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ONSOZ

Bitkilerin tibbi amaglarla kullanimi insanlik tarihiyle birlikte baslamistir. Diinyada
var olan yaklasik 250 bin bitki tiiriinden 35-70 bin tiiriin tibbi amaglarla kullanildig:
tahmin edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gdre gelismekte olan iilkeler basta
olmak iizere diinya niifusunun yaklasik %70-80’1 1ilk basamak tedavide
konvansiyonel olmayan ilaglar1 tercih etmektedir. Bitkisel ilaglarin geleneksel tipta
kullanimlarinin yani sira giiniimiiz ilaglarmin gelistirilmesinde oynadiklari rol de son
derece dnemlidir. Bu nedenle tedaviye sunulacak yeni ilaglarin ve yeni bilesiklerin

gelistirilmesi amaci ile bitkiler iizerinde yapilan ¢aligsmalar giin gectikge artmaktadir.

Alnus  tirleri diinyada halk arasinda antiperspirant olarak, c¢esitli cilt
rahatsizliklarinda, dis apselerinde, tirnak enflamasyonu, romatizma ve hemoroid
tedavisinde, yara iyilestirici ve ates diisiiriicii olarak, rahim kanserinde ve cesitli
timorlere karsi olmak iizere pek cok alanda kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ise halk
arasinda A. glutinosa yapraklarindan haricen yara iyilestirici olarak dahilen ise

romatizma tedavisinde yararlanilmaktadir.

Alnus tiirleri, Tirkiye’de ve diinyada 6nemli etkileri nedeni ile kullaniliyor olmasina
ve bazi tiirler lizerinde kimyasal icerik ve biyolojik aktivite caligmalar1 yapilmis
olmasina ragmen, Tiirkiye’de yetisen 4. glutinosa alt tiirleri ve A. orientalis izerinde

yapilmis herhangi bir biyolojik aktivite ¢calismasina rastlanmamastir.

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen A. glutinosa subsp. glutinosa, A.
orientalis var. orientalis ve A. orientalis var. pubescens yapraklar1 lizerinde yara
tyilestirici, antienflamatuvar ve antioksidan etki ¢alismalar1 yapilarak A/nus tiiriiniin
iilkemizdeki geleneksel kullanimini bilimsel verilerle destekleyebilecek sonuglara
ulasilmasi, ayrica etkili bulunan takson iizerinden Biyoaktivite YOonlendirmeli
Fraksiyonlama (BAYF) Yontemi ile izolasyon c¢alismalar1 yapilarak etkili

bilesik/lerin izolasyonu ve izole edilen bilesik/lerin ¢alisilan bitkilerdeki miktarinin



kantitatif olarak tayin edilmesi amag¢lanmistir. Bu arastirma iilkemizde yetisen bazi

Alnus taksonlar1 tizerinde yapilmis bu konudaki ilk ve tek kapsamli ¢aligmadir.

Yiiksek Lisans egitimimin baslangicindan itibaren g¢alismalarimin her asamasinda
bana yol gosteren, hep yanimda olan, bilgisini ve tecriibelerini benimle paylasan,

cok degerli hocam Prof. Dr. M. Levent Altun’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim boyunca, laboratuvarimizin tiim olanaklarindan faydalanmami
saglayan, desteklerini hep hissettigim basta Anabilim Dali Baskanimiz Prof.Dr.
Giilgin Saltan olmak tizere Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim lyelerine ve

arastirma gorevlisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Antienflamatuvar, yara 1yi edici ve antioksidan aktivite ¢aligsmalarmi ytiriiten degerli
hocam Prof. Dr. Esra Akkol ile sevgili arkadasim Dr. Ecz. Ipek Siintar’a tesekkiirii

bir borg bilirim.

Kromatografi analizlerim sirasinda LC-MS cihaziyla ilgili yardimlarindan dolay1
sevgili hocam Prof. Dr. Murat Kartal’a, sevgili arkadasim Yard. Dog¢. Dr. Sinem
Aslan Erdem’e ve analizlerin her asamasinda yanimda olan, her ihtiyacim oldugunda

yardimima kosan sevgili arkadasim Uzm. Ecz. Bur¢in Ergene’ye tesekkiir ederim.

Tez bitkilerimi teshis eden, ¢ok yogun programinda bana her zaman vakit ayiran ¢cok

degerli hocam Prof. Dr. Hayri Duman’a tesekkiirlerimi sunarim.

Izolasyon ve yap1 tayini ¢alismalarim sirasinda her ihtiyacim oldugunda yardimima
kosan, bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan ¢ok degerli arkadaslarim Dog. Dr.

Ozlem Bahadir Acikara ve Dr. Ecz. Alper Gokbulut’a tesekkiirii bir borg bilirim.

NMR analizlerimin gerceklestirilmesi i¢in Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuvarindan faydalanmami saglayan basta Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Dekanlig1 olmak iizere Prof. Dr. Hakan Gdoker ile IR analizlerimi

gerceklestiren ve yorumlayan Prof. Dr. Serdar Abaci’ya tesekkiir ederim. Ayrica



Xi

NMR sonuglarin1 degerlendirerek yapi tayinine biiyiik katki saglayan, yogun
programinda bana vakit ayiran degerli hocam Prof. Dr. Sebnem Harput’a sonsuz

tesekkiir ederim.

Doktora programima devam etmeme olanak saglayan basta Kurum Baskanim Sayin
Dr. Saim Kerman olmak iizere tiim yoneticilerime, ayrica Daire Bagkanim ve sevgili

arkadasim Dr. Ecz. Ash CAN AGCA’ya tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemi saglayan, maddi manevi desteklerini eksik etmeyen, hep
yanimda olan canim aileme ve yasama sevincim biricik oglum Sarp’a sonsuz

tesekkiir ederim.
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SEKIiLLER

Yara iyilesme siirecinde gorev yapan temel hiicreler ve etkileri
Yara iyilesme siirecinin evreleri

Aoki ve ark. tarafindan bazi A/nus tiirlerinden izole edilen
diarilheptanoit yapil bilesikler

Oregonin

Hirsutanonol

A. japonica kabuklarindan izole edilen baz1 diarilheptanoit yapili
bilesikler (Tung ve ark., 2010a)

Epihirsutanonol
1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-5-O-f-d-ksilopiranozit

A. formosana yapraklarimdan izole edilen bazi diarilheptanoit
yapili bilesikler (Lai ve ark., 2012)

Alusenon

1,7-bis-(4-dihidroksifenil)-5-hidroksi-3-heptanon

Alnus dimer

Genkwanin

A. firma yapraklarindan izole edilen bazi flavonoit yapili
bilesikler (Yu ve ark., 2007)

A. sieboldiana gigeklerinden izole edilen bazi flavon ve
flavonoller (Asakawa, 1971)

A. sieboldiana ¢i¢eklerinden izole edilen bazi flavan ve
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1. GIRIS

Yumusak dokularm normal anatomik yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi yara olarak
isimlendirilir (Karasu ve Bakir, 2008). Yara olusan dokuda anatomik biitiinliigiin ve
fonksiyonun tekrar saglanmasi i¢in yaranmin diizglin bicimde 1iyilesmesi

gerekmektedir (Edwin ve ark., 2008).

Yara iyilesmesi travma ile baglar, sistematik, hiicresel ve biyokimyasal olaylar
sonucu yeni doku olusumu ile sonuglanir (Ozkorkmaz ve Ozay, 2009). Bu olaylar ig
ice gecmis ve es zamanlt olusmasina ragmen yara iyilesmesi temel olarak
enflamasyon, proliferasyon ve maturasyon olmak {iizere ii¢ evrede gerceklesir

(Karasu ve Bakir, 2008).

Yara iyilesmesinde serbest radikal siipliriicii etki gosteren antioksidan etkili
bilesiklerin onemi oldukg¢a biiyiiktiir. Yara iyilesmesinin enflamasyon evresinde
monositler, noétrofiller, eozinofiller ve makrofajlar tarafindan gergeklestirilen
fagositoz olayi, oksidatif burst olarak bilinen ve oksijen tiikketiminin dramatik olarak
arttig1 bir duruma yol acar. Sonugta reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri olusur.
Bunlar mikroorganizmalar1 dogrudan 6ldiirme yetenegine sahip olmalarmin yani sira
tetikleyici ve haberci molekiiller olarak da rol oynarlar. Ancak yiiksek oranlarda
bulunmalar1 enflamasyon bdlgesinde hasar olusumunu arttirir (Gomes ve ark., 2008).
Reaktif  oksijen tiirevlerinin  rediiksiyonu, deaktivasyonu ve ortamdan
uzaklastirilmasinda viicuttaki sitoprotektif enzim grubu olan serbest radikal stipiiriicii
enzimler dnemli rol oynasalar bile bazi durumlarda yetersiz kalabilirler. Serbest
radikaller hiicre membram lipidleri, proteinler, enzimler ve niikleik asitler gibi
yapilara zarar verebilirler. Antioksidan etki saglayan bilesikler lipit
peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre hasarmi onlemekte ve kolajen fibrillerin
dayanikliligm arttirmaktadir (Edwin ve ark., 2008). Bu nedenle test edilen bitkilerin
antioksidan etki bakimindan degerlendirilmesi, yara iyilestirici etkileri hakkinda bilgi

vermesi acisindan 6nemlidir.



Yara olusumunun ilk dénemlerinde gerceklesen akut iltihabik cevap doku biiyliimesi
ve onarimu i¢in gerekli olan faktorlerin olusumunu saglar. Ancak bu siirecin uzamasti
ve kronik hale gelmesi yara iyilesmesinde son asama olan maturasyon evresine ve
matriks sentezlenmesine zarar vererek yaranin iyilesme siliresini uzatir ve yaraya
bagl agrilarda artisa neden olur (Mittal ve ark., 2013). Antienflamatuvar etkiye sahip
bilesiklerin yara iyilesmesini kolaylastirdigt g6z Onilinde bulunduruldugunda
antienflamatuvar aktivite deneyleri, yara iyilestirici aktivitenin tespit edilmesinde

destekleyici deneyler olarak tercih edilmektedir.

Alnus tirler1 diinyada halk arasinda antiperspirant olarak, kronik herpes, ekzema ve
kasintili deri hastaliklar1 gibi cesitli cilt rahatsizliklarinda, dis apselerinde, tirnak
enflamasyonu, romatizma ve hemoroid tedavisinde, yara iyilestirici ve ates diisiiriicii
olarak, rahim kanserinde ve c¢esitli tiimorlere karsi, Turkiye’de ise A. glutinosa
yapraklar1 ezildikten sonra haricen kesik ve yara tedavisinde, yapraklardan
hazirlanan inflizyon ise giinde 3 6giin birer bardak igilerek romatizma tedavisinde
kullanilmasina ragmen literatiirde A/nus tiirleri iizerinde yapilmis herhangi bir yara

1yi edici aktivite ¢alismasina rastlanmamastir.

Bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen A. glutinosa
subsp. glutinosa, A. orientalis var. orientalis ve A. orientalis var. pubescens
yapraklar1 lizerinde yara iyilestirici, antienflamatuvar ve antioksidan etki ¢alismalari
yapilarak Alnus tiirtiniin tilkemizdeki geleneksel kullaniminin bilimsel verilerle
desteklenmesine olanak saglayacak sonucglara ulasilmasi, ayrica etkili bulunan takson
iizerinden Biyoaktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama (BAYF) Yontemi ile izolasyon
calismalar1 yapilarak etkili bilesik/lerin izolasyonu ve izole edilen bilesik/lerin
calisilan bitkilerdeki miktarinin  kalitatif ve kantitatif olarak tayin edilmesi

amaclanmistir.



1.1. Yara

Yumusak dokularm normal anatomik yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi yara olarak

isimlendirilir (Karasu ve Bakir, 2008).

Yara fiziksel ve kimyasal yanma, travma, diyabet hastaligi gibi metabolik
bozukluklar, basing, hayvan i1sirig1 veya sokmasi, beslenme bozukluklari, ilag
etkilesimleri gibi c¢ok ¢esitli nedenlere bagli olarak olusabilmektedir. Yara
bolgesinde gozlenen fiziksel hasarlar, kanama, kizariklik, aci, zonklama hissi, duyu
ve fonksiyon kaybi ile bolgedeki dokularda biiziisme ve akint1 en sik rastlanan yara

semptomlaridir (Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).

1.2.  Yara Iyilesme Mekanizmasi

Yara iyilesmesi, deri veya baska bir organin ya da dokunun travma veya cerrahi
islemler sonrasinda kendini onarma siireci olup olduk¢a karmasik biyokimyasal ve
hiicresel olaylar1 kapsamaktadir. Normal bir deride epidermis ve dermis koruyucu bir
bariyer olusturarak dokuyu dis ortamdan korurlar. Bu koruyucu bariyer zarar
gordiigii anda yara iyilesmesinin fizyolojik siireci hizli bir sekilde baslar. Travma
olustugu anda baslayan bu iyilesme siirecinin tamamlanmasi1 bazen haftalar, hatta

aylar alabilmektedir (Mittal ve ark., 2013).

Yara iyilesmesinde karmasik olaylar i¢ ice gegmis ve es zamanh gerceklesmesine
ragmen siire¢ temel olarak enflamasyon evresi, proliferasyon evresi ve maturasyon

evresi olmak {izere 3 asamada tamamlanmaktadir (Karasu ve Bakir, 2008).

Yara iyilesmesinin evreleri, bu evrelerde goérev yapan temel hiicreler ile bu

hiicrelerin etkilerine iliskin bilgiler Sekil 1.1.de 6zetlenmistir (Li ve ark., 2007)



DAKIKALAR SAATLER GUNLER HAFTALAR AYLAR
INFLAMASYON

Hemostaz

Trombositler - Fibrin pihtis1 olusumu

- Vazoaktif medyator salimi
. - Sitokin ve bilyiime faktorii salimi
Inflamasyon
Master hiicreler - Platelet aktive edici medyator salimi

- Vazoaktif ve kemotaktik medyator salimi
Notrofiller ve - Kemotaksiz
makrofajlar - Inflamasyon

- Oldiirme ve fagozite etme
- Yaradaki 6li dokularin temizligi
- Sitokin ve bilyiime faktorii salimi

PROLIFERASYON

Keratinositler - Reepitelizasyon
Endotel hiicreler - Anjiogenez
Fibroblastlar - Fibroplazi
MATURASYON
Keratinositler - Epidermisin
olgunlasmasi
Myofibroblastalar - Yara
kontraksiyonu
- Apoptoz
- Skar
dokusunun
olgunlasmasi
Endotel hiicreleri - Apoptoz
- Skar
dokusunun
olgunlasmasi

Sekil 1.1. Yara iyilesme siirecinde gorev yapan temel hiicreler ve etkileri



1.2.1. inflamasyon Evresi

Inflamasyon viicudun yaraya kars1 olusturdugu oldukea etkili ve ilk cevaptir. Bu
evrede organizmayi kan kaybina kars1 korumak, yabanci maddelerin invazyonunu
onlemek ve yaray1 onarim i¢in hazir hale getirmek i¢in bir takim vaskiiler ve hiicresel
reaksiyonlar gerceklesir.

Iyilesme siirecinin  erken ddnemlerinde olusan bdlgesel vazodilatasyon,
ekstravaskiiler bosluga kan ve sivi sizmasi ve lenfatik drenajin engellenmesi ile
enflamasyonun temel belirtileri olan yara alaninda kizarma, sisme ve 1s1 artisi
gerceklesir. Bu akut inflamatuvar yanit genellikle 24 ile 48 saat arasinda
tamamlanmakla birlikte bazi durumlarda 2 haftaya kadar siirebilmektedir. Doku
yaralanmast kan damarlarinda hasara ve kanamaya neden olur. Trombositler
birbirine yapisir, kiimelesir ve pihtilasmaya olanak saglayacak bir ¢ok medyatoriin
salinimima neden olur. Her ne kadar kan pihtilagsmasinin major fonksiyonu hemostazi
saglamak olsa da trombositlerin ikinci fakat olduk¢a Onemli bir fonksiyonu da
kemoatraktantlarin ve biiyiime faktorlerinin salinimini saglayarak iyilesme siirecini
baslatmaktir. Ayni1 zamanda olusan piht1 ile yara iyilesmesi i¢in gegici bir matriks
saglanmaktadir. Bu 6nemli medyatorlerin salmimina cevap olarak yara bolgesine
hasar goren bolgenin temizlenmesi, hasarli doku kalntilarmin ve yabanci
partikiillerin ortamdan uzaklastirilmasmi saglamak iizere 16kositler gelir. Kanama ile
baslayan bu evre vazodilatasyon ve permeabilite artisi ile sonuclanmakta olup
vaskiiler ve hiicresel yanit olmak tizere iki alt evrede tamamlanmaktadir (Li ve ark.,

2007).

1.2.1.1.  Vaskiiler Yanit ve Hemostaz

Yaranin olusmasin1 ve kanamay1 takiben yara iyilesme siirecindeki ilk basamak
hemostazdir. Hemostaz asamasinda fibrin pihtis1 olusur ve pihtilagsma gergeklesir (L1

ve ark., 2007).



Yara olusumunu takiben hiicre membranlar1 tromboksan A, ve prostoglandin F», gibi
vazoaktif bilesikler salgilayarak kan kaybmin onlenmesini ve kan akim miktarmin
azalmasini saglayacak 5-10 dakikalik bir vazokonstriiksiyona neden olurlar (Karasu

ve Bakir, 2008).

Vazokonstriiksiyonla es zamanli olarak damarlarin hasar gérmesini takiben fibrilar
kolajen, fibronektin gibi matriks proteinleri tarafindan aktive olan trombositler
birbirine yapisir ve kiimelesir. Ayni zamanda bu trombositlerin graniillerinden
seratonin, adenozin difosfat, tromboksan A, gibi bir¢ok medyator ile fibrinojen,
fibronektin, trombospondin, von Willebrand faktér VIII gibi yapistiric1 proteinleri
serbest birakir. Bu medyatorler ve lokal olarak olusan trombin, trombositlerin
salinimmi ve kiimelesmesini indiikler. Trombositlerin kiimelesmesi sirasinda
fibrinojenin trombin tarafindan fibrinlere doniistiiriilmesi sonucu kanamayi

durdurmak tizere fibrin pihtis1 olusur.

Hemostazda fibrin pihtisinin olusumunu takip eden ikinci asama intrinsik ve
ekstrinsik pihtilasma yolaklar1 ile gerceklesen pihtilasmadir. Trombositlerin
kiimelesmesi, kanda bulunan Hageman faktor XII isimli 6zel bir enzimi tetikler. Bu
sekilde proenzimlerin aktive olmus enzimlere doniislimiinii saglayacak bir dizi
pihtilasma reaksiyonu baglar ve bu reaksiyonlar protrombinin trombine doniisiimii ile
sonuclanir. Trombin ise fibrinojenin fibrine doniisiimiinii saglar. Hasar goren doku,
doku faktorii ismi verilen ve ekstrinsik pihtilasma yolagini aktive eden bir proteini
serbest birakir. Aktive olmus monositler ve endotel hiicreleri de bu doku faktoriinii

aciga ¢ikartarak pihtilasmada rol oynarlar (Li ve ark., 2007).

Hemostaz sirasinda olusan fibrin pihtisinin bir fonksiyonu da bdlgede zarar goren
lenfatikleri tikayarak sivinin yaralanmig bolgeden drene olmasini engellemektir. Bu
sekilde enflamasyon bdlgesel bir olay olarak kalir. Inflamasyonun lokalize olmasi
sonucu yara bolgesinde kizariklik, sislik, 1s1 artig1 ve yaradan salian noropeptitlerin

neden oldugu agr1 olusur (Karasu ve Bakir, 2008).



1.2.1.2.  Hiicresel Yanit ve inflamasyon

Pihtilagsma siirecinde salgilanan ¢esitli vazoaktif medyatorler ve kemoatraktanlar
sonucu lokositlerin yara bolgesine gelmeleri ile enflamasyon evresinin hiicresel
yanit1 baslamis olur. Inflamasyon evresinin erken ddnemlerinde nétrofiller ve
makrofajlar en baskin hiicrelerdir (Li ve ark., 2007). Notrofiller yara bolgesine ilk
ulasan hiicrelerdir. Bu fagositik hiicrelerin Omiirleri kisa olmasma ragmen
mikroorganizmalara karsi ilk korumayi1 nétrofiller saglar (Flanagan, 2000). Bu
mekanizmada proinflamatuvar sitokinler olarak bilinen IL-1 (interldkin-1) ve TNF-a.
(Tiimor Nekroz Faktorii-alfa) onemli rol oynar. Yarada herhangi bir kontaminasyon
bulunmuyorsa nétrofillerin sayist giderek azalir ve bu hiicreler yerlerini makrofajlara

birakirlar.

Yara bolgesine 2-4 giin arasinda ulasan makrofajlar patolojik mikroorganizmalari,
doku artiklarin1 ve fonksiyonu bulunmayan nétrofilleri fagosite ederler. Inflamasyon
evresi ile proliferasyon evresi arasinda gecis gorevi istlenirler, yara iyilesmesi i¢in
gerekli bir takim faktorleri (TNF-a, IL-1, TGF-B (Tiimor Biiyiime Faktorii-beta) gibi)
salgilarlar. Ayrica nitrik oksit sentezleyerek serbest oksijen radikalleri yardimi ile

patojenleri yok ederler (Karasu ve Bakir, 2008).

Inflamasyon evresinde rol oynayan major medyatdrler, bunlarin gorevleri ve

kaynaklar1 Cizelge 1.1.de yer almaktadir.



Cizelge 1.1. inflamasyon evresinde rol oynayan majér medyatorler (Li ve ark.,2007)

MEDYATOR GOREVI MAJOR KAYNAK
Vazoaktif Histamin Vazodilatasyon, damar Trombositler, mast
aminler permeabilitesinde artis hiicreleri, bazofiller

Seratonin Kemotaktik Trombositler, mast
hiicreleri
Plazma Bradikinin Vazodilatasyon, damar Plazma proteini
proteazlari permeabilitesinde artig, agr1
olusumu
Komplemanlar Kemotaktik Plazma proteini ve
makrofajlar
Pihtilasma Hageman faktor Damar permeabilitesinde artis, Plazma proteini
sistemi pihtilagsma
Fibrinopeptitler Kemotaktik, damar Plazma proteini
permeabilitesinde artig
Faktor XIla Damar permeabilitesinde artis Plazma proteini
PAF Kemotaktik, vazodilatasyon, damar Lokositler
permeabilitesinde artig
Trombosit Kemotaktik, vazokonstriksiyon, Trombositler
medyatorleri pihtilagsma
Aragidonik PGs Kemotaktik, vazodilatasyon, agr1 ve Membran
asit (prostaglandinler) ates olusumu fosfolipidleri
metabolitleri | LTs (lokotrienler) Kemotaktik, vazokonstriksiyon, Lokositler, membran
damar permeabilitesinde artis fosfolipidleri
Serbest 0O, metabolitleri Vazokontsriksiyon, damar Lokositler
radikaller permeabilitesinde artig, doku hasari
Nitrik oksit Vazodilatasyon, doku hasari Makrofajlar ve
endotel
Sitokinler ILs Kemotaktik Makrofajlar
(interlokinler),
TNF
PDGF, TGF-p Kemotaktik Trombositler,
makrofajlar
1.2.2. Proliferasyon Evresi

Yara bolgesinin enfeksiyon, Olii doku, kan pihtis1 ve yabanci cisimlerden
temizlenmesini takiben yaralanmadan sonraki 3-5. giinlerde baslayan bu donem,
graniilasyon dokusunun olusumu, epitelizasyon ve yara kontraksiyonu ile

karakterizedir.



Bu donemde enflamasyon evresinde salinan kemoatraktantlar, 6zellikle de TGF-f3
etkisiyle yara bolgesine goc¢ eden fibroblastlar dokularin yeniden yapilandirilmasi

siirecinde rol oynayan en 6nemli hiicrelerdir (Karasu ve Bakir, 2008).

1.2.2.1.  Graniilasyon Dokusunun Olusumu

Graniilasyon dokusunun gelisimi fibroplazi ve anjiogenez ile karakterize olup, olusan
bu doku hem agik yaralarin iyilesmesi siirecinde enfeksiyona kars1 bir bariyer gorevi
gormekte hem de epitel hiicrelerinin yara bolgesine gd¢ etmesi i¢in bir zemin

olusturmaktadir (Karasu ve Bakir, 2008).

Yeni kan damarlarinin olusumu anjiogenez olarak isimlendirilir. Anjiogenez
olusumu, yaralanma swrasmda kan akimimnin zarar gormesi sonucu dokularin
oksijensiz kalmasi (hipoksi) ve makrofajlarin aktive olmasi ile uyarilir. Makrofajlar,
yeni doku ve kan damarlar1 olusumunu destekleyen TGF ile nekrotik dokularin
yikimin kolaylastirarak proliferasyon olusumunu uyaran TNF’yi de kapsayan bir
takim maddeler tireterek angiogenezi stimiile ederler (Flanagan, 2000). Angiogenez
sonucu olusan yeni kan damarlar1 gerekli besin ve oksijenin yeni olusan dokulara

ulagmasini saglayarak graniilasyon dokusunun olusumunda rol oynarlar.

Fibroblastlarin yara bolgesine gelmesi olayma fibroplazi denir. Fibroplazi sonucu
yara bolgesine ulasan fibroblastlar protein sentezine baslayarak kolajen,
proteoglikanlar ( 6rnegin hyaliironik asit), glikoproteinler (6rnegin fibronektin) ve
elastini de igeren kolajence zengin bir matriks olustururlar. Olusan hiicreler arasi
matriksin yapisal molekiilleri graniilasyon dokusu olusumuna katki saglarlar (Li ve
ark., 2007). Kolajen, hiicrelere destekleyici bir iskelet olustururken elastin, doku i¢in
gerekli esnekligi, hyaliironik asit ise suyun tutulmasma neden olarak yapilarin
devamliligint  saglar (Sahasrabudhe ve Deodhar, 2010). Fibronektin ise
fibroblastlarin hiicreler aras1 matrikse baglanmalarma olanak saglar ve hiicre

migrasyonu i¢in yapigkan bir ylizey olusturur. Ayrica fibronektin matriks kolajen



10

fibrilleri i¢in bir yap1 iskelesi gorevi gorerek yara kontraksiyonuna aracilik eder (Li

ve ark., 2007).

1.2.2.2. Epitelizasyon

Epidermis i¢ ve dis ortam arasinda bir bariyer olusturarak zararli maddelerin girisine
engel olur, elektrolit ve sivi kaybini dnler. Epitelizasyon sonucu epitel hiicrelerinin
yara bolgesine go¢ ederek cogalmalari sonucu yara ylizeyi epitel hiicreleri ile
kaplanir (Karasu ve Bakir, 2008). Hiicrelerin migrasyonu tamamlandiktan sonra yara
bolgesine ulasan epitel hiicreleri epidermisin farkli tabakalarmi olusturmak iizere
farklilasmaya baglarlar. Yara bdlgesinde Oli dokularin ve kalintilarin varhgi
epitelizasyon siirecinin tamamlanmasma engel olacagindan yaralanmalarda hasarl
bdlgenin iyice temizlenmis olmasi yara iyilesmesi i¢in 6nemlidir (Johnstone ve ark.,

2005).

1.2.2.3.  Yara Kontraksiyonu

Yara kontraksiyonu yaralanmanin hemen sonrasinda baglar ve 2. haftada pik diizeye
ulasir. Kontraksiyonun derecesi yaranin derinligine bagli olarak farklilik

gostermektedir.

Yara kontraksiyonunda rol oynayan baskin hiicreler miyofibroblastlardir.
Graniilasyon dokusundaki fibroblastlarin farklilagsmasi ile olusan miyofibroblastlar
genislerler ve fibronektine baglanirlar. Kolajen liflerini beraberlerinde siiriikleyerek
kontraksiyon yeteneklerine bagli olarak yara kenarlarint merkeze dogru ¢ekerler ve

yara alaninin kii¢iilmesini saglarlar (Li ve ark., 2007).
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1.2.3. Maturasyon (Re-modelleme) Evresi

Maturasyon evresi yara iyilesme siirecinin en son ve en uzun evresidir. Bu evrede
temel olarak graniilasyon dokusu skar dokusuna doniisiir ve hiicreler aras1 matriks
olgunlasir. Yara bolgesindeki fibroblastlarin sayisi giderek azalir ve kolajen tiretimi
dengeye ulasir. Ayrica yeni epitel dokunun olusmasi tamamlanir, yara rengi
soluklasir, yara gerilim direnci artar ve iyilesmis skar dokusu olusur. Bu evrede
temel gorevi doku direncini arttirmak ve sekil almasini saglamak olan kolajenden
olusan fibriller birbirlerine baglanirlar ve deri yiizeyinde paralel sekilde tekrar

diizenlenirler.

