, bir diğer hücresel enerji kaynağı olan yağ asitlerinin oksidasyon 

basamağında NADPH oksidaz uyarılarıldığında ve anti-oksidatif enzimlerin 

ekspresyonunu azaldığında da artmaktadır (Furukawa ve ark., 2017). Ayrıca, yağ dokusu 

oksidatif strese maruz kaldığında, anti-inflamatuar adiponektin salınımını azaltarak, 

inflamatuar adipositokin salınımını artırmaktadır (Soares ve ark., 2005). MetS 

patojenezinde ROS üretimi kaynaklı olarak artmış inflamatuar sitokin düzeyleri ve azalmış 

adiponektin düzeyleri görülmektedir (Otani, 2011). Yanı sıra, artan ROS seviyeleri, IRS 

molekülleri aracılığıyla GLUT4 translokasyonunu engelleyerek insülin sinyalizasyonunda 

bozukluklar meydana getirerek hastalığın patojenezine katkıda bulunmaktadır (Bloch-

Damti ve Bashan, 2005). Bu nedenle, özellikle KVH, tip 2 diyabet, obezite, insülin direnci 

gibi hastalıklarla yakından ilişkili bir durum olan ve MetS patojenezine büyük oranda katkı 

sağlayan düşük seviyeli kronik inflamasyon ve oksidatif stresin bahsedilen mekanizmaları 

üzerine engelleyici etkin ajanların ortaya çıkarılması son derece önemlidir. 
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Şekil 1.16. Makrofajlarda Nrf-2 ve NF-kB arasındaki koruyucu mekanizma, (Wakabayashi 

ve ark., 2010) 

 

1.3. Metabolik Sendroma Karşı Kullanılan Terapötik Yaklaşımlar 

Metabolik sendrom bileşenlerinin, nedenlerinin ve sonuçlarının iç içe geçtiği, birden 

fazla hedefe yönelik yaklaşımlarla tedavi edilebilen multifaktoriyel bir hastalıktır.  MetS’li 

bireylerde klinik tanımlama ve tedavi süreci, birlikte gelişen hastalıkların riskini azaltmak 

açısından oldukça önemlidir. Dünya çapında oldukça geniş bir kitleyi etkileyen MetS 

patojenezini hedef alan çok sayıda yaklaşım vardır. Bu yaklaşımlar, yaşam tarzı 

değişiklikleri, egzersiz artırılması, diyet değişiklikleri, spesifik risk faktörlerini azaltıcı 

ajanların uygun şekilde kullanılması (hipoglisemik ajanlar, zayıflatıcı ajanlar, lipid 

düzenleyiciler), inflamatuar yanıtın baskılanması, renin angiotensin sistemin bloklanması 

olarak sıralanabilir (Fonseca, 2008). Bu yaklaşımları, farmakolojik ve farmakolojik 

olmayan olarak iki sınıfa ayırabiliriz. MetS' li hastalara önerilen diyet değişiklikleri, yaşam 

tarzı değişiklikleri, fiziksel aktivitenin artırılması, sigaranın bırakılması ve alkol 

tüketiminin azaltılması metabolik sendrom için riski azaltan farmakolojik olmayan 

yaklaşımlardır ve tedavide önemli rol oynamaktadırlar (O'Keefe ve ark., 2008; Onat, 

2011). Yanı sıra, enerji kısıtlaması, beslenmedeki makro besin kompozisyonu, fonksiyonel 

gıdalar ve biyoaktif besinlerin de MetS ile ilgili risk faktörlerini önemli ölçüde iyileştirdiği 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Yamaoka ve Tango, 2012; Feldeisen ve Tucker, 2007). 

Bu yaklaşımların benimsenmesi, glisemik kontrol müdahalesinde, insülin etkisinin 

iyileştirilmesinde, kan basıncınının düzenlenmesinde, lipid seviyelerinin kontrol edilerek 

obezite gelişiminin engellenmesinde oldukça önemlidir. Özellikle yaşam tarzı değişikliği, 

MetS tedavisi için en önemli müdahale olarak düşünülebilir. Diyabet Önleme Programı, 

yaşam tarzı değişikliğinin MetS gelişimini plaseboya kıyasla % 41 oranında azaltığını 

göstermiştir (Orchard ve ark., 2005). Sağlıklı, az yağlı, sebze ve tahılları içeren bir diyet ve 
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haftada en az 150 dakika fiziksel aktiviteyi kapsayan bir yaşam tarzı değişikliğinin, vücut 

ağırlığının azalmasında % 7’lik bir etkisi olduğu gösterilmiştir (Grundy ve ark., 2005). 

MetS patojenezinde yer alan aterojenik yağ birikiminin ve bel çevresi obezitesinin fiziksel 

aktivite ile ilişkili şekilde yüksek oranda azalması yaşam tarzı değişikliklerinin MetS 

tedavisinde oldukça önemli bir role sahip olduğunu açıkça göstermektedir (Fonseca, 2008).  

MetS'yi tedavisinde farmakolojik olmayan yaklaşımlarla tedavi sürecini 

sürdüremeyen hastalar yoğunlukla farmakolojik ajanlara yönlendirilmektedir. MetS’ye 

patojenezinde tek bir mekanizma bulunmadığından, bu hastalığa sahip bireylerde 

hastalığın ortaya çıkışına neden olan patofizyolojik durumların tanımlanması, uzun süre 

takip edilmesi ve bireysel tedavilerin önerilmesi gerekmektedir. Temelde insülin direnci 

zemininde gelişen MetS’ye karşı klinikte kullanılan iyileştirici ve önleyici etki sağlayan 

multihedef tek bir farmakolojik ajan yoktur. Bu yüzden MetS komponentleri ayrı ayrı 

tedavi etmeye çalışılmakta ve özellikle öne çıkan olguları tek tek hedef alan farmakolojik 

ajanlar kullanılmaktadır (Nammi ve ark., 2009). Tedavide ilk olarak metabolik sendrom 

prediyabetik bir durum olarak kabul edilir, bunun nedeni hastalığın insülin direnci 

temelinde gelişmesidir (Cefalu ve ark., 2008). MetS tedavisi başlangıcında, bahsedildiği 

üzere insülin direnci kaynaklı ortaya çıkan hiperglisemiye karşı öncelikle metformin 

kullanılır; sonrasında PPAR-γ agonisti veya insülin hassasiyetini artırıcı bir ajan tedaviye 

dahil edilmektedir. Bir başka önemli MetS komponenti dislipidemiye karşı ise, statinler 

tedaviye eklenmektedir. Ayrıca, kronik inflamatuvar durumların tersine çevrilmesi ve aynı 

zamanda kan pıhtılaşması, kalp krizi riskinin azaltılması için aspirinin günlük olarak 

kullanılması önerilmektedir. Obezitenin de görüldüğü bireylerde tedaviye orlisat ve 

lorcaserin ilaçları da dahil edilebilmektedir (Richelsen ve ark., 2007; Smith ve ark., 2010; 

Marvasti and Adeli, 2010). Ne yazık ki bu yaklaşımlar hastaları uzun yıllar veya kimi 

zaman ömür boyu çok sayıda ve çok çeşitli ilaç kullanımına mahkum etmektedir. Buda 

ilerleyen süreçte, karaciğer toksistesi, böbrek hasarı gibi ağır yan etkilerin ortaya 

çıkmasına neden olmaktadır (Lender ve Sysko, 2006). MetS tedavisinde çok sayıda ilacın 

bir arada kullanılmasına rağmen, hastalığın ileri ve kontrol edilemeyen safhalarında veya 

önlenmesinde her üç hastadan biri, birden fazla MetS komponentinde iyileştirici etkiye ve 

daha az yan etkiye sahip olması nedeniyle en az bir çeşit geleneksel bitkisel ilaç 

kullanmayı da tercih etmektedir. Bu nedenle MetS komponentlerinin tümünü hedef alan 

bitkisel kökenli doğal geleneksel yaklaşımların araştırılması, ortaya konulması ve daha az 

yan etkiye sahip multi-hedef etken maddelerin tespit edilmesi son derece önemlidir.  
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1.4. Metabolik Sendrom Tedavisinde Bitkisel Terapötiklerin Önemi 

Önceki bölümde bahsedilen terapötik yaklaşımların yan etki ve sınırlılıklarından 

dolayı tedavide kullanılabilecek yeni stratejilerin araştırılmasına ve geliştirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Tek hedefi olan sentetik ilaçların aksine, metabolik sendrom bileşenlerinin 

ve bunlarla ilişkili diğer metabolik bozuklukların eşzamanlı olarak iyileştirilmesinde 

multihedef doğal bileşiklerin ortaya çıkarılması önem arz etmektedir. Bu noktada, binlerce 

yıldır tüm dünyada kullanılan tıbbi bitkiler, çeşitli metabolik etkilere sahip fitokimyasalları 

ve biyoaktif bileşiklerin geniş bir aralığını içerdiği için MetS tedavisinde mükemmel bir 

kaynak olarak düşünülmektedir. Bitkilerin içerdiği biyoaktif doğal bileşenlerin sinerjistik 

etkiye sahip olmaları, multihedef olmaları, tek bir kimyasalın etkisinden daha fazla fayda 

sağlamaları, az yan etkiye sahip olmaları, multifaktöriyel bir hastalık olan MetS için umut 

verici terapilerin ortaya çıkarılmasında önem taşımaktadır (Graf ve ark., 2010). Bitkisel 

ilaçlar sentetik olanlarla karşılaştırıldığında, çok daha az toksik ve yan etkiye sahip 

olmasının yanı sıra birçok metabolik süreci yönetebilmelerinden dolayı büyük avantaj 

sağlamaktadır. Ancak, bitkisel tedavinin modern tıbbi tedaviler ile bütünleştirilmesindeki 

en büyük engel, bitkisel ajanların güvenilirlikleri ve etkilerinin ortaya koyulduğu klinik ve 

bilimsel veri eksikliğidir. Bu nedenle, bitkisel tedavide tercih edilen bu doğal kaynakların 

biyolojik standardizasyonlarının, farmakolojik ve toksikolojik değerlendirmelerinin uygun 

biyoassayler kullanılarak in vivo, in vitro ve klinik araştırmaların yapılmasına ihtiyaç 

vardır. Bu araştırmalar sonucu ortaya çıkarılan veriler, güvenli alternatif ilaç ve stratejilerin 

geliştirilmesine olanak sağlayıcı olması açısından önemlidir (Gunjan ve ark., 2011). Halk 

arasında farklı şekillerde kullanılan pek çok bitkinin, terapötik preparatlar şeklinde 

standardize edilmesini sağlamak için, bitkilerin içerisindeki aktif bileşenlerin 

karakterizasyonu, bunların toksisitesinin değerlendirilmesi, etki mekanizmalarının bilimsel 

araştırmalarla ortaya çıkarılması gerekmektedir (Graf ve ark., 2010). 

Hem geleneksel hem de modern sağlık sistemlerinde kullanılan tıbbi bitkiler, 

günümüzde piyasada karşımıza çıkan farmasötik ürünlerin % 25' inden fazlasının 

kaynağını oluşturmaktadır (Newman ve ark., 2003). 1981-2006 yılları arasında ABD 

tarafından onaylanan ilaçların % 70’ i doğal moleküller üzerine yapılmış çalışmaların 

sonucunda piyasaya çıkmıştır (Liu ve Wang, 2008). Metformin, yarım yüzyılı aşkın bir 

süredir diyabet tedavisinde dünya çapında yaygın olarak kullanılan doğal kaynaklı bir 

terapötiktir. 1900’lü yılların başlarında Galega officinalis bitkisinden izole edilen guanidin 

molekülünün diyabet modellerinde glukozüri’yi iyileştirdiği Watanabe (1918) tarafından 

gösterilirken, 1957 yılında, guanidin molekülünün yapısal olarak modifiye bir türevi olan 



 

32 

 

Metformin (bir çeşit biguanidin) Bristol Myers Squibb firması patenti altında piyasaya 

sürülmüştür. Bu ilaç, akarboz ve thiazolidinedion türevi sentetik diyabet ilaçlarıyla 

karşılaştırıldığında son derece başarılıdır ve yan etkilerinin düşük olması sebebiyle bunlara 

ciddi anlamda üstünlük sağlamıştır (Haddad ve ark., 2012). Literatürde geleneksel tedavide 

kullanılan 400’den fazla bitki türünün antidiyabetik aktivitesi olduğu bilinmektedir (Pareek 

ve ark., 2009). Ancak, küçük bir kısmının terapötik potansiyeli ile ilgili bilimsel ve tıbbi 

değerlendirmesi yapılmıştır. Ülkemizde de tip 2 diyabet tedavisinde yaygın şekilde 

kullanılan bitkileri, Trigonella foenum-graecum (çemen), Cinnamomum zeylanicum 

(tarçın), Allium cepa (soğan), Allium sativum (sarımsak), Nigella sativa L. (çörek otu), 

Morus nigra L. (karadut), Olea europaea L. (zeytin), Glycine max L. (soya fasülyesi), 

Vaccinium myrtillus L. (yaban mersini), Cuminum cyminum L. (kimyon), Foeniculum 

vulgare Miller (rezene), Secale cereale L. (çavdar), Ocimum sanctum L. (fesleğen), 

Helianthus tuberosus L. (Yer elması), Allium porrum L. (pırasa), Cydonia oblonga Miller 

(ayva), Urtica dioica L. (ısırgan), Punica granatum L. (nar),  Hibiscus sabdariffa L. 

(bamya çiçeği), Teucrium polium L. (Kısamahmut otu) şeklinde sıralayabiliriz 

(Çıkladilmez, 2013). Bu bitkiler antidiyabetik potansiyellerini sahip oldukları flavonoid, 

alkaloit, izoflavon, flavonol, glikozit, terpenoit gibi etkili antidiyabetik bileşenler sayesinde 

ortaya koymaktadır. Halk tarafından yaygın şekilde kullanılan bu bitkilerin insülin 

hassasiyetini artırıcı, glukoz emilimini geciktirici, peripheral hücrelerde glukoz kullanımını 

artırıcı, glikojen sentezini uyarıcı gibi etkilere sahip olduğu bilinmektedir (Çıkladilmez, 

2013). Bu bitkilerin preparat şeklinde hazırlanmış formları eczane ve aktarlarda 

satılmaktadır. Bunların birçoğunun, diyabetik komplikasyonların yanı sıra,  hipertansiyon 

ve hiperkolesterolemi de dahil olmak üzere metabolik sendrom ile ilişkili diğer risk 

faktörlerini de hedef alabileceği düşünülmektedir (Graf ve ark., 2010). 

Metformin örneğindeki gibi bitkiler 5000 yılı aşkın bir süredir sayısız terapötik 

ajanın kaynağı olmuştur. 1940’ lı yıllardan 2014’ ün sonuna kadar kanser tedavisi için 

onaylanan 175 küçük molekülün 85 (% 49) tanesinin ya doğrudan doğal ürünlerden izole 

edilmiş bileşikler ya da bunlardan dolaylı olarak türetilmiş moleküller olduğu 

bilinmektedir (Newman ve Cragg, 2016). Son zamanlarda, metabolik sendromun 

bileşenlerine karşı tedavi edici ve önleyici etkinliğe sahip moleküllerin keşfi ve ilaç etken 

maddesi olarak geliştirilmesi üzerine yoğun çalışmalar yürütülmektedir. Bu çalışmaların 

büyük bir kısmı halk arasında T2D ve kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde uzun 

yıllardan beri geleneksel olarak kullanılmakta olan bitkilerden yola çıkarak tasarlanmıştır. 

Örneğin, Coptis chinensis bitkisinden izole edilen berberin alkoloidinin ve türevlerinin kan 
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şekerini düşürmede oldukça etkili olduğu, iskelet kası ve adipoz dokuda GLUT4 glukoz 

taşıyıcı proteinin hücre membranına translokasyonunu artırarak ve  glikolizi indüklediği 

bildirilmiştir (Yin ve ark., 2008). Diğer çalışmalarda, berberin ve türevlerinin ayrıca serum 

trigliserit konsantrasyonunu % 36, total kolesterol konsantrasyonunu % 18 ve LDL-

kolesterol miktarını % 21 azalttığı (Kong ve ark., 2004), pankreatik beta hücrelerinin 

kitlesinde de artışa neden olarak bu hücrelerin glukoz cevabını artırdığı  gösterilmiştir 

(Zhou ve ark., 2008). Dolayısıyla, berberinin hem lipid hem de glukoz metabolizması 

üzerindeki iyileştirici etkileri sayesinde MetS tedavisi için umut vaat edici doğal bir ajan 

olduğu düşünülmektedir (Xia ve Weng, 2010). Başka bir çalışmada, Mamordica 

Charantia, Gymnema sylwestre ve Irvingia Gabonensis bitkilerinin glikoz ve lipid 

homeostazı, obezite ve MetS üzerindeki etkileri, in vitro ve hayvan modellerinde olduğu 

kadar diyet takviyeleri için tasarlanmış insan klinik deneylerinde de geçerlilik kazanmıştır 

(Martínez-Abundis ve ark., 2016). Yanı sıra, bu konu ile ilgili olarak geniş kapsamlı 

çalışmalar da yürültülmektedir. Metabolik sendromun tedavisinde etkili ve ümit vadeden 

doğal ajanların keşfi ve geleneksel Çin ilaçlarının modernizasyonunu konu alan Herbalome 

projesi bunun en güzel örneğidir (Xia ve Weng, 2010). Bir diğer örnek ise, Kanada’dan 

oldukça geniş bir grubun yürüttüğü, Kanada da yaşayan yerli aborjinlerin potansiyel 

antidiyabetik bitkilerini araştırdıkları kapsamlı çalışmadır (Haddad ve ark., 2012).  

 

1.5 Çalışmanın Amacı 

21. yy teknolojisinin sağlık sektörüne getirdiği pek çok yeniliğe rağmen, modern 

çağın en önemli sorunlarından biri olan metabolik sendromun tedavisinde kullanılabilecek 

etkin, güvenilir ve en önemlisi multi-hedef bir farmakolojik ajan bulunmamaktadır. Tedavi 

amaçlı olarak hastaların büyük bir çoğunluğunda, metabolik sendromun ölümcül dörtlü 

olarak anılan “insülin direnci, dislipidemi, obezite ve tansiyon” bileşenlerini tek tek hedef 

alan farmakolojik ajanlar kullanılmaktadır. Ne yazık ki bu yaklaşım hastaları uzun yıllar, 

kimi zaman ömür boyu çok sayıda ve çok çeşitli ilaç kullanımına mahkum etmektedir. 

Sonuç olarak ilerleyen süreçte, kronik karaciğer ve böbrek hasarı gibi ciddi yan etkiler 

ortaya çıkmaktadır. Bu nedenle metabolik sendromun ana unsurlarından olan insülin 

direnci ve dislipideminin her ikisini birden hedef alan bitkisel kökenli doğal geleneksel 

yaklaşımların araştırılması ve daha az yan etkiye sahip multi-hedef etken moleküllerin 

tespit edilerek geliştirilmesi hastalığın önlenmesinde ve tedavisinde son derece önemlidir. 

Lavandula stoechas-Karabaş otu bitkisinin toprak üstü kısımlarından elde edilen 

dekoksiyon ya da infüzyonu, ülkemizde özellikle Marmara ve Ege bölgesinde halk 
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arasındaki tabiriyle kalp ve damar hastalıklarında “damar açıcı ve kalbi güçlendirici”, 

“zayıflatıcı”, şeker hastalığında, yüksek tansiyonda ve yüksek kolesterolde “iyileştirici” 

olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Tüm bu kullanım alanları metabolik sendromun 

ölümcül dörtlü olarak adlandırılan bileşenlerini ve ilerleyen aşamalarında gelişen 

metabolik bozuklukları işaret etmektedir. Buradan yola çıkarak, tez çalışması kapsamında 

ülkemizde geleneksel tedavi amaçlı yaygın bir şekilde kullanılan Karabaş otu sulu 

ekstresinin fitokimyasal bileşenleri tanımlanmış, bu moleküller arasından insülin direnci ve 

dislipidemideyi karşı etken moleküller tespit edilerek bunların etki mekanizmaları 

moleküler ve fizyolojik olarak aydınlatılması amaçlanmıştır. Bu çalışmayla, metabolik 

sendromu oluşturan ana faktörlere karşı önleyici ve tedavi edici, etken madde olarak 

geliştirilmeye “aday” bitki fraksiyonları ve moleküllerin tespit edilmesi hedeflenmiştir.  

Bu amaçla çalışma kapsamında izlenen yöntem ve yaklaşımlar Şekil 1.17’ de 

özetlenmiş ve aşağıda aşamalarıyla sıralanmıştır. 

 

 

Şekil 1.17. Karabaş otu sulu özütünün içeriğindeki aktif bileşenlerin biyoaktivite rehberli 

fraksiyonlama yöntemiyle tanımlanması 
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Çalışmanın ilk aşamasında, 

1) Karabaş otunun toprak üstü kısımları uygun koşullarda kurutulmuş ve toz haline 

getirildikten sonra sulu kaynatma yöntemiyle özüt hazırlanmıştır. 

2) Elde edilen sulu özüt n-bütanol ve etil asetat çözücüleri kullanılarak ekstraksiyon 

işlemine tabi tutulmuştur. 

3) Elde edilen ekstratların sitotoksik olmayan güvenli uygulama dozlarını belirlemek 

amacıyla farklı dozlar kullanılarak, tüm hücre hatlarında MTT testi gerçekleştirilmiştir.  

4) H4IIE sıçan hepatokarsinoma hücre hattı ile farklılaştırılmasını yaptığımız C2C12 fare 

iskelet kası ve 3T3-L1 fare adiposit hücre hatlarında kapsamlı optimizasyon çalışmaları ile 

deneysel insülin direnci modeli oluşturulmuştur.  

5) En aktif olan ekstratı seçebilmek amacıyla, biyoaktivite rehberli tarama yaklaşımı 

kullanılarak, ekstratların insülin direnci ve dislipideminin patolojik mekanizmaları üzerine 

potansiyel iyileştirici etkileri; 

 a) Fizyolojik boyutta: elde edilen ekstratların çalışılan hücre hatlarında glukoneojenik 

glukoz üretimi, glukoz tüketimi, glukoz alımı, gliserol salınımı gibi fizyolojik parametreler 

üzerine etkileri tespit edilerek,  

b) Moleküler boyutta: elde edilen ekstratların; serbest yağ asidi ile insülin direnci 

geliştirdiğimiz H4IIE ve C2C12 hücre hatlarında insülin sinyalizasyonunda önemli rolü 

olan genlerin protein seviyeleri (p-AKTSer473/AKT oranına, GLUT-4, LPL, GLUT2, IRβ 

ve PPAR-γ, p-IRS1Ser307) üzerine etkileri tespit edilerek belirlenmiştir.  

-Ayrıca, karaciğer hücre hattında, glukoneojenik glukoz üretiminde baskılayıcı role sahip 

ekstratın bunu hangi mekanizmaları kullanarak gerçekleştirdiğini aydınlatmak için bu 

yolağın hız sınırlayıcı enzimleri olan PEPCK ve G6Paz’ın ekspresyon seviyeleri de 

belirlenmiştir. 

Yapılan tüm bu çalışmalar sonucunda, EE’nin yüksek etkinlik gösterdiği belirlenmiş, bu 

nedenle “aktif ekstrat” olarak seçilmiştir. Çalışmalara EE’nin biyoaktivite rehberli 

fraksiyonlanması ile devam edilmiştir (Şekil 1.17) 

Çalışmanın ikinci aşamasında, seçilen aktif ekstratın içerik aydınlatma çalışmaları 

ile beraber fraksiyonlama çalışmaları tamamlanmıştır. E1-E12 olarak adlandırılan EE alt 

fraksiyonlarının etkinlikleri beş ayrı parametre (1-5) kullanılarak, kontrollü ve tekrarlı 

deneylerle taranıp ve değerlendirilmiştir.  

Bu aşamada gerçekleştirilen biyoaktivite rehberli tarama çalışmaları; 

1) H4IIE hücrelerinde glukoneojenik glukoz üretimindeki değişimler, 

2-3) Glukoneojenez yolağında hız sınırlayıcı olarak görev alan regülatör PEPCK ve G6Paz 
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enzimlerinin gen ekspresyon seviyesindeki değişimler, 

4) Serbest yağ asidi (palmitik asit) uygulaması ile insülin direnci geliştirmeyi başardığımız 

C2C12 hücrelerinde, insülin sinyalizasyonunda fosforillenmeyle pek çok yolağın 

kontrolünü sağlayan AKT proteinin p-AKT/AKT oranlarındaki değişimler (Western Blot 

analizleri ile), 

5) İnsülin direnci oluşturulan C2C12 hücrelerinde lipit metabolizmasında önemli rol 

oynayan lipoprotein lipaz (LPL) enziminin protein seviyesindeki (Western Blot) 

değişimlerin değerlendirilmesiyle gerçekleştirilmiştir. Bu aşamada yapılan tüm bu 

çalışmaların değerlendirilmesi sonucu, EE fraksiyonlarından en etkin alt fraksiyonlar 

seçilmiş, seçilen bu fraksiyonların içerik aydınlatma çalışmaları yapılmıştır.  

Çalışmanın üçüncü aşamasında, Karabaş otu sulu demlemesinden elde edilen etil 

asetat ekstratının tüm alt fraksiyonları için yapı aydınlatma ve saflaştırma çalışmaları 

tamamlanarak, içeriğindeki bileşikler tanımlanmıştır (Şekil 1.17). Sonrasında, metabolik 

sendrom ve komponentlerine karşı kullanılabilecek en etkin aday moleküllerin ortaya 

çıkarılması için çalışmalara devam edilmiştir.  

Diğer fraksiyonlara göre daha aktif olduğu tespit edilen 4 fraksiyondan (E8, E9, E10, 

E11) kromatografik yöntemler kullanılarak saflaştırma çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Saf 

olarak elde edilen fitokimyasallardan en etkin moleküllerin tespit edilmesi amacıyla tekrar 

tarama testleri yapılmıştır. Buna göre moleküller, yukarıdaki tüm çalışmalar sonucunda en 

önemli belirleyici ölçüt olduğunu düşündüğümüz H4IIE hücrelerinde glukoneojenik 

glukoz üretiminin ölçümü, PEPCK ve G6Paz enzimlerinin gen eksprasyon seviyelerindeki 

değişimler kullanılarak taranmıştır. Bu genel tarama testlerinden elde edilen sonuçlara göre 

bazı moleküller elenmiş, kalan moleküller ile ileri mekanizma çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Etkin olduğu belirlenen saf moleküllerin;  

1) İnsülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde p-AKTSer473/AKT, LPL proteinlerinin 

ekspresyon seviyelerinde yarattığı değişimler,  

2) İnsülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde p-AKTSer473/AKT, IR-β, PPAR-γ 

proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde yarattığı değişimler,  

3) 3T3L1 hücre hattında gliserol salınımı üzerine etkileri,  

4) BTC-6 beta pankreatik hücrelerinde insülin salınımı üzerine etkileri, GLUT2 protein 

seviyesi ve glukokinaz enziminin mRNA eksprasyon seviyesi üzerine etkileri 

değerlendirilmiştir.  

Çalışmanın son aşamasında ise, yukarıda ele alınan tüm parametreler 

değerlendirildiğinde insülin direnci ve dislipidemiye karşı en etkin olduğunu 
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düşündüğümüz moleküllerin ve aktif ana ekstratın karaciğer hücre hattı transkriptomu 

üzerine etkileri belirlenmiştir. Ayrıca, çalışma kapsamında ilk defa izole edilen Kafeoyl 

rosmarinik asit bileşiğinin kronik inflamasyona karşı koruyucu mekanizması ve 

antioksidan enzimlerin mRNA seviyeleri üzerine etkileri gen sessizleştirme yöntemi 

kullanılarak aydınlatılmıştır.  

Bütün bu verilerin ışığında, ülkemizde alternatif ve tamamlayıcı tedavide yaygın 

olarak kullanılan Karabaş otunun sulu demlemesi EE içeriğindeki bileşenler ilk defa 

tanımlanmış, bu bileşenlerin insülin direnci ve dislipidemiye karşı potansiyel iyileştirici 

etkisi ve moleküler mekanizmaları ilk defa aydınlatılmıştır. Metabolik sendromu oluşturan 

unsurların tedavisinde kullanılmak üzere yan etkisi düşük multi-hedef doğal bitkisel 

ajanların etkilerinin aydınlatılması, tedavide kullanılabilecek etkin gıda takviyelerinin ve 

ilaç ham maddelerinin geliştirilmesi açısından önem taşımaktadır.  
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BÖLÜM 2                                                                                                                                 

ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Tez çalışması kapsamında yapılan literatür taramalarında, Lavandula stoechas 

bitkisinin biyolojik aktivitelerinin gösterildiği çalışmaların büyük bir kısmında uçucu yağın 

etkisi araştırılmıştır. Yapılan çalışmalarda, i) Lavandula stoechas esansiyel yağının güçlü 

şekilde antibakteriyel aktivite gösterdiği (Dadaloğlu ve Evrendilek, 2004), ii) bitkinin 

yaprak kök ve gövdesinden elde edilen esansiyel yağının antifungal aktivitesinin olduğu 

(Angioni ve ark., 2006), iii) Lavandula stoechas esansiyel yağının antiinflamatuar ve 

antifungal aktivitelerinin olduğu rapor edilmiştir (Zuzarte ve ark., 2013). Ayrıca, 

Lavandula stoechas bitkisi esansiyel yağının antidiyabetik etkilerinin araştırıldığı 

çalışmalar da mevcuttur.  Sebai ve ark.’larının  (2013, 2015) gerçekleştirdikleri iki 

çalışmada, alloksan ile diyabet modeli oluşturulan sıçanlarda Lavandula stoechas esansiyel 

yağının uygulamasının kan glukoz seviyesini dengelediği ve antioksidant enzimlerin 

seviyesini artırdığı gösterilmiştir. Karabaş otundan elde edilen uçucu yağın bileşenleri ve 

etkileri üzerine çok geniş bir literatür bilgisi olmasına rağmen (Cavanagh and Wilkinson, 

2002; Chu and Kemper, 2001), sulu bileşenleri üzerine bilgiler son derece sınırlıdır. Bu 

bitkinin sulu bileşen polifenol içeriği tam olarak tanımlanmamıştır. Literatürde, içeriğinde 

flavon 7-glikozitler özellikle de, apigenin ve luteolin 7-O-glukozitlerin bulunduğunu 

gösteren sadece bir çalışma mevcuttur (Upson ve ark., 2000). Son zamanlarda yapılan bir 

çalışmada ise, luteolinin karaciğer ve yağ dokusu aracılığıyla, insülin duyarlılığını 

geliştirdiği ve diyetle indüklenen obezitenin zararlı etkilerini iyileştirdiği  gösterilmiştir 

(Kwon ve ark., 2015). Yapılan başka bir çalışmada, bitkinin sulu bileşenlerinden 

apigeninin, yüksek yağlı diyetle indüklenen obez farelerde pro-inflamatuar moleküllerin 

plazma seviyelerini ve açlık kan şekeri seviyesini düşürdüğü rapor edilmiştir. Bu 

çalışmada, apigeninin anti-hiperglisemik etkisini, insülin direnci, hiperinsülinemi ve 

glukoneojenik enzim aktivitelerini baskılayarak ortaya koyduğu gösterilmiştir (Jung ve 

ark., 2016).  

 Anadolu'da yapılan etnobotanik çalışmaların önemli bir kısmı, esansiyel yağdan 

ziyade, Lavandula stoechas bitkisinin toprak üstü kısımlarından hazırlanan çayın MetS ile 

ilişkili kalp hastalığı, yüksek kolesterol, ateroskleroz, hiperglisemi, şeker hastalığı, 

hipertansiyon ve obezite gibi metabolik bozuklukların tedavisinde geleneksel olarak 

kullanıldığını göstermiştir (Abay ve Kılıç, 2001; Bulut, 2006; Tuzlacı ve Aymaz, 2001; 

2001; Uğulu ve ark., 2009). Bu bitkinin sulu ekstratının halk arasında MetS ile ilişkili 
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çeşitli patolojik koşullara karşı etkili bir şekilde kullanılmasına rağmen, yapılan literatür 

taramalarında sulu ekstratı ile herhangi bir biyoaktivite çalışmasıyla karşılaşılmamıştır.  Bu 

nedenle tez çalışmasında, L. stoechas sulu ekstraktının, fenolik bileşenleri tanımlanarak, in 

vitro hücre tabanlı biyoassayler kullanılarak potansiyel iyileştirici etkileri ve moleküler 

mekanizmaları aydınlatılmıştır.  

