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SUMMARY

In this study, the in vitro effect of Rosmarinus officinalis L. (Rosemary) aqueous extract on rat gastric acid
secretion was investigated. 24 male Sprague Dawley male rats were used in the study. Rats were euthanized
by cervical dislocation in the presence of ketamine hydrochloride (Ketalar: 75 mg / kg) and xylazine
(Rompun: 15 mg / kg) anesthesia. The isolated stomachs were left in the isolated organ bath for 1 hour for
the incubation period. At the end of this period, the pH of the mucosal fluid obtained from the stomachs was
evaluated as the basal pH. Histamine was then applied to the bath environment to induce stomach acid
secretion and the pH values of the stomach contents were measured. Four different doses of Rosemary
extract (150, 300, 600 and 1200 pg / ml) were applied to the bath separately and the pH of the stomach
contents was recorded. In addition, Rosemary Extract's four separate doses were applied to the individual
baths with Histamine and the pH values of the stomach contents were determined. The resulting pH values
were compared to the basal pH and the APH values were calculated. In conclusion, the effect of 150 pg / ml
dose of Rosemary extract on gastric acid secretion was not statistically significant and doses of 300, 600 and
1200 pg / ml increased stomach acid secretion statistically significantly.
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OZET

Rosmarinus officinalis L. Sulu Ekstraktinin izole Edilmis Rat Midesinde Mide Asit
Salgis1 Uzerine Etkisi

Bu ¢alismada Rosmarinus officinalis L. (Rosemary) sulu ekstraktinin rat mide asit salgisi lizerine in vitro etkisi
arastirildi. Arastirmada 24 adet Sprague Dawley cinsi ergin erkek rat kullanildi. Ratlar ketamine
hydrochloride (Ketalar: 75 mg/kg) ve xylazine (Rompun: 15 mg/kg) anestezisi esliginde servikal dislokasyon
metodu ile 6tenazi edilerek mideleri izole edildi. izole edilen mideler izole organ banyosunda 1 saat
inkubasyon periyoduna birakildilar. Bu periyodun sonunda, midelerden elde edilen mukozal sivinin pH’s1
bazal pH olarak degerlendirildi. Daha sonra banyo ortamina Histamin uygulanarak mide asit salgisi
indiiklendi ve mide igeriginin pH degerleri 6l¢iildii. Rosemary ekstraktinin dort farkli dozu (150, 300, 600 ve
1200 pg/ml) banyoya ayri ayr1 uygulandi ve mide igeriklerinin pH’s1 kaydedildi. Ayrica Rosemary
ekstraktinin dort farkli dozu tek tek banyoya Histaminle ile birlikte uygulandi ve mide igeriklerinin pH
degerleri belirlendi. Elde edilen pH degerleri, bazal pH ile karsilastirildi ve ApH degerleri hesaplandi. Sonug
olarak, Rosemary ekstraktinin 150 pg/ml dozunun mide asit salgisi lizerine etkisinin istatistiksel olarak
anlaml olmadig1 ve 300, 600 ve 1200 pug/ml dozlarinin mide asit salgisini istatistiksel olarak anlaml sekilde
artirdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Rosemary, Histamin, Rat, Mide Asit Salgisi

GIRIiS

kullanilmaktadir. Rosmarinik asit, deri ve gastrointestinal
kanaldan iyi derecede emilmektedir (Al-Sereiti ve ark.

Rosmarinus officinalis (Rosemary), Labitae ailesine ait
(Haloui ve ark. 2000), Akdeniz kdkenli (Gonzalez-Trujano
ve ark. 2007), diinyanin bir¢ok bélgesinde yaygin olarak
yetisen ¢ok yillik bir bitki tiiriidiir (Al-Sereiti ve ark. 1999).
Yapisinda rosmarinik asit, karnosik asit, karnosol ve
luteolin gibi bir¢ok énemli bilesik bulunan Rosemary (Bai
ve ark. 2010), alternatif tpta yaygin olarak