Yara iyilesmesi slirecinin sonunda yara gerilim kuvveti normal doku diizeyine gelir.
Yaraya diren¢ kazandiran temel madde kolajen olup yara gerilim direnci kolajenlerin
olgunlasmasina baglhdir. Kolajenlerin olgunlagsmasi ise yaralanmadan sonraki 15.

giinde baglar ve 12 aya kadar siirer (Karasu ve Bakir, 2008).

Yara iyilesmesinin evreleri Sekil 1.2.de verilmistir (Kondo ve Ishida, 2010).
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YARA IYILESME EVRELERI
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Sekil 1.2. Yara iyilesme siirecinin evreleri (Kondo ve Ishida, 2010)
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1.3.  Yara Iyilesmesine Etki Eden Faktorler

Yara iyilesmesi normal biyolojik bir siirectir. Bu siirece birgcok etiyolojik faktor
olumsuz yonde etki edebilir. Bu faktdrlerin yara iyilesmesi iizerine etkilerinin iyi
bilinmesi yara tedavisi i¢in daha 1yi stratejiler gelistirilmesi agisindan Onem
tasimaktadir.

Yara iyilesmesine etki eden bazi faktorler sunlardir:

- Yetersiz Beslenme

Yara iyilesmesi enerji ve besin dgelerinin gerekli oldugu anabolik bir siiregtir. lyi
beslenememe durumuna bagh olarak gerekli besin maddelerinin yeterli diizeyde

almamamasi yara iyilesme siirecini olumsuz yonde etkiler.

Baz1 besin 6geleri ve bunlarin yara iyilesme siirecindeki rolleri Cizelge 1.2.de

verilmistir (Mittal ve ark., 2013).

Cizelge 1.2. Yara iyilesme siirecine etki eden bazi besin maddeleri (Mittal ve ark., 2013).

BESIN OGESI ETKIiSI

A Vitamini - Epitel hiicrelerinin farklilagsmasi ve kemik dokusunun
olusumu i¢in gereklidir.

- Immiin cevaplarin stimiilasyonu ve lokalizasyonunu
gelistirir.

C Vitamini - Kolajen, proteoglikanlar ve bagka birtakim organik
bilesiklerin sentezi igin gereklidir.

- Antioksidan ozelliktedir.

- Immiin yamit: destekler.

E Vitamini - Lipidleri peroksidasyona karsi koruyan yagda cdziinebilen
major antioksidandir.
Bromelain - Yara olusumu sonrasi iyilesme siireci ile yara bolgesindeki
o6dem ve agriy1 azaltir.
Glukozamin - Yaradaki hyaliironik asit dretimi i¢in hiz sirlayic
substrattir.
Cinko - DNA sentezi, hiicre bdlinmesi ve protein sentezi igin
gereklidir.
Protein - Kolajen sentezi i¢in gereklidir.

- lyilesme siirecinin uzamasmi engeller.

Arjinin - Yeterli yara onarimi ve immiin fonksiyonlar i¢in gereklidir.

Glutamin - Proliferasyon siireci ve doku onarimi igin gereklidir.
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- Yara alaninda enfeksiyon gelisimi

Yara enfeksiyonlar1 yara iyilesme siirecini uzatan belki de en onemli faktordiir.
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium sp., Escherichia
coli ve Pseudomonas aeruginosa yara enfeksiyonuna neden olan bazi 6nemli

mikroorganizmalardir (Mittal ve ark., 2013).

- Yara bolgesinde hipoksi

Yara bolgesinde oksijen miktarinin yetersiz kalmasi iyilesme siirecini olumsuz
etkilemektedir. Hipoksi anjiogenez i¢in uyarici bir faktor olsa da 1yilesme siirecinin
ilerleyen evrelerinde dokular iyilesmek i¢in yiliksek miktarda oksijene ihtiyag
duyarlar. Oksijen seviyesinin 35 mm Hg’nin altina diistiigli dokularda fibroblastlar
replike olamazlar ve kolajen tiretimi ciddi diizeyde azalir. Vendz yetersizlige sahip
bireylerde yara iyilesme silirecinde uzama veya yaralarin kroniklesmesi onemli
problemlerdir. Mekanizmasi tam olarak aciklanamamakla birlikte bilimsel veriler bu
problemlerin kaynaginin damarlarin yeterli oksijeni hasarli dokuya tasiyamamasi

oldugunu gostermektedir (Burns ve ark., 2003).

- llaglar

Yara iyilesmesini geciktiren ilaglar Cizelge 1.3.de yer almaktadir (Burns ve ark.,
2003). Bunlar arasinda kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar yara
iyilesmesini geciktirdigi bilinen en genis gruptur. Bir bagka grup olan sistemik
glukokortikoitler ise kolajen sentezini ve fibroblast proliferasyonunu azaltarak yara

tyilesme siirecini olumsuz etkilerler (Mittal ve ark., 2013).
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Cizelge 1.3. Yara iyilesmesini geciktiren ilaglar (Burns ve ark., 2003)

Antikoagitilanlar

Antihistaminler

Antimikrobiyaller (bazilar1)

Aspirin

Azatiopirin

B-aminopropionitril

Povidon-iyodin

Kemoterapdtik ajanlar

Klorheksidin

Kolsisin

Siklosporin

Dakin’s ¢ozeltisi (% 0,25 sodyum hipoklorit)

Fenitoin

Glukokortikoitler

Immunosupresif ajanlar

Latirogenler

Non-steroidal antienflamatuvar ajanlar

Papaverin

Penisilamin

Fenilbutazon

Kinolin siilfat

Retinoitler

Tifenamil hidrokloriir

- Yaglanma

Yasl bireylerde olusan yaralarda fibroblast gelisimi ve aktivitesinin azalmasi ve
kolajen iiretiminin yavaslamasina bagl olarak yara iyilesme siirecinin uzadigi
belirlenmistir (Mittal ve ark., 2013).

- Diyabet ve diger hastaliklar

Diyabetli bir hasta lizerinde yapilan bir ¢alismada yaranin enfekte olma hizinin

normal bireylere gore % 11 yiiksek oldugu saptanmistir. Yine cesitli caligmalarda
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akut ve kronik karaciger rahatsizliklarinin yara iyilesme siirecini uzattigi
belirtilmistir. Genel olarak bagisiklik sistemi bozulmus hastalarin yara bolgelerinde

enfeksiyon gelisme olasilig1 normal bireylere gore yiiksektir (Mittal ve ark., 2013).

- Diger faktorler

Yara iyilesme siirecini geciktiren diger faktorler arasinda radyoterapi ve kemoterapi,
genetik ve immiinolojik bir takim bozukluklar, sigara kullanimi, mekanik stres ile
toksik bir takim temizleme ajanlarmmn kullanimi yer almaktadir (Ozkorkmaz ve

Ozay, 2009; Flanagan, 2000; Burns ve ark., 2003).

1.4.  Yara Iyilesmesine Etki Eden Bazi Farmakolojik Aktiviteler

1.4.1. Antienflamatuvar Aktivite

Yara iyilesme siirecinin erken donemlerinde gelisen akut enflamatuvar cevap, doku
gelisimi ve onarimi i¢in gerekli bir takim faktorleri olusturur. Ancak uzamis bir
enflamatuvar cevap iyilesme siirecinin maturasyon evresi ve matriks olusumu
iizerinde olumsuz etkiler yaratarak yaranin kapanma siirecini geciktirir ve agri
olusumunu arttirrr. Bu nedenle antienflamatuvar etki yara iyilesme siirecini

kolaylastirarak hasta konforunu arttiran bir faktordiir (Mittal ve ark., 2013).

1.4.2. Antioksidan Aktivite

Yara bolgesinde yiiksek oranda serbest radikal olusumu lipidlerin, proteinlerin,
kolajen, proteoglikan ve hyaliironik asitin zarar géormesine neden olarak iyilesme
siirecini uzatabilmektedir. Bu nedenle antioksidan etkiye sahip bilesikler canli

dokuyu koruyarak yara iyilesme siirecini kolaylastirirlar (Mittal ve ark., 2013).



17

1.4.3. Antimikrobiyal Aktivite

Yara iyilesmesini geciktiren bir faktor de yara bolgesinde fazla miktarda
mikroorganizma bulunmasidir. Hem lokal enflamasyonu azaltmak hem de doku
hasarin1 en aza indirmek icin yaradaki bakteri yogunlugunu azaltmak Onemlidir

(Mittal ve ark., 2013).

1.4.4. Analjezik Aktivite

Acik yaralarda agr1 ve giigslizlik olustugu goz oniinde bulunduruldugunda tedavi

sirasinda yaraya uygulanan sargmin agriy1 arttirmamasi hatta azaltacak ozellikte

olmasi hasta agisindan 6nem tasimaktadir (Mittal ve ark., 2013).

1.5.  Yara lyilestirici Aktivite Tayininde Kullanilan Yéntemler

1.5.1. In-vitro Yontemler

1.5.1.1.  Canh Hiicreler Uzerinde Yapilan Testler

Yara iyilesme siirecinde temel olaylar olan proliferasyon ve migrasyon ile siirecte
onemli rol oynayan fibroblastlar ve keratinositlerin fonksiyonu canli hiicreler
iizerinde yapilan yara iyilestirici aktivite tayininin temelini olusturur. Bu testlerin
avantajlar1 kullanigl, hizli sonu¢ veren ve kismen maliyeti diisik deneyler

olmalaridir.

En ¢ok kullanilan yontemler CAM (Civciv Koryoallantoik Membran) Testi,
Fibroblast Tayini ve Keratinosit Tayini yontemleridir (Shrimanker ve ark., 2013).
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CAM modeli, test edilen numunenin anjiogenik aktivitesinin belirlenmesi amaci ile
kullanilir. Bu yontemde 9 giinliik fertilize civciv yumurtalarmin kabuklari lizerinde
1,0 cm’lik kiiclik pencereler acilir ve test numunesi yiklii steril metilseliilloz diski
CAM iizerinde yer alan iki biiylik damarin kesisim noktasina yerlestirilir. Pencere bir
bant ile kapatilir ve yumurtalar 72 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilir. Bu siire
sonunda yumurtalar acilir. Test numunesi, standart olarak kullanilan bFGF
(Fibroblast Biiylime Faktorii) ve kontrol numunesi ile muamele edilen CAM’ler

iizerinde gelisen yeni kan damarlar1 olusumlari karsilastirilir.

Fibroblast Tayini ve Keratinosit Tayini yontemlerinde test numunesinin fibroblast ve

keratinositlerin gelisimi tizerindeki etkisi incelenir (Shrimanker ve ark., 2013).

1.5.1.2.  Enzim Deneyleri

Hiicreler aras1 matriks hyaliironik asit gibi proteoglikanlar ve bunlarla i¢ ige gecmis
kolajen, elastin, fibronektin gibi metallo proteinlerden olusur. Kolajen, hiicrelere
destekleyici bir iskelet olustururken elastin, doku igin gerekli esnekligi, hyaliironik
asit ise suyun tutulmasina neden olarak yapilarin devamlilig1 saglar (Sahasrabudhe

ve Deodhar, 2010).

Hyaltironidaz, kolajenaz ve elastaz, ekstraseliiler matriks proteinlerinin enzimatik
yikimina neden olan metallo proteaz enzimlerdir. Saglikli dokularda bu enzimlerin
sentezi ve yikimi denge halindedir. Ancak dengenin metallo proteazlardan yana
bozulmas1 durumunda bag doku makromolekiilleri kontrolsiizce yikima ugrar ve yara
tyilesme siireci gecikir. Bu enzimler ayn1 zamanda TGF-, PDGF, fibronektin, a-1
antiproteaz ve a-2 makroglobin’in yikimma da neden olarak kronik yaralarin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Menke ve ark., 2007; Sahasrabudhe
ve Deodhar, 2010).



19

Yapilan ¢aligmalarda kronik, iyilesmeyen yaralarda ve yaniga bagl olusan yaralarda
elastaz miktarmin yiiksek oldugu, akut yaralarin diizglin bi¢cimde iyilesmesi i¢in
elastaz ve diger matriks metalloproteazlarin miktarinin diisilk olmasinin gerekliligi
rapor edilmistir. Yine kronik yaralarda iyilesme siirecinin kisalmasi i¢in proteaz
seviyelerinin azaltilmasmin faydali oldugu belirtilmistir (Edwards ve ark., 2004).

Bu nedenlerle yara iyilestirici aktivitenin tayini amaci ile gerceklestirilen in-vitro
deneylerde hiyoluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzim inhibisyonunun 6l¢iilmesine

yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir.

1.5.2. In vivo Yontemler

Yara iyilestirici aktivitenin tayini amaci ile yapilan in vivo deneylerde ucuz olmalari,
kolayca temin edilebilmeleri, beslenmeleri i¢cin gerekli besin ve su miktarinin az
olmas1 ve insanlara oranla yara iyilesme siire¢lerinin hizli olmasi gibi nedenlerle

kiigiik memeli hayvanlar tercih edilmektedir.

Yara iyilestirici aktivitenin tayini amaci ile yapilan in vivo laboratuvar deneylerinde
temel olarak iki tip yara olusturulur. Bunlar eksizyon-acik yaralar ve insizyon-siiturlu
(dikis  atilarak  kenarlar1  birlestirilmis)  yaralardir.  Yara iyilesmesinin
degerlendirilmesi tekrar olusan dokunun degisik parametreler kullanilarak
incelenmesi sonucu yapilir. Yaygm olarak kullanilan yara modelleri eksizyon,

insizyon, yanik ve dead space yara modelleridir (Shrimanker ve ark., 2013).

1.5.2.1.  Invivo Yontemlerde Kullanilan Bashca Yara Modelleri

1.5.2.1.1. Eksizyon Yara Modeli

Eksizyon yara modeli yaranmn iyilesme siirecinde olusan kontraksiyonun ve

epitelizasyonun degerlendirilmesi amaci ile kullanilir. Hayvanlarm sirt kisimlarinda



20

vertebral kolonun sag veya sol tarafinda biyopsi punch ile 2-5 cm® lik dairesel yara
olusturulur. Olusan yara ag¢ik birakilir. Test edilecek numunelerin topikal olarak

uygulanmasi sonucu yara alanindaki kiigiilme ve epitelizasyon siireci hesaplanir

(Shrimanker ve ark., 2013).

1.5.2.1.2. Insizyon Yara Modeli

Hayvanlarin sirt kisimlarmin orta hattindan yaklasik 1,5 cm uzaklikta 4-6 cm
uzunlugunda iki adet ¢izgisel insizyon yarasi olusturulur. Olusturulan yaralar cerrahi
iplikle dikilir. Test numuneleri hayvanlara oral veya topikal olarak 7-9 giin boyunca
uygulanir. Bu siire sonunda dikigler almir. 8-10. giinde hayvanlar anestezi altinda
oldiriilir ve kesilerek almnan yaralar ilizerinde yara gerilim kuvveti Olgiimii ile

biyokimyasal ve histolojik ¢alismalar gergeklestirilir (Shrimanker ve ark., 2013).

1.5.2.1.3. Yara Yanik Modeli

Olusturulmak istenen yanmigin derecesine gore ¢esitli sicakliklara kadar 1sitilmis metal
levhalarin belirli siirelerde anestezi altindaki deney hayvanlarinin sirt kisimlaria
bastirilmasi ile yanik yaralar1 olusturulur. Yanik yarasi olusturmanim bir yolu da
metal bir silindir icine 80°C’ye kadar 1sitilarak eritilmis mumun dokiilmesidir. Likit
mum soguyup katilaginca yara bolgesinden almmaktadir. Yara yanigi olusturulan
deney hayvanlar1 anestezi etkisi gectikten sonra kafeslerine almir ve test numunesi
oral veya topikal olarak yara {izerinde olusan kabugun diistiigii gline kadar uygulanir.
Bu stirenin sonunda % yara kontraksiyonu, hidroksipirolin tayini ve epitelizasyon
zamaninin saptanmasi yontemleri ile yara iyilestirici aktivite tayini yapilir (Verma ve

ark., 2012; Shrimanker ve ark., 2013).



21

1.5.2.1.4. Dead Space Yara Modeli

Bu yara modelinde 2.5 x 0.5 cm boyutlarindaki polipropilen tiip anestezi altindaki
hayvanm st kismmin lomber bolgesine subkutan olarak implante edilir. 9 giin
boyunca test numunesi uygulanan hayvanlara yerlestirilen tiip, 10. giinde tiip
iizerinde olusan graniilasyon dokusu ile birlikte alinir. Alinan graniilasyon dokusu
iizerinde yara iyilestirici aktivitenin tayinine yonelik analizler gergeklestirilir (Ha ve

ark., 2010).

1.5.2.2. In vivo Yara Modellerinde Yara Iyilesmesinin Saptanmasinda

Kullanilan Bashica Yontemler

1.5.2.2.1. Yara Alanimnin Olciimii

Yara alant onceden belirlenmis gilinlerde fotograf makinesi ile goriintiilenir. Daha
sonra ¢ekilen fotograflar iizerindeki yara alani iizerine milimetrik ¢izim kagidi

konularak alan 6l¢timii yapilir (Shrimanker ve ark., 2013).

1.5.2.2.2. Yara Kontraksiyonunun Tayini

Deney hayvanlarinin opere edildigi giinden baglamak iizere yaranin tamamen
kapandig1 giine kadar yara alanlar1 Olgiiliir. Yara kontraksiyonu orjinal yara
alanindaki rediiksiyonun % miktar1 olarak asagidaki formiile gdre hesaplanir

(Shrimanker ve ark., 2013).

Baslangctaki vara alam - Olciim vapilan gindekd vara alam
% Yara Kontraksiyom = x 100

Baslangictaki vara alam
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1.5.2.2.3. Epitelizasyon Siiresinin Tayini

Yara kabugunun arkasinda hi¢ bir yara birakmadan diismesi epitelizasyon
periyotunun bitis noktas1 olarak kabul edilir. Bu olaym tamamlanmasi i¢cin gecen

stire kaydedilir.

1.5.2.2.4. Yara Gerilim Kuvvetinin Ol¢iimii

Dermal yaralarda iyilesme siirecinin en 0nemli evrelerinden biri dokuda artarak
gelisen biyomekanik direngtir. Iyilesme siirecinin sonunda kapanan insizyonu tekrar
ayirmak i¢in uygulanan kuvvet yara gerilim kuvveti olarak kaydedilir. Bu deger
onarilmis dokunun gerilime ne kadar dayanikli oldugunu ve bir anlamda da onarilmis

dokunun kalitesini ifade eder.

Yara gerilim kuvvetinin tespit edilmesi amaci ile deney hayvanlarinda insizyon
yaralar1 olusturulur ve cerrahi iplikle dikilerek birlestirilir. Test numunesi uygulanan
hayvanlarin dikisleri 7-9 giin sonra almir. Dikis alindiktan 1 giin sonra yara bdlgesi
kesilir ve dokularin ayrilarak tekrar yara olusturmasi icin uygulanmasi gereken
gerilim kuvveti tensiometre ile dlgiiliir (Siintar ve ark., 2011; Shrimanker ve ark.,

2013).

1.5.2.2.5. Hidroksiprolin Tayini

Yapisinda hidroksiprolin bulunan kolajen, hiicreler arasi dokunun en Onemli
bilesenidir. Kolajenin hidroliz olmasi ile peptitler ve serbest hidroksiprolin agiga
cikar. Agiga cikan hidroksiprolinin tayini ile dokularda bulunan kolajen miktar1

belirlenir (Shrimanker ve ark., 2013).

Yara bolgesinde olusan graniilasyon dokusundaki hidroksiprolin miktarinin

belirlenmesi amact ile farkli konsantrasyonlardaki hidroksiprolin ¢ozeltileri
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hazirlanir, c¢ozeltiler renklendirilerek absorbanslar1 Olciiliip bir standart egri
olusturulur. Eksizyon yarasindan alinan dokular hidroliz edilerek kolajenin yapisinda
bulunan hidroksiprolinin aciga ¢ikmasi saglandiktan sonra ¢ozelti renklendirilerek
absorbansi Olciiliir. Daha onceden olusturulan standart egri yardimi ile graniilasyon

dokusundaki L-hidroksiprolin miktar: saptanir (Panda ve ark., 2011).

1.5.2.2.6. Histopatolojik Incelemeler

Histopatolojik incelemelerin yapilmas: amaci ile %10’luk formaldehit ic¢inde
saklanan yara bolgelerinden alinan ince kesiler hematoksilen-eozin, Per-iodic Acid
Schiff (PAS) ve Giemsa/Wright gibi boyalar kullanilarak boyanir ve mikroskop
altinda incelenir. Elde edilen goriintiiler degerlendirilerek yaranin iyilesme siireci

hakkinda bilgi edinilir (Siintar, 2011).

1.5.2.2.7. Diger Analizler

Yara iyilesme siirecinin degerlendirilmesinde heksozamin ve total protein tayinleri
ile mukopolisakkarit, DNA ve kolajen Ol¢iimleri gibi biyokimyasal analizler de

yapilabilmektedir (Shrimanker ve ark., 2013).

1.6. Enflamasyon

Enflamasyon, viicudun enfeksiyon, irritasyon ve diger yaralanmalara kars1
gelistirdigi, bu olaylara neden olan ajanlar1 notralize etmeyi, zarar goren dokuyu

onarmay1 amaglayan non-spesifik immiin yanittir (Guyton ve Hall, 1996).

Enflamasyon bakteri, virlis, mantar ve parazitlerin neden oldugu antijen-antikor
reaksiyonlarma, mekanik travma, organik-inorganik zehirler ile yabanct maddelere

bagl olarak gelisebilir. Erken enflamatuvar yanit ve iyilesme olmak tizere iki temel
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siireci kapsayan enflamasyonun belirtileri arasinda enflamasyon bolgesinde olusan

kizariklik, sisme, 1s1 artisi, agr1 ve fonksiyon kaybi sayilabilir (Patel ve ark., 2012).

Akut ve kronik enflamasyon olmak {izere iki tip enflamasyon vardir. Akut
enflamasyon kandan hasarli dokuya dogru noétrofiller, makrofajlar gibi bagisiklik
sistemi hiicreleri ve plazma geg¢isinin artmastyla karakterize olan ilk yanittir. Kronik
enflamasyon ise enflamasyon bélgesinde yer alan hiicre tiplerinin siirekli olarak
degistigi, doku yikimi ve hasarli dokunun iyilesmesi ile karakterizedir (Sa ve ark.,

2013).
Akut ve kronik enflamasyona neden olan ajanlar, silirecte yer alan Onemli

medyatorler ile gorev yapan major hiicreler ve ortaya ¢ikis siirelerine iliskin 6zet

bilgiler Cizelge 1.4.te verilmistir (Beg ve ark., 2011).

Cizelge 1.4. Enflamasyon Tiplerine Ait Ozet Bilgiler (Beg ve ark., 2011)

patojenler, kalici
yabanct maddeler,
otoimmiin
reaksiyonlar

(monositler,
makrofajlar, lenfositler,
plazma hiicreleri),
fibroblastlar

tiirleri, hidrolitik
enzimler, sitokinler,
biiyiime faktorleri,
interferon-y

Enflamasyon Neden Olan Onemli Medyatérler Onemli Hiicreler Siire
Tipi Ajanlar
Akut Patojenler, hasarli Monositler, Vazoaktif aminler, Birkag
dokular makrofajlar, notrofiller | eikosanoitler giin
Kronik Degrade olmayan Mononiikleer hiicreler | Reaktif oksijen Ay-yil

1.7. Viicutta Enflamasyona Kars1 Olusturulan Yamt

Enflamasyonun temel fonksiyonu enfeksiyonu gidermek veya hasar1 onararak
homeostazi tekrar saglamaktir. Ideal enflamatuvar cevap hizli, gerektiginde yok

edici, spesifik ve kendi kendini sinirlayan cevaptir.

Enflamasyonu tetikleyen ana unsur, viicuda giren mikroplarin yine viicutta kalitsal

olarak bulunan bagisiklik sistemi reseptorleri tarafindan taninmasidir. Viicutta olusan
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bir enflamasyona kars1 olusturulan cevap geleneksel olarak dort fazda 6zetlenebilir.
Bu fazlar enfeksiyonun taninmasi, enfeksiyon bolgesinde enflamatuvar hiicrelerin

toplanmasi, patojenin eliminasyonu ve enflamasyonun giderilmesidir (Barton, 2008).

1.7.1. Enfeksiyonun Taninmasi

Enfeksiyondan once dokularda mevcut olan c¢ok sayida hiicre cesiti mikrobiyal
organizmalar1 tanima yetenegine sahip enzimleri agiga ¢ikartir. Enfeksiyonun erken
donemlerinde gorev yapan en etkili hiicreler dokularda bulunan makrofajlar ve
dendritik hiicrelerdir. Mast hiicreleri de enflamasyonun erken evrelerinde sitokinler
ile histamin, prostaglandinler ve lokotrienleri ag¢iga c¢ikartarak rol oynarlar.
Makrofajlar ve dendritik hiicreler hiicre yiizeylerinde bulunan reseptorler araciligi ile
tanimladiklar1 mikroplar1 yutarak yok ederler. Patojenin fark edilmesinin net sonucu
fagosit ve mast hiicrelerinin aktivasyonu ile proinflamatuvar sitokinlerin ve
medyatdrlerin  serbest birakilmasidir. Bu molekiillerin serbest birakilmasi ile
dokunun ¢evresinde ve damar sisteminde degisikliklere neden olacak olaylar kaskad1

baslar (Barton, 2008).

1.7.2. Enfeksiyon Bolgesinde Enflamatuvar Hiicrelerin Toplanmasi ve

Patojenin Eliminasyonu

Sitokinler ve diger proinflamatuvar medyatdrler lokal kan damarlarmin endotel
hiicrelerindeki degisiklikleri indiikleyerek enfekte dokunun iltahapli duruma
gegcmesini tesvik ederler. Ozellikle TNF-a, IL-1 ve lipid medyatorleri bir seri
morfolojik ve molekiiler degisikliklere neden olarak enflamasyon bélgesine dogru
artan miktarda 16kosit migrasyonu ve plazma akis1 saglarlar. Pek ¢ok durumda
bolgeye ilk olarak notrofiller ve onu takiben monositler ulasir. Notrofiller
enflamasyon bolgesine ulastiklarinda mikrobiyal organizmalar yaninda normal
dokularda da hasara neden olabilecek bir takim mekanizmalarla donatilmis

durumdadirlar. Fagosite edilmis materyali degrade edebilecek proteaz yiiklii
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graniillere sahip olmanm yaninda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) iireterek proteinlerde denatiirasyon, lipitlerde pargalanma ve sonugta
DNA hasarmma neden olurlar. Enflamasyon bdlgesine ulastiktan sonra ndtrofiller
patojenleri fagozite ederler ve graniillerini fagozite edilmis materyal iizerine
yonlendirirler. Bu graniiller sadece patojenlere degil ayn1 zamanda normal doku ve
hiicrelere kars1 da toksik etki gosterirler. Sonug olarak nétrofiller apoptoz ile oliirler
ve bolgeye ulasan makrofajlar tarafindan temizlenirler. Makrofajlar 6lii notrofil
hiicrelerini temizlemenin yaninda mikrobiyal organizmalarin yok edilmesinde de rol
oynarlar. Proteazlari, antimikrobiyal peptitlerii ROS ve RNS’leri kullanarak
mikrobiyal organizmay1 yutarlar ve degrade ederler (Barton, 2008).

1.7.3. Enflamasyonun Giderilmesi

Enflamatuvar yanit mikrobiyal enfeksiyonu baskilayabilirse tim yanit
antienflamatuvar sinyaller olusturulmasi ve enflamasyonun giderilmesi yoniine
odaklanir.  Ozellikle lipoksinler, protektinler ve resolvinler aktif olarak
enflamasyonun giderilmesini ve doku onarimini tesvik eden antienflamatuvar
sinyaller olustururlar. Bu bilesiklerden en iyi tanimlanmis olanlar lipooksijenazlar
tarafindan olusturulan lipoksinler ve arasidonik asit (AA) tiirevleridir. Lipoksinler
notrofillerin  enflamasyon bdlgesine akisin1  durdururlar, apoptoza ugrayan
notrofillerin makrofajlar tarafindan alinmasmi desteklerler ve daha fazla monositin
bolgede toplanmasmi saglayarak oOli hiicrelerle doku atiklarmin temizlenmesine
olanak saglarlar. Bu medyatorlere ek olarak makrofajlar, notrofiller ve epitel hiicreler
tarafindan {iretilen sekretuvar 10kosit proteaz inhibitorii (SLPI), nétrofil
graniillerinden salman proteazlar1 inaktive ederek enflamasyonun giderilmesi

evresine katki saglar (Barton, 2008).
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1.8. Antienflamatuvar  Aktivitenin Pre-klinik = Degerlendirilmesinde

Kullanilan Yontemler

Antienflamatuvar aktivite testleri deney hayvanlarinin c¢esitli bolgelerinde
enflamasyon olusturucu ajan uygulanmasi suretiyle enflamasyon olusturulmasi ve
daha sonra uygulanan test numunesinin olugan enflamasyonu ne oranda gerilettiginin
tayin edilmesi temeline dayanmaktadir. Test numunesinin etkisi bilinen bir
antienflamatuvar ajanin etkisiyle karsilastirilarak sonuglar elde edilmektedir (Ozbek

ve Oztiirk, 2003).