 

 



 

40 

 

BÖLÜM 3                                                                                                                                   

MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

3.1.1. Tez Çalışmasında Kullanılan Kimyasallar 

Yüksek glukoz içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (D6429), 

Düşük glukoz içeren DMEM (D5546),  glukoz içermeyen DMEM (D5030),  8-CTP-AMP 

8-(4-Klorofeniltio) adenozin 3′,5′-siklik monofosfat sodyum tuzu (C3912), gallik asit 

(G7384), 3-Izobutil-1-metilksantin (IBMX; I5879), MTT [3-(4, 5-dimetil-2-thiazolil)-2, 5-

difeniltetrazolyum bromid] (M5655), sodyum piruvat (P5280), sodyum laktat (L7022), 

human insülin (91077C), metformin (PHR1084), bovine insülin (I0516), serbest yağ asidi 

içermeyen BSA (sığır serum albumin; A6003), metanol (24229), tripan blue solüsyonu 

(T8154), sülfürik asit (07208), dimetil sülfoksit (DMSO; D2650), sodium palmitat 

(P9767), N, N-metilenbisakrilamid (M7256), lipopolisakkarit (LPS; E.coli 0111:B4 

L4391) Sigma Aldrich (St Louis, Missouri, USA) marka satın alınmıştır.  

PureLink® RNA mini kit (12183018A), TRIzol® (15596018), tripsin-EDTA 

(25200056), cDNA sentez kiti (4368814), DNaz I (AM2222), TaqMan® PCR Master Mix 

(4369016), TaqMan® Probe PEPCK, TaqMan® Probe G6Paz, TaqMan® Probe β-aktin, 

TaqMan® Probe Nrf-2, TaqMan® Probe iNOS, TaqMan® Probe HO-1, TaqMan® Probe 

NQO1, Microamp Fast Optical 96 Well plate (4346906), Microamp Optical Adhesive Film 

(4360954), fetal sığır serum (FBS, 10270106), penisilin-streptomisin (15140122), 

Lipofectamine™ 2000 Transfeksiyon Reaktifi  (11668027), Opti-MEM (31985-070), pre-

designed Silencer® Nrf-2 siRNA (4390771), silencer® Select Negatif Kontrol siRNA 

(4390843) Life Technologies, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA) marka satın 

alınmıştır.   

Glukokinaz ve β-aktin primerleri Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA) 

marka satın alınmıştır.    

ECL Western blotting luminol solüsyonu (sc-2048), dimetil sülfoksit (DMSO; sc-

358801), yağsız süt tozu (sc-2324), bikinkoninik asit protein assay kit (BCA; Intron Bio 

21071), primer antikorlar; anti-insülin reseptör β (IR-β, sc-711), anti- glukoz transporter 2 

(GLUT2; sc-9117), anti fosfo-protein kinaz B (p-AKTSer473; sc-7985), anti- protein kinaz 

B (AKT; sc-5298), anti-lipoprotein lipaz (LPL; sc-32885), anti peroksizom proliferator-

aktive edilmiş reseptör-γ (PPAR-γ; sc-7196), anti fosfo-insülin reseptör substrat-1 (p-IRS-

1 Ser307; sc-33956), anti glukoz transporter-4 (GLUT-4; sc-53566), sekonder antikorlar; 
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goat anti rabbit (sc-2030), goat anti mouse (sc-2031), dankey anti goat (sc-2020) Santa 

Cruz Biotechnology (Bergheimer, Heidelberg, Germany) marka satın alınmıştır. 

BSA fraksiyon V (ALB002), sodyum dodesil sülfat (SDS; SDS001), tris (2-amino-2-

hidroksimetil-propan-1,3-diol (TRS001), tween-20 (TWN510.500), triton X-100 

(TRX777), glisin (GLN001), BioShop Canada (Mainway, Burlington, Ontario) marka satın 

alınmıştır. 

Dötero DMSO (d6- M103424.0100), metanol (106009.2500), dötero metanol (d4-

M106028.0100), formik asit (M100263.2500), sodyum karbonat (Na2CO3; 106392), 

potasyum klorür (KCI; 104936), gliserol (104093), kloroform (102431), folin fenol reaktifi 

(109001), hidroklorik asit (HCI; 1003142), 2-propanol (100995), sodyum klorür (NaCl; 

106404), sodyum hidroksit (NaOH; 106462), kloroform (102445.2500), potasyum 

dihidrojen fosfat (KH2PO4; 104873), aseton (100013.2500), dipotasyum hidrojen fosfat 

(K2HPO4; 105101), TLC silika jel60 (GF254)  E. Merck (Darmstadt, Germany) marka satın 

alınmıştır. 

Redisep-Gold flash kromatografisi kolonları (40 gram, Ters faz C18 kolonları-

Katalog No: 69-2203-413), amonyum persülfat (APS; A1142), Tetrametil-etilen-diamin 

(TEMED; A1148) Applichem (Ottoweg, Darmstadt, Germany) marka satın alınmıştır. 

Bisakrilamid (O172), akrilamid (O341) Amresco Biochemicals (Parkway Cleveland, 

OH, ABD) markasından satın alınmıştır. Deksametazon (1042), glukoz assay kit (K606), 

glukoz alım kiti (K676), lipoliz kiti (K577), BioVision Incorporated (Headquarters, 

Milpitas, California) marka satın alınmıştır.  

ELISA fare insülin salınım kiti RayBiotech (Norcross, Georgia, ABD) marka satın 

alınmıştır. 

 Diğer gerekli maddeler yüksek saflık derecesine sahip, deneylerde kullanılabilecek 

düzeydedir. 

 

3.1.2. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

Tez çalışmasında dikey elektroforez sistemi (BioRad), elektroblotter (Thermo Fisher 

Scientific), Step One Plus® Real-Time PCR sistemi (Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific), Esco cell culture CO2 inkübatör, Nordicsafe Esco sentirel Gold (Class II BSC), 

BioSan TS-100 ısıtıcılı çalkalayıcı, soğutmalı santrifüj (Hettich Zentrifugen Mikro 200R, 

Hettich Zentrifugen Universal 320), Hanna Instruments HI2211 pH metre, C-DiGit® Blot 

Scanner-LI-COR Biosciences, Major-Science (MS) Waver Shaker, HPLC-TOF/MS 

(Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC System), Nükleer Manyetik Rezonans (NMR-
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Marka: Agilent 600 MHz, model: 600/54 ASC-premium compact), flash kromatografisi 

(Combi Flash Rf-TELEDYNE ISCO), NanoQuant (Tecan Infinite® M200 PRO) cihazları 

kullanılmıştır. 

 

3.1.3 Karabaş Otunun Temini ve Teşhisi 

Çalışmada kullanılan Karabaş otu 2014 yılı Nisan ayında Çanakkale ili Bayramiç 

ilçesinin Palamutoba köyünden 39° 52ʹ 55.22ʺ K, 26° 32ʹ 59.53ʺ D ve 256 m rakımdan taze 

olarak toplamıştır. Bitkinin teşhisi, Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Fen Edebiyat 

Fakültesi Biyoloji Bölümü öğretim üyesi Doç. Dr. Ersin Karabacak tarafından 

gerçekleştirilmiş ve kurutulmuş bir örnek Çanakkale Botanik Bahçesi Herbaryumu 

(CBB)’da 000 937 kayıt numarası ile korumaya alınmıştır. Toplanan bitkiler ışık almayan, 

serin ve kuru bir ortamda kurutularak ekstraksiyon işlemleri için hazır hale getirilmiştir. 

 

3.1.4 Çalışmada Kullanılan Hücre Hatları 

Tez çalışmasında kullandığımız C2C12 (ATCC® CRL-1772™), H4IIE (ATCC® 

CRL-1548™), 3T3L1 (ATCC® CL-173™), RAW264.7 (ATCC® TIB-71™) ve BTC-6 

(ATCC® CRL-11506™) hücre hatları ATCC (American Type Culture Collection) marka 

olup, ilk dört hücre hattı Prof. Dr. Ilya Raskin (Department of Plant Biology and 

Pathology, Rutgers University, New Jersey, USA) tarafından laboratuvarımızda yapılan 

çalışmalarda kullanılmak üzere hediye edilmiştir. BTC-6 hücre hattı, Pamukkale 

Üniversitesi öğretim üyesi Prof. Dr. Alaattin Şen tarafından laboratuvarımızda yapılan 

çalışmalarda kullanılmak üzere hediye edilmiştir. 

 

3.2. Yöntem 

Tez çalışması kapsamında kullanılacak sarf malzeme ve bitki materyalinin temin 

edilmesinin ardından kurutulmuş Karabaş otunun sulu demlemesi hazırlanarak, aşağıda 

detayları verildiği üzere etil asetat ve n-bütanol ekstratları elde edilmiştir. Ekstratların elde 

edilmesinin ardından total polifenol miktarları tayin edilmiştir. Ekstratlar, fraksiyonlar ve 

saf maddelerin hücre hatlarına uygulanacak güvenli dozlarını belirlemek için, tüm hücre 

hatlarında MTT testi yapılarak hücre canlılığı tespit edilmiştir. Temin edilen hücre 

hatlarının (H4IIE, C2C12, 3T3L1, RAW264.7, BTC-6) laboratuvar ortamına adaptasyonu 

sağlanmış, büyümeleri ve pasajlanmaları yapılarak çalışma süresince yetecek miktarda sıvı 

azot tankında stoklar oluşturulmuştur. Ayrıca, C2C12 miyoblast hücrelerinin miyotüp 

hücrelerine farklılaşması için optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Aynı şekilde 3T3L1 
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hücrelerinin farklılaşması için de optimizasyon çalışmaları yapılmış ve Oil red boyama ile 

doğrulanmıştır. Sonrasında, hücre tabanlı biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yöntemi 

kullanılarak ekstrat/fraksiyon/saf bileşikler ile insülin direnci ve dislipidemiye karşı 

etkinlik ve tarama çalışmaları aşağıda detayları verildiği üzere gerçekleştirilmiştir.  

 

3.2.1. Karabaş Otundan Farklı Çözücülerle Ekstratların Hazırlanması, 

Fraksiyonlanması, Saflaştırma ve İçerik Aydınlatma Analizleri 

Karabaş otunun çeşitli çözücüler ile ekstratlarının hazırlanması, ekstratların 

fraksiyonlanması, fraksiyonların içeriğindeki moleküllerin saflaştırılması ve bu 

moleküllerin yapı analizleri, 112T442 no’lu TUBİTAK projesi kapsamında Çankırı 

Karatekin Üniversitesi Fen Edebiyat Fakültesi Kimya Bölümü öğretim üyesi Prof. Dr. 

İbrahim Demirtaş ve ekibi tarafından gerçekleştirilmiştir. Kimyasal analizlerin 

gerçekleştirilmesinde kullanılan yöntemlere Bölüm 3.2.1.1- 3.2.1.7’de ayrıntılarıyla yer 

verilmiştir. 

 

3.2.1.1. Ekstraksiyon İşlemleri 

Ekstraksiyon işlemleri için öncelikle kurutulmuş bitki örneği (2430 g) sıvı azot ile 

öğütülerek toz haline getirilmiştir. Şilifli balona konulan 80 g toz haldeki bitki örneğinin 

üzerine 200 mL deiyonize saf su ilave edilerek neo-clavenger aparatı yardımıyla (Şekil 

3.1.a) 3-4 saat süreyle kaynatılarak sulu demlemesi yapılmıştır. Kalan bitki örneği 80 g 

örnekler halinde aynı işleme tabi tutularak sulu demleme işlemi tamamlanmış ve tüm 

örnekler birleştirilmiştir. Demlemenin ardından sulu kısım ve posayı ayırmak için örnek 

süzülüp oda sıcaklığına gelmesi sağlanmıştır. Oda sıcaklığına gelen sulu kısım ektraksiyon 

işlemi için ayırma hunisine koyularak üzerine etil asetat çözücüsü eklenmiştir (Şekil 3.1.b). 

Etil asetat ile ekstraksiyon sonucunda alt faz su fazı, üst faz etil asetat fazı olarak 

ayrılmıştır. Etil asetat fazına bir şey geçemeyene kadar bu işleme devam edilmiştir. 

Sonrasında etil asetat fazının çözücüsü buharlaştırılarak etil asetat ekstratı (EE) elde 

edilmiştir. Elde edilen EE etiketlenerek biyoaktivite çalışmalarında kullanılmak üzere -20 

ºC’ ye kaldırılmıştır. Etil asetat ile ekstraksiyonundan ayrılan sulu kısım daha sonra n-

bütanol ile ekstraksiyona tabi tutulmuştur. Elde edilen n-bütanol fazı farklı bir kaba 

alınarak evaporasyon ile çözücüsü uzaklaştırılmıştır. Bu ekstrat, BE olarak etiketlenerek 

biyoaktivite çalışmalarında kullanılmak üzere -20 ºC’ ye kaldırılmıştır. Karabaş otu 

bitkisinin su ile kaynatılması sonucu yapılan tüm ekstraksiyon işlemlerinin ardından 58,59 

g EE ve 10,02 g BE elde edilmiştir.  
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Şekil 3.1. a) Neo-clavenger aparatı yardımıyla Karabaş otunun sulu demlemesi, b) Çözücü 

ile ekstraksiyon işlemi 

 

Ekstraksiyon işlemlerinin ardından ekstratlarla gerçekleştirilen biyoaktivite 

çalışmaları sonucunda, EE’nin BE’ye göre daha aktif olduğu görülmüştür. Bu nedenle, 

çalışmanın devamında biyoaktivite rehberli farksiyonlama işlemleri ve fenolik içerik 

analizi belirleme çalışmalarına EE ile devam edilmiştir. 

 

3.2.1.2.  İnce Tabaka Kromatografisi (İTK) Analizi  

Biyoaktivite rehberli taramalar sonucu aktif olduğu düşünülen EE’nin fenolik bileşen 

grubunu ortaya çıkarmak için İTK analizi yapılmıştır. Bu analiz için öncelikle, EE’nin 

yüksek oranda çözünürlüğü sağlanmıştır. Sonrasında EE, TLC silika jel 60 kaplı hazır 

alüminyum plakaya uygulanarak uygun çözücü sistemlerinde yürütülmüştür. İçeriğindeki 

moleküllere ait spotlar 254 nm’de UV ışık altında incelenmiştir. Spot renklerinin 

görünürlüğünün artırılması için silika jel plakalarına serik sülfat (seryum sülfat) belirteci 

püskürtülerek 100 ºC sıcaklıkta oluşan spot renkleri incelenmiştir. Spot renklerinin 

görünürlüğünün artırılması için % 10 oranında sülfürik asit (H2SO4) içeren etanol belirteci 

püskürtülüp 135 ºC’de oluşan renkler değerlendirilmiştir. EE’nin İTK görünümleri Şekil 

3.2’ de verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.2.  EE’nin ince tabaka kromatografisi görüntüleri 
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3.2.1.3 HPLC-TOF/MS Analizi  

EE’nin fenolik bileşen içeriğinin aydınlatılması amacıyla analitik ayırmayı sağlayan 

HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi) cihazı kulanılmıştır. Çalışmada, uçucu 

olmayan veya sıcaklıkla kolayca bozulan bileşiklerin ayrılmasını sağlamasının yanı sıra, 

duyarlı olması ve kantitatif tayinlere kolaylıkla uyarlanabilir olması nedeniyle Agilent 

technologies 1260 infinity LC, Agilent technologies 6210 TOF-MS cihazı tercih edilmiştir. 

EE ile yapılan HPLC analizleri Çankırı Karatekin Üniversitesi, Fen Fakültesi, Kimya 

bölümünde hizmet alımı ile gerçekleştirilmiştir.  

Bu analiz için EE, küçük deney tüplerine 2 mg olacak şekilde ayrılmıştır. Sonrasında 

tüplerdeki ekstratlara 2 mL metanol (HPLC grade) eklenerek ekstratın ultrasonik su 

banyosunda (Sellecta Ultrasons-H) çözünmesi sağlanmıştır. Ekstrat tamamen çözüldükten 

sonra, 1000 ppm ve 250 ppm konsantrasyonlarında çözeltiler hazırlanmıştır. Elde edilen 

çözeltiler HPLC-TOF/MS tüplerine aktarılarak analiz için hazırlanmıştır. EE’nin HPLC-

TOF/MS analizi için hazırlanma aşamaları Şekil 3.3’ de görülmektedir. 

 

 

Şekil 3.3. EE’ nin HPLC-TOF/MS analizi öncesi hazırlanma aşamaları 

 

Bu işlemlerin ardından ekstratın kantitatif analizi için, 25000 ppm 

konsantrasyonunda hazırlanan standartlar HPLC-TOF cihazında ölçülerek kullanılan 

programın uygunluğu değerlendirilmiştir. Uygunluğun kontrol edilmesinin ardından 

tüplere hazırlanan ekstratların analizleri gerçekleştirilmiştir (Agilent technologies 1260 

infinity LC, Agilent technologies 6210 TOF-MS). Hazırlanan her ekstrat için 1000 ppm 

stok çözelti ve bu stok çözeltiden 250 ppm konsantrasyonda yeni seyreltmeler yapılmıştır. 

Tüm bu çözeltiler HPLC-TOF/MS tüplerine aktarılmıştır. Analiz için kolon sıcaklığı 35 

ºC, cihazın enjeksiyon hacmi 10 µl, kullanılan kolon modeli de ZORBAX SB-C18 4,6x100 

mm, 3,5 µm’dir. Fenolik bileşen içeriğinin aydınlatılması için kullanılan HPLC mobil faz 

programı Çizelge 3.1’ de verilmiştir. 
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Çizelge 3.1. HPLC mobil faz programı 

No Zaman (dk) % 0,1 Formik asit içeren dH2O Asetonitril 

1 0 % 90 % 10 

2 1 % 90 % 10 

3 20 % 50 % 50 

4 23 % 20 % 80 

5 25 % 90 % 10 

6 30 % 90 % 10 

 

3.2.1.4 GC-MS Analizi (Gaz Kromotografisi-Kütle Spektrometri) 

GC-MS analizleri Agilent Technologies marka (GC 7890A equipped 5975 Triple 

Axis Detector) kütle spektroskopisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu analizler için, 

HP5-MS Kolon (60 m x 320 m x 0,25 m), elektron iyonlaştırma enerjisi ve 70 eV’lik enerji 

kullanılmıştır. Taşıyıcı gaz olarak dakikada 1 mL/min akış hızı ile helyum kullanılmıştır. 

Analiz, Splitless modda injeksiyon hacmi 1 L olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Analiz 

edilen bileşiklerin yapıları cihazdaki Famedb23, Famdbwax and NIST05a 

kütüphanelerinde taranarak belirlenmiştir. GC-MS analizlerinin aşamaları aşağıda 

ayrıntılarıyla verilmiştir.  

 

3.2.1.4.1. Sililleme Prosüdürü 

Bu analiz için öncelikle, EE’nin 1 mL metanol ile tüp içerisinde çözünmesi 

sağlanarak homojen bir çözelti elde edilmiştir. Daha sonra bu çözelti üzerine 300 µl 

kloroform eklenerek 12,000 rpm’de 10 dk santrifüj yapılmıştır. Böylece apolar özellikli 

maddeler kloroform fazına geçmesi sağlanarak tüpün alt kısmında oluşan çökelti elimine 

edilmiştir. Santrifüj sonrasında kloroform fazı yeni bir ependorfa alınıp üzerine 300 µl 

kloroform eklenerek 12,000 rpm’de 10 dk süre ile tekrar santrifüj yapılmıştır. Elde edilen 

supernatanttan 100 µl yeni ependorfa alınarak sililleme işlemine geçilmiştir. Ependorf tüp 

içerisindeki çözücülerin uçurulması için hızlı vakum konsantratörü (SpeedVac, Savant 

DNA 120, Thermo Scientific) kullanılmıştır. Tüpler içerisindeki çözücü uzaklaştırıldıktan 

sonra, her bir tüpe 30 mg/mL piridin içerisinde çözünmüş olan 20 µl 

metoksiaminhidroklorid ilave edilerek 37 ºC’de 2 saat inkübasyona bırakılmıştır. Süre 

sonunda her bir tüpe 40 µl MSTFA (N-metil-N-[trimetilsilil] triflorasetamid eklenmiştir. 

Elde edilen 60 µl’lik son hacim GC-MS kılcal tüplerine aktarılarak analize hazır hale 

getirilmiştir. 

 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CDsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FGas_chromatography%25E2%2580%2593mass_spectrometry&ei=AHlrVcv0CoStsAGR-4C4AQ&usg=AFQjCNHdODUwdSwwPxTOytXjS5nlk4VKSw&sig2=t9weHU_LVyr973ZWbMikRw&bvm=bv.94455598,d.bGg
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3.2.1.4.2. GC-MS Fırın Programı 

GC-MS fırın programı için yapılan optimizasyon sonucunda başlangıç sıcaklığı 

100°C olarak belirlenerek program başlatılmıştır. Bu sıcaklıkta 10 dk’lık inkübasyonun 

ardından dakikada 5°C artışla sıcaklık 200 °C’ye çıkarılıp bu sıcaklıkta 20 dk tutulmuştur. 

Yine dakikada 5°C’lik artışla sıcaklık 270 °C’ye yükseltilerek bu sıcaklıkta 36 dk 

bekletilmiştir. EE’nin GC-MS analizi ile yapılan içerik belirleme çalışmalarında EK1 

Çizelge 1.1’ de verilen bileşikler tespit edilmiştir. 

 

3.2.1.5. EE’nin Kolon Kromatografisi ile Ayrıştırılması 

Hücre tabanlı in vitro yöntemler kullanılarak gerçekleştirilen biyoaktivite rehberli 

tarama sonuçlarına göre, EE en aktif ekstrat olarak belirlenmiş ve etken bileşiklerin 

belirlenmesi için kolon kromatografisi kullanılarak fraksiyonlarına ayrıştırılmıştır. Bu 

analizde, Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesi olarak seçilmiştir. Kromotografiye 

başlamadan 24 saat önce Sephadex LH-20 dolgu maddesi metanol çözücüsü ile muamele 

edilmiştir. Sonrasında yeterli şişme kapasitesine ulaşması için metanol/kloroform (% 35/% 

65) karışımında bekletilmiştir. Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesi, Şekil 3.4’ de 

görüldüğü gibi 2 mm dış çap ve 1,8 mm iç çapa sahip, 80 cm uzunluğunda sinterli teflon 

musluklu kolon içerisine doldurulmuştur. Kolondan metanol/kloroform (% 35/% 65) 

karışımı sürekli geçirilerek yaklaşık 1 g EE kolona uygulanmıştır. Musluk yavaş bir 

şekilde akış sağlanacak şekilde açılarak fraksiyonlar toplanmıştır. Her bir fraksiyon tüpü 

en fazla 2-3 mL olacak şekilde sabit çözücü karışımıyla fraksiyonlandırma işlemi 

yapılarak, 63 fraksiyon elde edilmiştir. İTK kontrolü ile kromatografik işlemin 

sonlandırılmasına karar verilmiştir. Benzer fraksiyonlar İTK kontrolü ile birleştirilerek 

toplamda 12 (Fraksiyon kodları: E1→E12) fraksiyon elde edilmiştir. Bu fraksiyonların 

saflık kontrolleri içerik analizleri ya da birleştirilme analizleri HPLC-TOF/MS (Agilent) ve 

600 MHz’ lik NMR cihazı (Agilent)  ile belirlenmiştir. Elde edilen fraksiyonların 

adlandırılması Araştırma Bulguları Çizelge 4.1’ de verilmiştir. 

 

 
Şekil 3.4. EE’nin Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesine uygulanması 
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3.2.1.6. Biyoaktif Fraksiyonların Flash Kromotografi ile Ayrıştırılması 

Orta basınçlı sıvı kromatografisi olarak bilinen Flash Kromatografisi oldukça hassas, 

hesaplı ve kısa zamanda gerçekleştirilen, çoklu dalga boyu seçebilme özelliğine ve geniş 

dalga boyu aralığına sahip bir yöntemdir. Bu kromotografik ayrımda düşük miktardaki 

maddelerin uygun kolon (kartuş) ile ayrılması sağlanmaktadır. Bu çalışmada biyoaktif EE 

fraksiyonlarının ayrıştırılması için Flash Kromatografisi kullanılmıştır (Şekil 3.5.a). Flash 

kromatografisi için, 40 g HP silika içeren, 200 psi (14 bar) max. basınca dayanıklı, 6 mg-

200 mg arasındaki örnek miktarını ayırabilme özelliklerine sahip kolon (Redi Sep RF-

GOLD) kullanılmıştır (Şekil 3.5.b). Bu analiz için, öncelikle Karabaş otundan elde edilen 

EE homojenize edilebilmesi için silika jele emdirilmiştir. Bu işlemde yaklaşık 6 g ekstrat 6 

g silika jel 60 GF254 kullanılarak, 1/1 oranında elusyon yapılmıştır (Şekil 3.5 c). Sonrasında 

karışım içerisinde çözücü kalmayacak şekilde çözücünün uçurulması sağlanmıştır. 

 

 

Şekil 3.5. a) EE Fraksiyonlarının ayrıştırılması için kullanılan flash kromatografisi, b) 

Flash kromatografisi kolonları (kartuşları), c) EE  

 

Flash kromatografisi için UV taramaları sonucunda 280 ve 360 nm dalga boylarında 

ayrım gerçekleştirilmiştir. Seçilen iki dalga boyunda gelecek maddeler tüplere toplanırken, 

diğer bütün renkli ve renksiz bileşikler çöp olarak toplanmıştır. Rackler içerisindeki tüplere 

en fazla 15 mL çözücü toplanacak şekilde program oluşturulmuştur. Düşük polariteli 

çözücü sistemlerinden başlanarak yüksek polariteli çözücü sistemine doğru çözücü 

karışımları kullanılmıştır. Flash kolonu önce dakikada 35 mL akış hızı olacak şekilde 

hekzan ile şartlandırılmıştır. Daha sonra uygun çözücü sistemlerinde ayrım 

gerçekleştirilmiştir. Bu analizdeki fraksiyon aralıkları ve kullanılan çözücü sistemleri 

Çizelge 3.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.2. Flash Kromatografisi fraksiyon aralığı ve çözücü sistemleri 

Çözücü Sistemi Zamanı aralığı Fraksiyonlar 

% 100 Hekzan 0-3 dk W-1 

% 100 Hekzan 3.1-4.7 dk Rack-1 

% 100 Hekzan 4.8-5.3 dk W-2a 

% 100 Hekzan 5.4-6.5 dk Rack-1 

% 100 Hekzan 6.6-25 dk W-2b 

% 100 Hekzan 25-31 dk W-3 

%50 CH2CI2  

%50 Hekzan 

31-43 dk W-4 

%50 CH2CI2  

%50 Hekzan 

43-63 dk W-5 

%50 CH2CI2  

%50 Hekzan 

63-80 dk W-6 

Karışım 80-83 dk W-7 

%100 

Kloroform 

83-101 dk Rack-1 

%100 

Kloroform 

101-108 dk W-8 

%100 

Kloroform 

109-120 dk W-9 

%100 

Kloroform 

120-136 dk W-10 

Karışım 136-140 dk W-11 

%5 Aseton  

%95 Kloroform 

140-164 dk Rack-1 

%5 Aseton  

%95 Kloroform 

164-218 dk Rack-2 

%10 Aseton  

%90 Kloroform 

218-264 dk Rack-2 

%25 Aseton  

%75 Kloroform 

264-300 dk Rack-2 

%50 Aseton  

%50 Kloroform 

0-2.4 dk W-12 

%50 Aseton  

%50 Kloroform 

2.4-51 dk Rack-1 (301.fr) 

%50 Aseton  

%50 Kloroform 

51-82 dk Rack-2 (382.fr) 

%50 Aseton  

%50 Metanol 

82-116 dk Rack-2 (435.fr) 

%50 Metanol 116-135 dk FR-21-24 

 

3.2.1.7. Fraksiyonların İzolasyon Çalışmaları 

Fraksiyonlandırma sonucunda elde edilen 12 fraksiyondan E1, E2 ve E3 

fraksiyonlarının NMR analizi sonucunda çözücüye ait pikler dışında herhangi bir pik 

görülmemiştir. Bundan dolayı bu fraksiyonlar pozitif ve negatif modlarda HPLC-TOF/MS 

cihazında analiz edilmiştir. Elde edilen analiz sonucuna göre ise, herhangi bir bileşiğe ait 

kromatogram ve iyon kütlesi görülmemiştir. Madde miktarı bakımından da az olan bu 
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fraksiyonlar bahsedilen sebepten dolayı çalışma dışında bırakılmıştır. Ayrıca, madde 

miktarı bakımından az olan E11 ve E12 fraksiyonları ise, E10 fraksiyonu ile birleştirilerek 

izolasyon çalışmalarına devam edilmiştir. Biyoaktivite rehberli tarama çalışmaları sonucu 

hedeflenen etkiyi gösteren E8, E9, E10 fraksiyonlarıyla etken madde aydınlatma ve 

saflaştırma çalışmalarına devam edilmiştir. Elde edilen aktif fraksiyonlarla gerçekleştirilen 

izolasyon çalışmalarının ayrıntıları aşağıda verilmektedir. 

 

3.2.1.7.1. E8 Fraksiyonunun İzolasyon Çalışması  

Sephadex LH-20 ile elde edilen E8 fraksiyonunun Flash Kromatografisi ile 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Apolar dolgu maddesine sahip C18 (24 g) kartuş 

kullanılarak 280 ve 700 nm dalga boyları arasında ayrım gerçekleştirilmiştir. Sıvı 

enjeksiyon portu yardımıyla maddenin kolona yükleme işlemi yapılmıştır. Kromatografi 

işleminde mobil faz % 100 su ile başlatılmış, sonrasında % 10’luk metanol artış 

gradiyentleri ile fraksiyonlar tüplere toplanmıştır. Absorbans vermeyen maddeler 150 mL 

hacimlerde toplanılmıştır. Benzer fraksiyonlar İTK yardımı ile birleştirilerek az bir çözücü 

içerisinde kristallenmeye bırakılmıştır. Oluşan kristaller 400-500 µl dötero metanol (d4-

Metanol) veya dötero DMSO (d6-DMSO) ile çözülerek 1D ve 2D NMR dataları ile yapı 

analizi yapılmıştır.  

 

3.2.1.7.2. E9 Fraksiyonunun İzolasyon Çalışması  

EE’nin Sephadex LH-20 ile elde edilen, aktivite değeri yüksek olan E9 

fraksiyonundan Flash Kromatografisi ile sekonder metabolit izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Apolar dolgu maddesine sahip C18 (24 g) kartuş kullanılarak 280 ve 

700 nm dalga boyları arasında ayrım gerçekleştirilmiştir.  Sıvı enjeksiyon portu yardımıyla 

maddenin kolona yükleme işlemi yapılmıştır. Kromatografi işleminde mobil faz % 100 su 

ile başlatılmış, sonrasında % 10’luk metanol artış gradientleri ile fraksiyonlar tüplere 

toplanmıştır. Absorbans vermeyen maddeler 150 mL hacimlerde toplanılmıştır. Benzer 

fraksiyonlar İTK yardımı ile birleştirilmiştir. Bu fraksiyonlar üzerinden tekrar küçük 

kolonlar içerisinde silikajel dolgu maddesi kullanılarak bileşik izolasyonları 

gerçekleştirilmiştir. İTK sonuçlarına göre saf olan maddeler 400-500 µl dötero metanol 

(d4-Metanol) veya dötero DMSO (d6-DMSO) ile çözülerek 1D ve 2D NMR dataları ile 

yapı analizi yapılmıştır.  
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3.2.1.7.3. E10 Fraksiyonunun İzolasyon Çalışması  

EE’nin Sephadex LH-20 ile ayrıştırması sonucu elde edilen fraksiyonlardan aktivite 

değeri yüksek olan E10 fraksiyonundan flash kromatografisi ile sekonder metabolit 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Apolar dolgu maddesine sahip C18 (24 g) kartuş 

kullanılarak 280 ve 700 nm dalga boyları arasında ayrım gerçekleştirilmiştir.  Sıvı 

enjeksiyon portu yardımıyla maddenin kolona yükleme işlemi yapılmıştır. Kromatografi 

işleminde mobil faz % 100 su ile başlatılmış, sonrasında % 10’luk metanol artış 

gradientleri ile fraksiyonlar tüplere toplanmıştır. Absorbans vermeyen maddeler 150 mL 

hacimlerde toplanılmıştır. Benzer fraksiyonlar İTK yardımı ile birleştirilmiştir. Bu 

fraksiyonlar üzerinden tekrar küçük kolonlar içerisinde silikajel dolgu maddesi kullanılarak 

bileşik izolasyonları gerçekleştirilmiştir. Saf olan maddeler 400-500 µl dötero metanol (d4-

Metanol) veya dötero DMSO (d6-DMSO) ile çözülerek 1D ve 2D NMR dataları ile yapı 

analizi yapılmıştır.  