1999). Karnosik asidin, adipogenezisi inhibe ederek
preadipozitlerin adipozitlere farklilasmasini
engellemesiyle farelerde kilo kaybina, i¢ organlarin
yaglanmasinda azalmaya, serum trigliserit ve kolesterol
seviyesinde azalmaya yol a¢tig1 rapor edilmistir (Wang ve
ark. 2011). Rosemary ekstrakti hepatoprotektif (Sotelo-
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Félix ve ark. 2002), antitrombik (Yamamoto ve ark. 2005),
antililserojenik  (Dias ve ark. 2000), antidiabetik,
antioksidan (Ho ve ark. 2000; Bakirel ve ark. 2008),
antinosiseptif (Gonzdalez-Trujano ve ark. 2007) ve
antiinflamatuvar (Altinier ve ark. 2007) gibi bir¢ok etkiye
sahiptir. Yapilan ¢alismalarda, Rosemary’nin ethanol
ekstraktinin formaldehit ile olusturulan inflamasyonda
antiinflamatuvar etkili oldugu belirlenmistir (Mengoni ve
ark. 2011). Rosemary viicutta cesitli diiz kaslar iizerine
spazmolitik etkiye sahiptir (Aqel 1991; Sagorchev ve ark.
2010; Ventura-Martinez ve ark. 2011). Yapraklar
kaynatilarak yapilan ¢ayinin, hazimsizlik gibi sindirimin
problemlerinde ve mide agrisinin dindirilmesinde
kullanildig1 ifade edilmektedir (Romo de Vivar 1985;
Martinez 1989; Argueta ve ark. 1994). Ham hidroalkolik
ekstraktinin ratlarda rezerpin, ethanol ve indometazin ile
olusturulan iilseratif mide lezyonlarini antioksidan
etkinligiyle azaltug1 belirlenmistir (Dias ve ark. 2000).
Sunulan bu g¢alismada, bir¢ok etkisinin yani sira mide
iilseri lizerine olumlu yonde etkisi bulunan Rosemary
ekstraktinin ratlarda in vitro mide asit salgis1 lizerine
etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Genellikle gidalara aroma vermek amaciyla kullanilan
Rosemary’nin ugucu yaglarinin, gida patojenleri tlizerine
etkilerinin arastirildigt bir c¢alismada tavuk etindeki
mikroflora  {izerine etkili oldugu belirlenmistir
(Harmankaya ve Vatansever 2017).

MATERYAL ve METOT

Bu calisma Atatiirk Universitesi Rektdrliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Karar
No/Yil/Say1: 70/2012/7-649). Calismada, Sprague Dawley
cinsi ortalama 200-250 gr agirliginda 24 adet erkek rat
kullanildi. Ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi. Ratlar
standart bakim ve beslenme sartlarina tabi tutularak,

Tablo 1. Deneysel protokol ve pH 6l¢iilmesi
Table 1. Experimental protocol and measurement of pH

deneylerden 12 saat oOncesinde midelerin bosalmasi
amaciyla yem kisitlamasi yapildi.

Rosemary Ekstraksiyonu

Golgede kurutulmus Rosemary bitkisi 6giitiiciiden
gecirilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen
Rosemary’den 25 gr alindi ve iizerine 500 ml saf su
eklendi. Karisim kaynama sicakliginda 15 dk manyetik
karistiric1 ile karistirildi. Sonrasinda oda sicakliginda
sogutuldu ve Whatman No. 1 kagidi ile filtre edildi. Filtrat
donduruldu ve -50°C’de 5 pm-Hg basingta liyofilize edildi
ve cam siseye konularak kullanilana kadar -20 °C’de
saklandi1 (Nadaroglu H ve ark. 2009). Hazirlanan ekstrakt
DMSO0’da ¢ozdiiriilerek banyoda final konsantrasyonu 150,
300, 600 ve 1200 pg/ml olacak sekilde dort farkli dozu
hazirland1.

Mide Preparatinin Hazirlanmasi

Ratlara deneysel ¢alismadan 12 saat dnce yem kisitlamasi
yapildi ve ad libitum su verildi. Ratlar ketamine
hydrochloride (Ketalar: 75 mg/kg) ve xylazine (Rompun:
15 mg/kg) anestezisi esliginde servikal dislokasyon
metodu ile 6tenazi edildiler. Otenazi edilen ratlarin karin
boslugu median hat boyunca agilarak mide izole edildi.
izole edilen mide, icerisinde serozal soliisyon (mM: NaCl
118, KCI 4.8, MgS04 1.2, KH2PO4 1.14, NaHPO4 15.9, CaCl2
0.65, glukoz 31.6, pH: 7) bulunan petri igerisine alinarak
mide ¢evresinde bulunan bag ve yag doku temizligi yapildi.
Mide igerisi mokozal soliisyon (mM: NaCl 137, KCI 4.8,
MgS04 1.2, CaClz 1.3, glukoz 30, pH: 5) ile yikandi. Daha
sonra 2 mm capinda 2 adet plastik kaniil midenin kardiya
ve pyloris kismina bagland1 (Komasoka ve ark. 2002). Bu
sekilde hazirlanan mide preparati icerisinde 20 ml serozal
soliisyon bulunan, sicakligt 37°C olan izole organ
banyosuna yerlestirilip %95 02 ve %5 CO: iceren gaz
karisimu ile siirekli gazlandi. (Topal ve Celebi 2011). Banyo
ortamina yerlestirilen mide preparati bir saatlik
inkubasyon periyoduna tabi tutuldu. Bu siiregte 15 dk
araliklarla midenin serozal ve mukozal kismi yikandi.