1.8.1. Akut ve Subakut Enflamasyonun Testleri

1.8.1.1. Guinea Piglerde UV Isini ile Olusturulan Eritem

Eritem enflamasyonun en erken gelisen sinyalidir. Deney hayvanlarinin 280-320 nm
arasinda UV radyasyonuna tabi tutulmalarini takip eden 24 saat boyunca derideki
PEG seviyelerinin arttig1 gozlenmistir (Patel ve ark., 2012). Eritem olusumunun lokal
olarak PGs salmimina bagl olarak ortaya ¢iktigi cesitli caligmalarda gosterilmistir.
Yine indometazin ve pirprofen gibi prostaglandin sentezi inhibitdrlerinin UV ile
olusturulan eritemin baskilanmasinda etkili oldugu cesitli caligmalarda saptanmistir

(Peters ve ark., 1977).

Bu deney modelinde deney hayvanlarinin sirt kisimlarina UV 15181 uygulanmasini
takiben olusan eritemin test numuneleri ile muamele sonucu ne oranda engellendigi

tespit edilmektedir (Patel ve ark., 2012).
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1.8.1.2. Damar Permeabilite Artis1 Testi

Enflamasyon siiresince antikor ve komplementler gibi plazma bilesenlerinin hasarl
veya enfekte dokuya ulagmasi i¢in damar permeabilitesinde artig olur. Bu test ile test
numunesinin damar ge¢irgenligindeki artis1 ne oranda inhibe ettigi arastirilmaktadir
(Patel ve ark., 2012). Bu amagcla intravendz yolla deney hayvanina uygulanan Evans
blue boyasinin damarlardan periton sivisina gecme derecesi spektrofotometre
aracihig1 ile dlgiilmektedir (Ozbek ve Oztiirk, 2003). Periton sivisina gecen boya
konsantrasyonunun azalmasi damar gecirgenliginin azaldigini gostermektedir (Patel

ve ark., 2012).

1.8.1.3. Farelerde Oksazolon ile indiiklenen Kulak Odemi

Farelerde oksazolon ile indiiklenen kulak 6demi modeli bir gecikmis kontakt
hipersensitivite modeli olup topikal ve sistemik antienflamatuvar aktivitenin
kantitatif tayinine olanak saglamaktadir. Deney hayvanlar1 once oksazolon
uygulanarak duyarli hale getirilir. Daha sonra oksazolon ve test numunesi ile birlikte
oksazolon iceren ¢ozeltiler uygulandiktan 24 saat sonra anestezi altinda 6ldiiriilen
hayvanlarda uygulanan test numunesinin 6dem olusumunu ne oranda azalttig1 kulak

agirliklarinin belirlenmesi sureti ile saptanir (Patel ve ark., 2012).

1.8.1.4. Fare ve Sicanlarda Kroton Yag ile Olusturulan Kulak Odemi

Kroton yaginin bilesiminde bulunan temel irritan maddeler 12-O-tetradekanoilforbol-
13-asetat (TPA) ve baska bir takim forbol esterleridir. TPA, fosfolipaz A, (PLA>)
gibi bir takim enzimatik kaskadlar1 aktive eden protein kinaz C’yi aktive etme
yetenegine sahiptir. Bu aktivasyon sonucu PAF ve AA aktive olarak bir dizi olay
gerceklesmeye baslar. Bu reaksiyonlar sonucu damar gecirgenligi stimiile olur,

vazodilasyon, polimorfoniikleer lokositlerin migrasyonu, histamin ve seratoninin



29

serbest birakilmasi ile COX ve 5-LOX tarafindan enflamatuvar eikosanoitlerin

sentezlenmesi olaylar1 gerceklesir.

Bu deney modelinde deney hayvanlarinin kulaklarinda TPA uygulanarak indiiklenen
enflamasyonun test numunesi ile ne oranda inhibe edildigi belirlenmektedir (Patel ve

ark., 2012).

1.8.1.5. Sicanlarda Pence Odemi

Bu deneyde formaldehit, dekstran, yumurta albiimini, kaolin, karragen gibi
irritanlarda  sicanlarin  arka pencelerinde olusturulan 6demin test numunesi
uygulamasi ile ne oranda inhibe oldugu saptanmaktadir. Enjeksiyonun yapilacagi
pencenin hacmi enjeksiyon Oncesinde, irritanin uygulanmasindan sonra ve test
numuneleri ile muamele edildikten sonra 6lgiiliir. Kontrol gruplari ile karsilastirilarak

sonuclar elde edilir.

Karragen ile indiiklenen sigan penge ddemi 3 evreyi igerir. Ilk evrede mast
hiicrelerinin degraniilasyonu ve histamin ile seratonin salimi gergeklesir. 1 saat siiren
bu evrenin ardindan 60-150. dakikalar arasinda bradikininin agiga ¢ikmasi ve agri
olusumu ile karakterize ikinci evre tamamlanir. Son evrede ise eikosanoid {iretimi
gerceklesir. Bu nedenle karragen ile indiiklenen sican penge o6demi testinde
antienflamatuvar etkisi Olciilen test numunesinin hangi medyatorii inhibe ederek bu

etkiyi gosterdigi de belirlenebilmektedir (Patel ve ark., 2012).

1.8.1.6. Plorezi Testleri

Bu deney, sicanlara 3-5. interkostal araliktan enjekte edilen irritan ile enflamasyon
olusturulduktan sonra bu enflamasyona bagli olarak intraplevral araliga goc¢ eden
yang1 hiicrelerinin plevral sivida sayilmasi esasina dayanmaktadir (Ozbek ve Oztiirk,

2003).
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Irritan olarak histamin, bradikinin, prostaglandinler, dekstran, enzimler, mikroplar,
terebentin ve karragen kullanilabilmektedir. Siganlarda karragenle indiiklenen
plorezi, enflamatuvar cevapta olusan sivi ekstravazasyonu, 16kosit migrasyonu ile
cesitli biyokimyasal parametrelerin plevral sivida kolaylikla saptanabildigi oldukca

1yi bir akut enflamasyon modeli olarak goriilmektedir (Patel ve ark., 2012).

1.8.1.7.  Graniilom Kese Teknigi

Deney hayvanlarinda olusturulan deri alt1 bosluguna subkutan irritan uygulanmasi ile
graniilasyon dokusu gelismeye baglar ve boslugu kaplar. Bu dokunun bilesiminde
fibroblastlar, endotel hiicreleri, makrofaj infiltrat1 ve polimononiikleer l6kositler

bulunmaktadir.

Bu teknikte deney hayvanlarinin deri altinda bir bosluk olusturulur. Bu bosluga
susam yaginda c¢Ozlilmiis karragen gibi bir irritan enjekte edilerek graniilasyon
dokusunun olusumu baglatilir. Deney sonunda olusan eksuda alinarak hacmi 6l¢iiliir.

Kontrol ve test gruplar1 karsilastirilarak sonuglara ulasilir (Patel ve ark., 2012).

1.8.2. Enflamasyonun Proliferasyon Evresinin Arastirilmasinda Kullanilan

Yontemler

1.8.2.1. Pamuk Pellet Graniilom Testi

Bu test modelinde sterilize edilmis pamuk pellet deney hayvaninin interscapular
bolgesi deri alt1 dokusuna yerlestirilir. Bir hafta sonra ¢ikartilarak pamuk pellet ve
etrafinda olugsan graniilom dokusu kurutulup tartilir. Kontrol ve test gruplari

karsilastirilarak sonuglara ulasilir (Ozbek ve Oztiirk, 2003).
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1.8.2.2. Cam Cubuk Graniilom Testi

Bu testte deney hayvanlarinda subkutan olarak olusturulan bosluga cam c¢ubuk
yerlestirilir. Cam c¢ubuk etrafinda olusan graniilom dokusu tartilarak sonuglara
ulagilir. Antienflamatuvar etkili bilesigin uygulandigi cubuk etrafinda olusan
graniilom dokusunun agirhigindaki azalma standart ile karsilastirilir (Patel ve ark.,

2012).

1.9. Serbest Radikaller, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS), Oksidatif Stres ve
Antioksidan

Atomlar ¢ogunlukla merkezde bir ¢ekirdek ve bunun etrafinda yoriingede donen
elektron ciftlerinden olugsmaktadir. Ancak bazi atomlar yoriingelerinde ciftlesmemis
elektronlar icerirler. Ciftlesmemis elektronlarindan dolay yiiksek derecede reaktif ve
non-stabil olan ve diger molekiillerden elektron alarak veya bu molekiillere elektron
vererek stabil hale gelmeye calisan bu molekiillere serbest radikaller denilmektedir

(Yoshikawa ve Naito, 2002).

ROS, serbest radikalleri veya serbest radikal olusturma yetenegine sahip molekiilleri
ifade etmek igin kullanilan bir terimdir. Siiperoksit (O,") radikalleri ile nitrik oksit
(NO") radikalleri hiicre iginde olusan ROS’lardir. Normal fizyolojik kosullar altinda
mitokondriyal solunum ve fagositoz gibi olaylar neticesinde viicutta {retilen
oksijenin yaklagik %2’si O, ye doniismektedir. Ancak enfeksiyon durumlarinda,
egzersiz yapildiginda, ¢evre kirliligine maruz kalimdiginda, UV 15181, iyonize edici
radyasyon gibi faktorlerle karsi karsiya gelindiginde olusan ROS miktar1 artmaktadir.
NO’ ve O, radikalleri, kompleks doniisiim reaksiyonlari ile hidroksil radikali (OH),
alkoksi radikalleri (RO"), peroksil radikalleri (ROO") ve singlet oksijen (102) gibi ¢ok

giiclii okside edici radikallere doniismektedir.
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Diisiik konsantrasyonlardaki ROS’lar gen ekspresyonu, hiicresel biiyiime ve
enfeksiyonlara karst viicudun savunulmasinda gerekli molekiillerdir. Bazi
durumlarda hiicre i¢indeki biyokimyasal islemlerde stimiile edici ajan olarak rol
oynarlar. Bunun yaninda gelismeye yonelik prosesleri hizlandiran tiroksin,
prostaglandin gibi molekiillerin biyosentezinde gorev yaparlar. Son olarak bagisiklik
sisteminin 6nemli parcalaridirlar. Ornegin fagositleri ortadan kaldirilmas: siirecinde

makrofajlar ve notrofiller tarafindan olusturulurlar.

Hiicrelerde kontrolsiiz bicimde iiretilen ROS’larin lipid, protein ve DNA gibi
biyomolekiillerle reaksiyona girmesi sonucu lipid radikalleri, seker ve baz tiirevi
radikaller gibi farkli sekonder radikaller olusur. Bu radikaller oksijen varliginda
zincir reaksiyonlar1 indiikleyen peroksil radikallerine doniisiirler. Ornegin hiicre
membranlarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan doymamis yag asitleri ile
ROS’larin reaksiyona girmeleri sonucu gergeklesen lipid peroksidasyonu sonucu

hiicre fonksiyonlar1 zarar gérmektedir.

Kontrolsiiz olarak iiretilen ROS’ler hiicrelerde birikerek oksidatif stres denilen
duruma yol acarlar. Bu durum da Alzheimer hastaligi, ateroskleroz, kanser,
Parkinson hastaligi, artrit, ndrodejeneratif bozukluklar gibi ciddi rahatsizliklara
neden olabilecek bir dizi zincir reaksiyonun baglamasma neden olur. Bu nedenle
hiicrelerde ROS birikimine bagli oksidatif strese karsi koruyucu antioksidan
mekanizmalar mevcuttur. Antioksidan, diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve
oksitlenme Ozelligine sahip substratin okside olmasini Onleyen veya geciktiren
maddedir. Antioksidanlar kendi biinyelerindeki elektronlart ROS’lara vererek onlar1

notralize ederler.

Genellikle bir antioksidan viicutta 3 sekilde etkisini gostermektedir:
1. Koruma - reaktif tiirlerin olusumunu en alt seviyede tutarak (desferrioksamin
gibi)
2. Durdurma — serbest radikalleri siipiirerek (a-tokoferol ve askorbik asit gibi)

3. Onarma — hasar gérmiis hedef hiicreleri onararak (glutatyon gibi)
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Antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan olmak {izere iki major grup
altinda smiflandirilmaktadir.

1. Enzimatik antioksidanlar: Bunlar ROS’larin daha az reaktif veya inert tiirlere
dontismelerini katalizleyerek serbest radikallere karsi ilk savunma sistemini
olustururlar. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz bu grupta
yer alan enzimlerdir.

2. Enzimatik olmayan antioksidanlar: Bunlar hiicreler icinde bulunan, diisiik
molekiil agirligina sahip olan ve serbest radikallere kars1 viicudun sekonder
savunma sistemini olusturan molekiillerdir. Bu molekiiller ROS’lar1 direkt
olarak siipiirerek veya {retimlerini engelleyerek etkilerini gosterirler.
Glutatyon, a-tokoferol, askorbat, bilirubin bu grup antioksidanlara ornektir

(Kunwar ve Priyadarsini, 2011).

1.10. Antioksidan Etkinin Tayin Edilmesinde Yaygin Olarak Kullanilan Bazi

Yontemler

Bir bilesigin antioksidan kapasitenin 6l¢iilmesinde kullanilmak iizere bugiine kadar
gelistirilmis ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. Toplam antioksidan kapasitenin
Olgiilmesini saglayan yoOntemler temel olarak hidrojen atomu transfer (HAT)
reaksiyonlarma dayanan yontemler ve elektron transferi (ET)ne dayanan yontemler

olmak tizere iki grup altinda incelenebilmektedir (Albayrak ve ark., 2010).

HAT reaksiyonlarina dayanan yOntemlerin ¢ogunda azo bilesiklerinin bozulmasi
sonucu agiga ¢ikan peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve substrat yarigmaktadir. Bu
reaksiyonlarda  sonug¢ olarak peroksil ve hedef molekiil arasindaki reaksiyon

antioksidan tarafindan inhibe edilmekte veya geciktirilmektedir (Biiyliktuncel, 2013).

ET temelli yontemlerde antioksidanin oksidani indirgeme yetenegi renk degisimi ile
Olciilmektedir. Renk degisiminin derecesi antioksidan konsantrasyonu ile iligkilidir

(Albayrak ve ark., 2010).
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Ugiincii bir grup ise her iki reaksiyon mekanizmasini da igeren yontemlerdir

(Biiytiktuncel, 2013).

1.10.1. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

HAT reaksiyonlarma dayanan bu yontem, maddelerin toplam antioksidan giiglerini
Olcen, peroksil radikalinin neden oldugu oksidasyonun antioksidan tarafindan ne

oranda inhibe edildigini gosteren bir yontemdir (Albayrak ve ark., 2010).

Ortamda bulunan floresans verici madde peroksil radikali ile reaksiyona girerek
floresans vermeyen bir maddeye doniisiir. Antioksidan ozellikli bilesik, floresans
verici maddenin peroksil radikali ile reaksiyona girmesini engelleyerek floresans
kaybma engel olur. Sonu¢ olarak antioksidanin peroksil radikali ile oksitlenen bir
hedef molekiilii oksidasyona karsi ne oranda korudugu , floresans 6zellik gosteren

maddenin floresans takibi ile bulunur (Biiyiiktuncel, 2013).

1.10.2. Toplam Radikal Tuzaklayic1 Antioksidan Parametre Yontemi (TRAP)

Cogunlukla plazmanin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi amac1 ile
kullanilan bu metot, bir azo bilesiginin termal bozunmas: ile indiiklenen lipid
peroksidasyon reaksiyonu esasina dayanmakta olup HAT temelli bir yontemdir. 11k
defa Wayner ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen bu yontemde olusturulan kontrollii
lipid peroksidasyonu boyunca oksijen tiiketimi Olglilmektedir (Albayrak ve ark.,
2010).

1.10.3. Karotenoid (Krosin) Agartma Yontemi

HAT temelli bu kolorimetrik yOntemde 2'-azobis(2-amidinopropan)hidroklorit

(AAPH)’in sicaklikta bozulmasi ile olusan peroksil radikallerinin bir karotenoid olan



35

krosini beyazlatma derecesi Ol¢iilmektedir. Ortamda bulunan antioksidan bilesik bu

beyazlamay1 6nlemektedir (Albayrak ve ark., 2010).

1.10.4. Folin-Ciocalteu (FC) Yontemi

Folin-Ciocalteu  reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik  heteropoliasittir (3
H,0.P,05.13W03.5M00s3.10 H,0). Varsayilan aktif merkezi Mo(VI) dir. Sar1 renkli
Mo(VI) bir antioksidan tarafindan indirgendiginde mavi renkli kompleks (Mo(V)) ve
bu kompleksin olusumu 765 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiliir. Yontemde
standart olarak genellikle gallik asit kullanilir ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak

(mg/L) verilir (Bliyliktuncel, 2013).

Bu yontemde test numunesinin indirgeme kapasitesi dl¢iilmektedir (Albayrak ve ark.,

2010).

1.10.5. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yéntemi / (ABTS®")
Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ik olarak Miller ve Rice-Evans tarafindan 1993 yilinda rapor edilen TEAC yontemi,
Re ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir. Gelistirilmis yontemde, 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) persiilfatla oksidasyona ugratilarak
ABTS®" radikaline déniistiiriiliir. Olusturulan bu radikal koyu mavi renklidir.
Antioksidan etkili bilesikler varliginda ABTS®' radikali tekrar indirgenerek renksiz
ABTS’ye doniisiir. Bu metotta molekiillerin kararli serbest radikali siipiirme
yetenekleri, vitamin E’nin suda ¢oziinebilen bir analogu olan Troloks (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile karsilastirilarak belirlenmektedir

(Biiytiktuncel, 2013).
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1.10.6. Demir (IIT) iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ Yontemi (FRAP)

Diisiik pH degerinde Fe-tripridiltriazin (TPTZ) kompleksi indirgendigi zaman koyu
mavi renkli Fe™-TPTZ kompleksi olusur. Bu bilesik 593 nm’de maksimum

absorbans verir (Benzie ve Strain, 1996).

TEAC ve FRAP yontemleri benzer yontemler olup, TEAC yontemi nétral pH’da,
FRAP yontemi ise demirin ¢oziiniirliigliniin saglanmas1 amac1 ile asidik kosullarda

(pH 3.6)’da gerceklestirilmektedir (Biiyliktuncel, 2013).

1.10.7. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi

Basit ve hizli bir yontemdir. 515 nm’de maksimum absorbansa sahip olan koyu
menekse renkli DPPH radikali bir antioksidan varliginda indirgendiginde rengi acilir.
Absorbanstaki azalma spektrofotometre ile 6l¢iiliir (Biiyiiktuncel, 2013).

1.10.8. Hidroksil (OH) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Hidroksil radikali biyolojik sistemler i¢in en giiclii reaktif oksijen tiirlerinden biridir.
Hiicre membran fosfolipitlerinin yapisinda yer alan ¢oklu doymamis yag asitleri ile

reaksiyona girerek hiicrelerde hasara neden olur.

Deoksiriboz bozulmasina dayanan test yonteminde ortamda bulunan askorbik asit,
demir ve EDTA’nin reaksiyona girmeleri ile OH radikalleri olusur. Olusan OH
radikalleri deoksiribozu degrade ederler. Deoksiribozun degredasyonu sonucu agiga
cikan bilesikler ise TBA varliginda isitildiklarinda 532 nm’de absorbans veren
pembe renkli bilesik olustururlar (Pattanayak ve ark., 2012). Test numunesi
tarafindan hidroksil radikallerinin siipiiriilme yetenegi gallik asit, mannitol, katesin,
E vitamini, kersetin, BHA (butillenmis hidroksianisol), a-tokoferol, rutin veya

askorbik asit referans alinarak saptanir (Chanda ve Dave, 2009).
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1.10.9. Cu(I)’nin Oksidan Olarak Kullanildigi Toplam Antioksidan
Potansiyel Yontemi (CUPRAC)

Bir numunedeki antioksidanlar taratindan Cu (II)’nin Cu (I)’e indirgenmesi temeline
dayanan bu yontem Apak ve arkadaslar1 (2004) tarafindan gelistirilmistir. Yontemde,
2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin)’in Cu (II) ile olusturdugu bakir (1I)-
neokuproin kompleksinin (Cu (II)-Nc), 450 nm’de maksimum absorbans veren bakir
(I) neokuproin [Cu (I)-Nc] selatina indirgenme yeteneginden faydalanilarak

antioksidan kapasite hesaplanmaktadir (Biiyiiktuncel, 2013).

1.10.10. Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Indirgeme giicii, antioksidan etkinin belirlenmesinde kullanilan &nemli bir
yontemdir. Indirgeme giicii bulunan bilesikler elektron dondrleridir ve lipid
peroksidasyon proseslerinde okside olmus bilesikleri indirgeyerek antioksidan

ozellik gosterirler.

indirgeme giicii bulunan bilesikler potasyum ferrisyanit (Fe™) ile reaksiyona girerek
potasyum ferrosiyanit (Fe™) olustururlar. Olusan potasyum ferrosiyanit (Fe™) ise
FeCl; ile reaksiyona girdiginde 700 nm de absorbans veren Fe™/Fe™ kompleksini
meydana getirir (Hemalatha ve ark., 2010). Deneyde pozitif kontrol olarak askorbik
asit, butillenmis hidroksitoluen (BHT), o-tokoferol, troloks veya BHA
kullanilabilmektedir (Chanda ve Dave, 2009).
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1.11. Botanik Bilgiler

1.11.1. Betulaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Yaprak doken aga¢ ve agaggiklarin bulundugu bir familya olan Betulaceae familyas1
diinyada 6 cins (A/nus Miller., Betula L., Corylus L., Carpinus L., Ostrya Scop.,
Ostryopsis Decne.) ve yaklasik 130 tiir ile temsil edilmekte olup baslica kuzey
yarimkiirenin 1liman bdlgelerinde dagilim gostermektedir (Alan, 2010).

Yapraklar alternan dizilisli, basit, stipulali ve serrattir. Cigekler tek eseyli olup ¢ogu
zaman yapraklardan once agar. Erken gelisen erkek cigekler, uzamis ve ¢ok sayida
braktelerin st iiste gelmesiyle olusmus sarkik basak durumundadir. Disi cigcek
durumu bir eksen lizerinde sik dizilmis olup sarkik ya da dik, kisa ya da uzun basak
seklindedir. Periant ya bulunmaz ya da kiigiik, pula benzeyen pargalar seklinde ve
degisik sayidadir. Stamen 2-12 tanedir. Disi ¢icek 2 karpelden meydana gelmis,
ovaryum alt durumludur. Meyve tasiyan basaklar sik, silindirik ve genelde sarkik bir
kozalak seklinde olup meyveler kanath veya kanatsiz, tek tohumlu bir nukstur

(Tanker ve ark., 2004; Alan, 2010).
Betulaceae familyasina ait iki alt familyadan biri olan Betuloideae alt familyasi, ki bu
alt familya Tirkiye Florasi’nda Betulaceae familyas: seklinde degerlendirilmistir,

ulkemizde Betula L. ve Alnus Miller olmak tizere iki cins ile temsil edilmektedir.

1. Stamenler 2, 2 loblu; meyve veren sarkik basaklar silindirik, pullar 3 loblu, meyve

ile beraber diiser; cicekler yapraklarla beraber ortaya c¢ikar; tomurcuk sessil

1. Stamenler 4, tam; meyva veren sarkik basaklar kozalak seklinde, pullar 5 loblu ve

kalict; cicekler yapraklardan once olusur; tomurcuk saph

(Alan, 2010)
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1.11.2.  Alnus Miller Cinsinin Genel Ozellikleri
Betulaceae familyasinda yer alan A/nus Miller cinsi diinyada yaklasik olarak 35 tiir
ile temsil edilmekte olup kuzey yarimkiirenin sicak bdlgelerinde dagilim

gostermektedir (Ludwiczuk ve ark., 2011).

Alnus Miller cinsinin sistematikteki yeri su sekildedir:

Alem : Plantae

Boliim : Spermatophyta
Alt Bolim  : Angiospermae
Smif : Dicotyledones
Alt Sif : Apetalae
Takim : Fagales
Familya : Betulaceae
Cins : Alnus Miller

(Tanker ve ark., 2004)

Alnus cinsinde govde kabugu koyu renkli olup ¢icekler yapraklardan once goriiliir.
Disi ¢igek durumu dik, kiiresel ya da biraz uzamis haldedir ve olgunlukta odunsu bir
kozalak haline doniisiir. Brakteler 5 loblu ve kalici, stamen 4 tane, filamentler

basittir. Meyve kanath veya kanatsizdir (Tanker ve ark., 2004).

Alnus cinsi Tiirkiye’de iki tiir, alt1 takson ile temsil edilmektedir.

Alnus glutinosa (L.) Gaertner

A. glutinosa subsp. glutinosa
A. glutinosa subsp. barbata (C.A. Meyer) Yalt.
A. glutinosa subsp. antitaurica Yalt.
(Davis, 1982)
A. glutinosa subsp. betuloides Ansin
(Davis, 2000).
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Alnus orientalis Decne.
A. orientalis var. orientalis

A. orientalis var. pubescens Dippel

(Davis, 1982)

1.11.3. Alnus Cinsine Ait Tayin Anahtan

1. Yapraklar obovat-eliptik sekilden suborbikulara kadar degisen sekillerde.
Meyveli kozalak 1-1.8 x 0.6-1.1 cm boyutlarinda, findiks1 meyve koyu kahverengi,
kanath ve 2-3mm .................... 1. glutinosa

1. Yapraklar ovat sekilli. Meyveli kozalak 1.8-2.6 x 1-1.6 cm boyutlarinda,
findiks1 meyve acik kahverengi, kanatsiz ve 4-6 mm

.......................................... 2. orientalis

(Davis, 1982)

1.11.4. Alnus glutinosa (L.) Gaertner Tiiriiniin Genel Ozellikleri

20 (-30) m’ye kadar yiikselebilen lizerinde koyu kahverengi yariklar1 bulunan kabuga
sahip agaclardir. Geng siirgiinler yapiskan, tiiysiiz ya da az ¢ok tomentoz tiiylerle
kaphdir. Yapraklar obovattan suborbikulara kadar degisen sekillerde veya genisce
oblong-eliptik sekilde, 3.5-13 x 3-11 cm boyutlarinda, tepede yuvarlak, retus veya
hafifce akut bigimli, tabanda genis¢e kuneattir. Yaprak kenarlar1 biserrat, 4-11 ¢ift
damarli, altta pubesent-piloz veya damarlarin koltugunda bulunan kiime halindeki
tiiyler haric tiiysiizdiir. Yaprak sap1 hemen hemen tiiysiiz veya tomentoz tiiylii ve 0.7-
3 cm boyundadir. Meyveli ¢icek durumu 1-1.8 x 0.6-11 cm boyutlarinda, belirgin
sekilde saplidir. Findiks1 meyve koyu veya kirmizimsi-kahverengi renkte, 2-3 mm ve

dar sekilde kanathidir (Davis, 1982).
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1.11.5. Alnus glutinosa (L.) Gaertner Tiiriine Ait Tayin Anahtan

1. Ince dallar ve yaprak sap1 tomentoz tiiylii, yaprak alt1 pubesent-piloz tiiylii

............................................................................. subsp. antitaurica
1. Ince dallar, yaprak sap1 ve yapraklar az ¢ok tiiysiiz

2. Yapraklar 4-8(-9) cift lateral (yan) damarli, obovattan suborbikulara kadar

degisen sekillerde, tepesi retus.........ocevvevnviiiiiiiiniiineann.. subsp. glutinosa

2. Yapraklar 8-11 ¢ift lateral damarli, genisge oblong-eliptik sekilde, tepesi
hafif¢ce akut veya yuvarlakega..................oooiiii subsp. barbata

(Davis, 1982)

Yukarida tanimlanan Alnus glutinosa taksonu alt tiirlerinin yani swra A. glutinosa
subsp. betuloides Ansin alt tiirii de tanimlanmistir. Bu alt tiir 4. glutinosa subsp.
glutinosa alt tiirlinden govde, dallar ve yash siirgiinlerinin beyaz ya da grimsi

kabuguyla ayrilmaktadir (Davis, 2000).