 

3.2.1.7.4. E8, E9 ve E10 Fraksiyonlarının İçeriğindeki Moleküllerin Yapılarının 

Aydınlatılması 

Flash kromatografisinden toplanan fraksiyonların İTK analizi ile saflıkları 

değerlendirilmiştir. Moleküllerin yapı analizleri için NMR tekniği kullanılmıştır. Bu analiz 

için örnekler d6-Aseton içerisinde çözülerek 600 MHz NMR cihazı ile içeriğindeki 

bileşiklerin yapısı belirlenmiştir. Bileşiklerin yapısındaki karbon ve protonların varlığı, 

bunların moleküldeki konumları ve uzaysal olarak yönlenmesi 1D ve 2D NMR teknikleri 

ile belirlenmiştir. EK 2 Şekil 2.1-2.4’de E8 fraksiyonundan, EK 2 Şekil 2.5’de E9 

fraksiyonundan, EK 2 Şekil 2.6-2.7’de E10 fraksiyonundan izole edilen bileşiklere ve 

NMR verilerine detaylı şekilde yer verilmiştir. Üst kısımda da bahsedildiği üzere, bu 

bölüme kadar yapılan kimyasal analizler Çankırı Karatekin Üniversitesi Kimya Bölümü 

öğretim üyesi Prof.Dr. İbrahim Demirtaş ve ekibi tarafından gerçekleştirilmiştir.  

 

3.2.2. EE ve BE’nin Total Polifenol Miktarlarının Belirlenmesi 

EE ve BE’nin total polifenol miktarı Cheng ve ark.,’ları (2012) tarafından modifiye 

edilen Folin-Ciocalteu yöntemi (Singleton ve ark., 1965) kullanılarak belirlenmiştir. Bu 

yöntem, ekstratların içeriğindeki fenoliklerin hidroksil gruplarının spesifik redoks reaktifi 

olan Folin-Ciocalteu ile tepkimesi sonucu oluşan mavi renkli kompleksin ölçümüne 

dayanmaktadır. Analiz için öncelikle EE ve BE 1N Folin-Ciocalteu reaktifi (1:1, % 50 

etanol ile seyreltilmiş) ile 10 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Ardından % 20’ lik 
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Na2CO3 eklenen örnekler, 40 ºC’ de 20 dk daha inkübe edilmiştir. İnkübasyon periyodunun 

ardından karışım 16,000xg’ de 30 sn santrifüj edilerek elde edilen supernatantın 100 µl’si 

96 kuyucuklu plakaya koyulmuştur. Tepkime sonucu oluşan kompleksin verdiği absorbans 

760 nm’ de ölçülmüştür. Elde edilen total polifenol miktarları, gallik asit standardıyla 

oluşturulan kalibrasyon eğrisi kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

3.2.3. Hücre Büyütme ve Pasajlama Çalışmaları 

Çalışmada kullanılan tüm hücre hatlarının (H4IIE: sıçan hepatoma hücre hattı; 

C2C12: fare miyoblast hücre hattı; 3T3L1: fare preadiposit hücre hattı, RAW264.7: fare 

makrofaj hücre hattı, BTC-6: fare pankreatik insülinoma hücre hattı) laboratuvar ortamına 

adaptasyonu sağlanmış, büyümeleri ve pasajlanmaları yapılarak çalışma süresince yetecek 

miktarda stoklar oluşturulmuştur. Çalışmada kullanılan tüm hücre hatlarının büyütülmesi 

ve pasajlanma işlemleri, % 10 FBS DMEM besiyeri içerisinde 37 °C, % 5 CO2 ve % 95 

nem içeren ortamda yapılmıştır. Pasajlama işlemleri için hücreler % 90 yoğunluğa 

ulaştıklarında, % 0,25 Tripsin-EDTA ile flask yüzeyinden kaldırılarak 2000 rpm’de 5 dk 

santrifüjlenmiş, uygun miktardaki besiyerinde çözülmüştür. Sonrasında deney protokülüne 

uygun şekilde uygulama plakalarına ve büyütme flasklarına ekilerek çalışmalara devam 

edilmiştir.  

 

3.2.4. C2C12 ve 3T3L1 Hücrelerinin Farklılaştırılması  

C2C12 hücrelerinin farklılaşmasının gözlemlenebilmesi için hücreler, 24 kuyucuklu 

plakaya 4x104, 6 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuk 12x104 hücre içerecek şekilde 

büyüme besiyeri (% 10 FBS içeren DMEM) içerisinde ekilmiştir. 2 gün sonunda % 90 

oranında büyüyen hücrelerin besiyeri farklılaşma besiyeri (% 2 at serumu içeren fenol 

kırmızısı içermeyen DMEM) ile değiştirilmiştir. Farklılaşma besiyeri 2 ve 3. günlerde 

tazelenmiştir. 4. günün sonunda hücrelerin birbirleriyle birleşerek besiyeri içerisine nüklear 

debriz salgıladıkları ve tamamen uzamış kas (miyotüp) hücreleri formuna geçtiği 

gözlemlenmiştir. Bölüm 4 Araştırma Bulguları Şekil 4.2’ de farklılaşarak miyotüp formuna 

geçen hücreler görülmektedir. 

Çalışmada kullanılan bir diğer hücre hattı 3T3L1 preadipositlerinin olgun 

adipositlere farklılaşmasını sağlamak amacıyla, hücreler 24 kuyucuklu plakaya her bir 

kuyucukta 3x105 hücre olacak şekilde ekspansiyon besiyeri [% 10 bovine calf serum 

(BCS) içeren DMEM] içerisinde ekilmiştir. 2. gün sonunda besiyeri yenilenerek, 2 gün 

daha preadiposit ekspansiyonu sağlanmıştır. 4. günde hücrelerin besiyeri farklılaşma 
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besiyeri olarak adlandırılan, içerisinde 5 µM deksametazon, 500 µM IBMX ve 200 nM 

insülin bulunan  % 10 BCS DMEM ile değiştirilmiştir. 6. günün sonunda hücrelerin 

besiyeri 200 nM insülin içeren % 10 BCS DMEM ile değiştirilmiştir. 8. günün sonunda 

tüm hücreler tekrar % 10 BCS içeren DMEM içerisine alınarak 2 gün süreyle tamamen 

adipositlere olgunlaşması sağlanmıştır. Olgunlaşan adipositler 10. günün sonunda 

gözlemlenmiştir. Bölüm 4 Araştırma Bulguları Şekil 4.3’ de farklılaşan adipositlerdeki 

yuvarlak kesecikler halinde gözlemlenen lipid akümülasyonu görülmektedir.  

 

3.2.5. Oil Red O Boyaması 

Olgunlaşan adipositlerdeki yuvarlak kesecikler halinde gözlemlenen lipid 

akümülasyonunun doğrulanması için Oil Red O boyaması yapılmıştır. Bu deney için 

öncelikle, % 0,5 Oil Red O boyası izopropanol içinde stok çözelti olarak hazırlanmıştır. 

Sonrasında, % 0,5 Oil Red O konsantre solüsyonu su ile seyreltilerek % 60 oranında Oil 

Red O çalışma solüsyonu hazırlanmıştır. 3T3L1 preadipositlerinin olgun adipositere 

farklılaşma periyodu tamamlandığında hücreler 1 kez PBS ile yıkanarak 1 saat boyunca % 

10 formaldehit ile fikse edilmiştir. Fiksasyonun ardından hücreler önce PBS (1X) ile, 

sonrasında % 60 izopropanol ile yıkanarak, hücre plakası 10 dk çeker ocak altında 

bekletilmiştir. Kuyucuklardaki hücrelere belirlenen hacimde Oil Red O çalışma solüsyonu 

eklenerek hücreler 2 saat boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon periyodunun ardından Oil 

Red O boyasını uzaklaştırmak için hücreler 2 kez distile su ile yıkanarak mikroskop altında 

gözlemlenmiştir. Bölüm 4 Araştırma Bulguları Şekil 4.4’ de görüldüğü üzere, farklılaşan 

adipositlerde Oil red O boyamasıyla adipogenezisin gerçekleştiği doğrulanmıştır. 

 

3.2.6. Hücre Canlılığı Çalışmaları 

Karabaş otu sulu demlemesinden elde edilen ekstratların, fraksiyonların ve saf 

maddelerin hücre canlılığı üzerindeki etkilerini değerlendirmek için, öncelikle bu 

partisyonların uygun çözücülerle çözünürlüğü sağlanmıştır. EE çözücüsünün 

kuyucuklardaki son konsantrasyonu % 0,25 olacak şekilde etil alkol içerisinde 

çözünmüştür. Bu oranda kullanılan etil alkol daha önce yapılan pek çok benzer çalışmada 

çözücü olarak güvenli bir şekilde kullanıldığı ve interferans yaratmadığı literatürde 

gözlemlenmiştir (Waterman ve ark., 2014; Boudreau ve ark., 2014). Her bir partisyon için 

tek bir çözücü kullanılması açısından diğer ekstrat/fraksiyon ve saf maddelerde % 50 

oranında etil alkol içerisinde çözülerek son konsantrasyon % 0,25 olacak şekilde hücrelere 

uygulanmıştır. Ekstratların hücre canlılığı üzerine etkilerini belirlemek için hücrelere 24 
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saat süresince değişik konsantrasyonlarda (400, 200, 100, 50, 25, 12,5 ve 6,25 µg/mL ) EE 

ve BE’nin uygulamaları yapılmıştır. 24 saat sonunda hücrelerin üzerine MTT [3-(4,5-

dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] eklenerek Mosmann (1983) 

metoduna göre hücre canlılığı değerlendirilmiştir. Hücrelerin canlılık oranları, ELISA 

okuyucu ile 570 ve 690 (background) nm’de ölçülmüştür. Ayrıca kuyucuklara ekstrat ile 

muamele etmediğimiz kontrol grubuna ek olarak % 0,25 etil alkol içeren besiyeri 

konulmuştur. Değişik konsantrasyonlardaki Karabaş otu ekstratları ile muamele edilen doz 

grupları, kontrol (% 0,25 etil alkol içeren DMEM) ile karşılaştırarak, farklı dozlardaki 

ekstratların farklı hücre hatlarında hücre canlılığı üzerine olan etkisi saptanmıştır.  

 

3.2.7. Fizyolojik Etki Çalışmaları 

3.2.7.1.Ekstratların, Fraksiyonların ve Saflaştırılan Bileşiklerin H4IIE 

Hücrelerinde Glukoneojenik Glukoz Üretimi Üzerine Etkilerinin Belirlenmesi 

H4IIE hücreleri ile yapılan çalışmalarda, öncelikle hücreler % 2,5 at serumu ve % 

2,5 FBS içeren DMEM içerisinde,  her kuyucukta 3x105 hücre olacak şekilde 24 

kuyucuklu kültür plakalarına ekilmiştir. Hücrelerin plaka yüzeyini tamamen 

kaplamalarının ardından (2 gün), Dex-cAMP ile glukoneojenezi indüklemek için (Govorko 

ve ark., 2007) hazırlanan serum içermeyen DMEM içerisinde ekstratların (EE-BE: 25 ve 

50 µg/mL), fraksiyonların (E1-E12: 25 µg/mL) ve saf maddelerin (RA: Rosmarinik asit, 

CA: Kafeik asit, LUT: Luteolin, PAME: Propanoik asit metil ester, A7G: Apigenin-7-

glukozit, RA-CA: kaffeoyl rosmarinik asit: 50 µM) belirtilen dozlarda uygulamaları 

yapılmıştır. 2 mM metformin pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. Uygulamanın ardından 

hücreler, 5 saat 37°C’de CO2 inkübatöründe inkübe edilmiştir. 5 saat sonunda, hücreler 

glukoz içermeyen, pürivat ve laktat gibi glukoneojenik substratlarla zenginleştirilmiş 

starvasyon besiyeri içerisine alınarak, tekrar aynı dozlarda izolatlar uygulanmıştır. 37°C’de 

% 5 CO2 içeren ortamda 3 saat süren inkübasyon periyodunun ardından, besiyerleri 

toplanarak içeriklerindeki (hücreler tarafından üretilen ve besiyerine salınan) glukoz 

miktarları glukoz assay kiti (Biovision) ile üretici firmanın talimatları doğrultusunda tayin 

edilmiştir. Besiyerlerinin toplanmasının ardından hücrelere lizis tamponu eklenerek BCA 

kiti ile protein miktarları ölçülmüştür. Hesaplanan glukoz konsantrasyonları, hücre 

lizatlarından tayin edilen protein konsantrasyonları ile normalize edilmiştir. 
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3.2.7.2. Ekstratların H4IIE Hücrelerinde Glukoz Tüketimi Üzerine Etkilerinin 

Belirlenmesi 

EE ve BE’nin H4IIE hepatoma hücrelerinde glukoz tüketimi üzerine etkisini 

belirlemek için öncelikle hücreler % 2,5 FBS ve % 2,5 at serumu içeren DMEM içerisinde 

her kuyucukta 3x105 hücre olacak şekilde 24 kuyucuklu kültür plakalarına ekilmiştir. 

Hücreler kültür plakasını tamamen kaplamalarının ardından (2 gün), % 0,3 BSA (bovine 

serum albumin) içeren düşük glukozlu (5,5 mmol/L) uygulama besiyerleri içerisinde EE ve 

BE (25 ve 50 µg/mL dozlarında) ile muamele edilmiştir. 24 saat sonunda besiyerleri 

toplanarak,  besiyerlerindeki tüketim sonrası kalan glukoz miktarları glukoz assay kiti 

(Biovision) ile üretici firmanın talimatları doğrultusunda belirlenmiştir. Hücre olmayan 

besiyeri kültür plakalarında hücrelerle aynı koşullarda bekletilmiştir. Deney sonrası, glukoz 

tüketim miktarları hücre olmayan besiyerindeki glukoz konsantrasyonundan çıkarılarak 

hesaplanmıştır. Hesaplanan glukoz konsantrasyonları, hücre lizatlarından tayin edilen 

protein konsantrasyonları ile normalize edilmiştir. 

 

3.2.7.3. Ekstratların İnsülin Direnci Geliştirilen C2C12 Miyotüplerinde Glukoz 

Alımı Üzerine Etkilerinin Belirlenmesi 

EE ve BE’nin C2C12 miyotüplerindeki glukoz alımı üzerine etkisini belirlemek için 

ilk olarak hücreler % 10 FBS içeren DMEM içerisinde her kuyucukta 3x104 hücre olacak 

şekilde 96 kuyucuklu kültür plakalarına ekilmiştir. Miyoblastların kültür plakasını 

tamamen kaplamalarının ardından (3 gün), % 2 at serumu içeren farklılaşma besiyeri 

içerisinde 4 gün boyunca miyotüplere farklılaşması sağlanmıştır. Dördüncü gün sonunda 

tamamen miyotüplere farklılaşan hücreler, insülin direnci oluşturma amacıyla serbest yağ 

asidi (Palmitik asit) içermeyen (-) SYA ve içeren (+) SYA uygulama besiyeri kullanılarak 

ekstratların farklı dozları (25 ve 50 µg/mL ) ile gece boyu inkübe edilmiştir. Ardından, % 

0,3 BSA içeren DMEM içerisinde 4 saat süreyle serum starvasyonu yapılmıştır. Bu 

protokol ve uygulama besiyerinin içeriği Çizelge 3.3’ de ayrıntılı bir şekilde verilmiştir. 4 

saat sonunda hücreleri glukozdan yoksun bırakmak için her bir kuyucuğa 100 µl % 2 BSA 

içeren KRPH (Krebs-Ringer-Phosphate-HEPES) tamponu eklenerek hücreler 40 dk 

boyunca inkübe edilmiştir. 40 dk sonunda glukoz taşıyıcılarını aktive etmek için 20 dk 100 

nM insülin uygulaması yapılmıştır. Ardından hücrelere glukoz girişini sağlamak için 20 dk 

2-deoksiglukoz uygulaması yapılmıştır. Sonrasında ortamdan glukozu uzaklaştırmak için 

hücreler PBS (1X) ile 3 kere yıkanmıştır. Ardından glukoz uptake kiti (Biovision) 
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kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda hücrelere alınan glukozun seviyesi 

belirlenmiştir. 

 

Çizelge 3.3. İnsülin direnci oluşturulmasında gruplara özgü kullanılan uygulama 

besiyerlerinin bileşimi ve oranları 

 

3.2.7.4. Saflaştırılan Aktif Maddelerin BTC-6 (fare pankreatik beta hücre hattı) 

Hücre Hattında İnsülin Salınımı Üzerine Etkilerinin Belirlenmesi 

BTC-6 hücreleri 24 kuyucuklu plaka içerisine her bir kuyucukta 1x105 hücre olacak 

şekilde ekilmiştir. Hücreler kültür plakasında uygun yoğunluğa ulaştıktan sonra Krebs-

Ringer bikarbonat/HEPES tamponu pH 7.4 (HEPES: 10 mM, NaCl: 129 mM, MgSO4: 1,2 

mM, NaHCO3:5 mM, CaCl2; 2,56 mM, KCl:4,7mM, KH2PO4: 1,2 mM) ile bir kere 

yıkanarak, 30 dk süreyle glukoz içermeyen Krebs/HEPES tamponu içinde 37 °C’de inkübe 

edilmiştir. Sonrasında her bir kuyucuğa glukoz konsantrasyonu 25 mM olan besiyeri 

eklenerek saflaştırılan bileşiklerin (RA, CA, LUT, PAME, A7G, L7G, BA, RA-CA)  50 

µM dozda uygulamaları yapılmıştır. Hücrelerin 6 saat boyunca 37 °C’de inkübasyonlarının 

ardından besiyerlerine salınan insülin miktarlarının ölçümü için besiyerleri toplanarak -

80°C’ de muhafaza edilmiştir. Üretici firmanın talimatları doğrultusunda ELISA kit 

Gruplar                             Uygulama Besiyeri  (1:40)  

 

 

Gece 

boyu 

inkübasyon 

 

(-) SYA 

% 20 BSA içeren DMEM  (1)                                                 

Farklılaşma besiyeri (% 2 At serumu içeren DMEM) (40) 1:40 

oranında karıştırılır. 

(+) SYA  

% 20 BSA- Na-palmitat konjugatı içeren DMEM (1) 

Farklılaşma besiyeri (% 2 At serumu içeren DMEM) (40) 

1:40 oranında karıştırılır. 

EE-25 µg/mL  

EE-50 µg/mL  

BE-25 µg/mL  

BE-50 µg/mL  

 

(-) SYA 

% 20 BSA içeren DMEM (1)      

% 0,3 BSA içeren düşük glukozlu DMEM (40) 

1:40 oranında karıştırılır. 

Gece 

boyu 

inkübasyonun 

ardından 

4 saat 

inkübasyon 

(+) SYA  

% 20 BSA-Na palmitat konjugatı içeren DMEM (1) 

% 0,3 BSA içeren düşük glukozlu DMEM  (40) 

1:40 oranında karıştırılır. 

EE-25 µg/mL  

EE-50 µg/mL  

BE-25 µg/mL  

BE-50 µg/mL  
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protokolü (Raybiotech) uygulanarak hücreler tarafından besiyerine salınan insülin 

miktarları belirlenmiştir. İnsülin salınım miktarları hücre lizatlarından tayin edilen protein 

konsantrasyonları ile normalize edilmiştir.  

 

3.2.7.5. Ekstratların ve Saflaştırılan Aktif Maddelerin 3T3L1 Adipositlerinde 

Gliserol Salınımı Üzerine Etkilerinin Belirlenmesi 

3T3L1 adiposit hücrelerinde gliserol salınımını ölçmek için hücreler öncelikle % 10 

BCS içeren DMEM içerisinde, her bir kuyucukta 3x104 hücre olacak şekilde 24 kuyucuklu 

kültür plakalarına ekilmiştir. Preadipositlerin kültür plakalarının yüzeyini tamamen 

kaplamalarının ardından (4 gün), 2 gün farklılaşma besiyeri (5 mM IBMX, 50 µM 

deksametazon ve 200 nM insülin), 2 gün 200 nM insülin içeren besiyeri, 2 gün de % 10 

BCS içeren besiyeri içerisinde 6 gün boyunca adipositlere farklılaşmaları sağlanmıştır. 

Farklılaşmanın ardından, olgun adipositlere ekstratların 25 ve 50 µg/mL dozları ile aktif 

olduğu düşünülen saf maddelerin (RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA) 50 µM dozu 

uygulanarak 24 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon periyodunun ardından hücreler lipoliz 

yıkama solüsyonu ile yıkanmıştır. Lipoliz kit protokülünde belirtilen konsantrasyonda 

isoproterenol ile lipolizin indüklenmesi sağlanmıştır. İsoproterenol ile indüklenen lipoliz 

sonucu besiyerine salınan gliserol miktarları üretici firmanın protokolü doğrultusunda 

belirlenmiştir. Elde edilen gliserol konsantrasyonları, hücre lizatlarındaki protein 

konsantrasyonları ile normalize edilmiştir. 

 

3.2.8. Protein Ekspresyon Analizleri 

3.2.8.1. Hücre Lizatlarında Total Protein Miktarının Tayini 

Hücre lizatlarındaki total protein miktarı, BCA assay kiti kullanılarak üretici 

firmanın talimatları doğrultusunda belirlenmiştir. Fizyolojik etki çalışmalarının ardından 

elde edilen verilerin normalizasyonu için lizis tamponu ile hücrelerdeki protein içeriği 

açığa çıkarılmıştır. Ardından, kültür plakasındaki hücreler toplanarak 14,000xg’de 4°C’de 

10 dk santrifüjlenmiştir. Bikinkoninik Asit (BCA) kiti ile hücre lizatındaki protein 

miktarları belirlenmiştir. BCA yöntemi, alkali çözeltideki proteinlerin, Cu+2’ yi Cu+1’ e 

indirgeyerek, Cu+1’ in BCA ile oluşturduğu mor renkli kompleksin 562 nm’ de 

spektrofotometrik olarak ölçümüne dayanmaktadır. BSA standart olarak kullanılmıştır. 
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3.2.8.2. C2C12 Fare İskelet Kası Hücrelerinde İnsülin Direnci Oluşturulması ve 

Western Blot Analizleri için Proteinlerin Toplanması 

SDS PAJE ve Western blot analizi için, miyoblast hücreleri % 10 FBS içeren 

DMEM içerisinde, her kuyucukta 12x104 hücre olacak şekilde 6 kuyucuklu kültür 

plakalarına ekilmiştir. Miyoblast hücrelerinin farklılaşma besiyeri içerisinde (% 2 at 

serumu içeren besiyeri) 4 gün boyunca miyotüplere farklılaşması sağlanmıştır. 

C2C12 miyoblastlarının miyotüplere farklılaşmasının ardından, hücrelerde insülin 

direnci oluşturmak için serbest yağ asidi içeren besiyeri içerisinde izolatların 

(ekstrat/fraksiyon yada saf maddeler) farklı konsantrasyonları uygulanmıştır. Buna göre, 

Çizelge 3.3’ de verilen besiyerleri içerisinde (-) SYA (kontrol) ve (+) SYA (kontrol), 

ekstratların (EE-BE: 25 ve 50 µg/mL), fraksiyonların (E1-E12: 25 µg/mL) ve saf 

maddelerin (RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA: 50 µM) belirtilen dozlarda 

uygulamaları yapılarak hücreler gece boyu inkübe edilmiştir. Ertesi gün, % 0,3 BSA içeren 

düşük glukozlu DMEM kullanılarak Çizelge 3.3’ de açıklandığı gibi 40:1 oranında 

hazırlanan uygulama besiyeri içerisinde ekstrat, fraksiyon ve saf maddelerin tekrar aynı 

dozlarda uygulamaları yapılıp, hücreler 4 saat daha inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

periyodunun ardından, her bir kuyucuğa 10 dk 100 nM insülin uygulaması yapılmıştır. 10 

dk sonra hücreler RIPA tamponu  [radyo immuno presipitasyon assay tamponu pH 8,0: 50 

mM Tris, 150 mM sodyum klorür, % 0,1 SDS (sodyum dodesil sulfat), % 0,5 sodyum 

deoksikolat, % 1 Triton X-100] ile toplanmıştır. Hücre lizatları SDS-PAJE ve Western blot 

analizlerinde kullanılmak üzere -80 °C’de muhafaza edilmiştir. RIPA tamponu ile toplanan 

hücre lizatlarındaki total protein miktarı, BCA assay kiti kullanılarak üretici firmanın 

talimatları doğrultusunda belirlenmiştir. 

 

3.2.8.3. H4IIE Hepatoma Hücrelerinde İnsülin Direnci Oluşturulması ve 

Western Blot Analizleri için Proteinlerin Toplanması 

SDS PAJE ve Western blot analizi için, H4IIE hücreleri % 2,5 FBS ve % 2,5 at 

serumu içeren DMEM içerisinde, 4x105 hücre olacak şekilde 6 kuyucuklu kültür 

plakalarına ekilmiştir. H4IIE hücrelerinde insülin direnci geliştirmek için, C2C12 

hücrelerine uygulanan serbest yağ asidi ile insülin direnci prosedürü kullanılmıştır. Buna 

göre, Çizelge 3.4’ de belirtildiği gibi hazırlanan besiyerleri içerisinde (-) SYA (kontrol) ve 

(+) SYA (kontrol), ekstratların (EE-BE: 25 ve 50 µg/mL) ve saf maddelerin (RA, CA, 

LUT, PAME, A7G, RA-CA: 50 µM) belirtilen dozlarda uygulamaları yapılarak hücreler 

gece boyu inkübe edilmiştir. Ertesi gün, % 0,3 BSA içeren düşük glukozlu DMEM 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0CDkQFjAE&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FRadioimmunoprecipitation_assay_buffer&ei=WJNlVbygD4aqsgGu7oCICQ&usg=AFQjCNGYP9hjB4lonSi2kdyTQz0y6yW0kA&sig2=PtfdnGGSuEhXwIj6HQ1Nww&bvm=bv.93990622,d.bGg
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kullanılarak Çizelge 3.4’ de açıklandığı gibi 40:1 oranında hazırlanan uygulama besiyeri 

içerisinde ekstrat ve saf maddelerin uygulamaları tekrar yapılarak, hücreler 4 saat daha 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon periyodunun ardından, her bir kuyucuğa 10 dk 100 nM 

insülin uygulaması yapılmıştır. 10 dk sonra hücreler RIPA tamponu ile toplanmıştır. Hücre 

lizatları SDS-PAJE ve Western blot analizlerinde kullanılmak üzere -80 °C’de muhafaza 

edilmiştir. RIPA buffer ile toplanan hücre lizatlarındaki total protein miktarı, BCA assay 

kiti kullanılarak üretici firmanın talimatları doğrultusunda belirlenmiştir. 

 

3.2.8.4. Saflaştırılan Aktif Maddelerin BTC-6 (sıçan pankreatik beta) 

Hücrelerinde GLUT-2 Protein Seviyesi Üzerine Etkilerin Belirlenmesi  

BTC-6 hücreleri 6 kuyucuklu plaka içerisine her kuyucukta 4x105 olacak şekilde 

ekilmiştir. Hücrelerin plakanın yüzeyini tamamen kaplamalarının ardından Krebs-Ringer 

bikarbonat/HEPES tamponu pH 7,4 ile bir kere yıkanarak, 30 dk süreyle glukoz içermeyen 

Krebs/HEPES tamponu içinde 37 °C’de inkübe edilmiştir. Sonrasında her bir kuyucuğa 

glukoz konsantrasyonu 25 mM olan besiyeri eklenerek saflaştırılan bileşiklerin (RA, CA, 

LUT, PAME, L7G, A7G, RA-CA, BA) 50 µM dozda uygulamaları yapılmıştır. 37 °C’de 

CO2 inkübatöründe 8 saat süren inkübasyonlarının ardından, hücreler RIPA tamponu ile 

toplanmıştır. Elde edilen hücre lizatındaki protein konsantrasyonları BCA assay kiti 

kullanılarak tayin edilmiştir. Hücre lizatları SDS-PAJE ve Western blot analizlerinde 

kullanılmak üzere -80 °C’de muhafaza edilmiştir. RIPA tamponu ile toplanan hücre 

lizatlarındaki total protein miktarı, BCA assay kiti kullanılarak üretici firmanın talimatları 

doğrultusunda belirlenmiştir. BSA standart olarak kullanılmıştır. 

 

3.2.8.5. SDS-PAJE ve Western Blot Teknikleri 

C2C12, H4IIE, 3T3L1, BTC-6’den elde edilen proteinler dikey elektroforez tekniği 

ile SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) yöntemi kullanılarak ayrıştırılmıştır 

(Laemmli, 1970). Her bir hedef molekülün protein düzeyleri spesifik antikorlar 

kullanılarak Western Blot tekniği ile immunolojik olarak tayin edilmiştir (Şekil 3.6). 
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Şekil 3.6. Spesifik antikorlar kullanılrak proteinlerin immünolojik analizi 

(https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/Techniques/TechElectrophoresis

.htm’ den uyarlanmıştır) 

 

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil sülfat (SDS), 

varlığında Laemmli (1970)’ de tanımlanan kesintili tampon sisteminde gerçekleştirilmiştir. 

Farklı moleküler ağırlıklara sahip proteinler için ayrıştırıcı jel konsantrasyonları optimize 

edilmiştir (Çizelge 3.4). 

 

Çizelge 3.4. SDS-PAJE yönteminde kullanılan ayrıştırıcı ve sıkıştırıcı jel bileşenleri 

Stok Çözeltiler  (mL) 
Ayrıştırıcı Jel 

(% 8,5) 

Ayrıştırıcı Jel 

(% 12) 

Sıkıştırıcı Jel 

(% 4) 

Jel Çözeltisi  8,5 12 1,3 

Distile Su 13,55 10,04 6,1 

Ayrıştırıcı Jel Tamponu  

Tris-HCl, pH: 8,8 
7,5 7,5 - 

Sıkıştırıcı Jel Tamponu  

Tris-HCl, pH: 6,8 
- - 2,5 

% 10 SDS  0,3 0,3 0,1 

% 10 APS  0,15 0,15 0,050 

TEMED  0,015 0,015 0,010 

 

Hücrelerden elde edilen proteinler BioRad dikey elektroforez sistemi kullanılarak 

elektroforetik olarak ayrıştırılmıştır. Elektroforetik ayrıştırmanın ardından yapılan Western 

blot analizi için, elektroforez sistemindeki jel, transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM 

glisin ve % 10 metanol) içerisinde 10 dk boyunca sabit hızlı bir çalkalayıcıda inkübe 

edilmiştir [Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987)’da tanımlandığı gibi]. 

https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/Techniques/TechElectrophoresis.htm
https://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/Techniques/TechElectrophoresis.htm
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Elektroforetik transfer için kullanılan Electroblotter’ın platinyum tabanına önceden 

transfer tamponu kullanılarak nemlendirilmiş Whatman kağıdı yerleştirilerek olası 

kalabilecek hava kabarcıklarını gidermek amacıyla bir deney tüpü üzerinde yuvarlanmıştır. 