Zaman Prosediir Reaksiyon Test Dongiisii Siklus*
2 dk Mide i¢i infiizyonu 2 ml mukozal soliisyon peristaltik pompa ile mideye verildi.
10dk  Maruziyet siiresi |
2 dk Numune alinmasi 2 ml mide igerigi topland1 pH olgiilmesi
5 dk 2 kez yikama Serozal ve mukozal taraf yikandi (5 dk)
2 dk Mide i¢i infiizyonu 2 ml mukozal soliisyon peristaltik pompa ile mideye verildi.
fla¢ uygulamasi Serozal tarafa Histamin (10-4 M) uygulandi
10dk  Maruziyet siiresi II
2 dk Numune alinmasi 2 ml mide igerigi topland1 pH o6l¢iilmesi
5 dk 2 kez yikama Serozal ve mukozal taraf yikand (5 dk)
2 dk Mide ici inflizyonu 2 ml mukozal soliisyon peristaltik pompa ile mideye verildi.
fla¢ uygulamasi Serozal tarafa Histamin (10-4 M)+150 pg/ml Rosemary ext. Uygulandi.
10dk  Maruziyet siiresi I11
2dk Numune alinmasi 2 ml mide igerigi toplandi pH ol¢iilmesi
5 dk 2 kez yikama Serozal ve mukozal taraf yikand: (5 dk)
2dk Mide i¢i infiizyonu 2 ml mukozal soliisyon peristaltik pompa ile mideye verildi.
llag uygulamasi Serozal tarafa 150 pg/ml Rosemary ext. Uygulandi
10dk  Maruziyet siiresi Y%

2 dk Numune alinmasi
5dk 2 kez yikama

2 ml mide igerigi toplandi
Serozal ve mukozal taraf yikandi (5 dk)

pH o6l¢iilmesi

* Her bir protokol ii¢ kez tekrar edildi

Yukaridaki protokol sirasiyla Rosemary ‘nin 300 pg/ml, 600 pg/ml ve 1200 pg/ml dozlar i¢in de uygulandi.

96



[The effect of Rosemary Gastric Acid Secretion]

Van Vet ], 2017, 28 (2) 95-99

Mide Salgisinin Elde Edilmesi

inkubasyon periyodundan sonra mideye pH’s1 5 olan 2 ml
mukozal soliisyon, 1ml/dk hizla infiizyon pompasi (Kandol
Kangroo TM 924) yardimiyla kardiya bolgesinden pylorise
dogru olacak sekilde yerlestirilmis olan kaniillerden infiize
edilip 10 dk beklendi. Bu silirenin sonunda mide igerigi
alimarak pH metre (HANNA insturumen pH 211
Microproccessorphmeter) aracilifiyla igerigin  pH’si
belirlendi ve bu deger bazal pH olarak kabul edildi.
Ardindan banyo ortamina final konsantrasyonu 10-4 M
Histamin uygulanip 10 dk maruziyet saglandiktan sonra
mukozal soliisyon alinarak pH’si belirlendi. Daha sonra
serozal soliisyonun bulundugu 20 ml'lik organ banyosuna,
Rosemary’nin her bir dozu ortama final konsantrasyonlari
150 pg/ml, 300 pg/ml, 600 pug/ml ve 1200 pg/ml olacak
sekilde non-kiimiilatif olarak eklenip, her doz i¢cin 10 dk
maruziyet saglandi ve bu siirenin sonunda mide
iceriklerinin pH s1 belirlendi (Tablo 1). Ayrica Histaminle
birlikte Rosemary’nin mide asit salgisi lizerine etkisini
belirlemek amaci ile serozal soliisyonun bulundugu kisma
Histamin (10-4 M)+Rosemary’nin her bir dozu ayri ayri
uygulanarak 10 dk maruziyet saglandi. Sonra mukozal siv1
alinip numunenin pH’st belirlendi ve ApH’lar asagidaki
formiille hesaplandi.