1.11.6.  Alnus orientalis Decne Tiiriiniin Genel Ozellikleri

20(-50) m’ye kadar boylanabilen agaclardir. Geng stirgiinler tiiysiiz veya pubesenttir.
Yapraklar ovat- eliptik, 5-11 x 2,6-6,5 cm boyutlarinda, tepesi akut veya obtus,
yapragin her iki tarafi tiiysiiz veya damarlarin alt kisimlarinda ya da sadece ana
damarlarin yan damarlarla birlestigi yerler tiiylii olmak iizere {ist taraflar1 tiiysiizdiir.
Yaprak kenar1 diizensiz sekilde biserrat, tabanda yuvarlak¢a veya kuneat olup
yapragin list yiizeyi gézeneklidir. Yaprak sap1 tiiysiiz veya tiiylii, 1-4 cm boyundadir.
Meyveli ¢icek durumu 1,8-2,6 x 1-1,6 cm boyutlarindadir. Findiks1t meyve kanatsiz,
4 mm, genellikle a¢ik kahverengi rengindedir. Dere kenarlarinda, 0-1000 m

arasindaki yiiksekliklerde bulunabilmektedir (Davis, 1982).
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1.11.7. Alnus orientalis Decne Tiiriine Ait Tayin Anahtar

1. Siirgiin ve yaprak sap1 thyStizZ........oovvvvriiiiiiiiiiinieenennns. var. orientalis
1. Siirgiin ve yaprak sapipubesent...............coovviiiiiniinnnnn.. var. pubescens

(Davis, 1982).

1.12. Alnus Miller Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

1.12.1. Alnus Miller Tiirlerinin Halk Arasindaki Kullanim

Alnus cinsinin dogu tibbinda cilt hastaliklar1 ile baglantili oldugu diisiiniilen 1s1y1
azaltici etkisi olduguna inanilmaktadwr. Benzer olarak Amerika’da bu cinse ait
bitkiler kronik herpes, ekzema ve kasmntili deri hastaliklarinda geleneksel olarak

kullanilmaktadir (Choi ve ark., 2011).

Peru’da 4. acuminata subsp. acuminata yapraklarindan hazirlanan dekoksiyon rahim
kanseri ve romatizma tedavisinde kullanilan preparatlarin i¢inde yer almaktadir

(Hammond ve ark., 1998).

Kuzey Portekiz’de 4. glutinosa’nin kurutulmus kabuklarindan hazirlanan dekoksiyon
hemoroid tedavisinde, yara iyilestirici ve ates diisiirlicii olarak kullanilmaktadir

(Neves ve ark., 2009).

Italya’da 4. glutinosa yapraklarindan yaki olarak dis apselerinde, islem gdrmemis
halde twrnak enflamasyonunda ve dekoksiyon halinde anti-perspirant olarak

yararlanilmaktadir (Loi ve ark., 2004).

Ludwiczuk ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada A/nus cinsinin, 6zellikle de A.
glutinosa’nm yapraklarindan hazirlanan dekoksiyonun gégiis, duodenum, 6zofagus,

pankreas, rektum, girtlak, dil ve uterus kanserinde kullanildigi belirtilmistir. Ayni
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calismada bitkinin kabuklarinin ve/veya koklerinin kanserde ve girtlakta olusan
enflamasyonlu tiimorlerin tedavisinde kullanildigi rapor edilmistir (Ludwiczuk ve

ark., 2011).

Sati ve arkadaslar1 A/nus cinsinin kimyasal icerigi ve tibbi 6nemi konusunda
yaptiklar1 bir derleme c¢alismada, A. japonica’nin Kore’de halk arasinda kanser ve
hepatit tedavisinde kullanildigmi, A. glutinosa kabuklarmin astrenjan, katartik, ates
diistiriici, tonik Ozelliklere sahip oldugunu ve agiz-bogaz enfeksiyonlarmin
tedavisinde yararlanildigmi, ayrica ayni bitkinin kabuklarmin i¢ kismindan
hazirlanan sirkeli ekstrenin yikama cozeltisi halinde bitlenmeye kars1 ve uyuz gibi
cesitli cilt rahatsizliklarinda kullanildigin1  belirtmislerdir. Ayni c¢alismada A.
nepalensis yapraklari, kokleri ve kabuklarindan Ayurvedik tipta dizanteri, karin
agris1 ve diyarenin tedavisinde faydalanmildigi, A. hirsuta kabuklarinin Kore ve Cin
geleneksel tibbinda ates, kanama, alkolizm ve diyareye karsi kullanildigi rapor

edilmistir (Sati ve ark., 2011).

Baska bir ¢calismada A. nepalensis yapraklarindan hazirlanan patin kesik ve yaralara

hemostatik amagla uygulandigi belirtilmistir (Yadav ve ark., 2013 a).

Tirkiye’de halk arasinda A. glutinosa yapraklar1 ezildikten sonra haricen kesik ve
yara tedavisinde, yapraklardan hazirlanan infiizyon ise giinde 3 6giin birer bardak

icilmek sureti ile romatizma tedavisinde kullanilmaktadir (Tuzlaci, 2006).

1.12.2. Alnus Miller Tiirlerinin Kimyasal I¢erigi

Gilinlimiize kadar yapilmis olan c¢alismalarda Alnus tiirlerinden terpenoitler,
flavonoitler, diarilheptanoitler, fenoller, steroidler ve tanenlerin izole edildigi rapor
edilmistir. Bu bilesikler i¢inde en baskin grup diarilheptanoitlerdir ( Sati ve ark.,

2011).
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1.12.2.1. Diarilheptanoitler

Diarilheptanoitler yapilarinda 1,7-difenilheptan iskeleti tasiyan bilesikler olup
gosterdikleri antienflamatuvar, antioksidan, antitiimor, Ostrojenik, hepatoprotektif,
noroprotektif gibi fizyolojik etkileri ile gliniimiizde giderek ©Onem kazanan

bilesiklerdir (Lv ve She, 2012).

Aoki ve arkadaglarinin bazi Alnus tirlerinin disi ve erkek ¢igeklerinden elde ettikleri
asetonlu ekstreler lizerinde yaptiklar1 calismalarda 4. serrulatoides ve A. japonica
ciceklerinden  (55)-1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-5-hidroksiheptan-3-on (1) ile
(55)-1,7-bis(3,4-dihidroksifenil)-5-(f-D-ksilopiranozil-oksi)heptan-3-on (2),
A. serrulatoides ¢iceklerinden (5S5)-1-(4-hidroksifenil)-7(3,4-dihidroksifenil)-5-( f-
D-ksilopiranoziloksi)heptan-3-on (3), (55)-1-(3,4-dihidroksifenil)-7-(4-
hidroksifenil)-5-(f-D-ksilopiranoziloksi)heptan-3-on ~ (4) ile  (55)-1,7-bis(3,4-
dihidroksifenil)-5-(f-D-glukopiranoziloksi)heptan-3-on (%5); A. japonica
ciceklerinden alnusonol (6), (55)-1,7-bis(4-hidroksifenil)-5-hidroksiheptan-3-on (7)
ile (55)-1-(3,4-dihidroksifenil)-7-(4-hidroksifenil)-5-hidroksiheptan-3-on (8);
A. sieboldiana ¢igeklerinden dihidroyashabusiketol (9) ve A. pendula ¢igeklerinden
alnuston (10) bilesiklerini izole ettiklerini rapor etmislerdir (Aoki ve ark., 1990).
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(1) R'=R’=H, R*=R’=R*=OH

(2) R'=B-D-ksilopiranozil, R*=R’=R*= OH, R’=H

3) R'=B-D- ksilopiranozil, R’=R’= H, R*=R*= OH
p

4) R'=B-D- ksilopiranozil, R?=R*= OH, R*=R°=H
p

=p-D- glukopiranozil, =R’=R"= , =

5) R'=B-D- glukopi il, R>=R’=R*= OH, R’=H

(7) R'=R*=R’=R’=H, R*=OH

(8) R'=R’=R’=H, R*=R*=OH

(9) R'=R*=R’=R*=R’=H

(T Lo
HO
HO O

(6) = Alnusonol

O //O

(10) = Alnuston

Sekil 1.3. Aoki ve ark. tarafindan baz1 Alnus tiirlerinden izole edilen diarilheptanoit yapili
bilesikler
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Tori ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen bir calismada A. sieboldiana
bitkisinden yashabusiketol, dihidroyashabusiketol, yashabusidiol A ve B,
yashabusiketodiol A ve B ile yashabusitriol izole edildigi rapor edilmistir. Ayni
calismada A. maximowiczii bitkisinden 1,7-difenilhept-3-en-5-on bilesiginin izole

edildigi belirtilmistir (Tori ve ark., 1995).

Guz ve arkadaslarmin gercgeklestirdikleri caligmada Almanya’dan toplanan A.
glutinosa kabuklarindan hareketle diarilheptanoit yapisindaki oregonin bilesigi izole
edilmistir. Once taze kabuklar MeOH ile 3’er kere ekstre edilmis, ekstreler
birlestirilmis ve solvan rotavaporda uzaklastirilmistir. Artik EtOAc (3x250 ml) ile
ekstre edilmis, EtOAc uzaklastirildiktan sonra kalan artik MeOH (3x250 ml) ile
tekrar ekstre edilmis, MeOH’lii ekstreler birlestirilerek vakum altinda kahverengi
surup kivaminda ekstre elde edilene kadar yogunlastirilmistir. Elde edilen yogun
ekstre vakum sivi kromatografisi (VLC) teknigi ile fraksiyonlanmistir. Mobil faz
olarak MeOH’iin CHCl; i¢indeki ¢o6zeltisi (%502 %80) kullanilmistir. Fraksiyonlar
solvan olarak CHCl;:MeOH:H,O (100:50:10) sisteminin kullandig1 ITK yontemi ile
incelenerek mor renkli leke (R=0.54) veren 5 fraksiyon belirlenmistir (Belirteg: p-
anisaldehit/H,SO4 reaktifi). Fraksiyonlardan B ve C birlestirilmis ve VLC teknigi ile
6 alt fraksiyon elde edildikten sonra 2. ve 3. fraksiyonlardan saflastirma ile oregonin

bilesigi izole edilmis, yapist NMR ve MS teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir.

OH
Ho,,,,”. @NOH
=~ o
0] (0]
HO O OH
O OH

HO

Sekil 1.4. Oregonin
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Ayni ¢alismada A. glutinosa, A. incana, A. viridis ve A. cordata kabuklar1 ile A.
incana ve A. viridis yapraklarmdan MeOH:H,O (4:1) solvan sistemi ile elde edilen
ekstrelerin HPLC (Mobil Faz: MeOH:H,O (4:1); Kolon: C-18; Akis hizi: 2.53 ml/dk;
Dalga boyu: 254 ve 283 nm) yontemi ile incelendigi ve A. viridis yapraklari
disindaki tiim ekstrelerde oregonin varliginin saptandigi rapor edilmistir (Guz ve

ark., 2002).

O’Rourke ve arkadaslar1 tarafindan A. glutinosa tohumlar1 lizerinde gergeklestirilen
calismada oregonin yaninda bagka bir diarilheptanoit yapili bilesik olan
hirsutanonol’iin izole edildigi rapor edilmistir. Ogiitiilmiis tohumlar Soxhlet
apareyinde sirasiyla n-hekzan, diklorometan ve metanol ile ekstre edilmis, MeOH i
ekstre, MeOH’iin sudaki ¢ozeltilerinin (%30, %60, %80 ve %100) kullanildig1 kolon
kromatografisi ile fraksiyonlanmig ve %60 MeOH ile eliie edilen fraksiyondan
hareketle preparatif HPLC yontemi kullanilarak hirsutanonol (Rt= 10 dk) ile
oregonin (Rt=8 dk) izole edilmistir (O’Rourke ve ark., 2005).

OH

HO O
O OH

HO
Sekil 1.5. Hirsutanonol

Kuo ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen calismada A. formosana yapraklari ile
A. incana tohumlarinda oregonin bilesiginin bulundugu ve bu bilesigin miktarmin
kapiller zon elektroforez metodu kullanilarak sirasiyla 1.983 ve 0.131 mg/g olarak

belirlendigi belirtilmistir (Kuo ve ark., 2008).

Tung ve arkadaglarnin 4. japonica kabuklarinda bulunan anti-influenza etkili

bilesikleri arastirdiklar1 ¢alismada, Cin’den toplanan bitkinin kurutulmus kabuklari
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once %95’k sicak EtOH ile ekstre edilmis, elde edilen ekstre yogunlastirilmais, su ile
siispande edildikten sonra sirasiyla diklorometan, etil asetat ve n-butanol ile sivi-sivi
ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Anti-influenza etkisi daha yiliksek bulunan etil
asetat fraksiyonundan kolon kromatografisi teknigi kullanilarak platifillenon (1),
hirsutanon (2), hirsutanonol (3), oregonin (4), oregonil A (5), oregonil B (6), alnusit
A (7), alnusit B (8), platifillonol-5-ksilopiranozit (9), platifillon (10) ve platifillozit
(11) bilesikleri izole edilmistir (Tung ve ark., 2010 a).
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(1) R'=R’=H
(2) R'=R>=0H

1 2

(3) R'=R’=0H,R’=H

(4) R'=R’=OH, R’=xyl

(5) R'=R’=OH, R’= xyl-kumaroil
(6) R'=R’=OH, R’= xyl-feruloil
(7) R'=0OH, R*=H, R*=xyl

(8) R'=H, R’=OH, R*=xyl

(9) R'=R’=H, R*=xyl
(10)R'=R>=R’=H

(11) R'=R’=H, R*>=glc

xyl: B-D-ksilopiranozil; glc: B-D-glukopiranozil

Sekil 1.6. 4. japonica kabuklarindan izole edilen baz1 diarilheptanoit yapil bilesikler
(Tung ve ark., 2010a)
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Tung ve arkadaslarinin 4. japonica kabuklarinda bulunan bilesiklerin izole edilmesi
amaci ile gergeklestirdikleri bir bagka calismada Cin’den toplanan ve kurutulan
bitkinin kabuklar1 (1.0 kg) %95°lik EtOH (3 x 3 L) ile oda sicakliginda ekstre
edilmis, ekstreler birlestirilerek yogunlastirilmig, artik (308 g) 2 L su ile siispande
edilmis ve swrasiyla CH,Cl,, EtOAc ve n-BUOH ile sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi
tutulmustur. EtOAc fraksiyonundan kolon kromatografisi teknigi kullanilarak
epihirsutanonol, 5S-1-(3,4-dihidroksifenil)-7-(4-hidroksifenil)-5-hidroksiheptan-3-on
ile 5S-1-(4-hidroksifenil)-7-(3,4-dihidroksifenil)-5-hidroksiheptan-3-on bilesikleri
izole edilmistir (Tung ve ark., 2010 b).

Sekil 1.7. Epihirsutanonol

A. japonica ham ekstresi iizerinde gercgeklestirilen online HPLC-ABTS analizinde
antioksidan etki gosteren hirsutanonol 5-0O-B-D-glukopiranozit, 3-
deoksohirsutenonol 5-O-B-D-glukopiranozit ve hirsutenon bilesikleri yiiksek hizda
kars1 akim kromatografisi yontemi ile izole edilmis ve yapilar1t NMR spektroskopi

teknikleri kullanilarak aydinlatilmistir (Lim ve ark., 2011).

Kore’den toplanan A. hirsuta bitkisinin yapraklarmdan %80’lik aseton ¢ozeltisi ile
elde edilen ekstreden kolon kromatografisi tekniginin kullanildigi ¢alismada
hirsutanonol, oregonin, (5R)-1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-5-O-f-D-
ksilopiranozit ve (5R)-1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-5-O-f-D-glukopiranozit
bilesiklerinin izole edildigi rapor edilmistir (Lee ve ark., 2000).
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A. hirsuta dal kabuklarimin metanollii ekstresinin etilasetatta ¢oziinen fraksiyonu
iizerinde in vitro HIF-1 analizi kullanilarak gergeklestirilen BAYF caligmasi sonucu
HIF-1 aktivasyonunu doza bagli olarak inhibe ettikleri saptanan 2-
oksatrisiklo[13.2.2.13,7]eikosa-3,5,7(20),15,17,18-hekzen-10-16-diol ile 2-
oksatrisiklo[13.2.2.13,7]eikosa-3,5,7(20),15,17,18-hekzen-10-on  bilesikleri izole
edilmistir (Jin ve ark., 2007).

Kuo ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen baska bir calismada ayni bitkinin
tohumlarinda oregonin bilesiginin bulundugu ve bu bilesigin miktarinin kapiller zon
elektroforez metodu kullanilarak 0.231 mg/g olarak belirlendigi belirtilmistir (Kuo
ve ark., 2008).

A. hirsuta dal kabuklarmin etilasetatta ¢ozilinebilen fraksiyonu lizerinde yapilan
izolasyon c¢alismalar1 sonucunda diarilheptanoit yapisindaki (3R)-1,7-bis-(4-
dihidroksifenil)-3-heptanol ~ 3-O-B-D-glukopiranozil ~ (1-23)-B-D-ksilopiranozit,
oregonin, rubranozit A, hirsutanonol 5-O-B-D-glukopiranozit, rubranozit B,
rubranozit C, hirsutanonol, hirsutenon, (5S)-O-metilhirsutanonol, platifillozit,
platifillonon 5-O-B-D-ksilopiranozit, aserozit VII ve platifillenon bilesikleri izole
edilmistir (Park ve ark., 2010).

Ayni bitkinin kabuklarmm MeOH’lii ekstresinden izole edilen diarilheptanoit
yapisindaki bilesiklerinin antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinin arastirildigi bir
baska c¢alismada oregonin ile 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-5-O-f-D-
ksilopiranozit’in izole edildigi rapor edilmistir (Hu ve Wang, 2011).

Letonya’dan toplanan A. incana kabuklar: lizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada,
bitkinin kurutulmus kabuklarmin EtOAC’11 ekstresinden hareketle oregonin ve 1,7-
bis-(3,4-dihidroksifenil)-3-hidroksiheptan-5-O-4-D-ksilopiranozit izole edilmistir.
Ayni ¢alismada HPLC yontemi kullanilarak bitkinin kabuklarindaki oregonin miktar1
%20 olarak belirlenmistir (Roze ve ark., 2011).
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OH
Ho,,,,”. @NOH
~ >0
0
HO OH

HO

Sekil 1.8. 1,7-bis-(3,4-dihidroksifenil)-heptan-5-0-f-d-ksilopiranozit

Baska bir ¢alismada Tayvan’dan toplanan A. formosana yapraklarindan hazirlanan
MeOH’lii ekstrenin n-BuOH fraksiyonundan hareketle 5(S)-butiloksi-1,7-di(3,4-
dihidroksifenil)-3-heptanon (5-O-butilhirsutanonol (1), 5(S)-butiloksi-1,7-di(3,4-
dihidroksifenil)-1-hepten-3-on  (2),  2"-O-p-kumaroiloregonin  (3), 2"-O-
benzoiloregonin (4), 7-(3,4-Dihidroksifenil)-1-(4-hidroksifenil)-3(R)-heptanol (5), 1-
(3,4-dihidroksifenil)-7-(4-hidroksifenil)-3(R)-heptanol (6), 1,7-Di(3,4-
dihidroksifenil)-hepta-1E,4E-dien-3-on (7), 1,7-Di(3,4-dihidroksifenil)-hepta-4E,6E-
dien-3-on (8), 2"-O-(2-Metilbutanoil)-oregonin (9),  7-(3,4-Dihidroksifenil)-1-(4-
hidroksifenil)-3(R)-B-D-glukoziloksi-heptan (10), 1-(3,4-Dihidroksifenil)-7-(4-
hidroksifenil)-3(R)-p-D-glukoziloksi-heptan (11), 1,7-Di(4-hidroksifenil)-3(R)-[3-
D-ksiloksifenil-heptan (12), 5(S)-Butiloksi-1,7-di(4-hidroksifenil)-3-heptanon (13),
2-O-p-kumaroil-a/B-D-ksilopiranozit (14), hirsutenon (15), 2"-sinnamoiloregonin
(16), sentrolobol (17), 1,7-di(4-hidroksifenil)-4-hepten-3-on (18), hirsutanonol (19),
oregonin (20), rubranosit A (21), rubranosit B (22), 5-O-metilhirsutanonol (23),
rubranol (24), 1,7-di(3,4-dihidroksifenil)-5(S)-glukopiranoziloksi-3-heptanon (25),
aserozit VII (26) alnusit A (27) ve alnusit B (28) izole edilmistir (Lai ve ark., 2012).
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(1) R=0OH, R'="Bu (3) R'=R’= OH, R'= p-kumaroil
(2) R=0OH, R'="Bu, A' (EF) (4) R'=R’= OH, R'= benzoil
(13) R=H, R'="Bu (9) R'=R’= OH, R'= 2-metilbutanoil
(19)R=OH, R=H (16) R'=R’= OH, R'= sinnamoil
(23) R= OH, R'= Me (20) R'=R’= OH, R'=H
(25) R= OH, R'=glc (27)R'=R'=H, R*= OH

(28) R'=0OH, R*=R'=H

R'O
R!R2
HO OH
(17)R'=R’=R'=H (12) R'=R’*= H, R'=xyl
(5) R'=R'=H, R>= OH (10) R'=H, R?= OH, R'=glc
(6) R'=0H, R*=R'=H (11)R'=OH, R*= H, R'=glc
(24) R'=R’= OH, R'=H (21) R'=R*= OH, R'= glc
(26) R'=R’= H, R'= glc (22) R'=R’*= OH, R'= xyl
HO,
HO
0o (0]
)
/ \O OH
HO
(14)

(7) R=OH, A'(E) 2-0-p-kumaroil-o/p-D-ksilopiranozit
(8) R=OH, A°(E)
(15) R= OH
(18) R=H

Sekil 1.9. A. formosana yapraklarmdan izole edilen bazi diarilheptanoit yapili bilesikler (Lai
ve ark., 2012)
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A. nepalensis bitkisinde yer alan antifilarial etkili bilesiklerin arastirildigi bir
calismada Hindistan’dan toplanan bitkinin kurutulmus yapraklari énce MeOH ile
ekstre edilmis, elde edilen ekstre rotavaporda yogunlastirilmis, suyla siispande edilip
swvi-s1v1 ekstraksiyonu ile hekzan, kloroform ve butanollii fraksiyonlarmna ayrilmistir.
Kloroformlu ekstre silikajel kolona uygulanmis ve vakumlu sivi kromatografisi
(VLC) teknigi ile hekzan ve etilasetatin degisik oranlardaki karigimlar: ile eliie
edilmistir. Eliisyon sonucu toplanan 11 fraksiyondan 6. fraksiyonun ters faz
preparatif HPLC’ye uygulanmas1 (Mobil faz: MeOH:H,O, 65:35, 15 ml/dak) ile
platifillenon (R= 7.6), 8. fraksiyonun ters faz preparatif HPLC’ye uygulanmasiyla
(Mobil faz: MeOH:H,0, 50:50, 15 ml/dak) alusenon (R= 15.6), 9. fraksiyonun ters
faz preparatif HPLC’ye uygulanmasiyla ise (Mobil faz: MeOH:H,O, 50:50, 15
ml/dak) hirsutenon (R= 7.5) ve hirsutanonol (R= 4.7) izole edilmistir. Ayni
calismada bu bilesiklerin miktar tayinlerinin yapilabilmesi amaci ile HPTLC metodu

gelistirilerek valide edilmistir (Yadav ve ark., 2013 a).

JTTTC

HO OH

OH

Sekil 1.10. Alusenon

Yadav ve arkadaslarinin yine 4. nepalensis yapraklari lizerinde antifilarial bilesikleri
arastirdiklar1 bir diger calismada Hindistan’dan toplanan bitkinin kurutulmus ve toz
edilmis yapraklar1 MeOH ile ekstre edilmis, hekzanli, kloroformlu ve butanollii
fraksiyonlarmna ayrilmis ve kuruluga kadar ucurulmus butanollii ekstreden VLC
teknigi ile 12 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlardan 2. fraksiyonun ters faz
preparatif HPLC’ye uygulanmasi (Mobil faz: MeOH:H,0, 65:35, 15 ml/dak) ile 1,7-
bis-(p-hidroksifenil)-3-heptanon, 6. fraksiyonun ters faz preparatift HPLC’ye
uygulanmasiyla (Mobil faz: MeOH:H,O, 50:50, 15 ml/dak) 1,7-bis-(4-
dihidroksifenil)-5-hidroksi-3-heptanon, 7. fraksiyonun ters faz preparatit HPLC’ye
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uygulanmasiyla (Mobil faz: MeOH:H,0, 55:45, 15 ml/dak) Alnus dimer, (55)-5-
hidroksi-1-(4-hidroksifenil)-7-(3,4-dihidroksifenil)-3-heptanon  ile  1,7-bis-(3,4-
dihidroksifenil)-5-metoksi-3-heptanon izole edilmistir. Calismada 1,7-bis-(4-
dihidroksifenil)-5-hidroksi-3-heptanon ile A/nus dimer bilesiklerinin yeni bilesikler
oldugu, tiim izole edilen bilesiklerin yapilarmm ise "H ve '*C NMR spektroskopileri

ile aydinlatildig1 rapor edilmistir (Yadav ve ark., 2013 b).

HO OH

Sekil 1.11. 1,7-bis-(4-dihidroksifenil)-5-hidroksi-3-heptanon

Sekil 1.12. Alnus dimer
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A. pendula bitkisinin kabuklarinin antibakteriyal etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada
kabuklari %80 EtOH’lii ekstresinden hareketle oregonin ve hirsutanon izole edilmis

ve yapilart NMR spektroskopisi kullanilarak aydinlatilmistir (Choi ve ark., 2012).

1.12.2.2. Flavonoitler

O’Rourke ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen calismada A. glutinosa’nin
ogiitiilmiis tohumlar1 Soxhlet apareyinde sirasiyla n-hekzan, diklorometan ve
metanol ile ekstre edilmis, MeOH’lii ekstre, MeOH’iin sudaki ¢ozeltilerinin (%30,
%60, %80 ve %100) kullanildig1 kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmis ve %60
MeOH ile eliie edilen fraksiyonun preparatif HPLC yontemi ile saflastiriimasi
sonucu flavon yapisindaki genkwanin (5,4'-dihidroksi-7-metoksiflavon) bilesiginin

izole edildigi rapor edilmistir (O’Rourke ve ark., 2005).

H,CO

Sekil 1.13. Genkwanin

A. glutinosa ve A. incana bitkilerinin yaprak tomurcuklarinda bulunan fenolik yapili
bilesiklerin ters faz HPLC yontemi kullanilarak arastirildigi bir caligmada, A.
glutinosa yaprak tomurcuklarinda hiperozit ve kersetin, 4. incana yaprak
tomurcuklarinda ise hiperozit, izokersitrin, ve kersetin bilesiklerinin varligi kalitatif

ve kantitatif olarak tayin edilmistir (Peev ve ark., 2007).
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A. firma yapraklarmin MeOH’lii ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen bilesiklerin
HIV-1 viral enzimleri iizerine etkisinin arastirildigi caligmada flavonoit yapisinda 9

bilesik izole edilmis ve yapilart NMR ile MS yontemleri ile aydmlatilmastir.

Izolasyon i¢in Kore’de yetisen bitkinin kurutulmus ve toz edilmis yapraklar1 MeOH
ile ekstre edilmis, elde edilen eckstre siiziilmiis ve diisiik basing altinda
yogunlastirilmigtir. Yogunlastirilmig ekstre %10 MeOH c¢ozeltisi ile siispande
edildikten sonra sirastyla n-hekzan, kloroform ve etilasetat ile sivi-sivi ekstraksiyonu
yapilmistir. CHCI3 i ekstre silikajel kolonuna uygulanarak n—hekzan-EtOAc
karisimi ile eliie edilmis ve elde edilen alt fraksiyonlardan pinosembrin (1) ile
alnustinol (2) izole edilmistir. EtOAc fraksiyonunun ise once silikajel kolonunda
CHCl3;.MeOH-H;O0 ile daha sonra Sephadex LH-20 kolonunda MeOH-H,O ile eliie
edilmesi sonucunda kersetin (3), kersetin-3-O-a-L-arabinofuranozit (4), kersitrin,
izokersitrin, mirsetin-3-O-p-D-galaktopiranozit (5), (+)-katesin (6) ile (-)-epikatesin
(7) izole edilmistir (Yu ve ark., 2007).
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(1) Pinosembrin (2) Alnustinol

OH
OH

(3)R'=R*=H - Kersetin
(4) R'= H, R’= g-L-arabinofuranoz =  Kersetin-3-0-o-L-arabinofuranozit
(5) R'= OH, R’= B-D-galaktopiranoz = Mirsetin-3-O-B-D-galaktopiranozit

OH OH
OH OH

HO O HO O

.
‘r

OH OH

OH OH

(6) (+)-katesin (7) (-)-epikatesin

Sekil 1.14. 4. firma yapraklarindan izole edilen bazi flavonoit yapili bilegikler (Yu ve ark.,
2007)
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Hirosima’dan toplanan A. sieboldiana bitkisinin erkek ciceklerinin benzenli
ekstresinden hareketle kolon kromatografisi ve preparatif ITK teknikleri kullanilarak
yapilan izolasyon ¢alismasinda daha once izole edilen flavonoit yapili bilesikler olan
krisin, izalpinin, tektokrisin, pinosembrin, pinobanksin, strobopinin ve naringenin
yaninda 4 yeni bilesik olarak alnusin, alnetin, alnustin ve alnustinol’iin izole edildigi
rapor edilmistir. Calismada daha once yapilan izolasyon ¢alismalarinda ayni bitkinin
erkek ¢iceklerinin benzenli ekstresinden pinostrobin ve alpinetin bilesiklerinin izole

edilmis oldugu belirtilmistir (Asakawa, 1971).