Whatman kağıdı üzerine dikkatlice yerleştirilen jelin üzerine nitroselüloz membran 

dikkatlice yerleştirilerek üzerine önceden ıslatılmış başka bir Whatman kağıdı koyularak 

sandviç tamamlanmıştır. Hava kabarcıklarının tamamen uzaklaştırılmasını sağlamak için 

membranı kendi pozisyonunda sabit tutarken bir deney tüpü nazikçe üzerinde 

yuvarlanmıştır. Elektroforetik transfer tankı, sandviçler tamamen tamponun içerisinde 

kalacak şekilde transfer tamponu ile doldurulup güç kaynağına bağlanmıştır. Voltaj 90 V’a 

ayarlanarak proteinler 2 saat süresince elektroforetik olarak transfer edilmiştir. Transfer 

işleminin ardından membran proteinlerin bulunduğu yüzey üstte kalacak bir biçimde bir 

kaba alınmıştır. Ardından 1 saat boyunca; fosforile proteinler için TBST içinde % 5 BSA 

içeren, fosforile olmayan proteinler için TBST içinde % 5’lik yağsız süt tozu içeren 

bloklama çözeltisi ile sabit hızlı çalkalayıcıda inkübe edilmiştir. Daha sonra, fosforile 

proteinlerin tayinin gerçekleştirileceği membran, % 5 BSA içeren TBST içerisinde 

hazırlanmış primer antikor ile, fosforile olmayan proteinlerin tayininin yapılacağı 

membran, % 5’lik yağsız süt tozu içeren TBST çözeltisi içinde önerilen 

konsantrasyonlarda hazırlanan primer antikorlar ile gece boyu inkübe edilmiştir. Primer 

antikorlarla gece boyu inkübasyonun sonrasında membran, işaretleyici enzim-Horse 

Radish Peroksidaz ile bağlı olan ikincil antikorlarla inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

periyodundan sonra membran Western Blotting Luminol Solüsyonu ile muamele edilerek 

protein bantları C-DiGit® Blot Scanner cihazında görüntülenmiştir. Protein bantları, Image 

Studio Digits software ile densitometrik olarak analiz edilmiştir. Elde edilen protein 

bantları β-aktin’e göre normalize edilmiştir.  

 

3.2.9. Gen Ekspresyon Analizleri  

3.2.9.1. Ekstratların, Fraksiyonların ve Saflaştırılan Bileşiklerin H4IIE 

Hücrelerinde Glukoneojenezde Rol Oynayan Hedef Genlerin Ekspresyon Seviyesi 

Üzerine Etkilerinin Belirlenmesi 

Ekstratların, fraksiyonların ve saflaştırılan bileşiklerin, glukoneojenez yolağında 

düzenleyici rol oynayan PEPCK ve G6Paz genlerinin mRNA seviyeleri üzerine etkileri 

Real time-PCR analizi ile belirlenmiştir. Bu analiz için H4IIE hepatoma hücreleri, % 2,5 at 

serumu ve % 2,5 FBS içeren DMEM içerisinde, her kuyucukta 3x105 hücre olacak şekilde 

24 kuyucuklu kültür plakalarına ekilmiştir. Hücreler plakaların yüzeyini tamamen 
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kapladıktan sonra (2 gün), glukoneojenezi indüklemek için Dex-cAMP ile hazırlanan 

besiyeri içerisinde ekstratların (EE-BE: 25 ve 50 µg/mL), fraksiyonların (E1-E12: 25 

µg/mL), saf maddelerin (50 µM) belirtilen dozları hücrelere uygulanmıştır. Uygulamanın 

ardından hücreler 8 saat 37 °C’de inkübe edilmiştir. Süre sonunda TRIzol® solüsyonu 

kullanılarak toplanan hücrelerden üretici firmanın talimatları doğrultusunda RNA 

İzolasyonu yapılmıştır. Elde edilen RNA kalitesi % 1 agaroz jel elektroforezinde 

görüntülenirken, saflıkları ve konsantrasyonları Nanoquant cihazı kullanılarak 

belirlenmiştir. RNA konsantrasyonlarının belirlenmesinin ardından high capacity cDNA 

reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanılarak cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir. Ardından, uygulanan ekstrat/fraksiyon/saf maddelerin gen ekspresyon 

seviyelerine etkilerini değerlendirmek için, PEPCK ve G6Paz genlerine özgü TaqMan® 

probları kullanılarak Real time-PCR analizleri gerçekleştirilmiştir. Real time analizlerinde 

kullanılan cDNA miktarları optimize edilmiştir. Her genin ayrı olarak yapılan 

amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon eğrisi oluşturularak erime eğrisi analizleri 

yapılmıştır. Amplifikasyonun ardından elde edilen gen ekspresyon seviyeleri 

karşılaştırılmalı ddCt metodu kullanılarak ile β-aktin Ct değerine karşı normalize edilerek 

hesaplanmıştır. Dex-cAMP ile indüklenen kontrol ddCt değeri kalibrator olarak kullanılmış 

ve 1 kabul edilmiştir. 

 

3.2.9.2. Saflaştırılan Bileşiklerin BTC-6 Hücrelerinde Glukokinaz mRNA 

Seviyesi Üzerine Etkilerin Belirlenmesi 

BTC-6 hücreleri 24 kuyucuklu plaka içerisine her bir kuyucukta 1x105 hücre olacak 

şekilde ekilmiştir. Hücreler kültür plakasında uygun yoğunluğa ulaştıktan sonra Krebs-

Ringer bikarbonat/HEPES tamponu pH 7.4 ile bir kere yıkanarak, 30 dk süreyle glukoz 

içermeyen Krebs/HEPES tamponu içinde 37 °C’de inkübe edilmiştir. Sonrasında her bir 

kuyucuğa glukoz konsantrasyonu 25 mM olan besiyeri eklenerek saflaştırılan bileşiklerin 

(RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA) 50 µM dozda uygulamaları yapılmıştır. Hücreler, 6 

saat süreyle 37 °C’de inkübe edilmiştir. Sonrasında, TRIzol® solüsyonu kullanılarak 

toplanan hücrelerden üretici firmanın talimatları doğrultusunda RNA İzolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen RNA kalitesi % 1 agaroz jel elektroforezinde 

görüntülenirken, saflıkları ve konsantrasyonları Nanoquant cihazı kullanılarak 

belirlenmiştir. RNA konsantrasyonlarının belirlenmesinin ardından high capacity cDNA 

reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanılarak cDNA sentezi 

gerçekleştirilmiştir.  Ardından, uygulanan maddelerin gen ekspresyon seviyelerine 
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etkilerini değerlendirmek için, Glukokinaz genine özgü spesifik primer ve SyBR Green 

reaksiyon karışımı kullanılarak Real time-PCR analizleri gerçekleştirilmiştir. 

Amplifikasyon koşulları, 95 °C 2 dk, 40 döngü: 94 °C 15 sn, 60 °C 1 dk olarak optimize 

edilmiştir. Amplifikasyonun ardından elde edilen gen ekspresyon seviyeleri 

karşılaştırılmalı ddCt metodu kullanılarak ile β-aktin Ct değerine karşı normalize edilerek 

hesaplanmıştır.  

 

3.2.9.3. Saflaştırılan Bileşiklerle H4IIE Hücrelerindeki Transkriptom Analizleri 

için Kullanılan Yöntemler 

Aktif olduğu tespit edilen ekstratın (EE) ve RA, CA, RA-CA ve LUT bileşiklerinin 

insülin direncine karşı etkileri H4IIE hücre hattında tüm genom transkriptom analizleri ile 

de teyit edilmiştir. Agilent SurePrint G3 sıçan GE 8X60K Mikroarray'ler (Agilent®) tüm 

genom gen ekspresyonu analizlerinde kullanılan ve her bir gene özgü problar içeren 

microarray çipleridir. Kullanılan çipler üzerinde kodlanmış ve üzerine purifiye edilmiş 

cRNA’ların hibridize olabileceği şekilde tasarlanmışlardır. Total mRNA örneklerinden 

pürifiye edilmiş cRNA örnekleri, çip yüzeyine hibridize edilmiştir. Bir çip üzerinde 8 

örnek çalışmak için ayrı kanallar yer almaktadır. Her bir kanal tüm genom boyu dağılmış 

yaklaşık 60,000 farklı prob içermektedir. 

Bu analiz için H4IIE hepatoma hücreleri, % 2,5 at serumu ve % 2,5 FBS içeren 

DMEM içerisinde,  her kuyucukta 3x105 hücre olacak şekilde 24 kuyucuklu kültür 

plakalarına ekilmiştir. H4IIE hücrelerinin plaka yüzeyini tamamen kaplamalarının 

ardından, insülin direnci oluşturmak için, serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturma 

prosedürü kullanılmıştır. Buna göre, Çizelge 3.3’ de belirtildiği gibi hazırlanan besiyerleri 

içerisinde seçilen saf maddelerin ve etkin ekstratın (RA, CA, LUT, RA-CA: 50 µM, EE: 

25 µg/mL) belirtilen dozda uygulamaları yapılarak hücreler gece boyu inkübe edilmiştir. 

Ertesi gün, % 0,3 BSA içeren düşük glukozlu DMEM kullanılarak Çizelge 3.3’ de 

açıklandığı gibi 40:1 oranında hazırlanan uygulama besiyeri içerisinde saf maddelerin 

uygulamaları tekrar yapılmıştır ve hücreler 4 saat daha inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

periyodunun ardından, TRIzol® solüsyonu kullanılarak toplanan hücrelerden üretici 

firmanın talimatlarına göre RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen RNA’ların 

konsantrasyonları Nanoquant cihazında belirlenmiştir. Sonrasında elde edilen RNA’lar tüm 

genom üzerinde karşılaştırılmalı gen ekspresyon analizleri için firmaya ulaştırılmıştır.  

Bu çalışmalarda firmaya kuru buz içerisinde, yukarıda anlatıldığı gibi uygulama 

yapılan ve kontrol hücrelerinden elde edilmiş toplam yedi grup RNA gönderilmiştir.  Bu 



 

64 

 

gruplar, 1. Grup: (+) SYA (insülin direnci geliştirilen), 2.Grup: (-) SYA (normal kontrol), 

3. Grup: RA 50 µM (+) SYA, 4.Grup: CA 50 µM (+) SYA, 5. Grup: RA-CA 50 µM (+) 

SYA, 6. Grup: LUT 50 µM (+) SYA,  7. EE 25 µg/mL (+) SYA’dır. Gönderilen bu 

RNA’ların kalite kontrolleri ve konsantrasyon ölçümleri tarafımızca Nanoquant cihazı 

(Tecan Infinite® M200 PRO) kullanılarak belirlenmiş, firma tarafından da Agilent 2100 

Bioanalyzer cihazı kullanılarak teyit edilmiştir.  

Her bir işaretlenmiş 750 ng cRNA, 1 µl 25X parçalama tamponu ve 5 µl 10X bloke 

tamponu eklenerek parçalanmış ve daha sonra 30 dk. boyunca 60 °C' de ısıtılmıştır. Son 

olarak 25 µl 2X hibritleme tamponu eklenerek seyreltilmiştir. Seyreltilen cRNA’lar 

conta ile sızdırmazlık sağlanan slayt içine verilmiş ve Agilent SurePrint G3 sıçan GE 

8X60K Mikroarray'ler (Agilent®) monte edilmiştir. Slaytlar bir Agilent hibridizasyon 

fırınında 65 °C'de 17 saat boyunca inkübe edilmiştir. Daha sonra, Agilent Tek Renk 

mikrodizi tabanlı gen ekspresyon analizi protokolü (Agilent Technology, V 6,5, 2010) 

kullanarak, oda sıcaklığında yıkanmıştır ve hibritlenmiş dizi Agilent “Microarray” 

Tarayıcı ile taranmıştır. 

Elde edilen ham veri “Agilent Feature Extraction Software (v11.0.1.1)” ile elde 

edilmiştir. Aynı gen için ham veriler daha sonra dizideki tanınacak her gen için ifade verisi 

sağlayan, ham veri metin dosyası oluşturularak depo edilmiştir. Örnekler işaret 

kullanılarak filtrelenmiş ve seçilen sinyal değeri logaritmik olarak dönüştürülmüş ve 

“quantile” yöntemiyle normalize edilmiştir. Tüm bunlara ek olarak normalize edilen veriler 

(hangi grupta oldukları göz önüne alınmadan) örneklerin tüm genom gen ekspresyon 

profillerinin hiyerarşik kümeleme analizleri ‘Correlation-average’ yaklaşımı kullanılarak 

oluşturulmuştur. Ayrıca teknik replika olarak çalışılan örneklerden elde edilen prob 

ışımalarının ortalama verileri hesaplanarak elde edilen grup verisinin hiyerarşik kümeleme 

sonucu elde edilmiştir. Analizler yapılırken ana gruplar kendi içerisinde 

değerlendirilmiştir. Çalışmada örnek bazında sadece teknik replikalar alt grupları 

oluşturduğundan dolayı; probların ekspresyon ölçümlerindeki ‘kat değişim’ (Fold Change) 

miktarları göz ününde bulundurulmuştur. Her ikili karşılaştırmada anlamlı değişim tespit 

edilen problar ve ekspresyon seviyeleri kullanılarak yapılan hiyerarşik kümeleme genlerin 

ve örneklerin ekspresyon paternlerine göre gruplandırılması yapılmıştır. Önemli prob 

listesi için gen- zenginleştirilmesi ve fonksiyonel ek açıklama analizi DAVID 

Biyoinformatik veritabanı kullanarak (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) 

gerçekleştirilmiştir. 

 

file:///C:/Users/pc1/AppData/Roaming/Microsoft/Word/(http:/david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp)
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3.2.9.4. RA-CA’nın RAW264.7 Makrofaj hücrelerinde Nrf-2 Aracılıklı 

Mekanizmasının Belirlenmesi 

Tez çalışması kapsamında izole edilen EE’den saflaştırılan hibrit RA-CA 

molekülünün biyoaktivitesi ilk defa bu çalışma kapsamında gösterilmiştir. Elde edilen 

veriler doğrultusunda aktif olduğu düşünülen bu maddenin, MetS patojenezinde rol 

oynayan kronik düşük seviyeli inflamasyonda düzenleyici etki sağlayan Nrf-2 molekülünün 

mekanizması üzerine etkisi gen sessizleştirme yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. Öncelikle 

RAW264.7 makrofaj hücreleri her kuyucukta 7,5x105 olacak şekilde 6 kuyucuklu kültür 

plakalarına ekilmiştir. Hücrelerin % 50-60 yoğunluğa ulaşmasının ardından, gen 

sessizleştirme prosedürü uygulanmıştır. Buna göre, Opti-MEM içerisinde uygun 

konsantrasyonlarda Lipofectamine® 2000 transfeksiyon reaktifi, kontrol siRNA ve Nrf-2 

siRNA uygulamaları yapılarak 24 saat boyunca Nrf-2 siRNA gruplarında genin 

sessizleştirilmesi sağlanmıştır. Sonrasında, Kontrol-siRNA ve Nrf-2 siRNA gruplarında 

inflamasyon modelinin gelişimini sağlayan LPS’nin (Lipopolisakkarit:1µg/mL) ve RA-CA 

(50 µM) uygulamaları yapılarak hücreler 4 saat süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyonun 

ardından, hücreler TRIzol® solüsyonu ile toplanarak üretici firmanın talimatları 

doğrultusunda RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Elde edilen RNA kalitesi % 1 agaroz 

jel elektroforezinde görüntülenirken, saflıkları ve konsantrasyonları Nanoquant cihazı 

kullanılarak belirlenmiştir. RNA konsantrasyonlarının belirlenmesinin ardından high 

capacity cDNA reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems) kullanılarak cDNA 

sentezi gerçekleştirilmiştir. Ardından, uygulanan RA-CA molekülünün gen ekspresyon 

seviyelerine etkilerini değerlendirmek için, HO-1, NQO1 ve iNOS genlerine özgü 

TaqMan® probları kullanılarak Real time-PCR analizleri gerçekleştirilmiştir. Real time 

analizlerinde kullanılan cDNA miktarları optimize edilmiştir. Her genin ayrı olarak yapılan 

amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon eğrisi oluşturularak erime eğrisi analizleri 

yapılmıştır. Amplifikasyonun ardından elde edilen gen ekspresyon seviyeleri 

karşılaştırılmalı ddCt metodu kullanılarak ile β-aktin Ct değerine karşı normalize edilerek 

hesaplanmıştır. LPS ile indüklenen kontrol ddCt değeri kalibrator olarak kullanılmıştır. 

 

3.2.10. İstatiksel Analizler  

Yapılan analizler sonucu elde edilen verilerin her biri Ortalama ± Standart Sapma 

olarak ifade edilmiştir. Grup içi ve gruplar arasındaki anlamlı farklılıkların analizi için 
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Bağımsız örneklem t-test ve parametrik olmayan Mann-Whitney U testleri kullanılmıştır. α 

-anlamlılık düzeyi p< 0,05 olarak belirlenmiştir. 
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BÖLÜM 4                                                                                                                                   

ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Araştırma Bulguları 

4.1.1. Biyoaktivite Rehberli Analizlerle Aktif Ekstratın Belirlenmesi  

4.1.1.1. EE ve BE’nin Total Polifenol Miktarları 

EE ve BE’nin total polifenol (TP) miktarları, Cheng ve ark.’ ları (2012) tarafından 

optimize edilen Folin-Ciolalteu yöntemi kullanılarak belirlenmiştir (Singleton ve ark., 

1965). Gallik asit eş değeri olarak verilen TP konsantrasyonları, 3 tekrarlı deneyin 

ortalamasını (± standart hata) göstermektedir (Şekil 4.1). BE’de ölçülen TP değerinin 17,4 

mg/100 mg gallik asit eşdeğeri olduğu; EE için ise bu değerin 11,5 mg/100 mg olduğu 

bulunmuştur. 
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Şekil 4.1. Karabaş otu sulu demlemesinden elde edilen EE ve BE’nin total polifenol 

miktarları 

 

4.1.1.2. C2C12 ve 3T3L1 Hücrelerinin Farklılaştırılması 

Miyoblastların kültür plakasını tamamen kaplamalarının ardından (3 gün), farklılaşma 

besiyeri (% 2 at serumu içeren DMEM) içerisinde 4 gün boyunca miyotüplere 

farklılaşması sağlanmıştır. 4. günün sonunda farklılaşan miyotüpler Şekil 4.2’ de 

görülmektedir (100X büyütme). Şekilde belirtilen, a) yüzeyi tamamen kaplayan miyoblast 

hücrelerini, b) tamamen farklılaşmış miyotüpleri ifade etmektedir. 
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Şekil 4.2. C2C12 miyoblastlarının farklılaşarak miyotüplere dönüşümü 

 

3T3L1 preadiposit hücrelerinin adipositlere dönüşümü (1., 8., ve 10.gün) ve farklılaşan 

adipositlerdeki yuvarlak kesecikler halinde gözlemlenen lipid akümülasyonu Şekil 4.3’ de 

verilmiştir (100X büyütme). Şekil 4.3’de belirtilen, a) farklılaşma başlangıcında 

preadipositlerin 1.gününü, b) farklılaşmanın 8.gününü, c) 10.gün’de farklılaşmış 

adipositleri ifade etmektedir.  

 

 

Şekil 4.3. 3T3L1 fare preadiposit hücrelerinin farklılaşarak adipositlere dönüşümü 

 

Farklılaşan 3T3L1 adiposit hücrelerinde Oil red O ile boyanan yağ kesecikler 

adipojenezisin gerçekleştiğini doğrulamaktadır (200X büyütme), (Şekil 4.4). Şekil 4.4’de 

belirtilen a) boyama öncesi, b) boyama sonrası hücreleri ifade etmektedir.  
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Şekil 4.4. Adipositlere farklılaşan 3T3L1 hücrelerinde lipit birikiminin Oil red O boyama 

ile doğrulanması 

 

4.1.1.3. Hücre Canlılığı Sonuçları 

Ekstratların hücre canlılığı üzerine etkileri MTT analizi ile değerlendirilmiştir. H4IIE 

ve 3T3L1 hücrelerinde EE 6,25-12.5-25-50-100-200 µg/mL dozlarda hücre canlılığını % 

85-147 arası oranlarda etkilemiştir. Bu sonuçlar EE’nin uygulanan bütün 

konsantrasyonlarının bu hücre hatları için toksik olmadığını göstermektedir. C2C12 

hücrelerinde ise, 6,25-50 µg/mL  arası dozlarda hücre canlılığının % 80’nin üzerinde 

olduğu görülürken, 100 µg/mL ve üzeri dozlarda canlılığın  % 80’ nin altına düştüğü 

görülmüştür (Şekil 4.5).  

 

%
H

ü
c

r
e

 C
a

n
lı

lı
ğ

ı

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

1 2 0

1 4 0 H 4IIE

C 2 C 1 2

3 T 3 L 1

K t r l K t r l

( + )

6 .2 5 1 2 .5 2 5 5 0 1 0 0 2 0 0

E E  ( µ g /m l)

A

, ,

 

Şekil 4.5. Karabaş otundan elde edilen EE’nin H4IIE, C2C12 ve 3T3L1 hücrelerinin 

canlılığı üzerine etkileri 
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H4IIE ve C2C12 hücrelerine 6,25-12,5-25-50-100-200 µg/mL dozlarda ekstrat 

uygulamaları yapılmıştır. BE’nin 50 µg/mL doza kadar yapılan uygulamalarında hücre 

canlılığı % 80’ nin üzerindedir. 3T3L1 hücrelerine BE’nin belirtilen dozları 

uygulandığında ise, hücre canlılığının % 65-90 aralığında olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 

4.6). Bu sonuçlara göre, her iki ekstratın 25 ve 50 µg/mL dozları güvenli ileriki 

çalışmalarda kullanılmak üzere seçilmiştir. 
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Şekil 4.6. Karabaş otundan elde edilen BE’nin H4IIE, C2C12 ve 3T3L1 hücrelerinin 

canlılığı üzerine etkileri 

 

4.1.1.4. Ekstratlar ile Gerçekleştirilen Fizyolojik Etki Çalışmaları 

4.1.1.4.1. Ekstratların H4IIE Hücrelerinde Glukoz Tüketimi Üzerine Etkileri 

Şekil 4.7 ’de verilen sonuçlara göre, H4IIE hücrelerindeki glukoz tüketimi kontrol ve 

çözücü kontrol grubunda sırasıyla 0,91 ve 0,71 mM bulunmuştur. Pozitif kontrol olarak 

kullanılan metforminin (2 mM) uygulandığı hücrelerde glukoz tüketiminin kontrole kıyasla 

% 80 oranında arttığı görülmüştür (p<0,05). EE ve BE’nin 25 ve 50 µg/mL dozlarının 

uygulanmasıyla glukoz tüketim seviyelerinin kontrole benzer seviyelerde olduğu, anlamlı 

bir değişiklik yaratmadığı gözlemlenmiştir. Uygulama grupları, (-) kontrol, (+) çözücü 

kontrol, EE-25 µg/mL, EE-50 µg/mL, BE 25 µg/mL, BE-50 µg/mL şeklindedir. Her bir 

uygulama triplike olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.7. EE ve BE’nin H4IIE hücrelerinde glukoz tüketimi üzerine etkileri. *Kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05). 

 

4.1.1.4.2. Ekstratların İnsülin Direnci Geliştirilen C2C12 Miyotüplerinde 

Glukoz Alımı Üzerine Etkileri 

Bu analizde, (+) SYA kontrol grubundaki glukoz alımının, (-) SYA grubundaki 

glukoz alımına göre % 50 oranında düşük olması (Şekil 4.8), uygulanan protokolün C2C12 

hücrelerinde insülin direncini başarılı bir şekilde oluşturduğunu göstermektedir. (+) SYA 

gruplarında gelişen insülin direnci ayrıca aşağıda ayrıntılı şekilde anlattığımız Western blot 

analizleri ile de (özellikle p-AKTSer473 protein seviyesindeki önemli azalma ile) 

doğrulanmıştır. Şekil 4.8’ de görüldüğü üzere, pozitif kontrol olarak uyguladığımız 

metformin insülin direnci geliştirilen hücrelerde glukoz alımını (+) SYA kontrol grubuna 

göre % 132 oranında artırmıştır. EE ve BE uygulamalarıyla hücre içine alınan glukoz 

konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamlı önemli artışlar tespit edilmiştir. Buna göre, 

(+) SYA kontrol grubuna kıyasla, BE 25 ve 50 µg/mL  dozlarda glukoz alımını sırasıyla % 

97 ve % 78 oranlarında artırırken, aynı dozlarda EE için bu artışların % 120 ve % 182 

oranlarında olduğu bulunmuştur. EE uygulamasından elde edilen bu oranlar pozitif kontrol 

olan metformine yakın (% 132 metformin için, % 120 EE için) bulunmuştur. Hatta 50 

µg/mL EE dozunda bu oran metforminin de üzerinde (EE: % 182) bulunmuştur. Şekil 

4.8’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ 

asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. 

Uygulama grupları (-) SYA Kontrol, (+) SYA Kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-

EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE 25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. Her bir 
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uygulama triplike olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.8. EE ve BE’nin serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 

miyotüplerindeki glukoz alımı üzerine etkileri. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05)  

 

4.1.1.4.3. Ekstratların H4IIE Hücrelerinde Glukoneojenik Glukoz Üretimi 

Üzerine Etkileri 

Karabaş otundan elde edilen EE ve BE’nin karaciğerdeki glukoneojenik glukoz 

üretimini baskılama potansiyelleri değerlendirilmiştir. Şekil 4.9’a baktığımızda  (-) Dex-

cAMP yani glukoneojenezin indüklenmediği besiyerine kıyasla, (+) Dex-cAMP  kontrol 

besiyerindeki glukoz konsantrasyonun % 30 oranında artması, glukoneojenezin başarılı bir 

şekilde indüklendiğini göstermektedir. Glukoneojenezin indüklendiği hücrelerde 2 mM 

dozda uygulanan metforminin ise, artan glukoz üretimini % 116 oranında inhibe ettiği 

görülmüştür. Pozitif kontrol için bulunan bu oran literatürde verilen sonuçlarla benzerlik 

göstermektedir (Waterman ve ark., 2015). Metformine benzer olarak, EE’nin 25 ve 50 

µg/mL dozlarda uygulamasının, (+) Dex-cAMP  kontrol grubuna kıyasla glukoz üretimini 

sırasıyla % 82 ve % 87 oranlarında, BE’nin ise aynı dozlarda sırasıyla % 75 ve % 42 

oranlarında azalttığı görülmüştür (p<0,05). Buna göre, glukoneojenik glukoz üretimini 

baskılama açısından en etkin ekstratın pozitif kontrole (metformin) en yakın değerleri 

veren EE olduğu görülmektedir. Şekil 4.9’da belirtilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin 

indüklendiği besiyerini, (-) Dex-cAMP yalnızca DMEM besiyerini ifade etmektedir. 

Uygulama grupları, (-) Dex-cAMP kontrol, (+) Dex-cAMP kontrol, pozitif kontrol 
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metformin: 2 mM, EE 25 µg/mL, EE 50 µg/mL, BE 25 µg/mL, BE 50 µg/mL şeklindedir. 

Besiyerlerinde ölçülen glukoz konsantrasyonları protein miktarlarına göre normalize 

edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) Dex-cAMP kontrol değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.9. EE ve BE’nin H4IIE hücrelerinde glukoneojenik glukoz üretimi üzerine etkileri. 

*(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.1.4.4. Ekstratların 3T3L1 Hücrelerinde Gliserol Salınımı Üzerine Etkileri 

EE ve BE’nin 25 ve 50 µg/mL dozlarının 3T3L1 hücrelerinde gliserol salınımı 

üzerine etkileri Şekil 4.10’da verilmiştir. Buna göre, 100 nM dozda isoproterenol  

uygulamasıyla % 72 oranında indüklenen gliserol salınımını; EE’nin 25 ve 50 µg/mL 

dozları sırasıyla  % 11 ve % 55 (p<0,05), BE’nin 25 ve 50 µg/mL dozları sırasıyla % 11 ve 

% 29 (p<0,05) oranlarında baskıladığı görülmüştür. Uygulama grupları, kontrol, 

indüklenmiş kontrol (100 nM isoproterenol), isoproterenol ile birlikte uygulanan EE 25 

µg/mL, EE 50 µg/mL, BE 25 µg/mL, BE 50 µg/mL şeklindedir. Her bir uygulama triplike 

olarak yapılmıştır. İndüklenmiş kontrol değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.10. EE ve BE’nin 3T3L1 hücrelerinde gliserol salınımı üzerine etkileri. 

*İndüklenmiş kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık 

görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.1.5. Ekstratların Hedef Yolaklardaki Gen ve Protein Ekspresyonları Üzerine 

Etkileri 

4.1.1.5.1. Ekstratların H4IIE Hücrelerinde PEPCK ve G6Paz Gen 

Ekspresyonları Üzerine Etkileri 

EE ve BE’nin glukoneojenez yolağında düzenleyici rol oynayan PEPCK ve G6Paz 

genlerinin mRNA seviyeleri üzerine etkileri Real time-PCR analizi ile belirlenmiştir.  EE 

ve BE’nin PEPCK gen ekspresyon seviyesine olan etkisi Şekil 4.11’ de verilmektedir. 

Buna göre, (+) Dex-cAMP kontrol hücrelerindeki PEPCK ekspresyon seviyesinin, (-) Dex-

cAMP kontrole kıyasla % 74 oranında artması glukoneojenezin bu hücrelerde başarılı bir 

şekilde indüklendiğini göstermektedir. Pozitif kontrol olarak kullanılan metformin (2 mM 

dozda) glukoneojenezin indüklendiği hücrelerde PEPCK ekspresyonunu % 82 oranında 

azaltarak indüklenme yapılmamış hücrelerdeki kontrol seviyelerine çekmiştir. BE’nin 25 

ve 50 µg/mL dozları indüklenen PEPCK ekspresyon seviyesini % 49-47 oranında 

azaltırken, 50 µg/mL dozundaki EE % 34 oranında baskılamıştır (p<0,05). Şekil 4.11’de 

belirtilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin indüklendiği besiyerini, (-) Dex-cAMP yalnızca 

DMEM besiyerini ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) Dex-cAMP kontrol, (+) Dex-

cAMP kontrol, Dex-cAMP ile birlikte uygulanan EE-25 µg/mL, EE-50 µg/mL, BE-25 

µg/mL, BE-50 µg/mL, pozitif kontrol metformin 2 mM şeklindedir. PEPCK gen 
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ekspresyon seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (+) Dex-

cAMP kontrol değeri %100 olarak alınmıştır. Her bir uygulama triplike olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.11. EE ve BE’nin H4IIE hücrelerinde PEPCK gen ekspresyon seviyesine etkileri. 

*(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

görülmektedir (p<0,05) 

 

EE ve BE’nin G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan etkisi Şekil 4.12’ de 

verilmektedir. Buna göre, (+) Dex-cAMP kontrol hücrelerindeki G6Paz gen ekspresyon 

seviyesi, (-) Dex-cAMP kontrole kıyasla % 82 oranında artmıştır. (+) Dex-cAMP grubunda 

her iki enzimin (PEPCK ve G6Paz) gen seviyelerinde görülen artışlar, glukoneojenezin 

indüklendiğini açık şekilde göstermektedir. Pozitif kontrol olarak kullanılan metformin (2 

mM dozda) glukoneojenezin indüklendiği hücrelerde G6Paz eksprasyonunu % 86 oranında 

azaltarak indükleme yapılmamış kontrol hücrelerindeki seviyelere çekmiştir. BE’nin 25 ve 

50 µg/mL dozları indüklenen G6Paz ekspresyon seviyesini % 60-62 oranında düşürmüştür. 

EE  ise indüklenen G6Paz seviyesini doza bağımlı bir şekilde 25 µg/mL dozda % 37 

oranında azaltırken, 50 µg/mL  dozda, metformine yakın bir seviyede % 71 oranında 

baskılamıştır. Şekil 4.12’de verilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin indüklendiği 

besiyerini, (-) Dex-cAMP, yalnızca DMEM besiyerini ifade etmektedir. Uygulama 

grupları, (-) Dex-cAMP kontrol, (+) Dex-cAMP kontrol, EE-25 µg/mL, Dex-cAMP ile 

birlikte uygulanan EE-50 µg/mL, BE-25 µg/mL, BE-50 µg/mL, metformin: 2 mM-pozitif 

kontrol şeklindedir. G6Paz gen ekspresyon seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. 

Normalizasyon sonrası (+) Dex-cAMP kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Her bir uygulama 

triplike olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.12. EE ve BE’nin H4IIE hücrelerinde G6Paz gen ekspresyon seviyesine etkileri. 