ApH= X ph1 - XpHo

Xpn1 = deneylerden elde edilen ortalama pH degeri

XpHo= ortalama bazal pH degeri
Istatistiksel Analiz

Calismamizda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
SPSS 20 programi kullanilarak yapildi. Sonuglar, One Way
ANOVA’da Tukey testi kullanilarak degerlendirildi. P<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Rosemary ekstratinin 150, 300, 600 ve 1200 pg/ml
dozlarinin tek basina ve Histamin (10-4 M) ile birlikte in
vitro mide asit sekresyonu tlizerine etkileri belirlendi ve
ApH degerleri hesaplandi (Sekil 1, 2, 3 ve 4).
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Sekil 1. [n vitro mide asit salgis1 lizerine Rosemary
ekstraktinin farkli dozlarinin etkisi (n=12, p<0.05, Farkh
harflerle gosterilen siitunlar istatistiksel olarak farklilik
arz etmektedir).

Figure 1. The effect of Rosemary’s various doses on the in
vitro gastric acid secretion (n=12, p<0.05, The columns
marked with different letters are statistically different).

Rosemary’nin 150 pg/ml dozunun in vitro mide asit
sekresyonu iizerine etkisinin istatistiksel olarak anlam
ifade etmedigi gorildi (p>0.05, Sekil 1). Ekstraktin 300,
600 ve 1200 pg/ml dozlarinin ise in vitro mide asit
sekresyonunu anlamli sekilde arttirdigi belirlendi (p<0.05,
Sekil 1). Banyo ortamina Rosemary’nin dozlarinin
Histaminle (10-4M) birlikte uygulandigl zaman belirlenen
pH degerlerinin, banyoya yalniz Rosemary’nin dozlarinin
uygulanmasi ile elde edilen pH degerlerinden farklilik arz
etmedigi gozlemlendi (P>0.05, Sekil 1 ve 2).
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Sekil 2. Mide asit salgis1 lizerine Rosemary ekstraktinin
cesitli dozlariin Histamin (10-4 M) ile birlikte in vitro mide
asit salgisi lizerine etkisi (n=12, p<0.05, Farkli harflerle
gosterilen stitunlar istatistiksel olarak farklihk arz
etmektedir).

Figure 2. The effect of Rosemary’s various doses as well
as histamine (10-4 M) on the in vitro gastric acid secretion
(n=12, p<0.05, The columns marked with different letters
are statistically different).
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Sekil 3. Rosemary ekstraktinin farkli dozlarinin
uygulanmasiyla elde edilen in vitro mide asit salgis1 ApH
degerleri (n=12, p<0,05, Farkll harflerle gosterilen
stitunlar istatistiksel olarak farklilik arz etmektedir).

Figure 3. The gastric acid secretion ApH values obtained
by administration of different doses of Rosemary extract
(10-4M) (n=12, p<0.05, The columns marked with different
letters are statistically different).
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Sekil 4. Rosemary ekstraktinin farkli dozlarinin Histamin
(104 M) ile birlikte uygulanmasiyla elde edilen ApH
degerleri (n=12, p<0,05, Farkli harflerle gosterilen
stitunlar istatistiksel olarak farklilik arz etmektedir).
Figure 4. The ApH values obtained by co-administration
of different doses of Rosemary extract with histamine (104
M) (n=12, p<0.05, The columns marked with different
letters are statistically different).