OCH,
HO (@] H;CO o
H,CO OH H,CO
OH O OH o
Alnusin Alnetin
H;CO (0] HO (0]
H,CO OCH,
OH O OH o
Alnustin Krisin
H,CO 0 H,CO 0
OH
OH O OH o
[zalpinin Tektokrisin

Sekil 1.15. 4. sieboldiana cigeklerinden izole edilen bazi flavon ve flavonoller (Asakawa,

1971)
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HO O H
“
OCH; O
Alpinetin Pinobanksin
HO O H HO O H
"’I/ "l//
H3C
OH O OH O
Pinostrobin Strobopinin
HO O H
“
OH
OH O
Naringenin

Sekil 1.16. A. sieboldiana gigeklerinden izole edilen bazi flavan ve flavanoller (Asakawa,
1971)

A. sieboldiana yapraklarinda bulunan antikanser etkili bilesiklerin izole edilmesi
amaci ile BAYF teknigi kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada 7 bilesik izole
edilmistir. Izolasyon amaci ile Japonya’dan toplanan bitkinin kurutulmus yapraklari

once n-hekzan ile kalan artik ise MeOH ile 2’ser ay boyunca maserasyona tabi
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tutulmustur. Elde edilen MeOH’lii ekstre kuruluga kadar yogunlastirilmis, su ile
siispande edildikten sonra EtOAC ve BuOH ile sivi sivi ekstraksiyonu yapilmistir.
EtOAC’lh fraksiyonun silikajel kolonuna uygulanmasi ve degisen polaritelerde n-
hekzan: EtOAC ile eliie edilmesi sonucu 12 fraksiyon elde edilerek saflagtirilmistir.
Elde edilen fraksiyonlardan hareketle pinosembrin, galangin, pinobanksin, alnustinol

ve kersetin izole edilmistir (Ludwiczuk ve ark., 2011).

Hindistan’dan toplanan A. nepalensis bitkinin kurutulmus ve toz edilmis yapraklar1
iizerinde antifilarial etkili bilesiklerin arastirildigi bir ¢alismada, MeOH ile ekstre
edilmis, hekzanli, kloroformlu ve butanollii fraksiyonlarma ayrilmis ve kuruluga
kadar ugurulmus butanollii ekstreden VLC teknigi ile 12 alt fraksiyon elde edilmistir.
Bu fraksiyonlardan 7. fraksiyonun ters faz preparatif HPLC’ye uygulanmasi sonucu
kersetin-3-O-glukozit izole edilmis ve yapist '"H ve *C NMR spektroskopileri ile
aydmlatilmistir (Yadav ve ark., 2013 b).

OH 0

OH O

Kersetin-3-O-glukozit

Sekil 1.17. A. sieboldiana ve A. nepalensis yapraklarindan izole edilen bazi flavonol yapili
bilesikler
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A. nepalensis bitkisi iizerinde gergeklestirilen baska bir calismada Vietnam’dan
toplanan ve kurutulan yapraklarin MeOH’lii ekstresinin EtOAc’l1 fraksiyonundan
hareketle kersetin, kersetin 3-O-B-D-galaktopiranozit ile kersitrin bilesikleri izole

edilmistir (Phan ve ark., 2010).

Hanawa ve Towers tarafindan gerceklestirilen bir ¢calismada 4. rubra tohum zarindan
kolon kromatografisi teknigi kullamilarak flavon yapisindaki 7,4'-dimetoksi-5-
hidroksiflavon, pektolinaringenin, acacetin, salvigenin ve apigenin bilesikleri izole
edilmistir. Ayn1 ¢galismada NMR spekroskopisi yontemleri kullanilarak izole edilen

bilesiklerin yapilarinin aydinlatildigi rapor edilmistir (Hanawa ve Towers, 2003).

Acacetin Apigenin

Pektolinaringenin Salvigenin

Sekil 1.18. A. rubra tohum zarindan izole edilen baz1 flavon yapili bilesikler (Hanawa ve
Towers, 2003)
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Sekil 1.19. 7,4'-dimetoksi-5-hidroksiflavon

1.12.2.3. Triterpenik Yapih Bilesikler

Aoki ve arkadaglarinin bazi Alnus tirlerinin disi ve erkek ¢igeklerinden elde ettikleri
asetonlu ekstreler iizerinde yaptiklari ¢alismalarda 4. serrulatoides ¢iceklerinden
alninkanon (1), alnuselit (2), alnuserik asit (3), alnuserol (4), alnuserrudiolon (5),
alnuserrutriol (6), alnustik asit (7) ile alnustik asitin glikozitleri (12-O-(2'-O-asetil)-
o-L-arabinofuranozit, 12-0-a-L-arabinofuranozit, 12-0-(2'-0-asetil)-f-D-
ksilopiranozit, 12-O-f-D-ksilopiranozit, 12-O-(2'-O-asetil)-f-D-glukopiranozit, 12-
O-p-D-glukopiranozit glikozitleri), 4. sieboldiana ¢igeklerinden alnuserrudiolon (5),
alnustik asit (7) ile alnustik asitin 12-O-a-L-arabinofuranozit, 12-O-f-D-
ksilopiranozit ve 12-O-f-D-glukopiranozit glikozitleri, A. pendula ciceklerinden
alnuserik asit (3), alnustik asit (7), alnustik asitin glikozitleri (12-O-(2'-O-asetil)-a-L-
arabinofuranozit, 12-O-a-L-arabinofuranozit, 12-0-(2'-O-asetil)-f-D-ksilopiranozit,
12-0-p-D-ksilopiranozit, 12-0-(2'-0-asetil)-p-D-glukopiranozit, 12-0-p-D-
glukopiranozit glikozitleri) ve 12-deoksialnustik asit (8), 4. japonica ciceklerinden
ise metil (24E)-3,4-sekodamara-4(28),20,24-trien-26-o1k asit-3-oat (9), (24F)-3.,4-
sekodamara-4(28),20,24-trien-3,26-dioik asit (10), (208S,24S5)-20,24-dihidroksi-3,4-
sekodamara-4(28),25-dien-3-oitk  asit  (11), (23E)-(205)-20,25-dihidroksi-3,4-
sekodamara-4(28),23-dien-3-oik asit (12), (23E)-(205)-20,25,26-trihidroksi-3,4-
sekodamara-4(28),23-dien-3-o1k asit (13) ile (23E)-(12R,205)-12,20,25-trihidroksi-
3,4-sekodamara-4(28),23-dien-3-oik asit (14) izole edilmistir (Aoki ve ark., 1990).
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(1) R=H -—> alnustik asit
(4) R=0OH — alnuserol

(2) Alnuselit (3) Alnuserik asit

(5) R=0 - alnuserrudiolon (7) Alnustik asit
(6) R=CHOH -> alnuserrutriol

Sekil 1.20. 4. serrulatoides, A. sieboldiana ve A. pendula ¢igeklerinden izole edilen bazi
triterpenik yapili bilesikler (Aoki ve ark., 1990)
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(8) (9) R=CH;
(10)R=H

(11)

(12) R=R1=H
(13) R=H, R1= OH
CH, (14) R= OH, R1=H

Sekil 1.21. 4. pendula ve A. japonica gigeklerinden izole edilen bazi triterpenik yapili
bilesikler (Aoki ve ark., 1990)
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A. firma yapraklarinin MeOH’lii ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen bilesiklerin
HIV-1 viral enzimleri {lizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada Kore’den toplanan
bitkinin kurutulmus ve toz edilmis yapraklart MeOH ile ekstre edilmis, elde edilen
ekstre siizlilmiis ve diisiik basing altinda yogunlastirilmistir. Yogunlastirilmis ekstre
%10 MeOH ¢ozeltisi ile stispande edildikten sonra sirasiyla n-hekzan, kloroform ve
etilasetat ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmistir. n-hekzan’li ekstrenin silikajel
kolonuna uygulanmasini takiben giderek artan polaritede n-hekzan:EtOAc ile
eliisyon sonucu B-amirin asetat (1), B-amirin (2), B-sitosterol (3), alnustik asit metil
esteri (4) ile PB-sitosterol-3-O-B-D-glukopiranozit (5) izole edilmistir (Yu ve ark.,
2007).

Phan ve arkadagslar1 tarafindan gercgeklestirilen bir ¢alismada Vietnam’dan toplanan
A. nepalensis bitkisinin kurutulmus yapraklari, dallar1 ve dal kabuklar1 toz edildikten
sonra MeOH ile oda sicakliginda ekstre edilmis, elde edilen ekstreler kuruluga kadar
yogunlastirilmig ve su ile siispande edildikten sonra n-hekzan, CH,Cl, ve EtOAc’l1
fraksiyonlarina ayrilmistir. Kolon kromatografisi yontemi kullanilarak yapraklarin n-
hekzanli  fraksiyonundan tarakseril asetat, 2-hidroksidiploterol; CH,Cl,’li
fraksiyonundan tarakseril asetat, tarakserol, betulinik asit, mangiferonik asit, 22-
hidroksihopan-3-on ve 2-hidroksiploterol; EtOAc’l1 fraksiyonundan ise B-sitosterol
3-0O-B-D-glukopiranozit izole edilmistir. Dallardan hazirlanan n-hekzanl
fraksiyondan hareketle tarakseril asetat, betulin; CH,Cl,’1i fraksiyondan tarakserol ile
betulin; EtOAc’lh fraksiyondan ise [-sitosterol 3-O-B-D-glukopiranozit izole
edilirken dal kabuklarinin n-hekzanli fraksiyonundan [-sitosterol bilesiginin izole
edildigi rapor edilmistir. Ayni calismada daha 6nce yapilan arastirmalarda Alnus
tiirlerinde mangiferonik asit ile 22-hidroksihopan-3-on bilesiginin izole edildigine
dair bir yayina rastlanmadigi, dolayis1 ile bu bilesiklerin A. nepalensis i¢in kimyasal

markerlar olabilecegi belirtilmistir (Phan ve ark., 2010).



67

HaC' CcH,

Sekil 1.22. Mangiferonik asit

HC cH,

Sekil 1.23. 22-hidroksihopan-3-on
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(1) B-amirin asetat (2) B-amirin

(3) R=H > p-sitosterol
(5) R=p-D-glukopiranozit

(4) Alnustik asit metil esteri

Sekil 1.24. A. firma yapraklarindan izole edilen bazi triterpenik yapili bilesikler (Yu ve ark.,
2007)
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CH,COO0

HaC ch,

Tarakseril asetat Tarakserol

COOH

HO” ™S
HaC CcH,
Betulinik asit Betulin
] CH,4
HO, ’<OH
CHs

HsC e,

2-hidroksiploterol

Sekil 1.25. A.nepalensis bitkisinden izole edilen bazi triterpenik yapili bilesikler (Phan ve
ark., 2010)
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1.12.2.4. Stilbenler

Hirosima’dan toplanan  A. sieboldiana bitkisinin erkek c¢igeklerinin benzenli
ekstresinden hareketle kolon kromatografisi ve preparatif ITK teknikleri kullanilarak
gerceklestirilen izolasyon c¢alismasinda pinosilvin, pinosilvin monometil eter,

pinosilvin dimetil eter ve frans-stilben bilesikleri izole edilmistir (Asakawa, 1971).

OH O

Pinosilvin trans-stilben

Sekil 1.26. A. sieboldiana bitkisinin erkek ciceklerinden izole edilen bazi stilben yapili
bilesikler (Asakawa, 1971)

Ayni bitkinin yapraklarinda bulunan antikanser etkili bilesiklerin izole edilmesi
amaciyla gergeklestirilen calismada Japonya’dan toplanan bitkinin kurutulmus
yapraklar1 6nce n-hekzan ile kalan artik ise MeOH ile 2’ser ay boyunca maserasyona
tabi tutulmustur. Elde edilen MeOH’lii ekstrenin EtOAC’1 fraksiyonunun silikajel
kolonuna uygulanmasi ve degisen polaritelerde n-hekzan: EtOAC ile eliie edilmesi
sonucu elde edilen 3. fraksiyon Sephadex LH-20 kolonuna tatbik edilerek
CH,Cl:MeOH (1:1) ile eliie edilmistir. 4. alt fraksiyonun silikajel kolonunda degisen
polaritelerde n-hekzan: EtOAC ile eliie edilmesi sonucunda pinosilvin izole

edilmistir (Ludwiczuk ve ark., 2011).
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1.12.2.5. Diger Bilesikler

Ludwiczuk ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen ve antikanser etkili bilesiklerin
izolasyonunu amacglayan BAYF c¢alismasinda Japonya kaynakli 4. sieboldiana
yapraklar1 6nce n-hekzan ile kalan artik ise MeOH ile 2’ser ay boyunca maserasyona
tabi tutulmustur. MeOH’lii ekstrenin EtOAC’l1 fraksiyonunun silikajel kolonuna
uygulanmas1 ve degisen polaritelerde n-hekzan: EtOAC ile eliie edilmesi sonucu elde
edilen 8. fraksiyon Sephadex LH-20 kolonuna tatbik edilerek CH,Cl,:MeOH (1:1) ile
elie edilmis ve 5 tane alt fraksiyon toplanmistir. Bu alt fraksiyonlardan 2. alt
fraksiyonun silikajel kolonunda degisen polaritelerde n-hekzan: EtOAC ile eliie
edilmesi sonucunda fenolik yapili metil gallat izole edilmistir (Ludwiczuk ve ark.,

2011).
O~_ _OCHj,

HO OH
OH

Sekil 1.27. Metil gallat

Vietnam kaynakli 4. nepalensis bitkisinin yapraklarindan hazirlanan MeOH’li
ekstrenin EtOAc fraksiyonundan kolon kromatografisi yontemi kullanilarak gallik

asitin izole edildigi rapor edilmistir (Phan ve ark., 2010).

HO OH
OH

Sekil 1.28. Gallik asit
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Peev ve arkadagslar1 tarafindan gergeklestirilen calismada A. glutinosa ve A. incana
bitkilerinin yaprak tomurcuklarinda hidroksisinnamik asit tlirevi bilesikleri olan p-

kumarik asit ve ferulik asitin bulundugu belirlenmistir (Peev ve ark., 2007).

H.CO
3 X OH X OH

HO HO

Ferulik asit p-kumarik asit

Sekil 1.29. A. glutinosa ve A. incana yaprak tomurcuklarinda bulunan hidroksisinnamik asit
tiirevi bilesikler (Peev ve ark., 2007)

Hanawa ve Towers tarafindan gergeklestirilen ve tohum zarflarindan flavon yapili
bilesiklerin izole edildigi ¢alismada A. sieboldiana kabuklarinda kondanse tanenlerin
bulunduguna iliskin yaymlar oldugu (Hanawa ve Towers, 2003), baska bir ¢alismada
ise A. nepalensis kabuklarmimn %7 oraninda tanen tasidig: rapor edilmistir (Phan ve

ark., 2010).

Ivanow ve arkadaglar1 tarafindan gerceklestirilen bir calismada 4. glutinosa
kozalaklarindan elde edilen sulu etanollii ekstre, su ve cesitli organik solvanlar
arasinda sivi-sivi partitisyon kromatografisine tabi tutulmus ve DPPH radikalini
stiptiriicli etkisi saptanan sulu ve butanollii fazlardan hareketle elajitanen yapisindaki

glutinoin, pedunculagin ve praecoxin D izole edilmistir (Ivanov ve ark., 2012).
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Sekil 1.30. Pedunculagin

A. japonica yapraklarindan hareketle yapilan izolasyon ¢alismasinda hidroliz

olabilen tanenlerden alnusjaponin A ve B, 5-O-galloil-(—)-sikimik asit, 2,3-(5)-

hekzahidroksidifenoil-D-glukoz,  4,6-di-O-galloil-D-glukoz, 1,4-di-O-galloil-B-D-

glukoz, 4,6-(S)-valoneoil-D-glukoz, striktinin, gemin D, pedunculagin, praecoxin A,

flosin A, stachyurin ve casuarinin bilesiklerinin izole edildigi rapor edilmistir (Lee ve

ark., 1992).

COOH
o OH
HO OH
OH

Sekil 1.31.  5-O-galloil-(—)-sikimik asit
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Phan ve arkadaslar1 tarafindan A. mnepalensis bitkisinin yapraklar1 ve dallarindan
hazirlanan metanollii ekstrelerin n-hekzanl, CH,Cl,’1i ve EtOAc’l1 fraksiyonlarindan
hareketle gerceklestirilen izolasyon calismalarinda, yapraklarin n-hekzanl
fraksiyonundan alifatik hidrokarbon tiirevi bilesikler olan 1-nonakosanol ile
heptakosanoik asitin, CH,CL’li fraksiyonundan antrakinon tiirevi olan physcion
bilesiginin, dallarin n-hekzanl fraksiyonundan ise 1-nonakosanol’iin izole edildigi
rapor edilmistir. Ayn1 ¢aligmada Alnus tiirlerinden physcion (parietin) bilesiginin
daha once izole edilmemis olmasi nedeni ile bu bilesigin 4. nepalensis i¢in kimyasal

marker olabilecegi belirtilmistir (Phan ve ark., 2010).

SOPSOSS:

1-nonakosanol

OH
CH,

Heptakosanoik asit

Sekil 1.32. A. nepalensis bitkisinden izole edilen hidrokarbon tiirevi bilesikler (Phan ve ark.,
2010)

H,C O

HO o] OH

Sekil 1.33. Physcion (parietin)
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1.12.3. Alnus Miller Tiirlerinin Biyolojik Aktiviteleri

1.12.3.1. Antibakteriyal Aktivite

1995 yilinda Saxena ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada A. rubra
kabuklarindan hazirlanan metanollii ekstrenin Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere karsi antimikrobiyal etkisi test edilmistir. Aktiviteden sorumlu bilesiklerin

oregonin ve onun glikoziti oldugu saptanmustir (Sati ve ark., 2011).

A. glutinosa tohumlarindan hareketle hazirlanan n-hekzan, diklorometan ve
MeOR’li ekstrelerin Citrobacter freundii NCTC 9750, Escherichia coli NCIMB
8110, Escherichia coli NCIMB 4174, Klebsiella aerogenes NCTC 9528,
Lactobacillus plantarum NCIMB 6376, Pseudomonas aeruginosa NCTC 6750,
Staphylococcus aureus NCTC 10788 ve Staphylococcus aureus NCTC 11940
(MRSA) suslarmna kars1 antibakteriyal etkisinin arastirildigi calismada MeOH’lu
ekstrenin tiim bakteri tiirlerine kars1 etki gosterdigi belirlenmistir. Calismada
MeOH’lii ekstrenin en giiclii etkiyi 1.25 x 10" mg/ml MIC degeri ile E. coli
(8110)’ye kars1 gosterdigi rapor edilmistir ( Middleton ve ark., 2005).

Stevic ve arkadaslarmin gerceklestirdigi bir ¢alismada A. incana ssp. incana ile A.
viridis ssp. viridis Dbitkilerinin yaprak, kabuk ve kozalak ekstrelerinin 15
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi en gii¢lii etkinin ise kozalak
ekstrelerinde gozlendigi (MIC= 0,117-0,129 mg/mL) belirlenmistir (Stevic ve ark.,
2010).

A. pendula kabuklarmin antibakteriyal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
kabuklardan elde edilen EtOH’li ekstre ile bu ekstrenin fraksiyonlanmasi sonucu
izole edilen oregonin ve hirsutanon bilesiklerinin gii¢lii antibakteriyal etki gosterdigi
saptanmistir. Broth mikrodiliisyon yonteminin kullanildig1 ¢aligmada test edilen S.
aureus ATCC 25923 (MSSA), S. aureus ATCC 33591 (MRSA) ve 16 klinik izolata
kars1 EtOH’li ekstre 125-250 pg/ml MIC degerleri ile etkili bulunmustur. Daha
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sonra EtOH’lii ektreden izole edilen oregonin ve hirsutanon bilesiklerinin farkl
MRSA suglar1 tizerinde antibakteriyal etkisi arastirilmis ve 31.25-125 125-250 pg/ml
MIC degerleri ile etkili olduklar1 belirlenmistir. Bu bilesiklerden en giiclii etkiyi

hirsutanon’un gosterdigi rapor edilmistir (Choi ve ark., 2012).

1.12.3.2. Antienflamatuvar Aktivite

Choi ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir calismada, A. japonica yaprak ve
kabuklarindan %60’lik etanol ile elde edilen kuru ekstreler, atopik lezyonlar
olusturulan NC/Nga farelere uygulanmis ve atopik dermatit benzeri cilt lezyonu
gelisiminin baskilandig1 belirlenmistir. Topikal olarak uygulanan ekstrelerin fazla
miktarda Th2 sitokin ekspresyonunu, kan eozinofil sayisint ve serum IgE
konsantrasyonunu azalttii, ayrica iNOS ve COX-2’yi anlaml sekilde baskiladigi
rapor edilmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler neticesinde 4. japonica yaprak
ve kabuk ekstrelerinin atopik dermatit ve diger alerjik cilt hastaliklarinda

kullaniminin tedavide yararl olabilecegi belirtilmistir.

Ayni ¢alismada, oregonin’in serbest radikalleri siipiirdiigiine, nitrik oksit {iretimini ve
prostoglandin E, sentezini inhibe ettigine, COX-2 ekspresyonunu, oksijen
radikallerinin, reaktif nitrojen tiirlerinin ve bazi proenflamatuvar molekiillerin
sentezini baskiladigina , NC/Nga farelerde atopik dermatit benzeri durumlari

azalttigia dair ¢alisma bulundugu rapor edilmistir (Choi ve ark., 2010).

Cesitli ¢alismalarda oregonin’in COX-2 enzim aktivitesini, NO sentezini, murin
makrofajlarin stimiilasyonunu ve PKCa’y1 inhibe ederek antienflamatuvar etki
gosterdigi ve antioksidan etkisinin oldugu rapor edilmistir (Lee ve ark., 2005 a; Kuo

ve ark., 2008).

Lee ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen bir calismada A. hirsuta yaprak
ekstresinin NO iiretimini inhibe edici etkisi in vitro olarak arastirilmistir. Calisma

sonucunda oregonin ve hirsutanonol, potansiyel indiiklenebilen nitrik oksit sentaz
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(INOS) inhibitorleri olarak belirlenmistir. Bu iki bilesigin NO iiretimini iNOS’u
baskilayarak gerceklestirdigi rapor edilmistir. Ayn1 c¢alismada A. hirsuta
kabuklarindan izole edilen oregonin ve hirsutanonol’iin insan gdgiis epitel MCF10A
hiicrelerinde 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat ~ ile  indiiklenen = COX-2

ekspresyonunu inhibe ettigi saptanmistir (Sati ve ark., 2011).

A. firma kabuklarindan elde edilen metanollii ekstrenin ve kabuklardan izole edilen
4-hidroksi-2,6-dimetoksifenil-6’-O-siringoil-B-D-glukopiranozit ile diarilheptanoit
ve fenolik glikozit yapili bazi1 bilesiklerin LPS ile stimiile edilen BV, mikroglia
hiicrelerinde NO {iretimini anlamli sekilde azalttigi rapor edilmistir (Sati ve ark.,

2011).

A. formosana yapraklarindan hazirlanan MeOH’li  ekstrenin  n-BuOH
fraksiyonundan izole edilen diarilheptanoit yapisindaki bilesiklerden 5(S)-butiloksi-
1,7-di(3,4-dihidroksifenil)-3-heptanon (5-O-butilhirsutanonol), alnusit A, alnusit B,
2"-O-benzoiloregonin,  2"-sinnamoiloregonin  ile  5-O-metilhirsutanonol’iin
lipopolisakkarit ile indiiklenen NO {iretimine karsi inhibitor aktivite gosterdigi, bu
bilesiklerden 5-O-butilhirsutanonol ve alnusit A’nin anlamli bir sitotoksik etkisinin

bulunmadigi belirlenmistir (Lai ve ark., 2012).

Meksika’da halk arasimda dal kabuklarindan hazirlanan inflizyonun akut
enflamasyon tedavisinde kullanildig1r 4. acuminata subsp. arguta bitkisinin
antienflamatuvar etkisi, karragen ile indiiklenen sican arka pence 6demi modeli ile
arastirilmistr.  Odem  olusturulan siganlara oral yolla uygulanan n-hekzanl,
kloroformlu ve metanollii dal kabugu ekstrelerinden en yiiksek etkiyi metanollii

ekstrenin gosterdigi belirlenmistir (Aguilar ve ark., 2011).

A. hirsuta kabuklarmm MeOH’li ekstresinden izole edilen oregonin ve 1,7-bis-(3,4-
dihidroksifenil)-heptan-5-O-f-d-ksilopiranozit’in nitrik oksit ve reaktif oksijen
tirlerinin  diretimi  ile iINOS ve COX-2 gibi proinflamatuvar molekiillerin

ekspresyonunu inhibe ettikleri rapor edilmistir (Hu ve Wang, 2011).
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1.12.3.3. Antioksidan Etki

A. glutinosa tohumlarinin DPPH radikalini siiplirme yeteneginin kalitatif ve kantitatif
olarak arastirildigi ¢alismada tohumlardan hazirlanan n-hekzan, diklorometan ve
MeOH’lii ekstrelerden MeOH’lii ekstrenin antioksidan etki gosterdigi (RCso= 1.27 x
10" mg/ml) belirlenmistir (Middleton ve ark., 2005).

A. glutinosa ve A. incana yapraklarmin antioksidan etkisinin arastirilmasi icin
gergeklestirilen bir bagka calismada yapraklarin sulu, sulu-ctanolli (9:1-2>2:8) ve
etanollii ¢oOzeltileri hazirlanmis ve bu ekstrelerin DPPH radikalini siiplirme
yetenekleri test edilmistir. Calismada 4. glutinosa yapraklarmin en yiiksek aktiviteyi
su:etanol (7:3-2>3:7) karisimi ile hazirlanan ekstrelerde %49.21-49.42 oraninda, A.
incana yapraklarinin ise ayni solvan sisteminde %41.28-41.67 oraninda gosterdigi
belirlenmistir. Calismada standart olarak kersetin kullanilmistir (Mushkina ve ark.,

2013).

A. incana ssp. incana 1ile A. viridis ssp. viridis bitkilerinin yaprak, kabuk ve
kozalaklarinin antioksidan etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada tiim ekstrelerin giiglii
bir sekilde DPPH radikali sipiiriicii etki (ICso= 3.3-18.9 pg/mL) ve lipid
peroksidasyon inhibisyonu etkisi (ICso= 38.5-157.4 pug/mL) gosterdikleri
belirlenmistir (Stevic ve ark., 2010).

Kang ve arkadaglarmin A. japonica meyvelerinin metanollii ekstresinden izole
ettikleri siklik diarilheptanoid yapili garugamblin-3 ve acerogenin L’nin insan LDL
oksidasyonunu inhibe ettigi ( 1Csop= 2,9 ve 1,7 uM) belirlenmistir. Ayrica 10 uM
konsantrasyonda 1yi bilinen bir antioksidan olan probucol’den daha yiiksek bir etki
ile hiicre yonlendirmeli LDL oksidasyonunu inhibe ettikleri saptanmistir (Sati ve

ark., 2011).

Lee ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir diger c¢alismada A. japonica

yapraklarindan BAYF teknigi kullanilarak izole edilen diarilheptanoit yapil
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oregonin ve hirsutanonun insan LDL oksidasyonu {izerinde antioksidan etkileri

oldugu saptanmustir (Lee ve ark., 2005 b).

A. japonica bitkisinden elde edilen ham ekstrenin antioksidan etkisinin online HPLC-
ABTS yontemi ile arastirildigi bir caligmada ise ABTS radikalini siipiiriicii etkisi
oldugu belirlenen hirsutanonol 5-O-B-D-glukopiranozit, 3-deoksohirsutenonol 5-O-
B-D-glukopiranozit ve hirsutenon bilesikleri izole edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir

(Lim ve ark., 2011).

A. hirsuta kabuklarmm MeOH’li ekstresinden izole edilen oregonin ve 1,7-bis-(3,4-
dihidroksifenil)-heptan-5-O-f-d-ksilopiranozit’in DPPH radikaline karsi sirasiyla
8,36 = 0,54 ve 8,67 £ 1,46 uM ICsy degerleri ile giiclii antioksidan aktivite
gosterdikleri belirlenmistir (Hu ve Wang, 2011).

1.12.3.4. Antitiimoral ve Sitotoksik Aktivite

A. hirsuta dal kabuklarimin metanollii ekstresinin etilasetatta ¢oziinen fraksiyonu
iizerinde in vitro HIF-1 analizi kullanilarak gergeklestirilen BAYF caligmasi sonucu
izole edilen triterpen ve diarilheptanoit yapili bilesiklerden diarilheptanoit
yapisindaki  2-oksatrisiklo[13.2.2.13,7]eikosa-3,5,7(20),15,17,18-hekzen-10-16-diol
ile 2-oksatrisiklo[13.2.2.13,7]eikosa-3,5,7(20),15,17,18-hekzen-10-on bilesiklerinin
AGS hiicrelerinde bulunan HIF-1 aktivasyonunu doza baglh olarak inhibe ettikleri

(ICso=11.2 uM ve 12.3 uM) saptanmustir (Jin ve ark., 2007).