*(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.1.5.2. Ekstratların İnsülin Direnci Geliştirilen C2C12 Miyotüplerinde 

İnsülin Sinyalizasyonunda Rol Oynayan Proteinlerin Seviyeleri Üzerine Etkileri 

İnsülin direnci modelinin hücrelerde etkin bir şekilde oluşturulduğunu göstermek 

için p-AKTSer473 seviyesinin azalması biyomarkör olarak kullanılmaktadır (Hirabara, 

2012). Bu nedenle, protein analizlerinde ilk olarak p-AKT seviyesi kontrol edilerek, 

insülin direnci oluşup oluşmadığının doğrulaması yapılmıştır. İnsülin direnci modelinin 

oluşturulmasının ardından diğer proteinlerle olan çalışmalara devam edilmiştir.  

Western blot çalışmaları sonucu yapılan densitometrik analizler, p-AKTSer473/AKT 

oranının SYA ile insülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde (-) SYA grubuna kıyasla 

% 24 oranında azaldığını göstermiştir. Azalan bu p-AKTSer473/AKT seviyesi, (+) SYA 

besiyeri içerisinde uygulanan EE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozlarında sırasıyla  % 43 ve % 37 

oranında, BE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozlarında ise sırasıyla % 59 ve % 32 oranlarında 

artmıştır (Şekil 4.13). Şekil 4.13’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması 

yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan 

hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-

EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL 

şeklindedir. p-AKTSer473 ve AKT protein seviyeleri β-aktine göre normalize edilmiştir. 

Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image 
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software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.13. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 fare 

iskelet kası hücrelerindeki p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyeleri üzerine etkileri. 

(B) p-AKTSer473/AKT protein seviyelerinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. 

*(+) SYA kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık 

görülmektedir (p<0,05) 

 

SYA ile insülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde GLUT-4 seviyesinin (-) SYA 

grubuna kıyasla % 43 oranında azaldığı görülmüştür. Azalan GLUT-4 seviyesi, (+) SYA 

besiyeri içerisinde uygulanan EE ve BE’ nin 25 µg/mL dozunda bir artış göstermezken, 50 

µg/mL dozlarında sırasıyla % 14 ve % 40 oranında artmıştır (Şekil 4.14). Şekil 4.14’de 

belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi 

uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama 

grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 

µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. GLUT-4 protein 

seviyeleri β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol 
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değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.14. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 fare 

iskelet kası hücrelerindeki GLUT-4 proteinlerinin seviyeleri üzerine etkileri. (B) GLUT-4 

protein seviyelerinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 
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İnsülin reseptör beta proteini (IR-β) için yapılan Western blot analizlerinde, (-) SYA 

ve (+) SYA kontrol grupları arasında protein seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık gözlemlenmemektedir. EE uygulaması 25 ve 50 µg/mL dozlarda IR-β protein 

seviyesini (+) SYA kontrol grubuna kıyasla % 5 ve % 13 oranında artırırken, BE 

uygulamasının 25 ve 50 µg/mL dozları bu proteinin seviyesini sırasıyla  % 24 ve % 81 

oranlarında artırdığı görülmüştür (Şekil 4.15). Şekil 4.15’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ 

asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin 

direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) 

SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) 

SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. IR-β protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. 

Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image 

software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.15. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 fare 

iskelet kası hücrelerindeki IR-β protein seviyesi üzerine etkileri. (B) IR-β protein 

seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 
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p-IRS-1Ser307 protein seviyesi, SYA ile insülin direnci geliştirilen C2C12 

hücrelerinde (-) SYA grubuna kıyasla % 87 oranında artmıştır. (+) SYA kontrol grubunda 

artan p-IRS-1 Ser 307 proteinin seviyesi,  EE ve BE’nin 25 ve 50 µg/mL dozlarında (-) 

SYA’ dan daha düşük seviyelere çekilmiştir (Şekil 4.16). Şekil 4.16’da belirtilen, (-) SYA, 

serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak 

insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları; (-) SYA kontrol, 

(+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, 

(+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. p-IRS-1Ser307 protein seviyesi β-aktine göre 

normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. 

Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.16. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 fare 

iskelet kası hücrelerindeki p-IRS-1 Ser 307 protein seviyesi üzerine etkileri. (B) p-IRS-

1Ser307 protein seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Protein seviyesindeki değişimlere bakılan bir diğer parametre lipoprotein lipaz (LPL) 

enzimidir. Serbest yağ asidi uygulamasıyla insülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde, 

(-) SYA grubuna kıyasla, LPL seviyesinin % 27 oranında azalması beklenen bir sonuçtur 
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İnsülin direnci geliştirilen hücrelere uygulanan EE ve BE’nin 25-50 µg/mL dozlarının 

azalan LPL seviyesini sırasıyla  % 92-50 ve % 66-38 oranlarında artırmıştır (Şekil 4.17). 

Şekil 4.17’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, 

serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade 

etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, 

(+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. LPL 

protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol 

değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 

 

L
P

L
/ 

-a
k

ti
n

K trl K trl 2 5 5 0 2 5 5 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

E E ( µ g /m l ) B E
E k s tr a tla r ( µ g /m l )

*

*

*

*

*

  -         +         +       +         +         +

-           +          +          +           +           +

( µ g /m l ) B E ( µ g /m l )

L P L

 -aktin

C 2 C 1 2

K tr l       K tr l          2 5          5 0            2 5           5 0

E E

S Y A

K o n s a n tr a s y o n la r

S Y A

K o n s a n tr a s y o n la r

A

B
,

,

,

,

,

 

Şekil 4.17. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 fare 

iskelet kası hücrelerindeki LPL protein seviyesi üzerine etkileri. (B) LPL protein 

seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Yapılan densitometrik analizler, PPAR-γ seviyesinin SYA ile insülin direnci 

geliştirilen C2C12 hücrelerinde (-) SYA kontrol grubuna kıyasla % 57 oranında azaldığını 

göstermiştir. Azalan PPAR-γ seviyesi, (+) SYA besiyeri içerisinde uygulanan EE’nin 25 

µg/mL dozunda anlamlı derecede değişmezken, 50 µg/mL  dozunda % 27, BE’nin 25 ve 
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50 µg/mL  dozlarında ise sırasıyla % 19 ve % 38 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı 

derecede artmıştır (Şekil 4.18). Verilere bakıldığında, çalışmaların devamı için seçilen 

EE’nin 50 µg/mL dozunda görülen anlamlı artış, bu fraksiyonun içeriğinde PPAR-γ 

agonisti olabilecek bileşiklerin var olduğunu göstermektedir. Şekil 4.18’de belirtilen, (-) 

SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması 

yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) 

SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-

BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. PPAR-γ protein seviyesi β-aktine göre 

normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. 

Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.18. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan C2C12 fare 

iskelet kası hücrelerindeki PPAR-γ protein seviyesi üzerine etkileri. (B) PPAR-γ protein 

seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.1.5.3. Ekstratların İnsülin Direnci Geliştirilen H4IIE Hücrelerinde İnsülin 

Sinyalizasyonunda Rol Oynayan Proteinlerin Seviyeleri Üzerine Etkileri 

Western blot çalışmaları sonucu yapılan densitometrik analizler, SYA ile insülin 
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direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde (-) SYA grubuna kıyasla p-AKTSer473/AKT 

oranının % 27 oranında azaldığını göstermiştir. Bu sonuç, H4IIE hücrelerinde insülin 

direnci oluştuğunu göstermektedir. İnsülin direnci sonucu azalan p-AKTSer473/AKT 

oranını, EE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozları sırasıyla % 8 ve % 13, BE’nin 25 ve 50 µg/mL  

dozları ise sırasıyla % 17 ve % 20 oranlarında artırmıştır (Şekil 4.19). Şekil 4.19’da 

belirtilen, (-) SYA kontrol, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (-) SYA, serbest yağ 

asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin 

direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) 

SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) 

SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. p-AKTSer473 ve AKT protein seviyeleri β-aktine göre 

normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. 

Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.19. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan H4IIE 

hepatoma hücrelerindeki p-AKTSer473/AKT oranı üzerine etkileri. (B) p-

AKTSer473/AKT seviyelerinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir 

(p<0,05) 
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IR-β protein seviyesi SYA ile insülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde (-) SYA 

grubuna kıyasla % 30 oranında azalmıştır. İnsülin direncinde azalan protein seviyesi 

EE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozlarında sırasıyla  % 15 ve % 11, BE’nin 25 ve 50 µg/mL  

dozlarında ise sırasıyla % 24 ve % 15 oranlarında artmıştır (Şekil 4.20). Şekil 4.20’de 

belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi 

uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama 

grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, (+) SYA-EE-50 

µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. IR-β protein seviyesi 

β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak 

alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.20. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan H4IIE 

hepatoma hücrelerindeki IR-β protein seviyesi üzerine etkileri. (B) IR-β protein 

seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

SYA ile insülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde insülin sinyalizasyon 

yolağında downstream yolağında yer alan GLUT2 protein seviyesinin (-) SYA grubuna 

kıyasla % 25 oranında azaldığı görülmüştür. İnsülin direncine bağımlı olarak azalan 
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GLUT2 protein seviyesi EE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozlarında uygulanmasıyla sırasıyla  % 

12 ve % 26 oranında artmıştır. Benzer şekilde, BE’nin 25 ve 50 µg/mL dozları, insülin 

direnci ile azalan GLUT2 seviyesini sırasıyla % 40 ve % 7 oranlarında artırmıştır (Şekil 

4.21). Şekil 4.21’de belirtilen (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, 

serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade 

etmektedir. Uygulama grupları (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, 

(+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. 

GLUT-2 protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) 

SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz 

edilmiştir. 
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Şekil 4.21. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan H4IIE 

hepatoma hücrelerindeki GLUT-2 protein seviyesi üzerine etkileri. (B) GLUT-2 protein 

seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

LPL seviyesi SYA ile insülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde (-) SYA grubuna 

kıyasla % 30 oranında azalmıştır. Daha öncede belirttiğimiz gibi insülin etkisiyle 

seviyesinde artış görülen bu proteinin, insülin direnci gelişimi sonucu azalması beklenen 
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bir yanıttır. İnsülin direnci ile azalan LPL seviyesi EE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozlarında 

anlamlı şekilde değişmezken, BE’nin  25 ve 50 µg/mL  dozlarında sırasıyla % 16 ve % 28 

oranlarında artırmıştır (Şekil 4.22). Şekil 4.22’de belirtilen, (-) SYA kontrol, serbest yağ 

asidi uygulaması yapılmayan, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, 

serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade 

etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, 

(+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. LPL 

protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol 

değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.22. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan H4IIE 

hücrelerindeki LPL protein seviyesi üzerine etkileri. (B) LPL protein seviyesinin 

densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

PPAR-γ’ nın seviyesi, SYA ile insülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde (-) SYA 

kontrol grubuna kıyasla % 54 oranında anlamlı derecede azalmıştır. Azalan PPAR-γ protein 

seviyesini (+) SYA besiyeri içerisinde uygulanan EE’nin 25 µg/mL  dozu anlamlı şekilde 

değiştirmezken, 50 µg/mL  dozu % 59 oranında, BE’nin 25 ve 50 µg/mL  dozları ise 
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sırasıyla % 44 ve % 23 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırmıştır (Şekil 

4.23). Şekil 4.23’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) 

SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade 

etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-EE-25 µg/mL, 

(+) SYA-EE-50 µg/mL, (+) SYA-BE-25 µg/mL, (+) SYA-BE-50 µg/mL şeklindedir. 

PPAR-γ protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) 

SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz 

edilmiştir. 
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Şekil 4.23. EE ve BE’nin (A) serbest yağ asidi ile insülin direnci oluşturulan H4IIE 

hepatoma hücrelerindeki PPAR-γ protein seviyesi üzerine etkileri. (B) PPAR-γ protein 

seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Ekstratlarla gerçekleştirilen ve yukarda verilen sonuçlar EE’nin hedeflenen spesifik 

etkiyi gösterme konusunda daha aktif ve daha doza bağımlı bir eğilime sahip olduğunu 

göstermiştir. Bu nedenle EE en aktif ekstrat olarak seçilmiş ve biyoaktivite rehberli 

fraksiyonlama çalışmalarına bu ekstrat üzerinden devam edilmiştir.  
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4.1.2. Biyoaktivite Rehberli Çalışmalar ile Aktif EE Fraksiyonlarının 

Belirlenmesi  

Ekstratlarla gerçekleştirilen biyoaktivite çalışmaları sonucu en aktif ekstrat olarak 

belirlenen EE kolon kromatografisi kullanılarak 12 alt fraksiyona (E1-E12) ayrılmıştır. 

Sonrasında elde edilen 12 alt fraksiyonun biyoaktiviteleri, 5 farklı parametre kullanılarak 

taranmıştır. Elde edilen fraksiyonların adlandırılması Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. EE fraksiyonlarının adlandırılması  

ETİL ASETAT FRAKSİYONLARI 

E1: 1-5. Fraksiyon E7: 36-39. Fraksiyon 

E2: 6-10. Fraksiyon E8: 40-45. Fraksiyon 

E3: 11-17. Fraksiyon E9: 46-50. Fraksiyon 

E4: 18-25.Fraksiyon E10: 51-55. Fraksiyon 

E5: 26-29. Fraksiyon E11: 56-60. Fraksiyon 

E6: 30-35. Fraksiyon E12: 61-63. Fraksiyon 

 

4.1.2.1. EE Fraksiyonlarının H4IIE Hepatoma Hücrelerinde Glukoneojenik 

Glukoz Üretimi Üzerine Etkileri 

E1-E12 fraksiyonlarının H4IIE hepatoma hücrelerinde glukoneojenik glukoz üretimi 

üzerine etkileri 25 µg/mL dozda taranmıştır. Buna göre, glukoneojenezin indüklenmesiyle 

% 10 oranında artan glukoneojenik glukoz üretimi, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12 

fraksiyonlarının uygulandığı hücrelerde sırasıyla % 61, % 69, % 47 ,% 47 , % 62, % 64, % 

63, % 48, % 40 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı ve oldukça etkili bir şekilde 

baskılanmıştır (Şekil 4.24). (+) Dex-cAMP glukoneojenezin indüklendiği besiyerini, (-) 

Dex-cAMP yalnızca DMEM besiyerini ifade etmektedir. (+) Dex-cAMP ile 

glukoneojenezin indüklendiği besiyerinde fraksiyonların 25 µg/ml dozlarının uygulaması 

yapılmıştır. Her bir uygulama triplike olarak yapılmıştır. Glukoz konsantrasyonları, 

hücrelerin protein konsantrasyonlarına göre normalize edilmiştir. (-) Dex-cAMP kontrol 

değeri % 100 alınmıştır. 

 

http://www.endmemo.com/sconvert/ug_mlmg_dl.php
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Şekil 4.24. E1-E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozunun H4IIE hücrelerinde glukoneojenik 

glukoz üretimi üzerine etkileri. *(+) Dex-cAMP kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.2.2. Fraksiyonların H4IIE Hücrelerinde Glukoneojenezde Rol Oynayan 

Hedef Genlerin Ekspresyon Seviyesi Üzerine Etkileri 

EE alt fraksiyonlarının glukoneojenez yolağında düzenleyici rol oynayan PEPCK ve 

G6Paz genlerinin mRNA seviyeleri üzerine etkileri Real time-PCR analizi ile 

belirlenmiştir. Her gen için ayrı ayrı amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon eğrisi 

oluşturuldu ve erime eğrisi analizleri yapılmıştır. Amplifikasyon sonucunda elde edilen 

gen ekspresyon düzeyleri karşılaştırılmalı ddCt metodu kullanılarak ve β-aktin Ct değerine 

karşı normalize edilerek hesaplanmıştır. (+) Dex-cAMP ddCt değeri kalibratör olarak 

kullanılmıştır. 

Deney sonuçlarına göre, Dex-cAMP uygulaması, PEPCK ekspresyonunu (-) Dex-

cAMP kontrole kıyasla % 78 oranında anlamlı şekilde artırarak bu hücrelerde 

glukoneojenezi başarılı bir şekilde indüklemiştir. Elde edilen verilere göre, E4, E5, E8, E9, 

E10, E11 ve E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozu Dex-cAMP ile indüklenen PEPCK gen 

ekspresyonunu sırasıyla, % 27, % 11, % 59, % 88, % 86, % 91 ve % 83 oranlarında 

baskılamıştır. E5 fraksiyonu haricindeki tüm baskılama oranları istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0,05). E1, E2, E3, E6 ve E7 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozu PEPCK 

ekspresyonunu, (+) Dex-cAMP kontrole kıyasla sırasıyla %11, % 90, % 61, % 16 ve % 36 

oranlarında artırmıştır (Şekil 4.25). Şekil 4.25’de belirtilen, (+) Dex-cAMP, 
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glukoneojenezin indüklendiği besiyerini, (-) Dex-cAMP yalnızca DMEM besiyerini ifade 

etmektedir. E1-E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozda uygulamaları (+) Dex-cAMP 

içerisinde yapılmıştır. Pozitif kontrol olarak kullanılan metforminin dozu 2 mM’dır. 

PEPCK gen ekspresyon seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon 

sonrası (+) Dex-cAMP kontrol değeri % 100 olarak alınmıştır. Her bir uygulama triplike 

olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.25. E1-E12 fraksiyonlarının H4IIE hücrelerinde PEPCK gen ekspresyon seviyesine 

etkileri. *(+) Dex-cAMP indüklenmiş kontrol ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak 

anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

E1-E12 fraksiyonlarının G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan etkisi Şekil 4.26’ da 

verilmektedir. Buna göre, Dex-cAMP uygulamasının G6Paz gen ekpresyonunu (-) Dex-

cAMP kontrole kıyasla % 72 oranında artırarak glukoneojenezi indüklediği görülmüştür. 

Pozitif kontrol olarak kullanılan metformin (2mM dozda) glukoneojenezin indüklendiği 

hücrelerde G6Paz ekspresyonunu % 68 oranında azaltarak indükleme yapılmamış kontrol 

hücrelerindeki seviyelere çekmiştir. Elde edilen verilere göre, E5, E7, E8, E9, E10, E11 ve 

E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozu Dex-cAMP ile indüklenen G6Paz gen ekspresyonunu 

sırasıyla,  %19, % 35, % 99, % 99, % 99 ve % 96 oranlarında baskılamıştır. E5 fraksiyonu 

haricindeki tüm baskılama oranları istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,05). E4 fraksiyonu 

ise, herhangi bir değişiklik yaratmamıştır. Ayrıca, diğer fraksiyonlardan E1, E2, E3 

fraksiyonlarının 25 µg/mL  dozu G6Paz ekspresyonunu, (+) Dex-cAMP kontrol grubuna 
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kıyasla sırasıyla % 65, % 68, % 46 oranlarında artırırken, E6 fraksiyonu herhangi bir 

değişiklik yaratmamıştır. Şekil 4.26’da belirtilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin 

indüklendiği besiyerini, (-) Dex-cAMP yalnızca DMEM besiyerini ifade etmektedir. E1-

E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozda uygulamaları (+) Dex-cAMP içerisinde yapılmıştır. 

Pozitif kontrol olarak kullanılan metforminin dozu 2 mM’dır. G6Paz gen ekspresyon 

seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (+) Dex-cAMP değeri 

% 100 olarak alınmıştır. Her bir uygulama triplike olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.26. E1-E12 fraksiyonlarının H4IIE hücrelerinde G6Paz gen ekspresyon seviyesine 

etkileri. * (+) Dex-cAMP indüklenmiş kontrol ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak 

anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.2.3. Fraksiyonlarının İnsülin Direnci Geliştirilen C2C12 Hücrelerinde Hedef 

Proteinlerin Seviyeleri Üzerine Etkileri  

İnsülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde, E1-E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL 

dozunda yapılan uygulamalarının p-AKTSer473/AKT oranı üzerine etkileri Şekil 4.27’de 

verilmiştir. Tarama sonuçlarına göre, insülin direnci gelişimiyle  % 48 oranında azalan p-

AKT seviyesini E4, E6, E9 fraksiyonlarının 25 µg/mL  dozları % 40, % 48, % 69 

oranlarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırırken, E1, E2, E3, E5, E7, E8 ve E10, 

E11 ve E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL  dozları sırasıyla, % 21, % 31, % 12, % 32, % 14, 

% 9, % 10, % 35, % 32 oranlarında daha da azalmasına neden olmuştur (Şekil 4.27). Şekil 

4.27’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ 
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asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. 

Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-E1-E12-25 µg/mL 

şeklindedir. p-AKTSer473 ve AKT protein seviyeleri β-aktine göre normalize edilmiştir. 

Normalizasyon sonrası kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software 

kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.27. E1-E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan C2C12 fare iskelet kası hücrelerindeki p-AKTSer473/AKT 

proteinlerinin seviyesi üzerine etkileri, (B) p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyelerinin 

densitometrik analizlerinin karşılaştırılması.* (+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

İnsülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde, EE alt fraksiyonlarının 25 µg/mL 

dozunda yapılan uygulamaların LPL seviyeleri üzerine etkileri Şekil 4.28’de verilmiştir. 

Tarama sonuçlarına göre, insülin direnci gelişimiyle  % 34 oranında azalan LPL seviyesini 

E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10 E11 ve E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL dozlarının 

% 94, % 12, % 28 % 11, % 12, % 62, % 30, % 16, % 63, % 41, % 158 ve % 34 oranlarında 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırdığı görülmüştür (p<0.05), (Şekil 4.28). Şekil 
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4.28’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA serbest yağ 

asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. 

Uygulama grupları (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-E1-12-25 µg/mL 

şeklindedir. LPL protein seviyeleri β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon 

sonrası kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak 

analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.28. E1-E12 fraksiyonlarının 25 µg/mL  dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan C2C12 fare iskelet kası hücrelerindeki LPL protein seviyesi üzerine 

etkileri. (B) LPL protein seviyelerinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) 

SYA kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir 

(p<0,05) 

 

Yukarıda tek tek verilen sonuçlarla fraksiyonların (E1-E12) insülin direnci ve 

dislipidemiye karşı etkinlikleri 5 ayrı parametre kullanılarak, kontrollü ve tekrarlı 

deneylerle taranmıştır. Tarama sonuçlarından elde edilen verilerin 5 ayrı parametredeki % 

değişimleri genel sonuç tablosunda verilmiştir (Çizelge 4.2). İncelenen parametrelerde 

istenilen yönde (artış/azalış) % 50 ve üzerinde değişime neden olan fraksiyonlar 

işaretlenmiştir.  
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Çizelge 4.2. EE’den elde edilen (E1-E12) fraksiyonların 5 ayrı parametre ile taranması 

sonucunda ortaya çıkan % değişim tablosu 

 

 

Çizelge 4.2’ye göre, etkin fraksiyon seçiminde en az 3 parametrede % 50 ve üzerinde 

beklenen değişimi gösteren fraksiyonlar “aktif fraksiyon” olarak seçilmiştir. Sonuçlara 

göre E8, E10 ve E11 en az üç parametrede hedeflenen etkiyi gösterirken, E9 fraksiyonu 

tüm parametrelerde hedeflenen etkiyi yüksek oranlarda sağlayarak en etkin fraksiyon 

olarak belirlenmiştir.  Bu fraksiyonlar kullanılarak biyoaktivite rehberli etken madde 

aydınlatma ve saflaştırma çalışmalarına devam edilmiştir.  

 

4.1.3. Aktif Olarak Belirlenen Fraksiyonlardan Etkin Moleküllerin 

Saflaştırılması, Karakterizasyonu ve Biyoaktivite Çalışmaları 

En etkin moleküllerin belirlenmesi amacıyla, aktif olarak seçilen fraksiyonlardan 

(E8, E9, E10, E11) saflaştırılan bileşiklerle H4IIE hücrelerinde glukoneojenik glukoz 

üretiminin ölçümü ile PEPCK ve G6Paz enzimlerinin gen ekspresyon seviyelerindeki 

değişimler kullanılarak genel bir tarama testi yapılmıştır. Bu testin sonucuna göre seçilen 

parametrelerden hiçbirinde etkinlik göstermeyen maddeler ileri mekanizma çalışmalarına 

dahil edilmemiştir.  

 

EA   ALT 

FRAKSİYONLARI   

(25 µg/ml )

Glukonojenik 

Glukoz            

Üretimi 

Beklenen: 

%50' nin 

üzerinde azalış 

PEPCK            

Ekspresyonu 

Beklenen: 

%50' nin 

üzerinde 

baskılama

G6Paz 

Ekspresyonu 

Beklenen: 

%50' nin 

üzerinde 

baskılama

p-AKT/AKT 

Protein 

Seviyesi 

Beklenen: 

%50' nin 

üzerinde artış

LPL        

Protein 

Seviyesi 

Beklenen: 

%50' nin 

üzerinde artış

E1 39 11 65 21 94

E2 20 90 68 31 12

E3 36 61 46 12 28

E4 61 27 1 40 11

E5 69 11 19 14 12

E6 47 16 3 48 62

E7 47 36 35 32 30

E8 62 59 85 9 16

E9 64 88 99 69 63

E10 63 86 99 10 41

E11 48 91 99 35 158

E12 40 83 96 32 34

BİYOMARKERLAR  (% Değişim)
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4.1.3.1. Etkin moleküllerin Saflaştırılması ve Karakterizasyonu 

Aktif fraksiyonların (E8, E9 ve E10) HPLC-TOF/MS analizi sonucunda elde edilen 

HPLC-TOF kromatogramları ve negatif iyon kütleleri Şekil 4.29’ da verilmiştir. 

Rosmarinik asit standart olarak kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 4.29. Aktif fraksiyonların (E8, E9 ve E10) HPLC-TOF kromatogramları ve negatif 

iyon kütleleri 

 

Saflaştırılan moleküllerin yapıları, yüksek çözünürlükteki 600 MHz NMR cihazı ile 

belirlenmiştir. Saflaştırılan bileşiklerin molekül yapıları Şekil 4.30’da verilmiştir. 

Saflaştırılan bileşiklerin yapısındaki karbon ve protonların varlığı, moleküldeki konumları 

ve uzaysal olarak yönlenmesi 1D ve 2D NMR teknikleri ile belirlenmiştir. Yapısı 

belirlenen saf maddelere ait NMR spektrumları EK 2.1, EK 2.2 ve EK 2.3’de verilmiştir. 

E8 fraksiyonundan flash kromatografisi ile 5 adet molekülün yapısı aydınlatılmıştır. 

Bunlar,  RA (Rosmarinik asit), CA (Kafeik asit), LUT (Luteolin), PAME (Propanoik asit 

metil ester), L7G (Luteolin-7-glukozit) olarak belirlenmiştir. E9 fraksiyonundan flash 

kromatografisi ile 2 adet molekülün yapısı aydınlatılmıştır. Bunlar,  RA (Rosmarinik asit) 

ve BA (Benzoik asit) olarak belirlenmiştir. E10 fraksiyonundan flash kromatografisi ile 2 

adet molekülün yapısı aydınlatılmıştır. Bunlar, A7G (Apigenin-7-glukozit), RA-CA 

(kaffeoyl rosmarinik asit) olarak belirlenmiştir.  
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Şekil 4.30. E8, E9, ve E10 fraksiyonundan izole edilen bileşiklerin yapıları 

 

4.1.3.2. Saflaştırılan Bileşiklerin H4IIE Hepatoma Hücrelerinde Glukoneojenik 

Glukoz Üretimi Üzerine Etkileri 

Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının H4IIE hücrelerinde glukoneojenik glukoz 

üretimi üzerine etkileri Şekil 4.31’ de verilmiştir. Buna göre, glukoneojenezin 

indüklenmesiyle % 35 oranında artan glukoneojenik glukoz üretimi; RA, CA, LUT, 
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PAME, L7G, A7G, RA-CA, BA bileşiklerinin 50 µM dozlarının uygulaması sonrası 

sırasıyla % 59, % 60, % 30 ,% 73, % 27, % 56, % 76, % 22 oranlarında istatistiksel olarak 

anlamlı ve oldukça etkili bir şekilde baskılanmıştır (p<0,05, Şekil 4.31). Şekil 4.31’de 

belirtilen, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin indüklendiği besiyerini, (-) Dex-cAMP yalnızca 

DMEM besiyerini ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) Dex-cAMP, (+) Dex-cAMP, 

Dex-cAMP içeren besiyeri içinde uygulanan RA-50 µM, CA-50 µM, LUT-50 µM, PAME-

50 µM, L7G-50 µM, A7G-50 µM, RA-CA-50 µM, BA-50 µM şeklindedir. Her bir 

uygulama triplike olarak yapılmıştır. Normalizasyon sonrası (+) Dex-cAMP değeri % 100 

olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.31. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının H4IIE hücrelerinde glukoneojenik 

glukoz üretimi üzerine etkileri. * (+) Dex-c-AMP kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.3.3. Saflaştırılan Bileşiklerin H4IIE Hepatoma Hücrelerinde PEPCK ve 

G6Paz enzimlerinin mRNA seviyesi Üzerine Etkileri 

Glukoneojenik glukoz üretimi deneyi sonrasında, saflaştırılan bileşiklerin 50 µM 

dozunun PEPCK ve G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan etkileri değerlendirilmiştir. 

Deney sonuçlarına göre, Dex-cAMP uygulaması, PEPCK ekspresyonunu (-) Dex-cAMP 

kontrolüne kıyasla % 61 oranında anlamlı şekilde artırarak bu hücrelerde glukoneojenezi 

başarılı bir şekilde indüklemiştir. Elde edilen verilere göre, 50 µM dozdaki RA, CA, A7G, 

BA bileşikleri, Dex-cAMP ile indüklenen PEPCK gen ekspresyonununda anlamlı 

değişiklikler yaratmazken, LUT bileşiği PEPCK gen ekspresyonunu % 84 oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde baskılamıştır (p< 0,05). PAME, L7G, RA-CA 
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bileşiklerinin 50 µM dozlarının ise,  PEPCK gen ekspresyonlarında % 35, % 59, % 49 

oranından artışlara neden olduğu görülmüştür (p< 0,05), (Şekil 4.32). Şekil 4.32’de 

belirtilen, (-) Dex-cAMP: yalnızca DMEM besiyerini, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin 

indüklendiği besiyerini ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) Dex-cAMP, (+) Dex-

cAMP, Dex-cAMP içeren besiyeri içinde uygulanan RA-50 µM, CA-50 µM, LUT-50 µM, 

PAME-50 µM, L7G-50 µM, A7G-50 µM, RA-CA-50 µM, BA-50 µM şeklindedir. 

PEPCK gen ekspresyon seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon 

sonrası (+) Dex-cAMP değeri % 100 olarak alınmıştır. Her bir uygulama triplike olarak 

yapılmıştır. 
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Şekil 4.32. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının H4IIE hücrelerinde PEPCK gen 

ekspresyon seviyesine etkileri. *(+) Dex-cAMP indüklenmiş kontrol ile karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozunun G6Paz gen ekspresyon seviyesine olan 

etkisi Şekil 4.33’de verilmektedir. Buna göre, Dex-cAMP uygulaması, (+) Dex-cAMP 

kontrol hücrelerinde ekspresyon seviyesini (-) Dex-cAMP kontrole kıyasla % 72 oranında 

artırarak glukoneojenezi indüklemiştir. Elde edilen verilere göre, RA ve CA bileşiklerinin 

Dex-cAMP ile indüklenen G6Paz gen ekspresyonununda değişiklik yaratmadığı 

görülürken, LUT, PAME, RA-CA bileşiklerinin sırasıyla,  % 95, % 53, % 22 oranlarında 

anlamlı derecede baskıladığı görülmüştür (p<0,05). L7G, A7G, BA bileşiklerinin 50 µM 

dozlarının ise, G6Paz gen ekspresyonunda % 33, % 41, % 22 oranlarında artışlara neden 

olduğu görülmüştür (p< 0,05), (Şekil 4.33). Şekil 4.33’de belirtilen, (-) Dex-cAMP 

yalnızca DMEM besiyerini, (+) Dex-cAMP glukoneojenezin indüklendiği besiyerini ifade 

etmektedir. Uygulama grupları, (-) Dex-cAMP, (+) Dex-cAMP, Dex-cAMP içeren besiyeri 
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içinde uygulanan RA-50 µM, CA-50 µM, LUT-50 µM, PAME-50 µM, L7G-50 µM, A7G-

50 µM, RA-CA-50 µM, BA-50 µM şeklindedir. G6Paz gen ekspresyon seviyesi β-aktine 

göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (+) Dex-cAMP değeri değeri % 100 

olarak alınmıştır. Her bir uygulama triplike olarak yapılmıştır. 
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Şekil 4.33. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının H4IIE hücrelerinde G6Paz gen 

ekspresyon seviyesine etkileri. *(+) Dex-cAMP indüklenmiş kontrol ile karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Saflaştırılan bileşiklerle yapılan tarama testi sonuçlarına göre, L7G ve BA bileşikleri 

bahsedilen parametreler üzerinde etkinlik göstermediklerinden ileri mekanizma 

çalışmalarına dahil edilmemiştir. Bu çalışmalara, RA, CA, LUT, PAME, A7G, RA-CA 

bileşikleri ile devam edilmiştir (Çizelge 4.3). 
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Çizelge 4.3. Saflaştırılan bileşiklerin tarama sonuçları 

 

 

4.1.3.4. Saflaştırılan Bileşiklerin İnsülin Direnci Geliştirilen C2C12 

Hücrelerinde Hedef Proteinlerin Seviyeleri Üzerine Etkileri 

İnsülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde, saf bileşiklerin 50 µM dozda yapılan 

uygulamalarının p-AKTSer473/AKT seviyeleri üzerine etkileri Şekil 4.34’de verilmiştir. 