TARTISMA ve SONUC

Alternatif tipta yaygin olarak kullanilan Rosemary,
organizmada bir¢ok etkisinin yam sira giiclii antioksidan
ve antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Ratlarda deneysel
olarak olusturulan inflamasyon ve agri modellerinde
Rosemary esansiyel yaginin antiinflamatuvar ve agr kesici
etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Takaki ve ark. 2008).
Rosemary’nin Azathioprine ile indtiklenen
hepatotoksisitede  karacigeri  koruyucu etkilerinin
bulundugu belirlenmistir (Amin ve Hamza 2005) Bir bagka
calismada ise ratlarda karbontetrakloriir ile indiiklenen
nefrotoksisitede Rosemary sulu ekstraktinin protektif
etkinliginin oldugu rapor edilmistir (Sakr ve Lamfon
2012). Rosemary’den elde edilen fenolik bilesiklerin
hiperkolesterolemik diyetle beslenen ratlarda plazma
kolesterol diizeyini ve oksidatif stresi azalttig1 goriilmustir
(Afonso ve ark. 2013). Rosemary ekstraktinin diyabetik
ratlarda hepatoprotektif ve hipoglisemik etkilerinin
oldugu da rapor edilmistir (Ramadan ve ark. 2013).
Rosemary’nin organizmada bu etkilerinin yani sira mide
iilseri modellerinde antiiilserojenik etkiye sahip oldugu
farkli calismalar ile belirlenmistir (Dias ve ark. 2000;
Amaral ve ark. 2013). Gastrik ilserin patogenezinde
onemli faktorlerden birisi de gastrik asit salgisinin
varligidir. Mide ortamindaki ytiksek asidite tlserli mide
mukozasinin durumunu daha da kotiilestirebilmektedir
(Savegnago ve ark. 2006). Bu calismada iilseratif mide
lezyonlar1 {lzerine iyilestirici etkisinin varligi bilinen
Rosemary’nin in vitro mide asit salgisi lizerine etkilerinin
arastirilmas1 amagclandi. Mide mukozasinda bulunan
parietal hiicrelerin uyarilmasi ile salgillanan mide asit
salgisy, ti¢ farkl yolaktan idare edilmektedir. Bu yolaklar;
parakrin uyarilma olarak bilinen histamin yolagi, néronal
uyarilma denilen ACh yolag1 ve hormonal uyarilma diye
bilinen gastrin yolagidir (Waldum ve ark. 2015; Waldum
ve ark. 2016). Histamin midenin mukozal yiizeyinde
bulunan enterokromafin (ECL) hiicrelerinden salgilanir
(Engelstoft ve ark. 2015) ve pariyetal hiicreler iizerinde
bulunan H2 reseptorlerine baglanarak bu hiicrelerde
adenilat siklazin aktivasyonuna neden olur (Abdul-Hussein
ve ark. 2015). Adenilat siklaz enziminin aktivasyonu ile
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siklik adenozin monofosfat (cAMP) olusumu artar. Artan
cAMP, parietal hiicre ile kanalikuli arasinda H+ ve K+
iyonlarinin tasinimin1  saglayan proton pompasinin
aktivasyonuna neden olur. Bu pompanin aktive olmasi ile
parietal hiicrelerden kanalikuliye yiiksek konsantrasyonda
salinan H+ kanalikulide bulunan CI- ile birlesir ve HCI
olusur (Phan ve ark. 2015; Panula ve ark 2015; Jiang ve
ark. 2015; Altamirano ve ark. 2016).

Calismamizda mide asit salgisini indiikleyici ajan olarak
Histamin kullanild1 ve banyo ortamina Histamin (10-4M)
uygulamasinin mide asit salgin1 6nemli dlgiide artirdig:
gozlemlendi. Histamin hem in vitro mide dokularinin
saglikli cevaplar verdigini kontrol etmek hem de Rosemary
ekstraktinin in vitro mide asit salgis1 lizerine etkileri ile
mukayese amaciyla kullanildi. Dias ve ark. pilorik ligasyon
yontemi ile Rosemary hidroalkolik ekstraktinin mide asit
salgis1  lizerine etkilerini arastirdiklar1  ¢alismada,
Rosemary’nin hidroalkolik ekstraktinin mide igeriginin
pH’sin1 degistirmedigini belirlemislerdir (Dias ve ark.
2000). Bizim ¢alismamizda pilorik ligasyon ydnteminden
farkli olarak in vitro yontem ile mide asit salgis1 lizerine
Rosemary  ekstraktinin  farkli  dozlarimmin  etkileri
arastirlmis olup, Rosemary ekstaktinin 150 pg/ml
dozunun in vitro mide asit salgisini istatistiksel olarak
anlaml sekilde artirmadigi, 300, 600 ve 1200 pg/ml
dozlarmin ise in vitro mide asit salgisini bazal pH’ya
kiyasla 6nemli diizeyde arttirdig1 gézlemlendi. Ote yandan
Rosemary ekstraktinin ¢esitli dozlarimin histamin ile
birlikte banyo ortamina verildiginde gastrik asit salgisini
uyardigl ancak bu artisin ekstraktin dozlarinin yalniz
olarak banyo ortamina verildiginde olusan etki ile
kiyaslandiginda énemli bir farkliligin olmadig goriildi.

Sonug olarak bu c¢alismada, Rosemary ekstraktinin farkl
dozlarinin in vitro rat mide asit salgisin1 indiikledigi
belirlendi. Bu arastirmanin sonuglarina gore, daha 6nceki
calismalarla antiiilserojenik etkinligi belirlenen
Rosemary’nin bu etkisini mide asit salgisin1 azaltarak
gerceklestirmedigi, gii¢lii antiinflamatuvar ve antioksidan
etkisi ile gerceklestirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Rosemary ekstraktinin in vitro mide asit salgisini
indiikleyici  etkisinin  hangi  yolaklar  araciligiyla
gerceklestigi farkli calismalara konu olabilir.
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