A. incana ssp. incana ile A. viridis ssp. viridis bitkilerinin yaprak, kabuk ve
kozalaklarinin sitotoksik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada tiim ekstrelerin HeLa
hiicrelerine kars1 anlamli sitotoksik etki gosterdigi (ICsp= 26,02-68.5 pg/mL), en
giiclii etkiyi gosteren kabuk ekstresinin ise yiiksek oranda fenolik bilesik (316,2 mg
gallik asit esdegeri/g) icerdiginin belirlendigi rapor edilmistir ( Stevic ve ark., 2010).
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Ludwiczuk ve arkadaslar1 tarafindan A4. sieboldiana yapraklarindan biyoaktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama ile antikanser bilesiklerin izole edildigi bir ¢alismada,
TNF-a inhibitdr aktiviteye sahip 4 bilesik izole edilmistir. izole edilen bu bilesiklerin
(pinosilvin, galangin, kersetin, metilgallat) TNF-o inhibitér ve kiiciik hiicreli
olmayan insan akciger karsinom hiicreleri (A549)nin gelisimi iizerine inhibitor
etkileri arastirilmistir. Calisma sonunda dort bilesigin de karsinom hiicrelerinin
gelisimini inhibe ettigi, bu bilesiklerden en iyi aktiviteyi galangin’in gosterdigi

saptanmistir.

Ayni calismada Choi ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada A.
japonica yapraklarindan izole edilen diarilheptanoit yapisindaki bilesiklerin murine
B16 melanom hiicrelerine ve insan SNU-C1 gastrik kanser hiicrelerine karsi potent

sitotoksik etki gosterdigini belirledikleri rapor edilmistir (Ludwiczuk ve ark., 2011).

Sheth ve arkadaslar1 1973 yilinda yaptiklar1 bir calismada 4. oregona’dan izole
edilen betulin bilesiginin Walker 256 (SWA16) tiimor sistemleri i¢in antitimor
aktivite gosterdigini saptamislardir (Sati ve ark., 2011).

1.12.3.5. Antiviral Aktivite

Yu ve arkadaglar1 tarafindan gerceklestirilen ¢alismada A. firma yapraklarindan elde
edilen metanollii ekstrenin MT-4 hiicrelerinde HIV-1 ile indiiklenen sitopatik etkiyi
giiclii bicimde inhibe ettigi belirlenmistir. Etkiden sorumlu bilesiklerin izole edilmesi
amaci ile yapilan ¢alisma sonucunda izole edilen bilesiklerden alnustik asit metil
esterin HIV-1 proteaz’a kars1 inhibisyon etki gosterdigi ( ICso= 15,8 uM), kersetin,
kersitrin ve mirsetin 3-O-B-D-galaktopiranozit’in ise HIV-1 ters transkriptaz
enzimini 60 uM 1Cs, degerleri ile inhibe ettikleri saptanmistir. Elde edilen verilerden
yola c¢ikilarak 4. firma yapraklarinin metanollii ekstresinin viral replikasyon
inhibisyonu etkisinin HIV-1 proteaz ve HIV-1 ters transkriptaz inhibitor etkileri ile

iligkili oldugu rapor edilmistir (Yu ve ark., 2007).
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A. japonica kabuklarmin igerdigi anti-influenza etkili bilesiklerin arastirildigi bir
calismada oregonil A, oregonil B, platifillenon, hirsutanon, hirsutanonol, oregonin,
alnusit A, alnusit B, platifillonol-5-ksilopiranozit, platifillon ve platifillozit izole
edilerek yapilar1 aydinlatilmistir. Zanamivirin pozitif kontrol olarak kullanildig:
calismada izole edilen bilesiklerden platifillon’un giiglii, platifillonol-5-
ksilopiranozit’in ise orta derecede antiviral etki gosterdigi belirlenmistir (Tung ve

ark., 2010 a).

SARS-CoV (Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu coronaviriis) replikasyonunu
kontrol eden papain benzeri proteaz (PL(pro)) enziminin inhibisyonu hastalikla
miicadelede kullanilacak ilag gelistirilmesinde onemli bir hedeftir. 4. japonica
bitkisinden izole edilen diarilheptanoitlerin PL(pro) inhibitor etkisinin arastirildig:
bir caligmada hirsutenonun giiclii etki gosterdigi (ICso= 4.1 uM) belirlenmistir. Yapi-
etki caligmalarinda hirsutenon yapisinda bulunan katesol ile a,f-doymamis karbonil
gruplarinin  SARS-CoV sistein proteaz inhibisyonunda anahtar yapilar oldugu

saptanmistir (Park ve ark., 2012).

1.12.3.6. Hepatoprotektif Etki

Park ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada, 4. hirsuta dal
kabuklarmmin etil asetatta ¢oziinen fraksiyonundan izole edilen diarilheptanoid
tiirevleri, HepG, hiicrelerinde tert-butil hidroperoksit (t-BHP) ile indiiklenen
toksisiteye karsi hepatoprotektif etkileri yOniinden test edilmistir. HepG;
hiicrelerinde T-BHP ile indiiklenen hasara karsi anlamli derecede hepatoprotektif etki
gosteren diarilheptanoitlerden en yiiksek aktiviteyi (5S)-O-metilhirsutanonol’iin

gosterdigi rapor edilmistir (Park ve ark., 2010).

Baska bir calismada 4. japonica kabuklarindan izole edilen epihirsutanonol’iin sigan
hepatosit hiicrelerinde t-BHP ile indiiklenen toksisiteye karsi hepatoprotektif etki
gosterdigi belirlenmistir. Calismada pozitif kontrol olarak silibinin kullanilmistir

(Tung ve ark., 2010 b).
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Buniatian ve arkadaslari, 4. glutinosa kozalaklarindan elde edilen elajitanenlerden
yola cikilarak hazirlanan “Altan”in tetraklorometan ile indiiklenen akut karaciger
hasar1 modeli lizerinde hepatoprotektif 6zelliklerini arastirdiklar1 calismada, Altan’in
1 mg/kg dozda bile hepatoprotektif aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Altan’in
kolepoez rahatsizligi sinirladigi, antienflamatuvar ve membran stabilize edici etki
gosterdigi, ayrica fizyolojik antioksidan sistemi destekledigi rapor edilmistir (Sati ve

ark., 2011).

1.12.3.7. immiinolojik Ozellikler

A. japonica’nin kabuklarindan izole edilen hirsutenon’un atopik dermatit gelisimi
iizerine etkisinin arastirildigi in vitro calismada, hirsutenon’un aktive olmus T
hiicrelerinin niikleer faktoriiniin defosforilasyonunu bloke ederek bu hiicreleri inhibe
ettigi belirlenmistir. Calisma sonucunda hirsutenon’un T hiicreleri ve mast
hiicrelerinde kalsiyum ile aktive olan prosesleri spesifik olarak inhibe edebilecegi ve
muhtemelen kalsindrin inhibitor mekanizmalarini taklit ederek etki gosterdigi

sonucuna varilmistir (Joo ve ark., 2009).

1.12.3.8. Diger Etkiler

Chung ve arkadaslarmmin dogal iirlinlerdeki diagilgliserol aciltransferaz (DGAT)
inhibitorlerini inceledikleri ¢alismada, A. hirsuta’nin metanollii ekstresinden izole
edilen betulinik asitin sigan karaciger mikrozomlarmda DGAT’1 gii¢lii bigimde ve
nonkompetitif olarak inhibe ettigi belirlenmistir. Yine ayn1 ¢aligmada betulinik asitin
insan HepG; hiicreleri tarafindan olusturulan trigliseriti de inhibe ettigi saptanmstir.
Bu veriler 15181inda betulinik asitin obezitenin tedavisinde potansiyel bir 6ncii bilesik

olabilecegi rapor edilmistir.
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Ayni1 c¢alismada, A. japomica yapraklarmin metanollii ekstresinden izole edilen
diarilheptanoid yapisindaki oregonin ve 5-O-metilhirsutanonol’iin NF-«B
aktivasyonunun inhibiyonu etkilerine bagli olarak aterosklerozun tedavisinde ve
ateroskleroza karsi koruyucu olarak yararli olabileceklerinin belirlendigi, Cho ve
arkadaslar1 tarafindan A. hirsuta kabuklarindan izole edilen diarilheptanoitlerin B16
melanoma hiicrelerinde melanogenezi inhibe ettiginin saptandigi rapor edilmistir

(Sati ve ark., 2011).

Hepatik stellate hiicrelerinin (HSC) gelisimi ve aktivasyonunun baskilanmasi
karaciger fibrozuna kars1 korunmada ve bu durumun tedavisinde yararlanilan
terapotik stratejilerden biridir. Dogal {iriinlerin antifibrotik etkilerinin arastirildigi bir
calismada A. firma kabuklarindan elde edilen metanollii ekstrenin HSC-T6
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir. Ayni1 calismada MeOH’li
ekstreden hareketle BAYF yontemi kullanilarak izole edilen diarilheptanoitlerden
dehidrohirsutanonol (=hirsutenon) ile triterpenik yapili betulin-3-kaffeat’in doza ve
zamana bagli olarak 10 ile 100 pM arasindaki konsantrasyonlarda HSC

proliferasyonunu anlamli bi¢inde inhibe ettikleri saptanmistir (Lee ve ark., 2011).

Baska bir calismada A. japonica’dan izole edilen hirsutenon’un oksidatif stres ile
indiiklenen transforme retinal gangliyon hiicreleri (RGC-5) nin 6limil iizerine
koruyucu etkileri arastirilmistir. Calismada hirsutenon’un doza bagh olarak RGC-5
hiicrelerini korudugu, apoptotik protein ekspresyonundaki artisni ve sigan beyin
homojenatinda sodyum nitroprussid ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe
ettigi, ayrica in vivo olarak N-metil-d-aspartat ile indiiklenen retinanin i¢ pleksiform
tabakasmin incelmesini azalttig1 belirlenmistir. Bu verilerden yola c¢ikilarak
hirsutenonun noroprotektif ajan olarak etki edebilecegi rapor edilmistir (Jo ve ark.,

2013).

A. rugosa dallariin asetilkolinesteraz inhibitor etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
dallardan hazirlanan metanollii ekstrenin etkili bulundugu (ICsp= 0.588 mg/ml)

belirlenmistir (Rashed ve ark., 2013).
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A. nepalensis yapraklarinda bulunan diarilheptanoid yapili bilesiklerin antifilarial
etkisinin arastirildigr bir calismada izole edilen bilesiklerden hirsutenon isimli
diarilheptanoitin antifilarial etkisinin bulundugu in-vivo ve in-vitro calismalarla
belirlenmistir (Yadav ve ark., 2013 a). Baska bir calismada yine ayni1 bitkiden izole
edilen  (55)-5-hidroksi-1-(4-hidroksifenil)-7-(3,4-dihidroksifenil)-3-heptanon  ile
Alnus dimer bilesiklerinin giliclii mikrofilarisidal ve makrofilarisidal etki gosterdigi
ve bu bilesiklerin yeni antifilarial ajanlar gelistirilmesinde temel teskil edebilecegi

rapor edilmistir (Yadav ve ark., 2013 b).

1.12.4. Toksisite Calismalar

A. glutinosa tohumlarindan hazirlanan n-hekzan, dikorometan ve MeOH’lu
ekstrelerin toksisitesinin brine-shrimp toksisite testi ile arastirildig1 ¢alismada her {i¢
ekstrenin de diisik diizeyde (LDsy = 1.29 X 10" - 830 x 10" mg/ml) toksisite
gosterdigi belirlenmistir (Middleton ve ark., 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec:

2.1.1. Bitkisel Gere¢

Calismada kullanilan bitkisel materyalin isimleri, toplandiklar1 lokaliteler, toplanma

tarihleri ile herbaryum kayit numaralar1 Cizelge 2.1.de verilmistir.
Tiim bitkiler Prof. Dr. Hayri Duman tarafindan teshis edildikten sonra bitki 6rnekleri
preslenip kurutulmus ve muhafaza edilmek iizere Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Herbaryumuna (AEF) kaldirilmistir.

Kurutulmus yapraklar degirmende toz edilerek analize hazir hale getirilmistir.

Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan bitkiler

BITKI ADI LOKALITE TARIH | HERBARYUM
(AEF)
NUMARASI
A. glutinosa (L.) Gaertner | Bolu-Sakarya  arasi, Beylice | 15.05.2011 25991
subsp. glutinosa Cukurhan Koyii, dere kenari,
261 m
A. orientalis Decne Koycegiz, Sandiras Dagi, Agla, 20.05.2011 25990
var. orientalis 766 m
A. orientalis Decne Koycegiz, tekne ¢ekme yeri, 20.05.2011 25989
var. pubescens Dippel g0l kenar1
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Sekil 2.1. 4. glutinosa subsp. lutinosa genel goriiniis
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#

Sekil 2.2. A. orientalis var. pubeséen§ genel goriiniis
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Sekil 2.3. 4. orientalis var. orientalis genel goriniis
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2.2. Yontem

2.2.1. Bitkisel Ekstrelerin Hazirlanmasi

2.2.1.1. Fitokimyasal Cahsmalarda Kullanilan Coziiciiler, Cihazlar ve

Adsorbanlar

Manyetik karistirict : DAIHAN Scientific Wise Stir

Rotavapor : BUCHI Rotavapor R-200

Liyofilizator : Christ Gamma 2-16 LSC

Metanol : Tekkim % 99,9

Hekzan : Riedel-de Haen, min. % 95 saflikta

Etil asetat : Tekkim % 99,5 saflikta

Kloroform : Riedel-de Haen Puriss UN 1888
Karistirict : Heidolph Typ. 743 karistirici

Silika jel : Sigma Aldrich, Grade 7734, 70-230 mesh
ITK Plag : Kieselgel 60 HF254 (Merck 5554)

2.2.1.2. Metanollii Ekstrelerin Hazirlanmasi

30 g civarinda tam olarak tartilmig materyaller tizerine 500’er mL metanol eklenerek
manyetik karistiricida 2 saat siireyle 550 rpm hizda hareketli maserasyon yapildi, bu
siirenin sonunda elde edilen ekstreler pilili stizge¢ kagidindan siiziildii. Kalan artiklar
iizerine tekrar 500’er mL metanol eklenerek 2 saat siireyle ayni islem tekrarlandi ve
siiziintiiler  birlestirilerek  rotavaporda 35-45°C  sicaklikta  yogunlastirildi.
Yogunlastirilan ekstreler, daralar1 alinmis beherlerde c¢eker ocak altinda kuruluga

kadar ucurularak aktivite calismalari i¢in hazir hale getirildi.
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2.2.1.3. Sulu Ekstrelerin Hazirlanmasi

30 g civarinda tam olarak tartilmis bitkisel materyaller lizerine 500’er mL kaynar
distile su eklenerek manyetik karistiricida 2 saat siireyle 550 rpm hizda hareketli
maserasyon yapildi, bu siirenin sonunda elde edilen ekstreler pilili siizge¢ kagidindan
stizlildii. Kalan artiklar iizerine tekrar 500’er mL kaynar distile su eklenerek 2 saat
siireyle ayn1 islem tekrarlandi, siiziintiiler birlestirilerek daralari1 alinmis beherlere

konuldu ve -40°C’de dondurulduktan sonra liyofilize edildi.

2.2.2. Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli Fraksiyonlama (BAYF) Yéntemi ile

izolasyon Calismalan

Tim bitkilerin yapraklarindan hazirlanan MeOH’lii ve sulu ekstreler lizerinde yara
iyl edici, antienflamatuvar ve antioksidan etki caligmalar1 yapildi. Sonuglar
karsilastirilarak daha yiiksek aktiviteye sahip ekstre olarak belirlenen MeOH’lii A.
glutinosa subsp. glutinosa ekstresi lizerinden izolasyon calismalarinin yapilmasina

karar verildi.

2.2.2.1. Metanollii Ekstrenin Hazirlanmasi

750 g bitkisel materyal lizerine 5 L metanol ilave edilerek 12 saat boyunca hareketli
maserasyona tabi tutuldu. Elde edilen ekstre 12 saat dinlendirildikten sonra pilili
siizge¢ kagidindan siiziildii. Kalan artik lizerine tekrar 5 L metanol eklenerek ayni
islem tekrarlandi. Elde edilen ekstre siiziildii. Siiziintiiler birlestirildi ve rotavaporda
40°C’y1 gegmeyen sicakliklarda kuruluga kadar yogunlastirilarak metanollii ekstre

(165 g) elde edildi.
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2.2.2.2. Vakumlu Sivi Kromatografisi (VLC) ile Kaba Fraksiyonlama

Sabit faz olarak kullanilan 300 g silika jel hekzan ile karistirilarak siispande edildi,
33 cm boy ve 7 cm ¢apindaki kolona yiiklendi. Elde edilen metanollii ekstreden 50 g
almarak metanolde ¢oziildii, iizerine 50 g silika jel eklenerek su banyosunda
kuruluga kadar karistirildi. Hazirlanan silika jele emdirilmig 50 g ekstre kolona

uygulandu.

Kolona uygulanan metanollii ekstre sirasiyla asagidaki solvanlar ile eliie edildi.

Hekzan: 2,5 L - FA

Hekzan: Etil asetat (50:50): 1,5 L - FB
Etil asetat: 2,5 L 2 FC

Etil asetat: Metanol (50:50): 2,5 L - FD
Metanol: 6 L - FE

Her bir fraksiyon rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirilarak hekzanli (FA),
hekzan-etil asetatli (FB), etil asetath (FC), etil asetat-metanollii (FD) ve metanollii
(FE) ekstreler elde edildi.

Vakumlu sivi kromatografisi sonucu elde edilen ekstreler iizerinde gergeklestirilen
biyolojik aktivite ¢caligmalar1 sonuglar1 degerlendirilerek izolasyon caligmalarina etil

asetat-metanollii fraksiyon (FD) {izerinden devam edilmesine karar verildi.

2.2.2.3. Etil asetat-Metanollii Fraksiyonun (FD) Kolon Kromatografisi ile

Ayrilmasi

Sabit faz olarak kullanilan 200 g silika jel hekzan ile karistirilarak siispande edildi,
80 cm boy ve 3,2 cm ¢apindaki kolona yiiklendi. 30 g etil asetat-metanollii ekstre
(FD) metanolde ¢oziildii, lizerine 30 g silika jel eklenerek su banyosunda kuruluga

kadar karistirildi. Hazirlanan silika jele emdirilmis 30 g FD kolona uygulandi. Ekstre
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sirasiyla 250 ml hekzan, 250 ml hekzan-etil asetat (75:25), 250 ml hekzan-etil asetat
(50:50) ve 500 ml hekzan-etil asetat (25:75) ile eliie edildi ve 250 mI’lik fraksiyonlar
halinde toplam 5 fraksiyon toplandi.

Daha sonra ekstre 500’er ml etil asetat, etil asetat-metanol (98:2), (95:5), (90:10),
(80:20), (70:30), (60:40), (50:50), (40:60), (30:70), (20:80), (10:90), (5:95), (2:98) ve
son olarak 750 ml metanol ile eliie edildi, 100 ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi.
Toplanan 76 fraksiyon rotavaporda yogunlastirildi ve ITK (Ince Tabaka

Kromatografisi) ile incelenerek benzer fraksiyonlar birlestirildi.

ITK analizlerinde Kieselgel 60 HF254 hazir plaklar ile mobil faz olarak hekzan:etil
asetat  (9:1), hekzan:etil asetat (5:5), kloroform:metanol:isu (61:32:7),
kloroform:metanol:su (10:5:1) solvan sistemleri, revelator olarak ise anisaldehit-
stilfirik asit veya vanilin-siilfirik asit reaktifleri kullanildi.

ITK profili g6z éniinde bulundurularak segilen fraksiyonlar iizerinde gergeklestirilen
aktivite caligmalarinda etkili bilesik/lere yonelik izolasyon caligmalarina FD,7.3g

(4,65 g) lizerinden devam edilmesine karar verildi.

2.2.2.4. FD,733 Fraksiyonundan Silika jel Kolon Kromatografisi ile Aktif

Majér Maddenin izolasyonu

Sabit faz olarak kullanilan 50 g silika jel, etil asetat ile karistirilarak siispande edildi,
80 cm boy ve 3,2 cm ¢apimdaki kolona yiiklendi. 4,65 g FD,7.33 etil asetat-metanol
(50:50) karisiminda ¢6ziildi, lizerine 4,65 g silika jel eklenerek su banyosunda
kuruluga kadar yogunlastirildi. Hazirlanan silika jele emdirilmis FD,735 kolona
yiiklenerek once 500 ml etil asetat ile eliie edildi ve 100’er ml’lik fraksiyonlar
halinde toplandi. Daha sonra ekstre 250°ser ml etil asetat-metanol (98:2), (95:5),
(90:10), (85:15), (80:20), (75:25), (70:30), (65:35), (60:40), (55:45) ile eliie edildi ve
50 ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Son olarak kolondan 250 ml etil asetat-
metanol (50:50) karisimi ile 500 ml %100 metanol gegirildi.
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Elde edilen fraksiyonlar ITK ile incelenerek benzer fraksiyonlar birlestirildi.

ITK analizlerinde Kieselgel 60 HF254 hazir plaklar ile mobil faz olarak kloroform:

metanol: su (15:10:1) solvan sistemi kullanild1.

Birlestirilen fraksiyonlardan FDs7.3g (6.9) fraksiyonunun yogunlastirilmasi sirasinda

coken bilesik (169,4 mg) siiziilerek ayrildi, kurutuldu.

2.2.3. lizole Edilen Bilesigin Yap1 Tayini

2.2.3.1. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

BAYF ile izolasyon g¢aligmalar1 sonucunda izole edilen bilesigin yapisinin tayin
edilmesi amac1 ile "H-NMR ve "C-NMR analizleri Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda Varian Mercury 400, 400 MHz Digital FT-NMR
Spektrometre cihazi kullanilarak 22°C sicaklikta gergeklestirildi. Analizde ¢6ziici
olarak CDs;OD (Détérometanol) kullanildi.

2.2.3.2. Infrared (IR) Spektroskopisi

IR analizleri Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Laboratuvarinda FT&IR

cthazi kullanilarak gerceklestirildi.

Kullanilan cihaz: Thermo Scientific-Nicolet IS10
Sayim: 128
Resoliisyon: 4x10”
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2.2.4. Biyolojik Aktivite Calismalar

2.24.1. In-vivo Cahsmalarda Kullanillan Deney Hayvanlar,, Test

Numunelerinin Hazirlanmasi ve Referans Maddeler

2.2.4.1.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde 160-180 g agirhiginda erkek Sprague&Dawley sicanlar ve 25-30 g
agrrhiginda erkek Swiss Albino fareler kullanildi. Hayvanlar ortama adapte
olabilmeleri i¢cin deneye baslamadan 6nce laboratuvar sartlarinda ii¢ giin bekletildi.
Bu bekleme siiresince standart pellet yem ve su ile beslenerek 12 saat aydinlik 12

saat karanlik uygulamasi yapilan laboratuvarda oda sicakliginda barindirildilar.

Deneylerde her grupta alt1 hayvan kullanild:.

2.2.4.1.2. Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Yara iyi edici deneylerde kullanilacak merhemlerin hazirlanmasi i¢in Madecassol”
Pomat’ 1n bazi olan glikol stearat: 1,2 propilen glikol: siv1 parafin (3:6:1) karisimi

kullanildi. Merhemler % 1 oraninda ekstre igerecek sekilde hazirlandi.

Antienflamatuvar aktivite deney modelinde, test numuneleri % 0,5’lik sodyum
karboksimetil seliilloz (CMC) c¢o6zeltisi igerisinde, gerekli durumlarda ultrasonik
banyo yardimiyla siispande edildi ve deney hayvanlaria 6zel mide gavaj1 vasitasiyla
oral yolla uygulandi. Kontrol grubu hayvanlarina ise sadece test numunelerinin

hazirlanmasinda kullanilan % 0,5°lik CMC verildi.
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2.2.4.1.3. Referans Maddeler

Yara iyilestirici aktivite deneylerinde sonuglarin karsilagtirilmas: amaciyla, standart
yara iyilestirici madde olarak; referans madde grubundaki her deney hayvaninin

yaras1 iizerine haricen 500’er mg Madecassol® pomat uygulandu.

Antienflamatuvar etkinin degerlendirilmesinde referans madde olarak % 0,5’lik

CMC i¢inde hazirlanmis 10 mg/kg indometasin kullanildi.

2.2.4.2. Yara lyilestirici Aktivite Tayini

Yara iyilestirici aktivitenin arastirilmasi amaciyla gerceklestirilen in-vivo deneyler
icin fare ve siganlarda linear insizyon, dairesel eksizyon yontemleri uygulandi ve

L (-) Hidroksiprolin tayini yapildi.

2.2.4.2.1. In vivo deneyler

2.2.4.2.1.1. Cizgisel insizyon Yara Modeli

Cizgisel insizyon yara modelinde deney siiresince uygulanan merhemlerin kolajen
yapimi ve yara gerilimini arttirici etkisi Lodhi ve ark. ile Suguna ve ark.’nin yontemi

kullanilarak degerlendirildi (Lodhi ve ark., 2006; Suguna ve ark., 2002).

Sicanlara zayif eter anestezisi altinda intraperitonal yolla 0,15 cc Ketasol enjeksiyonu
uygulanarak genel anestezi yapildi. Sirt kisimlarinin orta hattindan 2 cm uzaklikta
bistiiri ile iki adet 5 cm’lik ¢izgisel insizyon yarasi olusturulup cerrahi ipek iplikle
esit araliklarla 3 adet dikis atildi. 9 glin boyunca giinde bir defa 500°er mg % 1
ekstre/fraksiyon/madde i¢eren merhem formiilasyonlar1 yaralara haricen uygulandi.
9. giin sonunda dikisler alind1, 10. giin hayvanlar eter anestezisi ile 6ldiiriildii ve yara

olusturulan bdlgeler yara kenarlarinin 2’ ser cm uzagindan cerrahi makasla kesildi.
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Yaralardan biri histopatolojik incelemeler icin ayrildiktan sonra diger yaranin

tensiometre ile gerilim kuvveti 6l¢iildii (Siintar ve ark., 2011 a).

2.2.4.2.1.2. Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Dairesel eksizyon yara modelinde gilin asir1 dlgiilen yara alanlarindaki kii¢iilmenin
tespiti icin Sadaf ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen yontem bazi degisiklikler

yapilarak farelerde uygulandi (Sadaf ve ark., 2006).

Deney icin farelere zayif eter anestezisi altinda intraperitonal yolla 0,01 cc Ketasol
enjeksiyonu ile genel anestezi yapilip biopsi punch ile 5 mm c¢apinda dairesel
eksizyon yarast olusturulduktan sonra 12 giin boyunca 500°er mg % 1
ekstre/fraksiyon/madde iceren merhem formiilasyonlar1 yaralara haricen uygulandi.
Yara alanlarinin resimleri her giin dijital fotograf makinesi ile ¢ekildi ve AutoCAD
programi kullanilarak yara alanlarindaki kiigiilme hesapland: (Kiipeli Akkol ve ark.,

2011).

2.2.4.2.2. L (-) Hidroksiprolin Tayini

Ekstraseliiler matriks, metalloproteinlerinden kolajen hiicrelere destekleyici bir
iskelet olusturan, proteoglikan yapida, yara iyilesmesinde rol oynayan ana yapisal bir
proteindir. Dokulardaki kolajen miktari, kolajenin yapisinda bulunan hidroksiprolinin
Olgtimii ile belirlenir. Hidroksiprolin miktarinin fazla olmasi1 dokuda kolajenin fazla
oldugunu gosterir (Rasik ve ark., 1999). Bu amagla Woessner tarafindan gelistirilen
L (-) Hidroksiprolin tayini yontemi cesitli modifikasyonlar yapilarak caligildi
(Woessner, 1961; Degim ve ark., 2002).

Hidroksiprolin standartinin 6l¢iimii i¢in 5 mg hidroksiprolin 50 ml 0,001 N HCI’de
coziilerek hazirlanan stok ¢ozeltisinden bir seri diliisyon ¢ozeltisi (0,5 pg/ml; 1

pg/ml; 1,5 pg/ml; 2 pg/ml ve 2,5 pg/ml) hazirlanip her ¢ozeltiden 2 ml tiiplere alindi.
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Diger taraftan 6l¢ctimii yapilacak dokular tartilip agz1 kapakl pyrex tiiplere konuldu
ve lizerine 5 ml 6 N HCI ilave edilerek 130°C’de 3 saat hidroliz edildi. Indikator
olarak birka¢ damla % 0,02’lik metil kirmizis1 ilave edildikten sonra ¢6zeltinin rengi

sartya donene ve pH 6-7 arasinda olana kadar 2,5 N NaOH eklendi.