Elde edilen verilere göre, insülin direnci gelişimiyle % 36 oranında azalan p-

AKTSer473/AKT oranını; RA, CA, LUT, A7G, RA-CA bileşiklerinin 50 µM dozu, 

sırasıyla % 170, % 278, % 279, % 155, % 294 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde artırırken (p<0,05), PAME bileşiği (+) SYA grubuna kıyasla anlamlı herhangi bir 

değişikliğe neden olmamıştır (Şekil 4.34). Şekil 4.34’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ 

asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin 

direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) 

SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 µM, (+) SYA-CA-50 µM, (+) SYA-LUT-50 µM, (+) SYA-

PAME-50 µM, (+) SYA-A7G-50 µM, (+) SYA-RA-CA-50 µM şeklindedir. p-AKTSer473 

ve AKT protein seviyeleri β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) 

SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz 

edilmiştir. 

 

Saflaştırılan Bileşikler         

(50 µM )

Glukonojenik 

Glukoz            

Üretimi    

PEPCK            

ekspresyonu 

G6Paz 

Ekspresyonu 

RA 59 1 2

CA 60 4 5

LUT 30 84 95

PAME 73 35 53

L7G 27 59 33

A7G 56 20 41

RA-CA 76 49 22

BA 22 10 22

BİYOMARKERLAR  (% Değişim)

v
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Şekil 4.34. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan C2C12 fare iskelet kası hücrelerindeki p-AKTSer473/AKT 

proteinlerinin seviyesi üzerine etkileri. (B) p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyelerinin 

densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

  

İnsülin direnci geliştirilen C2C12 hücrelerinde, saf bileşiklerin 50 µM dozda yapılan 

uygulamalarının IR-β seviyesi üzerine etkileri Şekil 4.35’de verilmiştir. Elde edilen 

verilere göre, RA, CA, LUT, A7G, RA-CA bileşikleri 50 µM dozda IR-β seviyesini (+) 

SYA kontrol grubuna kıyasla sırasıyla % 76, % 88, % 46, % 45, % 44 oranlarında 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırırken (p<0,05), PAME bileşiği herhangi bir 

değişiklik yaratmamıştır. (Şekil 4.35). Şekil 4.35’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi 

uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci 

oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA 

kontrol, (+) SYA-RA-50 µM, (+) SYA-CA-50 µM, (+) SYA-LUT-50 µM, (+) SYA-

PAME-50 µM, (+) SYA-A7G-50 µM, (+) SYA-RA-CA-50 µM şeklindedir. IR-β protein 

seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 

1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.35. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan C2C12 fare iskelet kası hücrelerindeki IR-β protein seviyesi üzerine 

etkileri. (B) IR-β protein seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. * (+) 

SYA kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir 

(p<0,05) 

 

Saf bileşiklerin C2C12 hücrelerinde araştırılan bir diğer hedef protein PPAR-γ’nın 

seviyesi üzerine etkileri Şekil 4.36’da verilmiştir. Sonuçlara bakıldığında, RA, CA, LUT, 

PAME, A7G, RA-CA bileşiklerinin 50 µM dozunun PPAR-γ protein seviyesini (+) SYA 

kontrol grubuna kıyasla sırasıyla % 217, % 223, % 49, % 81, % 103, % 99 oranlarında 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırdığı görülmüştür (p<0,05). Bantlar Studio Image 

software kullanılarak analiz edilmiştir. (Şekil 4.36). Şekil 4.36’da belirtilen, (-) SYA, 

serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak 

insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, 

(+) SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 µM, (+) SYA-CA-50 µM, (+) SYA-LUT-50 µM, (+) 

SYA-PAME-50 µM, (+) SYA-A7G-50 µM, (+) SYA-RA-CA-50 µM şeklindedir. PPAR-γ 

protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol 

değeri 1 olarak alınmıştır.           
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Şekil 4.36. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan C2C12 fare iskelet kası hücrelerindeki PPAR-γ protein seviyesi üzerine 

etkileri. (B) PPAR-γ protein seviyesinin densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. * (+) 

SYA kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir 

(p<0,05) 

 

4.1.3.5. Saflaştırılan Bileşiklerin İnsülin Direnci Geliştirilen H4IIE Hücrelerinde 

Hedef Proteinlerin Seviyeleri Üzerine Etkileri 

İnsülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde, saf bileşiklerin 50 µM dozda yapılan 

uygulamalarının p-AKTSer473/AKT seviyeleri üzerine etkileri Şekil 4.37’de verilmiştir. 

Elde edilen verilere göre, insülin direnci gelişimiyle  % 47 oranında azalan p-AKT 

seviyesini RA, LUT, PAME, A7G, RA-CA bileşiklerinin 50 µM dozu sırasıyla % 79, % 

58, % 10, % 90, % 13 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırırken (p<0,05), 

CA bileşiği % 12 oranında azaltmıştır. (Şekil 4.37). Şekil 4.37’de belirtilen, (-) SYA, 

serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak 

insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, 

(+) SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 µM, (+) SYA-CA-50 µM, (+) SYA-LUT-50 µM, (+) 

SYA-PAME-50 µM, (+) SYA-A7G-50 µM, (+) SYA-RA-CA-50 µM şeklindedir. p-

AKTSer473/AKT protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon 

sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software 
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kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.37. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan H4IIE hücrelerindeki p-AKTSer473/AKT proteinlerinin seviyesi 

üzerine etkileri. (B) p-AKTSer473/AKT oranının densitometrik analizlerinin 

karşılaştırılması. * (+) SYA kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı 

farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

İnsülin direnci geliştirilen H4IIE hücrelerinde, saf bileşiklerin 50 µM dozda yapılan 

uygulamalarının LPL seviyeleri üzerine etkileri Şekil 4.38’ de verilmiştir. Elde edilen 

verilere göre, insülin direnci gelişimiyle  % 10 oranında azalan LPL seviyesini RA, CA, 

LUT, PAME, A7G, RA-CA bileşiklerinin 50 µM dozu sırasıyla % 327, % 21, % 31, % 52, 

% 245, % 44 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde artırmıştır (p<0,05, Şekil 

4.38). Şekil 4.38’de belirtilen, (-) SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılmayan, (+) 

SYA, serbest yağ asidi uygulaması yapılarak insülin direnci oluşturulan hücreleri ifade 

etmektedir. Uygulama grupları, (-) SYA kontrol, (+) SYA kontrol, (+) SYA-RA-50 µM, 

(+) SYA-CA-50 µM, (+) SYA-LUT-50 µM, (+) SYA-PAME-50 µM, (+) SYA-A7G-50 

µM, (+) SYA-RA-CA-50 µM şeklindedir. LPL protein seviyesi β-aktine göre normalize 

edilmiştir. Normalizasyon sonrası (-) SYA kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar 

Studio Image software kullanılarak analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.38. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının (A) serbest yağ asidi ile insülin 

direnci oluşturulan H4IIE hücrelerindeki LPL protein seviyesi üzerine etkileri. (B) LPL 

protein seviyesi densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *(+) SYA kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.3.6. Saflaştırılan Bileşiklerin Pankreatik BTC-6 Hücrelerinde GLUT2 

Protein Seviyesi Üzerine Etkileri  

BTC-6 hücrelerinde saf bileşiklerin 50 µM dozda yapılan uygulamalarının GLUT2 

protein seviyesi üzerine etkileri Şekil 4.39’da verilmiştir. Elde edilen verilere göre, CA 

bileşiğinin 50 µM dozu kontrol grubuna kıyasla GLUT-2 protein seviyesini % 54 oranında 

artmıştır (p<0,05). GLUT-2 protein seviyesinde RA bileşiği anlamlı bir değişiklik 

yaratmazken, LUT, PAME, A7G, RA-CA bileşikleri GLUT2 seviyesini kontrol grubuna 

kıyasla sırasıyla % 29, % 55, % 44, % 30 oranlarında azaltmıştır (p<0,05). Pozitif kontrol 

olarak kullanılan glibenklamidin ise, % 25 oranında artışa neden olduğu görülmüştür. 

(Şekil 4.39). Şekil 4.39’da belirtilen uygulama grupları, kontrol, RA-50 µM, CA-50 µM, 

LUT-50 µM, PAME-50 µM, A7G-50 µM, RA-CA-50 µM, GC: Glibenkalamid 10 µM 

şeklindedir.  GLUT-2 protein seviyesi β-aktine göre normalize edilmiştir. Normalizasyon 

sonrası kontrol değeri 1 olarak alınmıştır. Bantlar Studio Image software kullanılarak 

analiz edilmiştir. 
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Şekil 4.39. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının (A) BTC-6 pankreatik beta 

hücrelerinde hücrelerindeki GLUT-2 protein seviyesi üzerine etkileri. (b) GLUT-2 protein 

seviyesi densitometrik analizlerinin karşılaştırılması. *Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.3.7. Saflaştırılan Bileşiklerin Pankreatik BTC-6 Hücrelerinde İnsülin 

Salınımı Üzerine Etkileri  

Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının BTC-6 hücrelerinde insülin salınımı 

üzerine etkileri Şekil 4.40’da verilmiştir. Buna göre, RA, LUT, PAME ve RA-CA 

bileşiklerinin 50 µM dozu insülin salınımını kontrole kıyasla % 15 % 11,  % 10, % 11 

oranlarında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artırırken (p<0,05), CA ve A7G 

bileşiklerinin % 16 ve % 44 oranlarında baskıladığı görülmüştür (Şekil 4.40). İnsülin 

salınımını artıran bileşikler pozitif kontrol olarak kullanılan Glibenklamid’e yakın 

değerlerde bir etki yaratmıştır. Şekil 4.40’da belirtilen uygulama grupları, kontrol, RA-50 

µM, CA-50 µM, LUT-50 µM, PAME-50 µM, A7G-50 µM, RA-CA-50 µM, GC-10 µM 

şeklindedir. Normalizasyon sonrası kontrol değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.40. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının BTC-6 pankreatik beta hücrelerinde 

insülin salınımı üzerine etkileri. *Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak 

anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.3.8. Saflaştırılan Bileşiklerin Pankreatik BTC-6 Hücrelerinde Glukokinaz 

mRNA Seviyesi Üzerine Etkileri 

Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının BTC-6 hücrelerinde Glukokinaz mRNA 

seviyesi üzerine etkileri Şekil 4.41’ de verilmiştir. Buna göre, RA, CA, LUT, RA-CA 

bileşiklerinin 50 µM dozu Glukokinaz mRNA seviyesini kontrole kıyasla sırasıyla,  % 36 

% 75,  % 199, % 72 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artırırken (p<0.05), 

PAME bileşiğinin % 15 oranında baskıladığı görülmüştür (Şekil 4.41). A7G bileşiği 

anlamlı bir değişim yaratmamıştır. Şekil 4.41’de belirtilen uygulama grupları, kontrol, RA-

50 µM, CA-50 µM, LUT-50 µM, PAME-50 µM, A7G-50 µM, RA-CA-50 µM, GC-10 µM 

şeklindedir.  Normalizasyon sonrası kontrol değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.41. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının BTC-6 pankreatik beta hücrelerinde 

Glukokinaz mRNA seviyesi üzerine etkileri. *Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 
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4.1.3.9. Saflaştırılan Bileşiklerin 3T3L1 Hücrelerinde Gliserol Salınımı Üzerine 

Etkileri    

Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının 3T3L1 hücrelerinde gliserol salınımı 

üzerine etkileri Şekil 4.42’ de verilmiştir. Buna göre, 100 nM dozda isoproterenol 

uygulamasıyla % 73 oranında indüklenen gliserol salınımını; LUT, PAME ve RA-CA 

bileşiklerinin 50 µM dozu sırasıyla  % 12, % 21,  % 37 oranlarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde baskılanırken (p<0,05), RA, CA, A7G bileşiklerinin anlamlı bir 

değişiklik yaratmadığı görülmüştür (Şekil 4.42). Şekil 4.42’de belirtilen uygulama 

grupları, kontrol, indüklenmiş kontrol (100nM isoproterenol), RA-50 µM, CA-50 µM, 

LUT-50 µM, PAME-50 µM, A7G-50 µM, RA-CA-50 µM şeklindedir. Her bir uygulama 

triplike olarak yapılmıştır. İsoproterenol (+) kontrol değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.42. Saflaştırılan bileşiklerin 50 µM dozlarının 3T3L1 hücrelerinde gliserol salınımı 

üzerine etkileri. * İsoproterenol (+) kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak 

anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.1.3.10. Saflaştırılan Bileşiklerin H4IIE Hücrelerinde Transkriptom Üzerine 

Etkileri 

Deney protokollerin uygulamaları sonucu, H4IIE sıçan karaciğer hücrelerinde tüm 

transkriptom değişimlerini tayin etmek ve uygulamalar arası değişkenlikleri daha geniş 

bir biçimde ortaya koymak için tüm genom transkriptom analizleri hizmet alımı ile 

gerçekleştirilmiştir. Bu analiz için insülin sinyal yolağında ve glukoz metabolizmasında 

merkezi düzenleyici rolleri hepatik hücreler seçilmiştir. Bu analizler yedi farklı grupta 

yapılmıştır: 1. Grup: (+) SYA (insülin direnci geliştirilen), 2.Grup: (-) SYA (normal 

kontrol), 3. Grup: RA 50 µM (+) SYA, 4.Grup: CA 50 µM (+) SYA, 5. Grup: RA-CA 50 



 

109 

 

µM (+) SYA, 6. Grup: LUT 50 µM (+) SYA,  7. Grup: EE-25 µg/ml (+) SYA. Bu analiz 

için öncelikle, H4IIE hücrelerinde serbest yağ asidi uygulaması ile insülin direnci modeli 

geliştirilerek, aktif ekstrat/bileşiklerin uygulamaları yapılmıştır. Örneklerin RNA 

izolasyonları, konsantrasyon ve kalite kontrolleri yapılarak, kuru buz içerisinde hizmet 

alımının gerçekleştirildiği firmaya ulaşması sağlanmıştır. Firma tarafından, örneklerin 

cRNA dönüşümleri yapılarak Agilent platformunda 55 bin prob kullanılarak, “SurePrint 

G3 Sıçan Gene Expression 8x60K” ile tüm genom ekspresyon profili çıkarılmıştır.  

Ham mikrodizi verisi Agilent Feature Extraction v11.0.1.1 programı yardımı ile 

elektronik verilere dönüştürülmüştür. Verilerin karşılaştırmalı analizleri için her örneğin 

verisinden arka plan gürültüsü uzaklaştırılarak ve tüm örneklerin verisi yüzdelik 

normalizasyona tabi tutulmuştur. Daha sonra normalize edilen verilere analiz 

basamaklarında kullanılmak üzere Log transformasyonu uygulanmıştır. Tüm bunlara ek 

olarak normalize edilen veriler (hangi grupta oldukları göz önüne alınmadan) örneklerin 

tüm genom gen ekspresyon profillerinin hiyerarşik kümeleme analizleri ‘Correlation-

average’ yaklaşımı kullanılarak oluşturulmuştur. 

Ön analizin tamamlanmasından sonra elde edilen veriler kullanılarak örnekler 

gruplandırılmış ve diferansiyel ekspresyon analizi yapılmıştır. Analizler yapılırken gruplar 

kendi içerisinde değerlendirilmiştir. Her grup içerisinde ise üç test örneği kontrol örnekleri 

ile karşılaştırılmıştır. Çalışmada örnek bazında sadece teknik replikalar alt grupları 

oluşturduğundan dolayı; probların ekspresyon ölçümlerindeki ‘kat değişim’ (Fold Change) 

miktarları göz ününde bulundurulmuştur. Çizelge 4.4’de örnekler ve bu örneklerin kontrol 

örneklerine göre kat değişim limitleri ve bu limitin üzerinde değişim gösteren probların 

sayısı verilmiştir (Çizelge 4.4). 

 

Çizelge 4.4. Örneklerde değişim gösteren prob sayıları 

Test örneği Kontrol örneği Prob sayısı 

SYA (insülin direnci geliştirilen) SYA (normal kontrol) 3490 

RA 50 µM (+)SYA SYA (insülin direnci geliştirilen) 3045 

CA 50 µM (+)SYA SYA (insülin direnci geliştirilen) 3331 

RA-CA 50 µM (+)SYA SYA (insülin direnci geliştirilen) 3874 

LUT 50 µM (+)SYA SYA (insülin direnci geliştirilen) 3334 

EE (25 µg/ml) (+)SYA SYA (insülin direnci geliştirilen) 3818 

 

http://4.ca/
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Mikroarray sinyallerinin filtrelenmesinden sonra, toplam 55.681 prob setinde 28.604 ifade 

edilmiş transkript bulunmuştur. H4IIE sıçan karaciğer hücrelerinde insülin direnci 

oluşturulması sonucunda, 1749 adet probun ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kıyasla 

artmış, 1741 adet probun ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kıyasla azalmıştır. Bu 

probların ileri analizleri sonucunda toplam 347 yolakta değişimler olduğu saptanmıştır. 

Gen ekspresyonlarındaki değişimler tek başına yeterli bilgiyi sağlayamadığından, DAVID 

Biyoinformatik Veritabanı ve KEGG ile yolak analizi gerçekleştirilmiştir. Bu analize göre, 

insülin direnci ve insülin sekresyonu, PPAR sinyalizasyonu, glukagon sinyalizasyonu ve 

PI3K-AKT sinyal yolakları önemli ölçüde etkilenmiştir. Tüm bu analizler, SYA 

uygulamasının, insülin direnci (10 gen), insülin sekresyon yolağı (8 gen), PPAR sinyal 

yolağı (10 gen), immün yanıt (22 gen) ve inflamasyonla (21 gen) ilgili bir grup genin SYA 

uygulaması yapılmayan kontrol grubuna kıyasla ekspresyonlarının artmasına ve 

azalmasına neden olduğunu göstermektedir (EK Çizelge 3.1). SYA ile insülin direnci 

gelişmiş hücrelere EE (25 μg/mL) uygulaması sonucu, insülin direnci oluşturulmayan 

hücrelere kıyasla 3818 transkriptten 1896 adetinin ekspresyonunun arttığı, 1922 adetininin 

ekspresyonunun azaldığı görülmüştür. İnsülin direnci ve insülin sinyal yolağında meydana 

gelen değişimler yapılan bu analizlerle de saptanmış, mRNA ve protein ifade çalışmalarını 

destekler nitelikte sonuçlar elde edilmiştir. Benzer şekilde filtrelenmiş örneklerden FC 

analizi sonucunda, hücrelere uygulanan RA’nın, 1545 adet probun ekspresyon seviyesinin 

kontrol grubuna kıyasla artmasına, 1520 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla 

azalmasına sebep olduğu görülmüştür. Hücre hattında 50 µM CA uygulaması sonucunda 

1651 adet probun ekspresyon seviyesi artarken 1680 adet probun ekspresyonunun azaldığı 

saptanmıştır. Benzer şekilde, 50 µM RA-CA uygulaması toplamda 3874 adet genin 

expresyonunda (1944 artan ve 1930 azalan) değişime sebep olmuştur. LUT maddesi 1901 

adet probun artmasına sebep olurken, 1933 probun azalmasına neden olmuştur. Son olarak 

EE, 1896 genin ekspresyon seviyesinde artışa neden olurken 1922 genin seviyesinde 

azalışa neden olmuştur. İleri transkriptom analizleri sonucunda insülin direnci geliştirilen 

hücrelerle kontrol hücreleri karşılaştırıldığında özellikle karbonhidrat (glukoneojenez, 

glikojen, glikoliz) ve lipit metabolizmasında (lipojenez ve lipoliz) görev alan yolaklarda ve 

bunların sinyal iletiminden sorumlu genlerin ifadelerinde değişimler olduğu ortaya 

koyulmuştur. Bu değişimler aktif bileşik ve ekstrat uygulaması sonucunda önemli oranda 

kontrol ifadelerine benzer şekilde değişmiştir. Elde edilen sonuçlar, mRNA ve protein 

ifade çalışmaları ile de paralellik göstermekte olup, bunları doğrulayıcı ve genişletici 

niteliktedir.  
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4.1.3.11. İnflamasyon Modeli Geliştirilen RAW264.7 Makrofaj Hücrelerinde 

RA-CA Molekülünün Nrf-2 Aracılıklı Mekanizması  

 RAW264.7 makrofaj hücrelerinde RA-CA’ nın Nrf-2 aracılığıyla kronik 

inflamasyona karşı koruyucu mekanizmasının aydınlatılması için gen sessizleştirme 

yöntemi kullanılmıştır. Buna göre RA-CA’ nın, Nrf-2 transkripsiyon faktörü aracılığıyla 

regülasyonları sağlanan ve inflamatuar yanıtta koruyucu etki gösteren antioksidan 

enzimlerin mRNA seviyeleri üzerine etkileri belirlenmiştir.  

LPS ile inflamasyonun indüklendiği makrofaj hücrelerinde Nrf-2 protein seviyesi 

LPS kontrol grubunda % 27 oranında azalmıştır. Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi 

yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde, kontrol siRNA grubuna kıyasla Nrf-2 siRNA 

grubunda ekspresyon seviyesinin anlamlı derecede azalması (% 100) Nrf-2 geninin 

sessizleştirildiğini göstermektedir (p<0,05), (Şekil 4.43).  

N
r
f-

2
 m

R
N

A
 S

e
v

iy
e

s
in

in

R
e

la
ti

f 
D

e
ğ

iş
im

i

K trl K trl R A -C A K trl K trl R A -C A

0

5 0

1 0 0

1 5 0

K o n t r o l  s iR N A N r f -2  s iR N A

S a f  M o le k ü lle r

 -             +            +                        -            +            +L P S

s iR N A

K o n s a n tr a s y o n  (µ M )  5 0  5 0

*

**
*

*

 

Şekil 4.43. Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde 

RA-CA’ nın Nrf-2 mRNA seviyesi üzerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde, RA-

CA’ nın 50 µM dozda uygulamasının kontrol siRNA grubunda HO-1 mRNA seviyesini 

2,6 kat artırdığı görülmüştür (p<0,05), (Şekil 4.44). Sessizleştirme yapılan Nrf-2 siRNA 

grubunda ise, Kontrol siRNA grubu RA-CA uygulamasına kıyasla bu indüklenmenin 10 

kat daha az bir oranda olduğu görülmüştür. Şekil 4.44’de belirtilen uygulama grupları, 

kontrol LPS (-), kontrol LPS (+), RA-CA 50 µM şeklindedir. Her bir uygulama triplike 

olarak yapılmıştır. Kontrol siRNA grubu Kontrol LPS (+) değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.44. Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde 

RA-CA’ nın HO-1 mRNA seviyesi üzerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde, RA-

CA’ nın 50 µM dozda uygulamasının kontrol siRNA grubunda NQO1 mRNA seviyesini 

3,4 kat artırdığı görülmüştür (p<0,05), (Şekil 4.45). Sessizleştirme yapılan Nrf-2 siRNA 

grubu kontrol siRNA grubuna kıyaslandığında bu indüklenmenin gerçekleşmediği 

görülmektedir. Şekil 4.45’de belirtilen uygulama grupları, kontrol LPS (-), kontrol LPS 

(+), RA-CA 50 µM şeklindedir. Her bir uygulama triplike olarak yapılmıştır. Kontrol 

siRNA grubu kontrol LPS (+) değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.45. Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde 

RA-CA’ nın NQO1 mRNA seviyesi üzerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 
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 Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde, 

LPS uygulamasıyla (+) LPS grubunda iNOS mRNA seviyesinde görülen artış (% 100) bu 

hücrelerde inflamasyon modelinin geliştirildiğini göstermektedir (p<0,05). Kontrol siRNA 

grubunda RA-CA’ nın 50 µM dozda uygulaması ise, iNOS mRNA seviyesini 1,9 kat  

azaltarak inflamasyona karşı koruyucu etki sağlamıştır (p<0,05), (Şekil 4.46). 

Sessizleştirme yapılan Nrf-2 siRNA grubunda ise, Kontrol siRNA grubuna kıyasla 

azalmanın 1,3 kat arttığı görülmüştür (p<0,05). Şekil 4.46’da belirtilen uygulama grupları, 

kontrol LPS (-), kontrol LPS (+), RA-CA 50 µM şeklindedir. Her bir uygulama triplike 

olarak yapılmıştır. Kontrol siRNA grubu kontrol LPS (+) değeri % 100 olarak alınmıştır. 
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Şekil 4.46. Nrf-2 siRNA ile gen sessizleştirmesi yapılan RAW264.7 makrofaj hücrelerinde 

RA-CA’ nın iNOS mRNA seviyesi üzerine etkileri. * Kontrol siRNA (+) LPS kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı farklılık görülmektedir (p<0,05) 

 

4.2. Tartışma 

Çağımızın getirdiği ileri ve modern teknolojiyle beraber değişen yaşam tarzı örneğin 

fiziksel aktivitenin azalması, sürekli ve dengesiz beslenme, yüksek kalorili besinlerin 

kullanımı, gıdalarda bulunan katkı maddeleri metabolik kökenli hastalıkların görülme 

sıklığını oldukça artırmıştır. Bunların en önemlilerinden biri olan MetS, insülin direnci, 

dislipidemi, hipertansiyon ve abdominal obezite gibi birçok metabolik bozukluğun da bir 

arada görüldüğü, T2D ve kardiyovasküler hastalıklarla yakından ilişkili olan multi-

faktöriyel bir hastalıktır (Şekil 4.47). Bu hastalık tüm dünyada yetişkin nüfusun önemli bir 

kısmını etkileyen yüksek bir prevalansa sahiptir (Xia ve Weng, 2010; Lam ve LeRoith, 

2015). 
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Şekil 4.47. Metabolik sendromla ilişkili metabolik bozukluklar 

 

MetS gelişiminin önlenmesi ve tedavisi için farmakolojik ve farmakolojik olmayan 

birtakım terapötik stratejiler kullanılmaktadır. Bu stratejilerin başında tedavi sürecine 

büyük oranda katkı sağlayan yaşam tarzı değişiklikleri yer almaktadır. Pek çok birey bu 

yaklaşımı benimsemekte güçlük çekmekte, bu nedenle de farmakolojik yaklaşımlara 

yönlendirilmektedir. Ancak, birden fazla metabolik bozukluğa karşı uzun süreli, çok sayıda 

ilaç kullanımı ve oluşan yan etkiler bireyleri farklı tedavi stratejilerinin arayışına 

sokmaktadır. Özellikle, fenolik bileşiklerce zengin doğal ürünleri içeren diyetsel 

düzenlemeler tedavide sıkça tercih edilen alternatiflerdir (Vinayagam ve ark., 2016). 

Literatürde flavonoidlerin ve polifenolik asitlerin yüksek oranda bulunduğu doğal 

ürünlerce zengin diyet ile hastalıkların engellenmesi arasında pozitif bir korelasyon 

olduğunu gösteren çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Pek çok bitki ekstratının ve 

içeriğindeki aktif bileşenlerin MetS patojenezinde yer alan birden çok mekanizma üzerinde 

etkin olduğu yapılan çalışmalarla gösterilmiştir Bu çalışmalarda, Cinnamomum cassia 

bitkisinden saflaştırılan Sinnamon bileşeninin antihiperglisemik ve antihipertansif etkiye 

sahip olduğu (Kim ve ark., 2006; Preuss ve ark., 2006); Artemisia dracunculus ekstratının 

ve içeriğindeki aktif bileşenlerin hepatik glukoz çıkışını baskılayarak hipoglisemik etkiye 

sahip olduğu, aynı zamanda insülin hassasiyetini artırdığı (Ribnicky ve ark., 2006; Wang 

ve ark., 2008); Trigonella foenum-graecum bitkisi tohumlarının antihiperglisemik ve 

antihiperkolestrolemik etki sağladığı rapor edilmiştir (Srinivasan ve ark., 2006; Graf ve 

ark., 2010). Vitis vinifera bitkisiyle yapılan in vivo bir çalışmada, bu bitkinin plazma 

kolestrol seviyesi üzerinde düzenleyici etkiye sahip olduğu gösterilirken (Quesada ve ark., 

2009), 2009’da MetS’li bireylerle yapılan klinik çalışmada ise aynı bitkinin güçlü şekilde 

antihipertansif etki sağladığı rapor edilmiştir (Sivaprakasapillai ve ark., 2009; Graf ve ark., 
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2010). Literatürde yer alan diğer çalışmalarda flavonoidlerin, (i) hepatositlerde glukoz 

metabolizmasının regülasyonu aracılığıyla hiperglisemiyi iyileştirmesi, (ii) pankreatik beta 

hücrelerinde apoptozisi azaltarak insülin salınımını artırması, (iii) adipositlerde ve iskelet 

kasında insülin hassasiyetini artırması, (iv) iskelet kası ve adipoz dokuda glukoz alımını 

artırması, metabolik olarak aktif pek çok dokuda farklı sinyal yolakları üzerinde 

düzenleyici etkisi olduğunu açıkça göstermektedir (Babu ve ark., 2013). Dolayısıyla, bu 

çalışmalarda olduğu gibi bitkisel kökenli preparatların ya da aktif bileşenlerin metabolik 

etkilerinin aydınlatılması ve standardizasyonlarının sağlanması, MetS gibi kompleks 

hastalıkların tedavisinde kullanımlarını mümkün kılabilir. 

Günümüzde MetS tedavisinde kullanılan multihedef tek bir farmakolojik ajan yoktur. 

Bu nedenle, hastaların büyük bir çoğunluğunda, bütün MetS komponentlerini tek tek hedef 

alan farmakolojik ajanlar kullanılmaktadır (Nammi ve ark., 2009). Ne yazık ki bu yaklaşım 

hastaları uzun yıllar veya kimi zaman ömür boyu çok sayıda ve çok çeşitli ilaç kullanımına 

mahkum etmektedir. Buda ilerleyen süreçte, karaciğer toksisitesi, böbrek hasarı gibi ağır 

yan etkilerin ortaya çıkmasına neden olmaktadır (Lender ve Sysko, 2006). Bu nedenle, 

bitkisel kökenli multi-hedef geleneksel yaklaşımların araştırılması, ortaya koyulması ve 

daha az yan etkiye sahip multi-hedef etken fitokimyasalların tespit edilmesi son derece 

önemlidir.  

Bu tez çalışmasında, geniş bir şifalı bitkiler kaynağı bulunan ülkemizin kültüründen 

yola çıkılarak, MetS tedavisinde aday olabilecek aktif bitki ekstratları ve aktif 

fitokimyasalların ortaya çıkarılması hedeflenmiştir. Bu amaçla, proje kapsamında çalışılan 

bitki türü, Çanakkale ve yakın çevresinde (Bayramiç, Ayvalık, Kazdağları, Bandırma, 

Balıkesir ve Edremit) gerçekleştirilen etnobotanik çalışmalarda ele alınan bitkiler tek tek 

taranarak belirlenmiştir. Halk arasında şeker hastalığı, yüksek tansiyon, kalp ve damar 

hastalıklarının tümünün tedavisinde yaygın olarak kullanılan “Karabaş otu” MetS’nin tüm 

bileşenlerini hedef alan bir bitki türü olarak seçilmiştir.  