Hem standart hem de test ¢izeltilerinden 2 ml alinip {izerine 1ml taze hazirlanmis
Kloramin T eklendikten sonra ¢ozeltiler 20 dk oda 1sisinda bekletildi. Bu siire
sonunda 1 ml perklorik asit ve 1 ml taze hazirlanmis 0,2 g/ml p-
dimetilaminobenzaldehit ¢o6zeltisi eklenip tabakalanma kayboluncaya kadar
calkalandi. 60°C’lik su banyosunda 20 dk bekletilip, 5 dk musluk suyunda
sogutulduktan sonra c¢ozeltilerin absorbansi 557 nm’de Olciildi (Degim ve ark.,

2002).

2.2.4.2.3. Histopatolojik incelemeler

Deneysel asamanin sonunda histopatolojik incelemeler i¢cin uygun biiyiikliikteki deri
biyopsileri % 10’luk tamponlu formaldehitte tespit edildi. Rutin doku takibine alinan
dokular dehidrasyon ve seffaflastirma asamalarindan sonra parafinde bloklandi.
Parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda alinan kesitler lama transfer edilerek
hematoksilen-eozin (HE) ve Van Gieson (VG) boyalari ile boyandi. Isik mikroskobu
(Nikon Eclipse Ci bagli Kameram® Dijital Image Analiz Sistemi) ile incelenip
morfometrik ve kolorometrik olarak analiz edilen dokularda epidermal ve dermal re-
modelleme hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olmak iizere derecelendirildi.
Epidermis re-epitelizasyon veya iilser; dermis ise fibroblast proliferasyonu,
mononiiklear ve/veya polimorfoniiklear hiicreler, neovaskiilarizasyon ve kolajen
birikimi yoniinden incelendikten sonra epidermal ve/veya dermal re-modelleme
derecelendirildi. Van Gieson boyanmis kesitlerde kolajen birikimi gozlendi. Tiim bu
incelemelerin ardindan yara iyilismesi ile ilgili bulgular birlestirilerek iyilesme
asamalar1 yangisal evre, proliferasyon evresi ve re-modelleme evresi yoniinden

evrelendirildi (Kiipeli Akkol ve ark., 2011).
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2.2.4.2.4. In vitro deneyler

Ekstraseliiler matriks kolajen, elastin ve fibronektin gibi proteoglikan yapida matriks
metallo proteinlerinden olusur. Ozellikle kolajen, hiicrelere destekleyici bir iskelet
olusturan ana yapisal bir proteindir. Elastin, doku i¢in gerekli esnekligi, hiyoluronik
asit ise suyun tutulmasina neden olarak yapilarin devamliligini saglar. Hiyoluronidaz,
kolajenaz ve elastaz, ekstraseliller matriks proteinlerinin enzimatik yikimma neden
olan metallo proteaz enzimlerdir. Normal fizyolojik kosullarda bu endojen
inhibitorler dokularmm saglikli  yapisin1  korurlar. Ancak dengenin metallo
proteazlardan yana bozulmasi bag doku makromolekiillerinin kontrolsiizce yikimina,
dolayisiyla yara iyilesmesinde gecikmeye ve sonucta akcigerler ile kardiyovaskiiler
sistemde rahatsizliklara neden olmaktadir. Bu enzimler, TGF-B, PDGF, fibronektin,
a-1 antiproteaz ve o-2 makroglobin’in yikimma da neden olarak kronik yaralarin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar (Menke ve ark., 2007; Sahasrabudhe ve

Deodhar 2010).

Yapilan calismalarda iyilesmeyen kronik yaralardaki metalloproteazlarin miktarinin
fazla oldugu tespit edilmistir. Bu enzimlerin minimal seviyede tutulmasmin diizgiin

yara iyilesmesi i¢in gerekli olabilecegi diistiniilmektedir (Edwards ve ark., 2004).

Bu nedenlerle yara iyilestirici aktivitenin tayini amaci ile gergeklestirilen in-vitro
deneylerde hiyoluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzim inhibisyonunun 6l¢iilmesine

yonelik ¢aligmalar yapilmistir.

2.2.4.2.4.1. Hiyoluronidaz Enzim Inhibisyonunun Olgiilmesi

Calismamizda anti-hiyoluronidaz aktivitenin belirlenmesi amaciyla Lee ve Choi
(1999) ve Sahasrabudhe ve Deodhar (2010) tarafindan gelistirilen sodyum
hyaluronattan salman N-asetilglukozamin miktarinin belirlenmesi ile Olgiilmesine

dayali yontem uygulanda.
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50 pl sigir hiyoluronidazi (7900 {inite/ml) 0,1M asetat tamponunda ¢oziildiikten
sonra (pH 3,6), degisik konsantrasyonlarda % 5 DMSO i¢inde ¢oziinmiis 50 pl ekstre
cozeltisi ile katistirildi. Kontrol grubu i¢in 50 pl % 5 DMSO kullanildi. 37°C’ de 20
dakika inkiibasyonun ardindan karisima 50 pl kalsiyum kloriir (12,5 mM) ilave edilip
tekrar 37°C° de 20 dakika inkiibasyona birakildi. 250 pl sodyum hyaluronat (1,2
mg/ml) eklenip, 37°C’ de 40 dakika inkiibe edildikten sonra karisima 50 pl 0,4 M
NaOH ve 100 ul 0,2 M sodyum borat ilave edilip 3 dk kaynayan su banyosunda
bekletildi. Soguduktan sonra 1,5 ml p-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi eklenip
37°C’ de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Cozeltinin absorbansi spektrofotometre
kullanilarak 585 nm’de 6l¢iildii.

100 pg/ml konsantrasyonda tannik asit referans madde olarak kullanild:.

2.2.4.2.4.2. Kolajenaz Enzim Inhibisyonunun Olgiilmesi

Clostridium histolyticum kolajenaz enzimi (ChC) 0.8 {inite/ml olacak sekilde 50 mM
trisin tamponu (10 mM CaCl, ve 400 mM NaCl ile) i¢cinde ¢oziildii. Substrat N-[3-
(2-furil) akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) aymi tampon i¢inde 2 mM olacak
sekilde hazirlandi. 25 pL tampon, 25 pL ekstre ve 25 pL enzim her kuyucuga
eklenip 15 dakika inkiibasyona birakildi. 50 pL substrat eklenip absorbans 340

nm’de Ol¢iildii. Her bir 6rnek i¢in iki tekrar yapildi.

100 pg/ml konsantrasyonda epigallokatesin gallat referans madde olarak kullanildi

(Barrantes ve Guinea, 2003).

2.2.4.2.4.3. Elastaz Enzim Inhibisyonunun Olciilmesi

Ekstre ve insan notrofil elastaz enzimi (HNE) (17 mU/ml) 0,IM Tris-HCI tamponu
(pH 7,5) ile 25°C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. Karigima HNE nin substrati N-
(metoksisukkinil)-Ala-Ala-Pro-Val 4-nitroanilid (MAAPVN) eklenip 37°C’de 1 saat
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inkiibe edildikten sonra karisima 1 mg/ml soya tripsin inhibitérii eklendi. p-
nitroanilin olusumuna bagl olarak 405 nm’de absorbsiyon 6l¢iildii (Melzig ve ark.,

2001).

2.2.4.3. Antienflamatuvar Aktivite Tayini

Antienflamatuvar etkinin tespiti amaciyla farelerde akut yontemlerden karragen-
nedenli arka ayak 6demi testi, kapiller permeabilitenin artisina dayanan inhibisyon
yontemi (Whittle yontemi) ve TPA (12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat)-nedenli

kulak 6demi testleri uygulandu.

2.2.4.3.1. Karragen-nedenli Arka Ayak Odemi Testi

Karagenin 6demi, antienflamatuvar aktivite arastirmalarinda yaygimn olarak kullanilan
in vivo deney modellerinden biridir. Ilk olarak Winter ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilen yontemde, bobrekiistli bezi ¢ikarilmig (adrenolektomize) ve ¢ikarilmamais
disi ve erkek sicanlarda, karagenin ile olusturulan penge 6demi lizerinde indometasin

ve kortikosteronun antienflamatuvar etkileri incelenmistir.

Deney sonucunda indometasinin bobrekiistii bezi ¢ikarilmig ve c¢ikarimamais
sicanlarda esit antienflamatuvar etki gosterdigi ve dolayisiyla antienflamatuvar
etkisinin plazma kortikosteron derigimi ile iliskili olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alisma
ile nonsteroidal antienflamatuvar bilesiklerin etkilerini endojen steroidlerden

bagimsiz olarak gosterdikleri ortaya konulmustur (Winter ve ark., 1968).
Calismamizda Kasahara ve arkadaslar1 (1985) tarafindan farelerde uygulanmak tizere
gelistirilen yontem, bazi1 degisiklikler yapilarak uygulanmistir (Yesilada ve Kiipeli,

2007).

Farelere test numuneleri ve referans olarak kullanilan indometasin (10mg/kg) oral
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yolla uygulandiktan 1 saat sonra, 6dem olusturmak amaciyla, hayvanlarin sag arka
ayaklarinm subplantar dokularmma 25 pl karagenin siispansiyonu (Carrageenan,
Sigma Co., No:C-1013) (50 mg’1 2,5 mL serum fizyolojik igerisinde siispande
edilmis) enjekte edildi. Hayvanlarin sol arka ayaklarmin subplantar dokusuna ise
kontrol amaciyla 25 ul serum fizyolojik soliisyonu enjekte edildi. Odem
olusumundan itibaren 90 dakika ara ile her iki ayak kalinliklar1 mikrometrik kompas
(Ozaki Co, Tokyo, Japonya) yardimiyla Olciilerek aralarindaki sisme farki 6dem
miktarlar1 olarak kaydedildi. Test numuneleri ve kontrol grubu hayvanlar ile elde

edilen sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

2.2.4.3.2. Asetik Asit-nedenli Kapiller Permeabilite Artisinin Inhibisyonu
(Whittle Yontemi)

Asetik asit, kapiller damarlarin proteinlere olan permeabilitesinin artisina neden
olarak plazmanin kapilerlerden viicut bosluklarina eksudasyonuna yol acar. Bu
durumda antienflamatuvar amacla kullanilan test numunesinin eksudasyonu inhibe

etmesi istenen bir durumdur.

Whittle’in deney hayvanlarinda uygulanmak tizere gelistirdigi modelde, asetik asit
ile olusturulan eksudasyonun tespit edilmesi amaciyla proteine baglanma yetenegine
sahip Pontamine Sky Blue veya Evans Blue gibi boyar maddelerden
yararlanilmaktadir. Toplanan abdominal eksudadan ekstre edilen boyar maddenin
renk yogunlugu spektrofotometrik yontemle Olgiilerek test numunesinin sagladigi

inhibisyon antienflamatuvar aktivite olarak degerlendirilmektedir (Kiipeli, 2000).

Yara iyilesmesinde akut iltihabin seyri ve bu siirecin kontrollii bir sekilde devam
ettiginin gdzlenebilmesi amaciyla ¢alisma materyallerinin yara iyilestirici etkilerinin
yaninda asetik asit-nedenli kapiller permeabilite artisinin inhibisyonu (Whittle

metodu) deneyi de yapilmistir.

Farelere test numuneleri ve referans olarak kullanilan indometasin uygulandiktan 30



105

dakika sonra her farenin marjinal kuyruk venasina % 4’liikk Evans Blue ¢ozeltisinden
0,1 ml enjekte edildi. 10 dakika sonra % 0,5’lik asetik asit ¢dzeltisinden 0,4 ml
intraperitonal yolla uygulandi. Hayvanlar 20 dakika sonra servikal dislokasyonla
oldiiriildiikten sonra periton agildi ve igerigi, distile su ile yikanarak i¢inde 0,1 N
NaOH bulunan 10 ml’lik balon jojelere aktarilip distile su ile 10 ml’ ye tamamlanda.
Boyanin absorbansi 590 nm’de Beckman Due Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii.
Boyar madde olarak kullanilan Evans Blue’nun degisik konsantrasyonlarda (2,5
pug/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 ug/ml) bir seri ¢ozeltisi hazirlandi
ve Lambert-Beer kanunu esasi1 ile 590 nm’de absorbanslar1 6l¢iiliip bir kalibrasyon

egrisi olusturuldu.

Eksudadan ekstre edilen boyar maddenin absorbansi Olgiildii ve asagidaki formiil

kullanilarak iltihaplanmanin inhibisyonu hesaplandi:

(Aa—Ayp)
% Inhibisyon = x 100
Aa

A, : Kontrol grubundaki boyar maddenin absorbansi

Ay : Test numunesi uygulanan guruptaki boyar maddenin absorbansi

2.2.4.3.3. TPA (12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat)-nedenli Kulak Odemi Testi

TPA, protein kinaz C’yi aktive etme yetenegine sahiptir. Protein kinaz C’nin
aktivasyonu ile platelet aktivasyon faktorii (PAF) ve arasidonik asitin (AA)
salmimina neden olan bir grup zincir enzimatik reaksiyon baslar. Sonu¢ olarak damar
gecirgenligi, vazodilatasyon, polimorfoniiklear 16kosit migrasyon, histamin ve
serotonin salimi stimiile olarak enflamasyon olusumuna neden olur (Patel ve ark.,

2012).

Calismamizda TPA uygulanan ve uygulanmayan farelerin iki kulak arasindaki agirlik

farkindan hareketle % inhibisyon degeri hesaplanmaistir.
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2,5ug TPA 20ul % 70’lik etanol igerisinde ¢oziildiikten sonra farenin sag kulaginin
i¢ ve dis tarafina otomatik pipet ile 10ul damlatildi. Sol kulaga ise sadece TPA’y1
cozdiigimiiz % 70’lik etanol ayni sekilde damlatildi. TPA damlatildiktan hemen
sonra sag kulaga % 70’lik etanol igerisinde ¢Ozlilmiis olan test maddesi 1 mg/kulak
ve referans madde olarak indometasin 0,5 mg/kulak dozda uygulandi. Uygulamadan
4 saat sonra hayvanlar eter anestezisi altinda oldiiriildii, her iki kulak kalinligi
mikrometrik kumpas (Ozaki Co, Tokyo, Japonya) yardimiyla dl¢iilerek aralarindaki
sisme farki 6dem miktar1 olarak kaydedildi. Hemen sonra kulaklar bir mantar
delecegi ile 5 mm’lik ¢apta kesilip hassas terazide tartildi. Her iki kulak arasindaki

agirlik farkindan hareketle % inhibisyon degeri hesaplandu.

Sonuglar iki sekilde degerlendirildi:
1. Her iki kulak arasindaki sisme farki

2. Her iki kulak arasindaki 6demin agirlik cinsinden farki

2.2.4.4. Antioksidan Etki Calismalar

Yara iyilesmesinde antioksidan etkinin onemi oldukga biiyiiktiir. Antioksidan etki
saglayan bilesikler lipit peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre hasarini dnlemekte ve
kolajen fibrillerin dayanikliligini arttirmaktadir. Test edilen bitkilerin antioksidan
etki bakimindan degerlendirilmesi yara iyilestirici etkileri hakkinda bilgi vermesi

acisindan 6nemlidir (Getie ve ark, 2002; Shetty ve ark., 2008).

Bu amagla ¢alismamizda antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi i¢in DPPH ve
ABTS" iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayini, indirgenme giiciiniin
belirlenmesi ve spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz

bozulmasina dayanan yontemler kullanilmistir.
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2.2.44.1.  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Uzerinden Serbest Radikal
Siipiiriicii Etki Tayini

DPPH radikali menekse renkli bir bilesik olup bir antioksidan ile muamele
edildiginde indirgenir ve menekse renk kaybolur. Bir antioksidan tarafindan proton
transferi reaksiyonu ile 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Bu siire¢ bir
spektrofotometre ile goriiniir alanda absorbans sabitlenene kadar takip edilir

(Albayrak ve ark., 2010).

Test numuneleri metanolde ¢oziildiikten sonra 80 pug/ml konsantrasyonda metanolde
hazirlanmis olan DPPH ¢d6zeltisi ile karistirildi. 30 dakika inkiibasyonun ardindan
DPPH ¢oézeltisinin rengi, 517 nm’de spektrofotometre kullanilarak 6lctildii

(Pattanayak ve ark., 2012).

2.2.4.4.2. 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS"*) Radikalini
Siipiiriicii Etki Tayini

Troloks Esiti Antioksidan Kapasite Yontemi (TEAC) ilk kez Miller ve arkadaslar1
tarafindan gelistirilmis, daha sonra Re ve arkadaslar1 tarafindan degistirilmis olup
esasy, 660, 734 ve 820 nm’de maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu
absorpsiyon spektrumu gosteren ABST radikal katyonun (ABTS™) absorbansinin
antioksidan tarafindan inhibisyonuna dayanmaktadir. ABTS® nin potasyum persiilfat
ile oksidasyonu sonucu olusan ABTS™ absorbsiyon verirken, ABTS” renksizdir

(Albayrak ve ark., 2010).

ABTS™ radikali (7 mM) ABTS’in sulu ¢ozeltisi ile K;S:0s (2,45 mM, son
konsantrasyon)’nun karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle olusturuldu ve absorbansi
oda sicakliginda 734 nm de 0,700 (£0,030) olacak sekilde ayarlandi. Bu sekilde
hazirlanan radikal ¢ozeltisi (1,485uL) ile ekstre ¢ozeltileri (15uL) karistirildi ve 734

nm de 1 dakikalik araliklarla 15 dakika siiresince reaksiyon kinetigi 6l¢iildii.
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Konsantrasyona karsilik olgiilen inhibisyon ylizdeleri Troloks’a esdeger olarak

(TEAC) hesapland1 (Pattanayak ve ark., 2012).

2.2.4.4.3. Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

I mL ekstre ¢ozeltisi 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH 6,6) ve 2,5 mL % 1 lik
potasyum hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi ile karistirilip, 50°C de 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 2,5 mL % 10 luk trikloro asetik asit (TCA) ¢ozeltisi ilave edildi ve
karisim 10 dakika siireyle santrifiijlendi. Son olarak, 2,5 mL iist kisim, 2,5 mL su ve
0,5 mL % 0,1 lik FeCl; ilave edilip karistirilarak 700 nm de absorbanslar1 okundu.
Ekstrelerin indirgeme giicleri askorbik asite esdeger olarak (AscAE) mmol askorbik

asit/g ornek olarak verildi (Singhal ve ark., 2011).

Tiim analizler iki tekrar yapilarak ortalama degerler olarak verildi.

2.2.4.4.4. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-deoksiriboz

Bozulmasi

Reaksiyon karisimi 100 pL ekstre ¢ozeltisi, 500 uL 5,6 mM 2-deoksiriboz (50 mM
KH;P0O4-NaOH tamponu, pH 7,4 icerisinde), 200 pL dnceden karistirilmis 100 pL
FeCl; ve 104 mM EDTA (1:1, h/h) ¢ozeltisi, 100 uL 1,0 mM H,O, ve 100 uL 1,0

mM sulu askorbik asit ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Karisim vorteksle karistirilip 50°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 1 mL %
2,8 trikloroasetik asit ile 1 mL % 1,0 tiyobarbitiirik asit eklendi ve karisim tekrar
50°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Olusan oksidasyon 532 nm’ de 6l¢iildii.

Inhibisyon yiizdesi kontroliin absorbansi (Ay) ve drnek absorbansi (Ag) kullanilarak
asagidaki esitlige gore hesaplandi ve mannitole esdeger (mmolmannitol/Esmek) Olarak

verildi (Pattanayak ve ark., 2012).
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Sonuglar iki paralel deneyin ortalamasi olarak verilmistir.

[(Ax — As) / Ay] x 100

2.2.4.5. Aktivite Cahismalarinda Kullanilan Cihazlar

Fotograf makinesi  : Fuji S20 Pro

Trras makinesi : Oster Golden A5

Tensiometre . Zwick/Roell Z0.5, Germany

Is1k mikroskobu : Olympus CX41 bagli Kameram® Dijital Image Analiz
Sistemi

Spektrofotometre : Beckman Due Spektrofotometre

2.2.4.6. Deneyin Sonuclarmin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Deney sonuglar1 degerlendirilirken tek yonlii “ANOVA” testini igeren “Instat”
(Windows) istatistik programi ve aktif c¢ikan ekstre ve fraksiyonlarda ayrica

Students-Newman-Keuls posthoc testi kullanildi.

Kontrol ve referans grubu ile karsilastirilan deney sonuglarindaki istatistiksel

belirginlik agagidaki sekillerle ifade edildi:

* 1 p<0,05 ** :p<0,01; ***:p<0,001
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2.2.5. HPLC Analizi ile Sikimik Asit Miktar Tayini

Sikimik asitin HPLC yOntemi ile kalitatif ve kantitatif tayin edilmesine yonelik
yapilan literatiir arastirmasinda analiz i¢cin NH; ve C;g olmak iizere iki cesit kolon
kullanildig: belirlendiginden en 1yi sonucun elde edilmesi amaci ile her iki kolonla da
on caligmalar gerceklestirildi ve miktar tayini i¢in C;g kolon kullanilmasma karar

verildi.

2.2.5.1. HPLC Analiz Kosullan

Cihaz : Agilent Technologies 1200 Series
Kolon : ACE 5 p, Ci3 (150 mm x 4,6 mm)
Enjeksiyon Hacmi : 10 ul

Akis Hiz1 : 0,5 ml/dk

Dedektor : G1215D DAD dedektor

Taranan Dalga Boylar1 : 210 nm
Mobil Faz : % 2 o-fosforik asit (% 85)
Analiz siiresi :20 dk

2.2.5.2. Kullamlan Coéziiciiler

o-fosforik asit (% 85): Merck

Bidistile su

2.2.5.3. Analiz Numunelerinin Hazirlanmasi

Alnus  taksonlarindan 2.2.1.2.°de belirtildigi sekilde hazirlanan metanollii

ekstrelerden 2 mg civarinda tam tartim alindi, lizerlerine 1 mL metanol eklendi.

Hazirlanan ¢ozeltiler 0,45 pl’lik filtrelerden siiziildii.



Analiz numunelerinin hazirlanmasi siirecinde bitkisel toz materyalden baslayarak

alman tam tartim degerleri ile analiz numunelerinin konsantrasyonlar1 Cizelge

2.2.”de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Analiz numunesi hazirlanmasinda alinan tam tartim degerleri ve
analiz ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari

Toz MEOH’h ekstre HPLC analizi icin
BiTKi ADI Materyal (g hazirlanan ¢ozelti
® (mg/mL)
A. glutinosa subsp. glutinosa 30,3336 9,1781 (MB) 2,4
A. orientalis var. orientalis 30,1433 8,1118 (MA) 2,5
A. orientalis var. pubescens 30,1665 8,4270 (MG) 1,9

2.2.6. Miktar Tayini i¢in Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Analizi yapilacak olan sikimik asitin metanol i¢indeki 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2
mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,7 mg/ml, 0,8 mg/ml ve 1

mg/ml’lik konsantrasyondaki ¢6zeltileri hazirlandi.

Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in hazirlanan ¢ézeltilerin her biri 10 pL hacimde

3’er kere kolona enjekte edildi ve analiz sonucu pik altinda kalan alanlarin ortalamasi

konsantrasyona kars1 grafige gecirildi.
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2.2.7. Analitik Yontem Validasyonu

2.2.7.1. Dogrusalhk

Konsantrasyona karsi analit cevabinin dogru orantili olarak artmasi ve cizilen
grafikte cevap noktalarmin diiz bir ¢izgi lizerinde yer almasidir. Korelasyon(r)
ve/veya determinasyon (tammlayicilik) (1) katsayist dogrusalligi  veren
parametrelerdir. Dogrusalligin saglanmasi icin “r” ve “r* degerlerinin miimkiin
oldugunca 1’e yakin olmasi (0,999) ve analitin cevap degerlerinin ¢izilen dogru

iizerinde yer almas1 gerekmektedir.

y=mx+n

Y= Alan [ hesaplanan |

X = Konsantrasyon [ mg / mL]

m = Regresyon dogrusunun egimi

n = Dogrunun Y-eksenini kestigi nokta

1> = Korelasyon katsayist

Kabul Kriterleri; * > 0,995, dogrunun y-eksenini kestigi nokta dogrunun egim

degerinin + % 2.0 araliginda olmaldir.

2.2.7.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin 6lctistidiir. Bir
numuneye ayni yontem birden fazla sayida uygulandigi zaman analit i¢in bulunan
sonuglarin birbirine yakmhigmin 6lgiisiidiir. Sonuglar % BSS (Bagil Standart
Sapma) olarak ifade edilir. Deney sonucglarmin % BSS s1 teorik degerlerin %

5’inden daha fazla sapma gdstermemelidir.
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2.2.7.2.1. Tayin Edilebilir En Diisiik Limit (Teshis Siniri-TS) (Limit of
Detection- LOD)

Analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt
konsantrasyondur. Yapilan deneylerden elde edilen verilerin Sinyal/Gtiriiltii oran1 3

olarak alinir.

Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in kullanilan konsantrasyonlardan en diisiigii olan
0,0027 mg/ml konsantrasyondaki sikimik asit kromatograminda bulunan giiriiltii

sinyalinin 3 kat1 alinarak hesapland:.

2.2.7.2.2. Hesaplanabilir En Diisiik Limit (Tayin Alt Simiri-TAS) (Limit of
Quantitation- LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru miktarmin tayin
edilebilecegi, dogrusallik sinirlar1 icerisinde olmayan fakat kalibrasyon egrisinin en
alt konsantrasyonunu olusturan veya onun da altinda olabilen konsantrasyon
diizeyidir. Yapilan deneylerden elde edilen verilerin Sinyal/Giiriiltii oram1 9 olarak

alinir.

Tayin edilebilir en diisiik limitin 3 kat1 alinarak hesaplanda.