Tez çalışmasında, Karabaş otu sulu ekstresinin MetS’ ye karşı potansiyel iyileştirici 

etkileri ve moleküler mekanizmaları in vitro hücre tabanlı deneysel (in vitro cell based 

assay) yöntemler kullanılarak ilk defa araştırılmıştır. Aynı zamanda çalışmada elde edilen 

sulu ekstrenin biyoaktivite rehberli tarama çalışmaları sonucu aşamalı olarak 

fraksiyonlanmasıyla içeriğindeki MetS’ya karşı etkin “aktif moleküller” tespit edilmiş, 

bunların fizyolojik etkileri ve moleküler mekanizmaları hücre tabanlı in vitro yöntemler 

kullanılarak aydınlatılmıştır.  
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Tez çalışmasının ilk aşamasında, Karabaş otu sulu demlemesinden elde edilen EE ve 

BE’nin hücre içi glukoz alımı, glukoz tüketimi ve glukoneojenik glukoz üretimi gibi 

fizyolojik parametreler üzerine etkileri değerlendirilmiştir.  Bölüm 1’de ayrıntılı şekilde 

bahsedildiği üzere, iskelet kası, vücutta insülinle uyarılan glukoz alımının % 80 oranında 

gerçekleştiği organdır. Plazma glukozun artışına yanıt olarak salınan insülinin hücrede 

başlattığı sinyalizasyon sonucu glukoz hücre içine alınarak ya enerjiye çevrilir ya da 

ihtiyaç olmaması durumunda glikojen olarak depolanır. Sistemik insülin direncinin, temel 

olarak iskelet kasında insülin aracılı glukoz alımını sınırladığı bilinmektedir. Serbest yağ 

asitleri ile indüklenen insülin direnci durumunda kas hücrelerinde glukoz alımının önemli 

oranda azaldığı daha önceki çalışmalarla gösterilmiştir (Dresner ve ark., 1999; Griffin ve 

ark., 1999).  Bu çalışmada, Karabaş otu sulu demlemesinden elde edilen BE ve EE’nin 

C2C12 iskelet kası hücrelerindeki glukoz alımında istatistiksel olarak anlamlı önemli 

artışlar (sırasıyla % 97-78 ve % 120-182) yarattığı tespit edilmiştir. Ekstratların iskelet kası 

hücrelerindeki glukoz alımı üzerindeki etkileri, kandaki glukoz homeostazını dengelemede 

piyasada yaygın kullanılan ve etkili bir ajan olan metformine (2 mM) çok yakın, hatta 

EE’de (50 µg/mL) bu oranın metformine kıyasla % 50 daha fazla olduğu görülmüştür.  

Kandaki glukoz homeostazının dengelenmesinde karaciğer hücrelerinin önemli rolü 

vardır. Karaciğer bu işlevini, i) depo glikojenin hidrolize edilerek glukoz molekülüne 

dönüştürüldüğü glikojenoliz ile, ii) glukozun karbonhidrat olmayan kaynaklardan (pürivat, 

laktik asit, aminoasitler gibi) üretildiği glukoneojenez yolağıyla gerçekleştirmektedir. 

Glukoneojenez vücutta başlıca -% 85 oranında- karaciğerde gerçekleşmektedir.  Özellikle 

glukoneojenez karaciğerin uzun süreli açlık durumlarında kandaki glukoz seviyesini 

dengelemek için kullandığı en önemli mekanizmalardan biridir. Normal şartlar altında, 

hepatik glukoneojenik glukoz üretimi insülin tarafından inhibe edilerek plazmaya glukoz 

çıkışı engellenir. Ancak hiperglisemik, insülin dirençli ya da T2D hastalarında bu 

inhibisyon mekanizması düzgün çalışmadığı için karaciğer glukoneojenezle glukoz 

üretmeye devam eder, bu da hasta bireylerde kandaki glukoz oranının sürekli yüksek 

kalmasına neden olur. Günümüzde yeni anti-hiperglisemik moleküllerin araştırılmasında 

glukoneojenik glukoz üretimini baskılama (inhibe etme) potansiyeli araştırılan en önemli 

mekanizmalardan biridir (Cheng ve ark., 2012; Govorko ve ark., 2007; Rojo ve ark., 2012; 

Waterman ve ark., 2015). Bu nedenle, çalışma kapsamında elde edilen ekstratlar, 

karaciğerdeki glukoneojenik glukoz üretimini baskılama potansiyelleri açısından 

değerlendirilmiştir. Sonuçlara göre glukoneojenik glukoz üretimini baskılama açısından en 

etkin ekstratın pozitif kontrole (metformin) en yakın değerleri veren EE (% 82-87) olduğu 
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görülmektedir. C2C12 hücrelerinde elde edilen glukoz alımı sonuçları, H4IIE hücrelerinde 

elde edilen glukoneojenik glukoz üretimi sonuçlarına benzer olarak en etkin/aktif ekstratın 

EE olduğunu göstermiştir. Fizyolojik etki çalışmaları sonuçlarına bakıldığında en etkin 

ekstratın EE olduğu görülmüştür. 

Normal şartlarda, uzun süreli açlık koşullarında hepatik hücrelerde piruvat, laktat 

gibi karbonhidrat olmayan kaynaklardan glukoneojenez yolağı ile glukoz üretilerek 

dolaşıma salınır ve enerji sağlanır. Bu açlık koşullarında işleyen doğal bir mekanizmadır. 

Ancak tokluk durumunda kandaki glukoz oranı artınca insülin uyarısı ile birlikte hepatik 

hücreler bu glukoneojenik glukoz üretimini glukoneojenez yolağında yer alan hız 

sınırlayıcı enzimler olan PEPCK ve G6Paz enzimlerini baskılayarak durdurular. İnsülin 

direnci ve beraberinde gelişen tip 2 diyabet koşullarında ise, hedef hücreye glukoz alımı 

sınırlı olduğundan glukoneojenez yolağındaki modulatör enzimlerden PEPCK ve G6Paz’ın 

seviyelerinin artmasıyla glukoneojenez yolağı aktive olur ve sonuçta plazmadaki glukoz 

konsantrasyonu oldukça artar (Hall ve Granner, 1999; Quinn ve Yeagley, 2005). Bu 

nedenle, glukoz homeostazının dengelenmesinde glukoneojenez yolağında görev alan 

enzimlerin seviyelerinin baskılanarak hepatik hücrelerden glukoz çıkışının azalması 

önemlidir. Çalışmada, EE ve BE’nin hepatik hücrelerde gerçekleşen glukoneojenik glukoz 

üretimi üzerine etkileri (fizyolojik etki) değerlendirildikten sonra, bu yolaktaki etkisini 

nasıl gösterdiği, yani hız sınırlayıcı anahtar enzimlerden PEPCK ve G6Paz’ ın ekspresyon 

seviyelerini baskılayıp baskılamadığı araştırılmıştır. Hepatik hücrelerde indüklenen 

glukoneojenez yolağında seviyeleri artan regülatör enzimlerin (PEPCK ve G6Paz), 

ekstratların uygulamasıyla mRNA ekspresyonlarında önemli düşüşler kaydedilmiştir. 

Özellikle, fizyolojik etki çalışmalarında yüksek aktivite gösteren EE’nin G6Paz mRNA 

ekspresyonunu baskılayarak glukoneojenik glukoz üretimini azalttığı söylenebilir.  

Elde edilen ekstratlarla fizyolojik boyutta ve gen ekspresyon seviyesinde 

gerçekleştirilen çalışmaların ardından yapılan protein analizlerinde, insülin 

sinyalizasyonunda kritik rol oynayan moleküllerin seviyelerindeki değişimler 

araştırılmıştır. Bunların en önemlilerinden biri olan AKT proteini gerek karaciğer 

hücrelerinde gerekse de perifer hücrelerde insülin sinyalizasyonunda merkezi rol oynayan 

bir proteindir. Bu molekül insülin uyarısıyla 473. serin kalıntısından fosforile (p-AKT) 

olarak sinyalizasyonda birçok metabolik yolağın aktivasyon ya da inhbisyonunu 

gerçekleştiren merkezi role sahip bir moleküldür. Örneğin, insülin sinyali ile karaciğer 

hücrelerinde glukoneojenezi inhibe ederken, glikojen ve lipid sentezi yolaklarını aktive 

etmektedir. Palmitik asit ile geliştirilen insülin direncinde modellerinde AKT 
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fosforilasyonun ve aktivitesinin azaldığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Schmitz-

Peiffer, 2000; Martins ve ark., 2012). En son 2014 yılında Nutrition dergisinde yayınlanan 

bir makaleyle tıbbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin ve ekstratların insülin direnci ve 

hiperglisemiye karşı etkinliklerinin taranmasında p-AKTSer473/AKT oranındaki artışın 

etkin bir şekilde kullanılabileceği gösterilmiştir (Boudreau ve ark., 2014). Ayrıca, p-

AKTSer473 seviyesinin azalması hücrelerde insülin direnci modelinin etkin bir şekilde 

oluşturulduğunu göstermek için biyomarkör olarak da kullanılmaktadır (Hirabara, 2012). 

Çalışmamızda, SYA uygulaması yapılan her iki hücre hattında (C2C12 ve H4IIE), 

uygulama yapılmayan gruba kıyasla p-AKTSer473/AKT oranında anlamlı bir azalma (% 

24-% 27) tespit edilmiştir. AKT proteinin aktivasyonundaki bu azalma, glukoz alımı 

deneyinde (+) SYA kontrol grubundaki azalışa paralel şekildedir, dolayısıyla bu hücrelerde 

insülin direncinin geliştiği hem fizyolojik hem de moleküler seviyede doğrulanmıştır. EE 

ve BE’nin azalan p-AKTSer473 seviyesini iskelet kası hücrelerinde (% 32-59) ve hepatik 

hücrelerde (% 8-20) değişen oranlarda artırması, insülin direnci ve hiperglisemiye karşı 

oldukça etkin olduklarını ifade etmektedir. Elde edilen tüm bu sonuçlar ekstratların hem 

iskelet kası hücrelerinde, hem de hepatik hücrelerde insülin hassasiyetini artırdığını 

göstermektedir.  

İskelet kasında insülinle uyarılan glukoz alımı, insülin sinyalizasyonu sonucu glukoz 

taşıyıcısının (GLUT4) hücre içinden plazma membranına translokasyonu aracılığıyla 

gerçekleşmektedir (Watson ve ark., 2004). Ancak, lipit metabolizmasında meydana gelen 

bozukluklar sonucu plazmada bulunan serbest yağ asitlerinin miktarının artması, periferal 

insülin direnci gelişimine neden olarak GLUT4 translokasyonunun azalmasına neden 

olmaktadır (Boden ve ark., 2006). Çalışmada, SYA ile insülin direnci geliştirilen iskelet 

kası hücrelerinde % 43 oranında azalan GLUT 4 protein seviyesinin EE ve BE 50 µg/mL 

dozunda sırasıyla % 14 ve % 50 oranlarında istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı 

gösterilmiştir. AKT ve GLUT4 moleküllerinin glukoz homeostazındaki önemli rollerinden 

dolayı ekstratların insülin hassasiyetini artırdığı söylenebilir. 

Tirozin kinazların subfamilyasına ait insülin reseptörü iki α, iki β subüniteden oluşan 

tetramerik yapıda allosterik bir proteindir. Normal durumda insülin reseptör α subünitesi,  

β subünitesinin tirozin kinaz aktvitesini inhibe eder. Ancak, α subünitesine insülin 

bağlandığında kinaz aktivitesi üzerindeki inhibisyon kalkar ve β subünitesinin 

transfosforilasyonuyla kinaz aktivitesi artar ve hücresel moleküllerin fosforilasyonu 

katalizlenir (Saltiel ve Kahn, 2001). Elde ettiğimiz ekstratların sinyal yolağının ilk 

aşamasında yer alan bu molekül üzerine etkilerine baktığımızda, her iki hücre hattında da 
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(hepatik, iskelet kası) insülin direnci geliştirilen gruba kıyasla değişen oranlarda artış 

görülmektedir. Sonuç olarak, ekstratların insülin bağlanmasının ardından sinyal iletiminin 

başlama potansiyelini artırdığı söylenebilir.          

İnsülin reseptör substrat-1 (IRS-1) proteini, insülin sinyal yolağında IR-β  proteininin 

alt basamağınd yer almaktadır. IRS-1 proteini farklı bölgelerde yer alan serin ve tirozin 

aminoasitlerinin fosforilasyonu ile aktive ve deaktive olmaktadır. Sinyal iletiminde insülin 

direnci gelişen hücrelerde 307. serin kalıntısının fosforilasyonu artarken, insüline duyarlı 

hücrelerde 632. tirozin kalıntısının fosforilasyonu artmaktadır. Bu molekülün serin 

kalıntılarındaki fosforilasyonunun artışı insülin direncinin gelişimine neden olur. İskelet 

kası hücrelerinde, insülin direnci gelişen grupta % 57 oranında artan Ser307 fosforilasyonu 

ekstratların uygulamalarıyla azalmış ve kontrol seviyelerine gerilemiştir.  

Protein seviyesinde bakılan bir diğer parametre lipoprotein lipaz (LPL) enzimidir. 

LPL endotel hücrelerin luminal yüzeylerine heparan sülfat proteaglikanları ile bağlı 

bulunmaktadır. LPL enziminin aktivitesi, triglisertilerin plazmadan hücre içine alımında 

hız sınırlayıcı bir faktördür. Enzim dolaşımda yer alan trigliseritce zengin lipoproteinlerin 

konsantrasyonlarını düzenlemesinde rol oynar. LPL’ nin ekspresyon seviyesindeki 

azalmanın, metabolik sendrom komponentlerinden dislipidemiye katkıda bulunduğu, 

insülin direnci gelişimine öncülük ettiği ve insülin hassasiyetinin bozulmasına neden 

olduğu bilinmektedir (Shibasaki ve ark., 2006). Hepatik ve iskelet kası hücreleriyle yapılan 

çalışmalarda LPL proteinin SYA gruplarında benzer oranlarda anlamlı şekilde azaldığı, 

azalan protein seviyesinin ekstratların (EE ve BE) uygulamalarıyla özellikle iskelet kası 

hücrelerinde % 38-92 arası oranlarda arttığı görülmüştür. Dolayısıyla, bu enzimin 

seviyesinin ekstratların uygulamasıyla artması, metabolik sendrom bileşenlerinden obezite 

ve diyabette görülen hiperlipidemide azalan LPL protein seviyesini iyileştirdiği 

yönündedir.  

Hepatik hücrelerde GLUT2 proteini glukozun içeri alınmasında rol alan taşıyıcı 

proteindir. Karaciğer ve pankreas hücrelerinde ifade edilen GLUT2 proteininin 

regülasyonu esas olarak insülinle değil, glukoz gradiyentiyle düzenlenir. GLUT2, 

hepatositlerde hücre içi glukozun fosforilasyon ve defosforilasyonu arasındaki dengeye 

bağlı olarak glukozun akış yönü ve oranıyla fizyolojik olarak kontrol edilir. İnsülin 

glukokinaz uyarısıyla hepatik glukoz akışını sağladığından dolaylı olarak GLUT2 

ekspresyonunun düzenlenmesinde de etkisi vardır (Leclercq ve ark., 2007). Çalışmada 

hepatik hücrelerde SYA uygulamasıyla % 25 oranında azalan  GLUT2 proteinin 

seviyesinin, özellikle iki ayrı dozda EE’nin uygulamaları sonucu, % 12-26 arası oranlarda 
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arttığı görülmüştür.  

PPAR-γ, glukoz ve lipit homeostazının sağlanmasında rol oynayan önemli bir 

koaktivatördür. Yapılan in vivo ve in vitro çalışmalarda PPAR-γ’nın iskelet kasında 

GLUT4 molekülünün gen seviyesini güçlü şekilde indükleyerek glukozun hücre içerisine 

alınmasını artırdığı gösterilmiştir (Michael ve ark., 2001). Bu etkisi nedeniyle PPAR-γ 

molekülüne agonist bileşiklerin keşfedilmesi ile ilgili yapılan çalışmalar literatürde 

mevcuttur (Guo ve ark., 2006). Diğer bir deyişle, agonist moleküller insülin hassasiyetinin 

bozulmasıyla azalan PPAR-γ seviyesini artırarak, insülin direnci kaynaklı gelişen tip 2 

diyabette iyileştirici bir etki göstermektedir. Verilere bakıldığında, iskelet kası hücrelerinde 

insülin direnci gelişimiyle PPAR-γ protein seviyesi % 57 oranında azalmakta ancak, 

EE’nin 50 µg/mL dozunun uygulamasıyla  bu oran % 27’ lik bir artış göstermektedir. 

Hepatik hücrelerde ise, EE’nin 50 µg/mL dozunun glukoz homeostazının sağlanmasında 

rol oynayan PPAR-γ’ nın seviyesini eski değerlere geri çevirmesi kas hücrelerindeki 

sonuçları desteklemektedir. Dolayısıyla bu sonuçlar, bu ekstratın içeriğinde PPAR-γ 

agonisti olabilecek bileşiklerin var olduğunu göstermektedir. 

Bitkilerde bulunan bileşiklerin glukoz ve lipit metabolizmasında bir takım 

mekanizmaları etkileyerek, antidiyabetik ve antilipidemik özellik gösterdiği bilinmektedir 

(Haddad ve ark., 2012). Ekstratlarla gerçekleştirilen fizyolojik etki çalışmaları ve 

moleküler analizlerin sonucunda EE yüksek etkinlik göstermesi nedeniyle aktif ekstrat 

olarak seçilmiştir.  

Biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yönteminin izlendiği çalışmada aktif ekstrat 

olarak seçilen EE kromatografik yöntemler kullanılarak 12 fraksiyona ayrılmış ve bu 

fraksiyonlardan aktif olanlarının belirlenmesi amacıyla tarama testlerine tabi 

tutulmuşlardır. Tarama testlerinde ilk ele alınan parametre hepatik glukoneojenik glukoz 

üretimidir. Glukoz homeostazının dengelenmesinde son derece önemli olan bu yolağın ve 

regülasyonundan sorumlu enzimlerin baskılanması hepatik hücrelerden glukoz çıkışının 

azalmasını dolayısıyla hiperglisemiyi kontrol altına almaktadır. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde, 12 fraksiyon arasından E4-E12 fraksiyonlarının glukoneojenik 

glukoz üretimini anlamlı oranlarda (% 40-69) baskıladığı görülmüştür.  

E4, E8, E9, E10, E11 ve E12 fraksiyonları (25 µg/mL) bu yolakta hız sınırlayıcı 

olarak yer alan PEPCK enziminin gen ifadesini % 27-91 arasında baskılarken; E5, E7, E8, 

E9, E10, E11 ve E12 fraksiyonları (25 µg/mL) G6Paz enziminin gen ifadesini % 19-99 

arasında baskılamıştır.  
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EE alt fraksiyonlarıyla yapılan tarama testlerinin devamında ise, bu fraksiyonların 

AKT aktivasyonu ve LPL ifade seviyesi üzerine etkileri bakılmıştır. AKT aktivasyonu 

insülin sinyalizasyonundaki merkezi rolü nedeniyle seçilmiş olup E9 fraksiyonunun bu 

değeri % 69 oranında artırdığı bulunmuştur. Plazmadan aterojenik lipoproteinleri 

süpürerek bunların yapısında bulunan yağ asitlerinin hücre içerisine alınmasını sağlayan 

LPL protein seviyesi E4, E5, E6, E8, E9 ve E10 fraksiyonlarının 25 µg/mL  dozunda 

anlamlı şekilde artmakta, ancak en fazla artış (% 63) E9 fraksiyonunda görülmektedir.  

EE alt fraksiyonlarının (E1-E12) insülin direnci ve dislipidemiye karşı potansiyel 

etkinlikleri 5 ayrı parametre kullanılarak, kontrollü ve tekrarlı deneylerle yukarda 

anlatıldığı gibi taranmıştır. Etkin fraksiyon seçiminde en az 3 parametrede % 50 ve 

üzerinde beklenen değişim gösteren fraksiyonlar “aktif fraksiyon” olarak seçilmiş, etken 

madde aydınlatma ve saflaştırma çalışmalarına bu fraksiyonlar kullanılarak devam 

edilmiştir. Sonuçlara göre E8, E10 ve E11 en az üç parametrede hedeflenen etkiyi 

gösterirken, E9 fraksiyonu tüm parametrelerde hedeflenen etkiyi yüksek oranlarda 

sağlayarak en etkin fraksiyon olarak belirlenmiştir. Aktif olduğu belirlenen fraksiyonların 

içeriğinde bulunan maddeler tanımlanmış ve NMR analizleri yapılmıştır. E8 

fraksiyonundan rosmarinik asit, kafeik asit, luteolin, luteolin 7-glukozit, propanoik asit 

metil ester; E9 fraksiyonundan rosmarinik asit, benzoik asit, E10 fraksiyonundan apigenin-

7-glukozit, kafeoyl rosmarinik asit bileşikleri olmak üzere, etkin fraksiyonlardan flavonoid 

ve fenolik asit gruplarına ait toplamda 8 bileşik saflaştırılmıştır.  

EE’nin içeriğindeki bileşenlerin aydınlatılmasının yanı sıra, GC-MS ile yapısında 

bulunan uçucu bileşen profilinin analizi de gerçekleştirilmiştir. Bu analiz sonucunda 

yapılan kütüphane taramaları EE’nin heksanoik asit, benzil alkol, Verbenon, 2-feniletanol, 

sitronellik asit, 2-hidroksisineol, nerol, salisilik asit, dokosaheksaenoik asit, 8-metil-7-

dodecen-1-ol asetat, retikulin, 6'metil, mirtenoik asit, derrisin, 1,1-dimetil-1,2,3,5,7,8,9,9a 

octahidro-benzosiklohepten-6-on, androstan-3-on, 17-dimetil-17 [(trimetilsilil)oksi]-O-

metiloksime, 4,7,10,13,16,19-docosaheksaenoik asit, trimetilsilil ester, 3,4-

dimethoksicinnamik asit, (6,6-dimetil-4 bisiklo [3.1.1] heptanil) metoksi trimetilsilan, 

vanillik asit, pinen, 3-trimetilsililoksi- benzil sinnamat, 4-hidroksibenzoik asit, 3-(metiltio) 

benzoik asit, glisin, N-[(3α,5β,7α,12α)-24-oxo-3,7,12 tris [(trimetilsilil)oksi]kolan-24-yl]-, 

metil1(10), 9(11)-B-homolanistadien, 5,8,11-eicosatriinoik asit, 13-cis-retinoik asit, 

trimetilsililester, 2-[4-metil-6-(2,6,6-trimetilsikloheks-1-enil) heksa-1,3,5-trienil] 

sikloheks-1-en-1-karboksialdehit,  kolesta-5,7,9 (11)-trien-3-ol asetat, oleik asit 

maddelerini içerdiğini göstermiştir. Bu maddeler uçucu bileşiklerdir ve proje kapsamında 
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çalışılmamıştır. 

Çalışmanın son aşamasında, Karabaş otunun EE içeriğindeki aktif fenolik bileşenler 

tanımlanmış, izole edilmiş ve bu bileşenlerin iskelet kası, karaciğer, adiposit, makrofaj ve 

pankreatik beta hücrelerinde MetS’ye karşı potansiyel iyileştirici etkileri ve mekanizmaları 

ortaya koyulmuştur.  

MetS, T2D gibi hastalıklar etiyolojisinde pek çok dejeneratif koşulun yer aldığı 

multi-faktöriyel kompleks hastalıklardır. Bu nedenle, piyasada bulunan tek bir hedefe 

yönelik ilaçlar bu hastalıkların tedavisinde çoğu zaman yetersiz kalmaktadır. Metabolik 

sendromun birden fazla bileşenini aynı anda hedef alan multi-hedef bir molekül henüz 

geliştirilmemiştir. Bunun yerine insülin direnci bileşenine karşı T2D tedavisinde kullanılan 

glukoneojenik glukoz üretimini baskılayan metformin, insülin salınımını artırıcı 

sulfonilüreler, PPAR-γ agonisti thiazolidinler reçete edilmektedir. İlerleyen aşamalarda ise 

dislipidemi, hipertansiyon ve obezite bileşenlerinide ayrı ayrı hedef alan ilaçlar tedaviye 

dahil edilmektedir. Bu ilaçların pek çok yan etkileri vardır. Örneğin, her ne kadar 

metformin hipoglisemiyi ve kilo alımını artırmadan kandaki glukoz seviyesini etkin bir 

şekilde düşürse de bazı ciddi gastrointestinal yan etkileri söz konusudur (Rines ve ark., 

2016). Ayrıca çoklu ilaç kullanımında ilaç-ilaç etkileşimlerinden doğacak pek çok olumsuz 

durum da söz konusu olabilmektedir. Ancak doğal kaynaklardan izole edilen 

fitokimyasallar genellikle multi-hedef etkinlik göstermektedir (Kunnumakkara ve ark., 

2016). Hem multi-hedef etkinlikleri hem de doğal olmalarından dolayı yüksek etkinlik ve 

göreceli olarak düşük yan etkiyle ilişkilidirler. Bu nedenle, doğal ürünlerin yapısında 

bulunan metabolik sendromun etiyolojsinde yer alan insülin direnci ve dislipideminin her 

ikisini birden hedef alan fitokimyasalların ortaya çıkarılması multi-hedef, yan etkisi düşük 

ilaç etken maddelerinin geliştirilmesi için son derece önemlidir.   

T2D tedavisinde 50 yılı aşkın bir süredir kullanılan metforminin etki 

mekanizmalarından biri hepatik glukoneojenik glukoz üretimi ve bu yolakta rol alan hız 

sınırlayıcı enzimlerin ifadelerini baskılamasıdır. Tez çalışması kapsamında, Karabaş 

otundan izole edilen bileşiklerin bu mekanizma üzerine etkileri ayrıntılı bir şekilde ortaya 

koyulmuştur. Buna göre, Karabaş otu EE etkin fraksiyonlarından izole edilen tüm 

bileşikler 50 µM dozda glukoz üretimini anlamlı oranlarda baskılarken, RA, CA, PAME, 

A7G, RA-CA bileşiklerinde bu oran diğerlerine kıyasla daha yüksek seviyede -% 50’ nin 

üzerinde (% 56-76)- bulunmuştur. Özellikle, Karabaş otu sulu özütünün içeriğinde ilk defa 

tanımlanan rosmarinik asit ve kafeik asit’in ester bağıyla bağlanması ile doğal olarak 

oluşan hibrit yapıdaki kafeoyl rosmarinik asit bileşiği glukoneojenik glukoz üretimini % 76 



 

123 

 

oranında ve metformine (% 116) en yakın oranda baskılamıştır. Bu oran, RA ve CA 

bileşikleri tek tek ele alındıklarında sırasıyla % 59 ve % 60 iken RA-CA bileşiğinde 

baskılamanın % 76’ ya yükselmesi, molekülün hibrit yapıda daha etkin olduğunu 

göstermektedir. RA ve CA bileşikleri bitkilerin yapısında yaygın olarak bulunan ve 

antidiyabetik etkinlikleri üzerine pek çok çalışma yapılmış fenolik bileşiklerdir. Örneğin, 

Smallanthus sonchifolius bitkisinden saflaştırılan RA ve CA bileşiklerinin daha yüksek 

dozda (500 μM -10 kat yüksek) sıçan hepatositlerindeki (primer hücre kültürü) 

glukoneojenik glukoz üretimini % 50’ ye yakın değerlerde baskıladıkları rapor edilmiştir 

(Valentova ve ark., 2007). Bir diğer çalışmada, RA’ nın diyabetik sıçanlarda PEPCK ve 

G6Paz enzimlerinin seviyelerini baskılayarak (1.9-2.1 kat), glukoneojenik glukoz üretimini 

azalttığı gösterilmiştir (Jayanthy ve Subramanian, 2015). Bizim bulgularımızda, bu 

çalışmaları desteklemektedir. Ancak RA-CA hibrit bileşiğine baktığımızda, literatürde bu 

maddenin bitkilerin yapısında doğal olarak bulunabileceği ile ilgili sadece tek bir yayına 

rastlanmıştır. Bu yayında üç tane Ocium türünden (O. minimum, O. africanum, O. 

basilicum) izole edilen bu bileşik kafeoyl rosmarinik asit (Isomelitric acid A) olarak 

adlandırılmış ve hibrit molekül olarak tanımlanmıştır (Farag ve ark., 2016). İlk defa Farag 

ve ark’ları (2016) tarafından ve daha sonra da bu proje kapsamında tanımlanan RA-CA 

bileşiği ile ilgili (sentetik ya da doğal kaynaklı) yapılmış herhangi bir aktivite çalışması 

bulunmamaktadır. Bu anlamda, proje kapsamında RA-CA molekülü ile elde edilen 

bulgular oldukça çarpıcıdır ve ilk defa ortaya koyulmuştur.  

Glukoneojenik glukoz üretiminde % 50’ nin üzerinde baskılama gösteren 

moleküllerden LUT 50 µM dozda PEPCK ve G6Paz enzimlerinin ifadesini mRNA 

seviyesinde sırasıyla % 84 ve % 95 oranında baskılamıştır. Sıçan hepatik hücreleriyle 

yapılan bir çalışmada, ticari olarak temin edilen luteolinin, glukoneojenik PEPCK ve 

G6Paz enzimlerinin mRNA seviyelerini doza bağımlı olarak baskıladığı ve 

antihiperglisemik etki sağladığı gösterilmiştir (Vogt ve ark., 2014). Çalışmamızda, RA ve 

CA bileşikleri PEPCK ve G6Paz enzimlerinin mRNA seviyesinde ifadesinde herhangi bir 

değişikliğe neden olmamıştır. Bu sonuçlara benzer olarak yukarıda bahsedilen, 

Smallanthus sonchifolius bitkisinden saflaştırılan RA ve CA bileşiklerinin, PEPCK ve 

G6Paz enzimlerinin ifadesinde anlamlı değişimler yaratmadığı gösterilmiştir (Valentova ve 

ark., 2007). Ancak proje kapsamında izole edilen RA-CA hibrit molekülü PEPCK 

seviyesini % 20 oranında artırırken, G6Paz’ı % 22 oranında baskılamaktadır. Bileşiğin 

glukoneojenik glukoz üretimini baskılamakta gösterdiği yüksek aktivitenin kısmi olarak 

G6Paz’ı mRNA seviyesinde baskılamasından kısmi olarak da aşağıda ele aldığımız başka 
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mekanizmaları değiştirerek gerçekleştirdiğini düşünmekteyiz. Yapılan bu tarama 

çalışmalarında, L7G ve BA bileşikleri bahsedilen parametreler üzerinde hiçbir etkinlik 

göstermediklerinden ileri mekanizma çalışmalarına dahil edilmemiştir. 

Flavonoidlerin ve fenolik bileşiklerin glukoz ve lipit metabolizmasındaki normal 

işleyişi sağlayan birçok metabolik yolağın aktivasyonuna öncülük eden AKT molekülünün 

fosforilasyonunu artırdığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Costa ve ark., 2012; 

Vinayagam ve Xu, 2015; Alam ve ark., 2016). Proje kapsamında izole edilen RA, CA, 

LUT, A7G ve RA-CA bileşikleri insülin direnci modeli geliştirilen iskelet kası ve 

karaciğer hücrelerinde AKT aktivasyonunu (Ser 473 fosforilasyonu ile) önemli oranlarda 

artırmışlardır. Bu oran, iskelet kası hücrelerinde % 155-294 arasında değişirken karaciğer 

hücrelerinde % 10-90 arasında bulunmuştur.  Literatürde LUT ile yapılan in vitro bir 

çalışmada, bu molekülün insülin direnci ile artan inflamatuar yanıtta IKKB/IRS-

1/Akt/eNOS-bağımlı yolak üzerinde AKT’yi aktive ederek iyileştirici etki gösterdiği 

ortaya konmuştur (Deqiu ve ark., 2011). CA ile yapılan iki in vivo çalışmada ise, CA’ nın 

STZ ile indüklenen diyabetik ve yüksek yağlı diyetle beslenen obez farelerde AKT 

molekülünün fosforilasyonunu artırarak insülin duyarlılığını artırdığı gösterilmiştir (Jung 

ve ark., 2006; Bezerra ve ark., 2012). Ayrıca, CA’ nın insülin direnci geliştirilen hepatik 

hücrelerde glukoz alımını artırdığı, insülin sinyal proteinlerinden insülin reseptörü, PI3K, 

glikojen sentaz, GLUT2, proteinlerinin upregülasyonlarını sağlayarak insülin direncini 

iyileştirdiği gösterilmiştir (Huang, 2009). Bir çeşit sinnamik asit türevi olan RA’nın 

diyabetik ratlarda kan glukozunu ve HbA1c seviyesini azalttığı, plazma insülin seviyesini 

etkili şekilde artırdığı gösterilmektedir (Zhu ve ark., 2014; Jayanthy ve Subramanian, 

2014; Govindaraj ve Sorimuthu Pillai, 2015). In vitro çalışmalar, RA’ nın ince bağırsaktan 

glukoz emilimini sağlayan α-glukozidaz enzimini inhibe ettiğini göstermektedir. Bu 

inhibisyon RA’ nın anti-hiperglisemik etkisini açıklayan bir mekanizma olabilir. Ancak, 

literatürde RA’ nın insülin sinyalizasyonunda merkezi rolü olan AKT seviyesini nasıl 

değiştirdiğini gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. Proje kapsamında RA’ nın insülin 

direnci modeli oluşturulan iskelet kası ve hepatik hücrelerde AKT aktivasyonunu sırasıyla 

% 170 ve % 79 oranında artırdığı tespit edilmiştir. Bu da literatürde RA ile ilgili olarak in 

vivo çalışmalarda gözlemlenen yüksek anti-diyabetik etkiyi açıklayan mekanizmalardan 

biri olabilir. 

PPAR-γ aktivasyonunun iskelet kasında fonksiyonel adiponektinlerin salınımını 

sağlayabileceği, dolayısıyla insülin direnci ve glukoz homeostazının dengelenmesinde 

koruyucu etki sağladığı yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Amin ve ark., 2010). Seçici 
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PPAR-γ agonisti olan thiazolidindionlar (TZDs), insülin hassasiyetini iyileştirici ve glukoz 

homeostazını düzenleyen ajanlar olarak rol oynamaktadırlar. Ancak bu moleküller, 

hipoglisemi, ödem, kilo alımı ve kalp bozukluklarına neden olma gibi yan etkilere 

sahiptirler (Erdmann ve ark., 2009). Yapılan in vivo çalışmalar, bazı doğal ürünlerin 

(honokiol, amorfrutin 1, amorfrutin B, amorphastilbol) PPAR-γ’yı aktive ederek diyabetik 

hayvan modellerindeki bazı parametreleri iyileştirdiklerini ve bunların thiazolidindionlar 

ile karşılaştırıldıklarında daha az yan etkiye sahip olduklarını göstermiştir (Wang ve ark., 

2014’dan derlenmiştir). Çalışma kapsamında Karabaş otundan izole edilen RA, CA, LUT, 

PAME, A7G, RA-CA bileşiklerinin iskelet kası hücrelerinde PPAR-γ’ nın protein 

seviyesini % 49-223 arası oranlarda artırdığı görülmüştür. Özellikle, RA, CA, A7G, RA-

CA bileşiklerinin PPAR-γ aktivasyonununda daha etkili oldukları tespit edilmiştir. 

Özellikle, tez çalışması kapsamında ilk defa izole edilen RA-CA molekülünün, PPAR-γ 

protein seviyesini % 99 oranında artırması, insülin hassasiyetini geliştirici etkisini ortaya 

koymaktadır.  

  LPL gen ve protein seviyesinde insülinle regüle olmaktadır. İnsülin dirençli 

diyabetik hastalarda seviyesinin düştüğü bilinmektedir. Azalan LPL ifadesi, postprandial 

hiperlipidemi, insülin direnci ve dislipideminin karakteristiğidir (Ginsberg, 1991; Ginsberg 

ve ark., 2005). Çalışmada, uygulanan tüm saf bileşiklerin hepatik hücrelerde LPL 

seviyelerini anlamlı oranlarda (% 21-327) artırdığı görülmüştür. Bununda plazmada yer 

alan aterojenik lipoproteinlerin dolaşımdan süpürülerek karaciğere alınmasında dolayısıyla 

dislipideminin tedavisinde önemli rolü vardır. 

İnsülin salınımının gerçekleştiği pankreatik beta hücreleri, glukoz homeostazının 

düzenlenmesinde oldukça önemli yere sahiptir. Bu nedenle, insülin salınımında 

gerçekleşen sıkıntılar T2D ve ilişkili hastalıkların gelişimine zemin hazırlamaktadır. 

Hiperglisemi durumu başlangıçta bu hücreler tarafından insülin salınımının artırılmasıyla 

telafi edilebilir ancak kronik duruma geçtiğinde beta hücrelerinde glukoz seviyesine olan 

hassasiyet bozularak hücrelerde fonksiyon kaybına neden olur. Bitkisel kökenli birçok 

molekülün beta hücrelerinden insülin salınımını artırdığı gösterilmiştir (Pinent ve ark., 

2008; Stefkov ve ark., 2011; Bhattacharya ve ark., 2014). Proje kapsamında izole edilen 

bileşiklerin pankreatik insülin salınımı üzerine etkilerine baktığımızda; RA, LUT, PAME 

ve RA-CA bileşiklerinin salınımını anlamlı oranlarda artırdığı bulunmuştur. Ayrıca, aynı 

hücrelerde, CA’ nın GLUT2 protein seviyesini pozitif kontrol olarak kullanılan 

Glibenklamid’den % 30 daha fazla dolayısıyla daha etkili bir şekilde artırdığı görülmüştür.  

MetS’yi oluşturan bileşenlerin en önemlilerinden biri olan obezitenin görülme sıklığı 
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gün geçtikçe artmaktadır. Adipositlerin genişlemesi ve preadipositlerin adipositlere 

dönüşerek sayıca artmaları adipoz doku kütlesinin aşırı artışına, dolayısıyla obeziteye 

neden olmaktadır (Schmid ve ark., 2005). Bu durumun, adiposit proliferasyonunu ve 

farklılaşmasını regüle eden mekanizmalara müdahale sonucu azaltılması mümkündür. Bazı 

araştırmalar, bitkisel kökenli biyoaktif bileşiklerin adipositlerde apoptozu artırdığını ve 

antilipolitik etkiye sahip olduğunu göstermiştir (Rayalam ve ark., 2008; Wang ve ark., 

2008; Kowalska ve ark., 2014). Tez çalışması kapsamında yapılan deneylerde adiposit 

hücrelerinden besiyerine salınan gliserol miktarının LUT, PAME ve RA-CA bileşikleriyle 

anlamlı oranlarda baskılandığı görülmüştür. Metformin de adipositlerde lipolizi 

baskılayarak dolaşımdaki serbest yağ asidi miktarının azalmasına ve insülin hassasiyetinin 

artmasını sağlamaktadır (Zhang ve ark., 2008). Dolayısıyla, bu bileşikler gibi adipojenezin 

düzenlenmesinde etkili çeşitli bitkisel bileşenlerle zenginleştirilmiş diyetler ya da gıda 

takviyeleri obezite, insülin direnci ve ilişkili hastalıkların tedavisi açısından yararlı olabilir. 

Aktif olduğu tespit edilen EE’nin, LUT, RA, CA ve hibrit yapıdaki RA-CA (kafeoyl 

rosmarinik asit) bileşiklerinin insülin direncine karşı etkileri ile ilgili elde edilen veriler 

sıçan karaciğer hücre hattında tüm genom transkriptom analizleri ile doğrulanmış ve 

genişletilmiştir. Bu çalışmalarla insülin direnci geliştirilen hücrelerde insülin sinyal 

yolağında rol alan genlerdeki değişimler saptanmıştır. Gen ekspresyonlarındaki değişimler 

tek başına yeterli bilgiyi sağlayamadığından, DAVID Biyoinformatik Veritabanı ve KEGG 

ile yolak analizi gerçekleştirilmiştir. Bu analize göre, insülin direnci ve insülin sekresyonu, 

PPAR sinyalizasyonu, glukagon sinyalizasyonu ve PI3K-AKT sinyal yolakları önemli 

ölçüde etkilenmiştir. Tüm bu analizler, SYA uygulamasının, insülin direnci (10 gen), 

insülin sekresyon yolağı (8 gen), PPAR sinyal yolağı (10 gen), immün yanıt (22 gen) ve 

inflamasyonla (21 gen) ilgili bir grup genin SYA uygulaması yapılmayan kontrol grubuna 

kıyasla ekspresyonlarının artmasına ve azalmasına neden olduğunu göstermektedir (Şekil 

4.48.). Bu sonuçlar, SYA uygulaması yapılan H4IIE hücrelerinde insülin direncinin 

geliştiğinin kanıtıdır. Yanı sıra, immün yanıtta, insülin sekresyonunda ve PI3K-Akt sinyal 

yolaklarında insülin direnci gelişimiyle değişen bu genlerin ekspresyonları, EE 

uygulamasıyla normal değerlerine geri dönmüştür. Bu bulgular, EE’nin hepatik 

hücrelerdeki insülin direncini tersine çevirdiğini, insülin sinyal yolağını ve glukoz 

metabolizmasını iyileştirdiğini göstermektedir.  
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Şekil 4.48.  SYA uygulanan hepatik hücrelerde TNF ve PI3K-Akt sinyal yolakları için 

KEGG yolak analizi. + f fosforilasyonu, -p defosforilasyonunu ifade etmektedir 

 

EE’nin yanı sıra incelenen aktif bileşiklerin tümü, karbonhidrat metabolizması ve 

insülin sinyalizasyonunda görev alan (glikojen, glukoneojenez, glikoliz yolaklarında yer 

alan yanı sıra insülin sinyalizasyonundaki protein kinazlar ve insülin reseptör substratları) 

genlerin seviyesinde serbest yağ asidi uygulamasıyla meydana gelen değişiklikleri kontrol 

seviyelerine çekerek insülin direncinde iyileştirici etki sağlamışlardır. Bununla beraber yağ 

asidi, sterol ve kolesterol metabolizmasından sorumlu genlerin seviyesinde de değişiklikler 

tespit edilmiştir. Bu sonuçlar gerçek zamanlı PCR ve Western blot çalışmalarını genişletici 

ve destekler niteliktedir. Ayrıca hem EE’nin hem de LUT, RA, CA ve hibrit yapıdaki RA-

CA bileşiklerinin, metal taşınımı ve metabolizması, hücre migrasyonu, protein 

katabolizması, anjiogenez, hücre döngüsü, enerji metabolizması, nükleotid metabolizması, 

ve DNA hasar tamir yolağı gibi değişik yolakları değiştirdiği ile ilgili önemli veriler elde 

edilmiştir.  

MetS patojenezine büyük oranda katkıda bulunan düşük seviyeli kronik 

inflamasyonun çeşitli mekanizmalarla engellenmesi, hastalığın gelişim süreci açısından 

önem taşımaktadır. EE’den elde edilen E6 fraksiyonunun ve bu fraksiyonun içeriğindeki 

apigenin ve luteolin moleküllerinin antiinflamatuar aktiviteye sahip olduğu, 

laboratuvarımızda 112T442 nolu TUBITAK projesi kapsamında tamamlanan bir yüksek 

lisans tez çalışmasında gösterilmiştir (İpek, 2016). Bahsedilen tez çalışmasına paralel 

olarak, bu çalışmamızda RA-CA bileşiğinin antiinflamatuar etki mekanizması gen 

susturma metodu kullanılarak ayrıntılı şekilde ortaya koyulmuştur. İnflamatuar yanıtta Nrf-

2 aktivasyonunun sağlanması, antioksidan özellikteki HO-1, NQO1 gibi enzimlerin ve CO, 
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Fe, biliverdin gibi moleküllerin salınımını artırarak, inflamatuar yanıtı oluşturan unsurları 

(iNOS, NO, NF-kB) engelleyebilmektedir (Wakabayashi ve ark., 2010), (Şekil 1.19). 

Özellikle son yıllarda literatürde bitki ekstratı yada bitkilerden saflaştırılan bileşiklerin 

makrofaj hücrelerinde Nrf-2 aracılıklı anti-inflamatuar etkilerinin ortaya koyulduğu birçok 

çalışma mevcuttur (Ryu ve ark., 2012; Chen ve ark., 2017; Jun ve ark., 2011). Bu 

çalışmalarda, Nrf-2 aracılığıyla regülasyonu sağlanan genlerin ekpresyon seviyelerinin 

artması inflamatuar yanıta karşı koruyucu etki sağladığı gösterilmiştir. Tez çalışması 

kapsamında ise, ilk kez Lamiaceae familyasından saflaştırılan RA-CA molekülünün Nrf-2 

aracıklı bir mekanizmayla HO-1 ve NQO1 enzimlerinin mRNA seviyelerini sırasıyla 2,6 

ve 3,4 kat anlamlı şekilde artırdığı ortaya koyulmuştur. Yanı sıra, RA-CA’ nın LPS 

uygulamasıyla inflamatuar yanıtın tetiklendiği hücrelerde artan iNOS mRNA seviyesini 

anlamlı şekilde baskıladığı görülmüştür. Bu sonuçlara göre, inflamatuar yanıtın tetiklendiği 

makrofaj hücrelerinde, RA-CA molekülünün Nrf-2 aracılıklı bir mekanizmayla inflamatuar 

yanıta karşı koruyucu etki sağladığı görülmektedir. Nrf-2 siRNA ile bu genin susturulduğu 

hücrelerde ise, HO-1 ve NQO1 moleküllerinin mRNA seviyelerinde görülen azalmalar ve 

iNOS mRNA seviyesinde görülen anlamlı artış (1,3 kat), Nrf-2 aracılıklı regülasyonu 

sağlanan moleküllerin baskılayıcı etkisinin azaldığını açıkça göstermektedir. Bu çalışma 

literatürde yer alan bilgileri destekleyici niteliktedir (Wakabayashi ve ark., 2010). 
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BÖLÜM 5                                                                                                                                   

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Tez çalışması kapsamında gerçekleştirilen fizyolojik, moleküler, transkipsiyonel ve 

saflaştırma çalışmaları, Karabaş otundan elde edilen EE ve bundan izole edilen fenolik 

bileşiklerin metabolik sendromun temel bileşenlerinden insülin direnci ve dislipidemiye 

karşı pek çok metabolik yolak üzerinden multi-hedef olarak etkin olabileceklerini 

göstermektedir.  

112T442 no’lu TUBITAK projesi kapsamında bitkinin fenolik bileşik profili ilk defa 

aydınlatılmış, toplam 14 adet fenolik bileşik izole edilerek tanımlanmıştır. Bu bileşiklerden 

8 tanesi biyoaktivite rehberli taramalar sonucu MetS komponentlerine karşı aktif olduğu 

belirlenen fraksiyonlardan saflaştırılmıştır. 4 hücre hattıyla yapılan fizyolojik ve moleküler 

seviyedeki biyoaktivite çalışmaları, bu bileşikler arasından Rosmarinik asit, Kafeik asit, 

Luteolin, Propanoik asit metil ester, Apigenin-7-glukozit ve Kaffeoyl rosmarinik asit 

bileşiklerinin insülin direnci ve dislipidemiye karşı etkin bileşikler olabileceğini 

göstermiştir. İnsülin direnci modeli geliştirilmiş sıçan karaciğer hücre hattıyla yapılan 

transkriptom analiz sonuçları EE başta olmak üzere, Rosmarinik asit, Kafeik asit, Luteolin 

ve Kaffeoyl rosmarinik asit bileşiklerinin tümünde karbonhidrat metabolizması ve insülin 

sinyalizasyonunda görev alan; yanısıra yağ asidi, sterol ve kolesterol metabolizmasından 

sorumlu genlerin seviyesinde değişiklikler olduğunu göstermiştir. Bu sonuçlar gerçek 

zamanlı PCR ve western blot çalışmalarını genişletici ve destekler niteliktedir. Her ne 

kadar BE’nin birçok parametre açısından biyoaktif bir ekstrat olduğu görülse de, bütçe ve 

zaman kısıtlamasından dolayı BE’nin fraksiyonlama ve aktivite çalışmaları yapılmamıştır.   

Kafeik asit ve rosmarinik asitin ester bağıyla bağlanmasından oluşan hibrit yapıdaki 

Kaffeoyl rosmarinik asit doğada bu şekliyle nadir bulunan özgün bir moleküldür. Bu 

bileşik daha önce sadece üç adet Ocimum türünde tanımlanmıştır. Bileşikle ilgili yapılmış 

herhangi bir biyoaktivite çalışması bulunmamaktadır. Tez çalışması kapsamında bu bileşik 

ilk kez bir Lamiaceae familyasında tanımlanmış, izole edilmiş ve ilk kez insülin direnci ve 

ilişkili mekanizmalara karşı potansiyel biyoaktivitesi hücre tabanlı in vitro çalışmalar ile 

ortaya konulmuştur. Sunulan analiz sonuçlarında, bu bileşiğin glukoneojenik glukoz 

üretimini ve G6Paz’ı baskıladığı, iskelet kası, karaciğer ve adipoz doku hücrelerinde AKT 

aktivasyonunu artırdığı, adipositlerde gliserol salınımını, iskelet kası ve adipoz doku 

hücrelerinde PPAR-γ aktivasyonunu artırdığı, Nrf-2 aracılıklı bir mekanizmayla 

inflamasyona karşı koruyucu olduğu görülmüştür. Diğer bir deyişle, metabolik sendrom 
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komponentlerinin bir çoğunun tedavisinde kabul gören moleküler ve fizyolojik hedeflerde 

aktif olduğu aydınlatılmıştır (Şekil 5.1). Ancak, bitkilerin içeriğindeki fenolik bileşenlerin, 

in vitro çalışmalarla ortaya koyulan potansiyel terapötik etkilerinin zayıf biyoyararlanım ve 

sınırlı çözünürlüklerinin olması ihtimaline karşılık in vivo pre-klinik ve klinik deneylerle 

desteklenmesi gereklidir. Bir sonraki aşama olarak bu molekülün, yapı-aktivite, ADME-

TOX ve moleküler modelleme teknikleri ile farmakodinamik ve farmokokinetik açılardan 

optimize edilerek türevlendirilmesi ve in vivo hayvan modellerinde validasyonu 

hedeflenmektedir. 

 

 

Şekil 5.1. Lavandula stoechas bitkisinin multihedef aktivitesi 
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EK 1. EE’nin Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi ile Fenolik Profilinin Belirlenmesi, 

Flash Kromatografisi Kromotogramları 

 

EK Şekil 1.1. EE’nin HPLC-TOF kromatogramı 

 

 

EK Şekil 1.2. EE’nin HPLC-TOF/MS Analiz Sonuçları 

 

EK Çizelge 1.1. EE’nin GC-MS Analizi Sonuçları 

No RT Bileşik İsmi Molekül şekli Miktar 

(%) 
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1,39 

2 
12.5

5 

Benzyl alcohol 

 
 

2,10 
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3 
15.2

0 
Verbenone 

 

1,41 

4 
15.6

2 
2-Phenylethanol 

 

2,90 

5 
17.4

6 
Citronellic acid 

 

1,07 

6 
18.2

8 
2-Hydroxycineol 

 

1,02 

7 
19.5

6 
Nerol 

 

0,82 

8 
20.1

0 
Salicylic acid 

 

1,14 

9 
20.6
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Docosahexaenoic 

acid 
 

1,16 

10 
21.0
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8-Methyl-7-

dodecen-1-ol 

acetate 
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11 
21.5
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Reticuline, 

6'methyl 

 

18,27 

12 
21.9

4 
Myrtenoic acid 

 

1,54 
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13 
22.6

1 
Derricin 
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14 
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1,1-Dimethyl-

1,2,3,5,7,8,9,9a 

octahydro-

benzocyclohepten-

6-one 
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15 
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Androstan-3-one, 

17dimethyl-17 

[(trimethylsilyl)oxy

]-O-methyloxime 
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5 

4,7,10,13,16,19-

Docosahexaenoic 

acid,  

trimethylsilyl ester  
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17 
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3,4-

Dimethoxycinnami

c acid 
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25.2
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(6,6-dimethyl-4 

bicyclo[3.1.1]hepta

nyl)methoxy 

trimethylsilane 
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1 
Vanillic acid 
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trimethylsilyloxy- 
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Benzyl cinnamate 
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4-Hydroxybenzoic 

acid 
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28.2
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3-

(Methylthio)benzoi

c acid 
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oxy]cholan-24-yl]-, 

methyl 

 

2,88 

25 
33.9
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1(10),9(11)-B-

Homolanistadiene 

 

2,14 
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34.8
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5,8,11-

Eicosatriynoic acid 

 

0,85 

27 
35.2
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13-cis-Retinoic 

acid, trimethylsilyl 

ester 

 

2,80 

28 
39.1
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2-[4-methyl-6-

(2,6,6-

trimethylcyclohex-

1-enyl)hexa-1,3,5-

trienyl]cyclohex-1-

en-1-

carboxaldehyde 

  

1,01 
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29 
48.9
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Cholesta-5,7,9(11)-

trien-3-ol acetate 

 

2,78 

30 
51.3

0 
Oleic acid 

 

4,46 

 

 

A)  

B)  

EK Şekil 1.3.  A) Flash Kromatografisi 1. Program’da elde edilen kromatogramlar ve 

benzer fraksiyonlar, B) Flash Kromatografisi 2. Program’da elde edilen kromatogramlar ve 

benzer fraksiyonlar 
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EK 2. EE aktif fraksiyonlarından saflaştırılan moleküllere ait NMR spektrumları 

 

 

a) E8-1 bileşiğinin 1H (Proton) NMR spektrumu 

 

 

b) E8-1 bileşiğinin 13C (Karbon) NMR spektrumu 

 



 

VIII 

 

 

c) E8-1 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu 

 

d) E8-1 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu 

 

 

e) E8-1 bileşiğinin COSY NMR spektrumu 

 



 

IX 

 

 

f) E8-1 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu 

EK Şekil 2.1. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E8-1 

bileşiğine ait a) 1H (Proton), b) (Karbon), c) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR 

analizi sonuçları  

 

a) E8-2 bileşiğinin 1H (Proton) NMR spektrumu 

 

b) E8-2 bileşiğinin 13C (Karbon) NMR spektrumu 



 

X 

 

 

c) E8-2 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu 

 

 

d) E8-2 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu 

 

 

e) E8-2 bileşiğinin COSY NMR spektrumu 



 

XI 

 

 

 

f) E8-2 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu 

 

EK Şekil 2.2. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E8-2 

bileşiğine ait a) 1H (Proton), b) (Karbon), c) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR 

analizi sonuçları  

 

a) E8-3 bileşiğinin 1H (Proton) NMR spektrumu 



 

XII 

 

 

b) E8-3 bileşiğinin 13C (Karbon) NMR spektrumu 

 

 

c) E8-3 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu 

 

 

d) E8-3 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu 



 

XIII 

 

 

e) E8-3 bileşiğinin COSY NMR spektrumu 

 

 

f) E8-3 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu 

 

EK Şekil 2.3. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E8-3 

bileşiğine ait a) 1H (Proton), b) (Karbon), c) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR 

analizi sonuçları 

 

 



 

XIV 

 

 

a) E8-4 bileşiğinin 1H Proton NMR spektrumu 

 

 

b) E8-4 bileşiğinin 13C Karbon NMR spektrumu 

 

 

c) E8-4 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu 



 

XV 

 

 

d) E8-4 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu 

 

 

e) E8-4 bileşiğinin COSY NMR spektrumu 

 

 

f) E8-4 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu 



 

XVI 

 

EK Şekil 2.4. E8 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E8-4 

bileşiğine ait a) 1H (Proton), b) (Karbon), c) HMBC, d) HSQC, e) COSY, f) DEPT NMR 

analizi sonuçları 

 

E9-1 bileşiği (Rosmarinik asit), E8 fraksiyonundan saflaştırılan E8-2 bileşiği ile 

aynıdır. Bu bileşiğe ait NMR verileri E8 fraksiyonunun NMR verileri arasında 

sunulmuştur. 

 

 

a) E9-2 bileşiğinin 1H (Proton) NMR spektrumu 

 

 

b) E9-2 bileşiğinin 13C (Karbon) NMR spektrumu 
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c) E9-2 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu 

 

 

d) E9-2 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu 

 

 

e) E9-2 bileşiğinin COSY NMR spektrumu 



 

XVIII 

 

 

f) E9-2 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu 

 

EK Şekil 2.5. E9 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E9-2 

bileşiğine ait a)1H (Proton), b)(Karbon), c)HMBC, d)HSQC, e)COSY, f)DEPT NMR 

analizi sonuçları  

 

 

a) E10-1 bileşiğinin 1H (Proton) NMR spektrumu 

 



 

XIX 

 

 

b) E10-1 bileşiğinin 13C (Karbon) NMR spektrumu  

 

 

c) E10-1 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu  

 

 

d) E10-1 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu  



 

XX 

 

 

e) E10-1 bileşiğinin COSY NMR spektrumu  

 

 

f) E10-1 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu  

 

EK Şekil 2.6. E10 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E10-1 

bileşiğine ait 1H (Proton), (Karbon), HMBC, HSQC, COSY, DEPT NMR analizi sonuçları  
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a) E10-2 bileşiğinin 1H (Proton) NMR spektrumu 

 

 

b) E10-2 bileşiğinin 13C (Karbon) NMR spektrumu 

 

 

c) E10-2 bileşiğinin HMBC NMR spektrumu 
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d) E10-2 bileşiğinin HSQC NMR spektrumu 

 

 

e) E10-2 bileşiğinin COSY NMR spektrumu 

 

 

f) E10-2 bileşiğinin DEPT NMR spektrumu 
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EK Şekil 2.7. E10 fraksiyonuyla 1D ve 2D NMR teknikleri kullanılarak yapılan E10-2 

bileşiğine ait a)1H (Proton), b)(Karbon), c)HMBC, d)HSQC, e)COSY, f)DEPT NMR 

analizi sonuçları  

 

EK 3. Tüm genom transkriptom analizlerinde çalışılan genler 

EK Çizelge 3.1. SYA uygulaması yapılan H4IIE hücre dizisinde farklı olarak ifade edilen 

genlerin listesi 

YOLAKLAR GEN ADI DEĞİŞİM (Kat) 

İN
S

Ü
L

İN
 D

İR
E

N
C

İ 

cAMP responsive element binding protein 3-like 3(Creb3l3) -3.18 

cAMP responsive element binding protein 5(Creb5) -23.21 

carnitine palmitoyltransferase 1A(Cpt1a) -2.04 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic 

subunit gamma(Pik3cg) 
-6.69 

phosphorylase, glycogen, muscle(Pygm) -3.70 

protein phosphatase 1, regulatory subunit 3B(Ppp1r3b) -2.41 

protein phosphatase 1, regulatory subunit 3C(Ppp1r3c) - 8.56 

ribosomal protein S6 kinase A6(Rps6ka6) - 3.34 

ribosomal protein S6 kinase polypeptide 2(Rps6ka2) -2.33 

tribbles pseudokinase 3(Trib3) -2.31 

P
P

A
R

 S
İN

Y
A

L
 Y

O
L

A
Ğ

I 

angiopoietin-like 4(Angptl4) -13.67 

carnitine palmitoyltransferase 1A(Cpt1a) -2.04 

cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 

1(Cyp4a1) 
-7.19 

cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 

2(Cyp4a2) 
-4.69 

cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 

3(Cyp4a3) 
-4.74 

enoyl-CoA hydratase, 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 

(Ehhadh) 
-4.25 

fatty acid binding protein 1(Fabp1) -19.36 

fatty acid binding protein 6(Fabp6) -10.58 

fatty acid binding protein 7(Fabp7) -2.38 

glycerol kinase 2(Gk2) -4.23 

IM
M

Ü
N

 Y
A

N
IT

 

2 ' -5 ' oligoadenylate synthetase 1K(Oas1k) 3.23 

2'-5'-oligoadenylate synthetase 3(Oas3) 2.38 

FYN binding protein(Fyb) 2.52 

Fc fragment of IgE receptor Ia(Fcer1a) 2.40 

NK2 homeobox 3(Nkx2-3) 2.94 

RELT tumor necrosis factor receptor(Relt) 2.06 

RT1 class II, locus Ha(RT1-Ha) 4.55 

autoimmune regulator(Aire) 3.12 

cathepsin W(Ctsw) 2.12 

granzyme C(Gzmc) 2.03 

insülin-like growth factor 1 receptor(Igf1r) 2.35 

interleukin 1 alpha(Il1a) 4.70 
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interleukin 10(Il10) 2.14 

interleukin 3(Il3) 2.40 

interleukin 4 receptor(Il4r) 2.91 

interleukin 4(Il4) 2.98 

neurotrophin receptor associated death domain(Nradd) 2.46 

opioid receptor, kappa 1(Oprk1) 30.90 

opioid receptor, mu 1(Oprm1) 8.56 

phospholipid scramblase 1(Plscr1) 3.67 

toll-like receptor 9(Tlr9) 2.03 

tumor necrosis factor superfamily member 13b(Tnfsf13b) 2.18 

 

iN
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A
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CD40 molecule(Cd40) 4.07 

RELT tumor necrosis factor receptor(Relt) 2.06 

S100 calcium binding protein A7A(S100a7a) 2.95 

angiotensin II receptor, type 2(Agtr2) 3.29 

complement C5a receptor 1(C5ar1) 3.02 

cysteinyl leukotriene receptor 1(Cysltr1) 2.19 

free fatty acid receptor 3(Ffar3) 2.18 

indoleamine 2,3-dioxygenase 1(Ido1) 2.62 

interleukin 1 alpha(Il1a) 4.70 

interleukin 10(Il10) 2.14 

interleukin 4 receptor(Il4r) 2.91 

leukotriene B4 receptor(Ltb4r) 12.41 

lipoic acid synthetase(Lias) 2.39 

neurotrophic receptor tyrosine kinase 2(Ntrk2) 23.45 

neurotrophin receptor associated death domain(Nradd) 2.46 

nitric oxide synthase 2(Nos2) 2.38 

prostaglandin E receptor 2(Ptger2) 3.92 

selectin E(Sele) 3.93 

spleen associated tyrosine kinase(Syk) 12.36 

toll-like receptor 7(Tlr7) 30.61 

toll-like receptor 9(Tlr9) 2.03 

İN
S

Ü
L

IN
 S

A
L
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I 

ATPase Na+/K+ transporting subunit alpha 4(Atp1a4) 2.35 

FXYD domain-containing ion transport regulator 2(Fxyd2) 2.94 

adenylate cyclase 1(Adcy1) 2.59 

adenylate cyclase 5(Adcy5) 4.05 

adenylate cyclase activating polypeptide 1(Adcyap1) 2.13 

glucagon-like peptide 1 receptor(Glp1r) 2.62 

potassium calcium-activated channel subfamily M regulatory 

beta subunit 3(Kcnmb3) 
9.08 

potassium voltage-gated channel subfamily J member 

11(Kcnj11) 
3.98 

P
I3

K
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S
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A
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Y
O

L
A

Ğ
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AKT serine/threonine kinase 3(Akt3) 2.37 

Bcl2-like 1(Bcl2l1) 2.13 

TEK receptor tyrosine kinase(Tek) 2.46 

angiopoietin 2(Angpt2) 5.55 

chondroadherin(Chad) 2.07 
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collagen type I alpha 1 chain(Col1a1) 2.73 

collagen type III alpha 1 chain(Col3a1) 2.16 

collagen type V alpha 2 chain(Col5a2) 3.56 

collagen type VI alpha 5 chain(Col6a5) 3.30 

collagen type XI alpha 2 chain(Col11a2) 2.08 

fibroblast growth factor 12(Fgf12) 5.97 

fibroblast growth factor 7(Fgf7) 7.64 

insülin-like growth factor 1 receptor(Igf1r) 2.35 

integrin subunit alpha 4(Itga4) 5.85 

integrin subunit alpha 7(Itga7) 2.55 

interleukin 3(Il3) 2.40 

interleukin 4 receptor(Il4r) 2.91 

interleukin 4(Il4) 2.98 

laminin subunit alpha 2(Lama2) 2.06 

laminin subunit gamma 2(Lamc2) 2.44 

spleen associated tyrosine kinase(Syk) 12.36 
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