Kabul Kriterleri;

Analiz sonuglar1 aralarindaki bagil standart sapma (BSS) maksimum % 5 olmalidir.
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3. BULGULAR

3.1. lzole Edilen Bilesigin Yap1 Tayinine Iliskin Bulgular

3.1.1. NMR Spektrumu Sonuglari

Izole edilen bilesigin BC-NMR ve 'H-NMR spektrumlarma ait veriler Cizelge

3.1°de, spektrumlar ise Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.”de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. izole Edilen Bilesigin "C-NMR (100 MHz, CD;0D)
ve 'H-NMR (400 MHz, CD;0D) Spektrumuna Ait Veriler

BC-NMR "H-NMR
1 168,85
2 129,55
3 137,66 6,79 dd (4/8)
4 71,54 4,361 (3,6)
5 67,25 3,67 dd (4,2/7,4)
6 66,15 3,98 dd (5,2/12,4)
2,7 dd (mm) (8,4/8,0
/ 30,46 2,18 dd((mm))((s,8/8,4))

0.l OH
7
3 T
v 5
HO™4 OH
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Sekil 3.1. Izole Edilen Bilesige Ait 'H-NMR Spektrumu (CD;0D, 400 MHz)
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Sekil 3.2. izole Edilen Bilesige Ait ?C-NMR Spektrumu
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IR Spektrumu Sonuclar

Izole edilen bilesige ait IR spektrumu Sekil 3.3.’te yer almaktadir.
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Sekil 3.3. izole Edilen Bilesige Ait IR Spektrumu
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3.2. Biyolojik Aktivite Calismalarina iliskin Bulgular

3.2.1. Yara lyilestirici Aktivite Calismalarina iliskin Bulgular

Alnus glutinosa subsp. glutinosa, A. orientalis var. orientalis ve A. orientalis var.
pubescens bitkilerinin toz edilmis yapraklarindan hazirlanan metanolli (MB, MA,
MG) ve sulu (SB, SA, SG) ekstrelerin ve daha etkili oldugu saptanan Alnus glutinosa
subsp. glutinosa yapraklarinin metanollii ekstresinden (MB) elde edilen alt ekstre,
fraksiyonlar ile izole edilen bilesigin yara iyilestirici aktivite caligmalarina iliskin

bulgular Cizelge 3.2.-3.5. ile Sekil 3.4.-3.7.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.2. Ekstre ve fraksiyonlarm insizyon yara modeli iizerindeki etkileri

Materyal Yara gerilme kuvveti £ O.S.H. (% Yara gerilimi)
Baz Merhem 12,34 + 1,51 7,87
Negatif Kontrol 11,44+ 1,63 -
MB 17,62 + 0,35 42,79%*
MA 15,03 + 1,37 21,79
MG 16,68 + 0,42 35,17*
SB 12,82 +£1,57 3,89
SA 13,64 + 1,40 10,53
SG 12,20 + 1,48 -
Madecassol® 19,67 £ 0,62 59,40%**
Baz Merhem 10,23 £ 1,64 4,18
Negatif Kontrol 9,82+ 1,55 -
Hekzan 11,12 £1,49 8,69
Hekzan:EtOAc 13,06 + 1,57 27,66
EtOAc 13,47+ 0,56 31,67+
EtOAc:MeOH 13,94 + 0,64 36,27*
MeOH 11,16 £ 1,69 9,09
Madecassol® 15,58 £0,32 52,29%%%
Baz Merhem 13,22 £1,26 6,09
Negatif Kontrol 12,46 £ 1,12 -
Fr. 4-6 12,21 +1,14 -
Fr. 7-14 13,39 + 1,31 1,29
Fr. 15-26 14,05+ 1,19 6,28
Fr. 27-38 16,96 + 0,51 28,29
Fr. 39-76 16,34+ 1,79 23,60
Madecassol® 18,93 £0,25 43,19%%**
Baz Merhem 11,51+ 1,18 4,35
Negatif Kontrol 11,03 £ 1,21 -
Sikimik asit 14,31+ 1,01 24,33*
Madecassol® 17,02 £ 0,47 47,87%%*

*:p<0.05; **: p<0.01; *** : p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yiizde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Cizelge 3.2.°de de gorildigi gibi, Alnus glutinosa subsp. glutinosa yapraklarinin
metanollii ekstresinin (MB) % 42,79 oraninda yara gerilim kuvveti olusturarak,
anlaml derecede etkili bulundugu tespit edilmistir. Diger taraftan, sulu ekstrelerin
insizyon yara modelinde etkili olmadigi belirlenmistir. MB’den elde edilen
fraksiyonlardan EtOAc:MeOH fraksiyonu ile Fr. 27-38’in siras1 ile % 36,27 ve %
28,29 oraninda anlamli derecede etki gosterdikleri saptanmistir. Fr. 27-38 kodlu
kolon fraksiyonundan izole edilen sikimik asit, % 24,33 oraninda aktivite

gostermistir.
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Cizelge 3.3. Ekstre ve fraksiyonlarin eksizyon yara modeli iizerindeki etkileri

Yara alam (mm?) £ O.S.H. (% Kontraksiyon)

Materyal
0. giin 2. giin 4. giin 6. giin 8. giin 10. giin 12. giin
18,02+1,56 16,14+1,42 14,27+1,35 8,66+1,21 4,85+0,51 3,49:+0,68
Baz Merhem 19,40+2,07
(1,48) (1,41) (4,93) (5,46) (10,68) (10,97)
Negatif Kontrol 19,3442,23 18,2941,59 16,37+1,20 15,01+1,28 9,16+1,04 5,430,66 3,92+0,74
16,72+1,40 13,82+1,40 13,40+1,27 6,44+0,92 3,01+0,40 1,69+0,22
MB 19,5942,18
(7,21) (14,37) (6,09) (25,64) (37,94)* (51,58)**
16,82+1,47 15,2941,32 13,07+1,25 7,25+1,30 3,46+0,13 2,27+0,26
MA 19,5142,05
(6,66) (5,27) (8,41) (16,28) (28,66) (34,96)*
17,10£1,51 14,37+1,23 13,29+1,39 7,13£1,10 3,78+0,20 2,08+0,16
MG 19,6342,46
(5,11) (10,97) (6,87) (17,67) (22,06) (40,40)**
16,9141,59 16,02+1,26 15,27+1,72 8,31+1,13 4,10+0,37 2,68+0,51
SB 19,3442,11
(6,16) (0,74) - (4,04) (15,46) (23,21)
18,23+1,49 15,6141,37 14,62+1,16 8,1241,09 3,93+0,46 2,60+0,66
SA 19,49+2,20
- (3,28) - (6,24) (18,97) (25,50)
17,48+1,38 15,92+1,39 15,29+1,41 7,97£1,22 4,19+0,43 2,91+0,42
SG 19,80+2,32
(2,99) (1,36) - (7,97) (13,61) (16,62)
® 16,22+1,45 13,27+1,13 10,24+0,63 4,91+0,50 1,51+0,18 0,00+0,00
Madecassol ™ 19,574+2,04
(9,99) (17,78) (28,24) (43,30)** (68,87)** (100,00)%**
17,79+1,63 15,47+1,38 13,25+1,23 8,08+1,17 4,78+0,46 3,67+0,71
Baz Merhem 19,63+2,41
(3,73) (5,27) (6,76) (9,42) (6,27) (6,14)
Eegi‘rt‘fl 19,3042,12 18,48+1,57 16,33+1,61 14,2141,28 8,92+1,07 5,100,79 3,9140,62
ontro




122

17,82+1,44 15,29+1,24 12,10+1,36 7,18+1,02 4,58+0,35 3,11+0,56
Hekzan 19,38+2,04
- (1,16) (8,68) (11,14) (4,18) (15,26)
16,99+1,50 14,82+1,13 11,28+1,11 6,85+0,54 4,17+0,51 2,72+0,40
Hekzan:EtOAc 19,44+1,97
(4,49) (4,20) (14,86) (15,22) (12,76) (25,89)
17,24+1,66 14,05+1,04 12,27+1,41 7,22+0,96 3,24+0,24 2,04+0,36
EtOAc 19,27+1,90
(3,09) (9,18) (7,55) (10,64) (32,22)* (44,41)**
16,87+1,38 13,96+0,98 11,96+1,17 6,98+1,10 2,15+0,17 1,24+0,29
EtOAc:MeOH 19,42+1,93
(5,17) (9,76) (9,74) (13,61) (55,02)** (66,21)**
17,40+1,75 14,89+1,17 12,37+1,26 6,89+0,88 4,16+0,39 3,09+0,41
MeOH 19,2942,15
(2,19) (3,75) (6,64) (14,73) (12,97) (15,80)
16,84+1,20 13,56+1,26 9,49+0,61 4,89+0,63 1,62+0,26 0,00+0,00
Madecassol ® 19,49+1,99
(5,34) (12,35) (28,38) (39,48)* (66,11)** (100,00)***
17,38+1,76 16,02+1,27 11,82+1,13 6,16+0,79 4,55+0,82 3,59+0,40
Baz Merhem 19,33+£2,50
(2,41) (3,44) (8,23) (15,50) (10,61) (12,01)
Negatif Kontrol 19,44+2,06 17,81+1,54 16,59+1,32 12,88+1,16 7,29+1,21 5,09+0,79 4,08+0,63
17,71+1,63 15,99+1,14 12,27+1,05 7,01+£0,82 4,22+0,66 3,45+0,41
Fr. 4-6 19,51+2,13
- (0,19) - - (7,25) (3,89)
17,22+1,36 15,26+1,16 11,02+1,07 5,93+0,56 4,12+0,58 3,11+0,72
Fr. 7-14 19,41+£2,02
(0,92) (4,74) (6,77) (3,73) (9,45) (13,37)
17,40+1,48 16,11+1,01 11,39+1,25 7,02+1,03 5,48+0,83 3,17+0,39
Fr. 15-26 19,36+2,11
- - (3,64) - - (11,69)
16,15+1,19 13,04+0,91 8,20+0,73 3,87+0,37 2,77+0,24 2,02+0,16
Fr. 27-38 19,49+2,18
(7,08) (18,60) (30,63)* (37,18)** (39,12)** (43,73)**
Fr. 39-76 19,55+1,88 16,70+1,04 13,76+1,08 10,03+0,96 5,09+0,54 3,62+0,55 2,58+0,29




(3,91) (14,11) (15,14) (17,37) (20,44) (28,13)
® 16,12+1,34 12,04+1,08 7,28+0,79 2,18+0,52 0,96+0,10 0,00+0,00
Madecassol ™ 19,58+2,05
(7,25) (24,84) (38,41)* (64,61)** (78,90)*** (100,00)***
17,10+1,66 15,96+1,08 12,26+1,15 7,91+£0,79 5,08+0,62 3,76+0,55
Baz Merhem 19,85+2,72
(5,26) (4,89) (5,74) (7,05) (9,65) (6,47)
Negatif Kontrol 19,38+2,15 18,05+1,41 16,78+1,27 13,01+1,08 8,51+1,62 4,59+0,54 4,02+0,73
o 15,85+1,02 12,99+0,95 8,68+0,79 5,06+0,61 3,54+0,30 1,99+0,16
Sikimik asit 19,64+2,40
(7,31) (1,.61) (29,20)* (36,03)** (30,31)* 47,07)**
® 15,46+1,07 12,39+1,02 8,55+0,61 3,21+0,43 1,42+0,19 0,00+0,00
Madecassol ™ 19,31+£2,18
(9,59) (22,37) (30,26)* (59,42)** (72,05)*** (100,00)***

*:p<0.05; ** : p<0.01; *** : p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yiizde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Fraksiyon ve referans merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak

degerlendirildi

Dairesel eksizyon yara modeli sonuglari, Alnus glutinosa subsp. glutinosa yapraklariin metanollii ekstresi ile bu ekstrenin fraksiyonlar1
olan EtOAc:MeOH, Fr. 27-38 ve izole edilen sikimik asitin sirastyla % 51,58, % 66,24, % 43,73 ve % 47,07oranlarinda kontraksiyon saglayarak

yara iyilestirici etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 3.4. Ekstre ve fraksiyonlar ile tedavi edilen
dokularm hidroksiprolin diizeyi {izerindeki etkileri

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) + O.S.H.
Baz Merhem 6,43 + 1,50
Negatif Kontrol 5,17+1,71
MB 29,08 +1,07%*
MA 19,22 + 1,39
MG 21,62 +1,26*
SB 13,43+ 1,83
SA 15,31 +1,59
SG 9,71+ 1,88
Madecassol” 50,77 £ 1,05%**
Baz Merhem 8,35+ 1,61
Negatif Kontrol 8,13+1,72
Hekzan 10,52 +£1,88
Hekzan:EtOAc 13,21 £ 1,54
EtOAc 22,52 +1,89
EtOAc:MeOH 30,33 £ 0,99%*
MeOH 15.27 +1,39
Madecassol®™ 45.36 £ 0,73%**
Baz Merhem 9,33+ 1,95
Negatif Kontrol 7,26 1,99
Fr. 4-6 9,98 +£2,01
Fr. 7-14 12,20 + 1,90
Fr. 15-26 14,08 + 1,67
Fr. 27-38 26,91 £ 1,12%*
Fr. 39-76 19,42 +1,75
Madecassol” 48,35 £+ 0,92%**
Baz Merhem 6,54+ 1,82
Negatif Kontrol 6,01 1,89
Sikimik asit 25,12 +1,25%
Madecassol” 42,29 + 1,17%%*

*:p<0.05; ** : p<0,01; ***: p<0,001
0O.S.H.: Ortalama Standart Hata

glutinosa subsp. glutinosa yapraklarinin metanollii ekstresi, EtOAc:

Paralel sonuglar hidroksiprolin tayini deneyinde de elde edilmistir. Buna gore, Alnus

MeOH
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fraksiyonu, Fr. 27-38 ve sikimik asit ile tedavi edilen dokulardaki hidroksiprolin

miktarlar1 artis gdstermistir.



Cizelge 3.5. Ekstre ve fraksiyonlar ile tedavi edilen dokularin histopatoloji sonugclar1

126

s u re fp cd mnce pmn nv i p r
Baz Merhem 4+ 4+ - A/ A/ 4+ A/ A/ A/ 4+ -
Negatif Kontrol A/ A/ - 4+ A/ A/ A/ 4+ 4+ 4+ -
MB ++ ++ -/+ A/ A/ A/ ++ ++ A/ A/ -/+
MA ++ ++ -/+ A/ A/ A/ A/ A/ A/ A/ -/+
MG A/ ++ -/+ A/ A/ A/ ++ A/ A/ A/ -/+
SB 4+ A/+++ - A/+++ ++ A/+++ A/+++ A/+++ A/+++ 4+ -
SA 4+ A/ -/+ A/ A/ A/ A/ A/ A/ 4+ -/+
SG A/ A/ - 4+ A/ A/ A/ A/ A/ 4+ -
Madecassol” A/ ++ -/+ A/ A/ A/ ++ A/ A/ A/ -/+
Baz Merhem A/+++ A/+++ -/+ 4+ 4+ A/+++ A/+++ 4+ 4+ 4+ -/+
Negatif Kontrol A/ ++ - 4+ 4+ A/ A/ A/ A/ A/ -
Hekzan A/ A/ -/+ A/ A/ A/ A/ 4+ A/ A/ -/+
Hekzan:EtOAc /A +/++ -+ /A ++ ++ ++ ++ ++ ++ -/+
EtOAc +/++ + + ++ ++ ++ + ++ ++ ++ +
EtOAc:MeOH + + +/++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ +/++
MeOH 4+ A/ -/+ A/ A/ A/ ++ A/ A/ A/ -/+
Madecassol” + - +/+++ +/4++ + + -+ + + +/4+ A/
Baz Merhem 4+ ++ -+ -/ -/ -/ ++ 4/ 4/ 4+ -/+
Negatif Kontrol +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
Fr. 4-6 ++ +/4+ -+ -/ -/ -/ +/4+ 4/ 4/ -/ -/+
Fr. 7-14 ++ +/++ -/+ +++ +++ ++/+++ ++ /A /A /A -+
Fr. 15-26 ++ + +/4+ -/ -/ ++ +/4+ 4/ ++ -/ -/+
Fr. 27-38 + - ++ ++ ++ +/4+ - +/4+ + ++ ++
Fr. 39-76 +/4+ + ++ ++ ++ ++ + ++ +/4+ ++ ++
Madecassol”™ + - -/ ++ ++ +/4+ - ++ + ++ ++
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Baz Merhem /A /A -+ /A /A /A ++ A/ A/ 4+ -/+
Negatif Kontrol /A /A -+ +++ /A /A ++ A/ A/ 4+ -/+
Sikimik asit ++/+++ ++/+++ -+ ++ ++/+++ ++/+++ ++ ++/+++ ++/+++ +++ -/+
Madecassol” /A ++ -+ /A ++ +/++ +/++ ++ ++ A/ -/+

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak tizere derecelendirildi.

s: Yara kabugu, u: Ulser, re: Re-epitelizasyon, fp: Fibroblast proliferasyonu, cd: Kolajen depolanmasi, mn: Mononiikleer hiicreler, pmn: Polimorfoniikleer hiicreler,

nv: Neovaskiilerizasyon, i: Enflamasyon fazi, p: Proliferasyon fazi, r: Re-modeling fazi.
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1

Sekil 3.4. Mtanolh‘i (MB) ve sulu (SB ekstreler ile hazirlanan test numuneleri ile tedavi
edilen yara dokularmin histopatoloji sonuglari

Wit

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. MA, 4. MB, 5. MG, 6.SA, 7. SB, 8. SG 9. Madecassol;

A: Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis;

B: Van Gieson ile boyanmis dermis;

A kodlu resimlerin orijinal bilyiitmesi x 100 olup biiyiitme bar1 120 um.
B kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 400 olup biiyiitme bar1 40 um.

Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak sekildedir.

c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononiikleer hiicreler,
nv: Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfoniikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu,
u:Ulser
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Sekil 3.5. MB ekstresinin VLC ile kbaksiyonlaa51 sonucu eldéieekstrelee
hazirlanan test numuneleri ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. Hekzan, 4. Hekzan:EtOAc, 5. EtOAc, 6. EtOAc:MeOH, 7.
MeOH, 8. Madecassol;

A: Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis;

B: Van Gieson ile boyanmis dermis;

A kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 100 olup biiyiitme bar1 120 pm
B kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 400 olup biiyiitme bar1 40 um.

Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak sekildedir.
c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononiikleer hiicreler,

nv: Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfoniikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu,
u:Ulser
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Sekil 3.6. Etil asctat:Metanollii ekstreden elde edilen alt fraksiyonlar ile hazirlanan test
numuneleri ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. Fr. 4-6, 4. Fr. 7-14, 5. Fr. 15-26, 6. Fr. 27-38, 7. Fr. 39-76,
8. Madecassol;

A: Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis;

B: Van Gieson ile boyanmis dermis;

A kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 100 olup biiyiitme bar1 120 pm
B kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 400 olup biiyiitme bar1 40 um.

Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak sekildedir.
c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononiikleer hiicreler,

nv: Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfoniikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu,
u:Ulser
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Sekil 3.7. Sikimik asit ile hazirlanan test numuneleri ile tedavi edilen yara dokularnin
histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. Sikimik asit. 4. Madecassol®;

A: Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis;

B: Van Gieson ile boyanmis dermis;

A kodlu resimlerin orijinal bilyiitmesi x 100 olup biiyiitme bar1 120 pm
B kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 400 olup biiyiitme bar1 40 um.

Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak sekildedir.

c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononiikleer hiicreler,
nv: Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfoniikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu,
u:Ulser

Histopatolojik incelemelerde, inflamasyon, proliferasyon ve remodelleme fazlar1 goz
oniinde bulunduruldugunda MB, EtOAc:MeOH, Fr. 27-38 ve sikimik asit ile
hazirlanan merhemler ile tedavi edilen gruplarda iyilesmenin diizgiin seyrettigi
goriilmekte olup sonuglar ¢izgisel insizyon ve dairesel eksizyon yara modelinde elde

edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.
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3.2.2. Antienflamatuvar Aktivite Calismalarina iliskin Bulgular

Alnus glutinosa subsp. glutinosa, A. orientalis var. orientalis ve A. orientalis var.
pubescens bitkilerinin toz edilmis yapraklarindan hazirlanan metanollii (MB, MA,
MQ) ve sulu (SB, SA, SG) ekstrelerin ve daha etkili oldugu saptanan Alnus glutinosa
subsp. glutinosa yapraklarinin metanollii ekstresinden (MB) VLC yontemi ile elde
edilen ekstreler, EtOAc:MeOH ekstresinden elde edilen fraksiyonlar ile izole edilen
bilesigin antienflamatuvar aktivite ¢alismalarina iliskin bulgular Cizelge 3.6.-3.8.’de

sunulmustur.

Cizelge 3.6. Ekstre ve fraksiyonlarm Whittle yontemi iizerindeki etkileri

Evans blue konsantrasyonu (ug/ml) Inhibisyon

Materyal Doz (mg/kg) + OS.H. (%)
Kontrol 11,78 £ 0,46

100 10,69+ 0,61 9,25
MA

200 9,96 £ 0,79 15,45

100 9,75+£0,59 17,23
MB

200 8,22+0,13 30,22%*

100 10,40 + 0,85 11,71
MG

200 9,05+0,18 23,17%*
SA 100 11,46 + 0,76 2,72

200 10,92 + 0,81 7,30
SB 100 11,21 £0,72 4,83

200 11,00 + 0,66 6,62

100 11,91 +0,90 -
SG

200 11,15+ 0,74 5,35
Indometasin 10.0 6,23 +0,16 47,11%%*
Kontrol 13,31 +£0,69
Hekzan 100 13,72+ 0,88 -

200 13,02+ 0,79 2,18
Hekzan:EtOAc 100 12,60 + 1,02 5,33

200 11,28 +0,57 15,25
EtOAc 100 11,52 £ 0,66 13,45

200 9,43 £0,31 29,15%*
EtOAc:MeOH 100 10,89 + 0,54 18,18

200 8,99+ 0,22 32,46%*
MeOH 100 12,41 £0,46 6,76

200 11,78 + 0,49 11,49
Indometasin 10.0 6,97 +£0,20 47,63%**

12,29+ 0,73
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Kontrol

100 11,99+ 0,61 2,44
Fr. 4-6

200 11,85+ 0,96 3,58

100 13,03+ 1,10 -
Fr. 7-14

200 11,75+ 0,88 4,39

100 11,35+ 0,69 7,65
Fr. 15-26

200 10,87 £ 0,76 11,55

100 9,81 +0,62 20,18
Fr. 27-38

200 7,59 £ 0,35 38,24%*

100 10,68 + 0,81 13,10
Fr. 39-76

200 10,03 +£ 0,78 18,39
Indometasin 10.0 7,11+0,19 42,15%%*
Kontrol 13,35+0,82

100 10,59 + 0,23 20,67
Sikimik asit : ! :

200 9,72+ 0,31 27,19%*
Indometasin 10.0 7,98 £0,14 40,22%%*

*:p<0.05; **: p<0,01; *** : p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata

Asetik asit-nedenli kapiller permeabilitenin inhibisyonuna dayanan Whittle
Y 6ntemi’nde metanollii ve sulu ekstreler iginde en yiiksek inhibisyon etkiyi % 30,22
orami ile Alnus glutinosa subsp. glutinosa metanolli ekstresinin gosterdigi
goriilmektedir. Bu ekstreden hareketle elde edilen EtOAc:MeOH fraksiyonunun %
32,46, bu fraksiyonun alt fraksiyonu olan Fr.27-38’in % 38,24 ve Fr.27-38’den izole
edilen sikimik asit’in ise % 27,19 oranlarinda inhibisyon etkisi gosterdigi

belirlenmistir.
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Cizelge 3.7. Ekstre ve fraksiyonlarin farelerde karagen-nedenli arka ayak 6demi iizerindeki
etkileri

Materyal Doz Sisme kalinhg (x 10°mm)+0.S.H (% inhibisyon)
(mg/kg) 90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 445429 49.8+2.6 52,8433 59,043, 1
43,2433 47,5429 53.743.4 60,9+3,3
100
VA (2,9) (4,6) ) )
200 42,4432 45.842.8 52.942.6 57.143,0
4,7) (8,0) } 3.2)
100 403422 40.242.1 46.943.1 55.143.2
MB 9,4) (19,3) (11,2) (6,6)
200 35.742.5 35.341.9 40,5+2.8 522435
(19,8) (29,1)** (23 3)* (11,5)
100 43.142.6 50.342.8 50.6+2.7 58,6+3,3
MG 3.1) - 4.2) 0,7)
200 40,5432 47.543.5 47.142.3 53.943,1
(8,9) (4,6) (10,8) (8,6)
100 45,3433 48,142.9 51,5432 57.143 4
oA ; (3,4) (2,5) 3.2)
200 43.243.6 49.312.5 53,7433 56.943.7
(2,9) (1,0) } (3,6)
100 45.942.9 50.143,2 55.043,1 60.5+3.8
SB 200 46.142.7 49.142.9 51.543.8 56.243.6
) (1,4) (2,5) 4,7)
100 49.5+3,0 48,242.5 50,7432 53.142.5
G ] (3.2) (3,9) (10,0)
200 422435 450423 49,3435 58,143, 1
(5.2) (9,6) (6,6) (1,5)
Indometasin 0 28.942.1 33,042, 36,542,0 35.541.8
(35,1)** 33,7)** (30,8)** (39,8)***
Kontrol 50.7 3.7 52,4425 54,1432 55.943.1
100 5..843,5 55.143,3 55.843,7 56,043,3
Hekzan - - - -
200 49,143,0 50.742.8 53.142.7 53.243.1
3.2) 3.2) (1,8) (4,8)
100 51,7432 48(,75¢4§,5 43(31?93),1 51(,77¢5§,4
Hekzan:EtOAc 200 50,142, 47328 46,143,0 50,643, 1
(1,2) 9,7) (14,8) 9,5)
100 485422 51,5432 49.142.8 471432
EtOAc 4,3) (1,7) (1,8) (1,8)
200 43,0431 50243 4 47.142.5 45.142.9
(15,2) (4.2) (12,9) (19,3)
00 | oo | Ceos | o |
EtOAc:MeOH 200 38,142, 36.342.4 40,312.3 48,1%3,0
(24,9)* (30,7)** (25,5)* (13,9)
100 453431 53,0+3,3 51,5432 52.542.8
MeOH (10,7) - (2,5) 6,1)
200 442432 51.942.9 55.143.9 56,2432
(12,8) (1,9) ) i
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. 32,142,0 32,742.0 39,942,1 33,8422
I ) £) ) ) £) ) £
ndometasin 10 (36,7)** (37.6)** (26,2)* (39,5)***
Kontrol 455 43,1 49,7429 52,043,5 53,3428
100 48,143,0 50,143,2 56,843,1 55,9432
Fr. 4-6 - - - -
r 200 451435 48.142.8 53.042.9 54.143.8
(0,9) (3a2) - -
100 49,7433 52,343,5 55,143,0 57,543,3
Fr. 7-14 . . . -
r 200 43,8429 51,0436 50,243,1 54,0435
(3a7) - (3a5) -
100 42,142.6 48,143,3 50,8+3,4 51,243.6
Fr. 15-26 (7,5) (3,2 (2,3) (3,9
: 200 39,543,1 42,643,7 48,142.9 50,3429
(13,2) (14,3) (7,5) (5,6)
100 40,2+3.4 41,942.8 433432 48,6+2,8
Fr. 27-38 (11,6) (15,7) (16,7) (8,8)
: 200 32,1428 34,1+1,9 40,5+3,0 44,7423
(29,5)* (31,4)** (22,1)* (16,1)
100 47,4435 50,3+3,4 55,143,7 54,5432
Fr. 39-76 - - - -
r 200 41,9431 48.742.8 53,843 4 555433
(7a9) (2,0) - -
. 30,242,1 32,3422 38,2429 31,542,1
I ) £) ) £ ) £) ) £)
ndometasin 10 (33,6)"* (35,00 (26.5)" 40,9y
Kontrol 453 433 47,5429 49.8+3,1 51,2432
100 39,5435 38,1425 42,4429 45,142,7
(12,8) (19,8) (14,9) (11,9)
sikimik asit 200 32,3+2,5 35,3+2,6 40,3+2,2 44,642,1
(28,7)* (25,7)* (19,1) (12,9)
Indometasin 10 29,5421 31,5425 36,441,1 33,6415
(34,9)** (33,7)** (26,9)* (34,4)**

*:p<0.05;** : p<0,01; ***:p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata

Karagen-nedenli arka ayak oOdemi testinde, Alnus glutinosa subsp. glutinosa
metanollii ekstresinin 200 mg/kg dozda, 180. dakikada % 29,1; 270. dakikada % 23,3
oraninda inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir. Benzer sekilde diger ekstrelere
gore daha aktif bulunan bu ekstrenin EtOAc:MeOH’lii fraksiyonu, bu fraksiyonun alt
fraksiyonlarindan olan Fr. 27-38 ve izole edilen sikimik asit anlamli derecede

antienflamatuvar etki gostermistir.
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Cizelge 3.8. Ekstre ve fraksiyonlarin farelerde TPA-nedenli kulak 6demi {izerindeki
etkileri

Sisme .

Doz kalinhg: % Odem agirh@ 0/ Fobits

Materyal (mg/kulak) (um) £+ inhibisyon (mg) + O.S.H. 7 Inhibisyon
O.S.H.

Kontrol 361,2 +25,1 29,5+3,3
MA 0,5 33514224 72 26,1 43,5 11,5
MB 0,5 328,4+18.3 9,1 23,7+3,7 19,7
MG 0,5 332,54 20,2 7,9 25242,1 14,6
SA 0,5 369,44 29,5 - 27,54+ 2,9 6,8
SB 0,5 352,3+27.4 2,5 29,9+2,8 -
SG 0,5 355,7+25,9 1,5 28,0+3,1 5,1
Indometasin 0,5 1257+ 14,6 | 65,2%%* 10,9+3.4 63,1%%*
Kontrol 358,5+29,7 30,3 3,5
Hekzan 0,5 363,1 +27,5 - 31,7+3,1 -
Hekzan:EtOAc 0,5 336,6 £25,1 6,1 30,5+3,9 -
EtOAc 0,5 309,4+ 26,3 13,7 25,1£3,6 17,2
EtOAc:MeOH 0,5 300,2+ 19,5 16,3 24,1+2,9 20,5
MeOH 0,5 323,04 23,0 9,9 27,8+3,5 8,3
Indometasin 0,5 146,6 13,3 | 59,1%%* 83+1,7 72,6%%*
Kontrol 355,1+292 31,3+3,2
Fr. 4-6 0,5 339,5+24,9 4,4 32,5+3,4 -
Fr. 7-14 0,5 359,1 +£29,0 - 34,8 +3,1 -
Fr. 15-26 0,5 303,34 25,2 14,6 25,1+£3,0 19,8
Fr. 27-38 0,5 299,4+ 21,1 15,7 24,9+2,7 20,4
Fr. 39-76 0,5 354,5+278 0,2 31,9+3,5 -
Indometasin 0,5 128,1 £ 14,3 | 63,9%%* 12,5+ 1,9 60,1%%*
Kontrol 0,5 340,1 +25,9 29,143,5
Sikimik asit 0,5 302,8 21,2 10,9 258427 11,3
Indometasin 0,5 843+17,6 | 752%% 8,5+2,3 70,8% %

*:p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata

Cizelge 3.8. deki veriler incelendiginde calisilan ekstreler ve fraksiyonlar ile sikimik
asitin TPA-nedenli kulak 0demi testinde anlamli derecede etki gostermedigi

goriilmektedir.
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3.2.3. Antioksidan Etki Cahsmalarina iliskin Bulgular

Alnus glutinosa subsp. glutinosa, A. orientalis var. orientalis ve A. orientalis var.
pubescens bitkilerinin toz edilmis yapraklarindan hazirlanan metanollii (MB, MA,
MQ) ve sulu (SB, SA, SG) ekstrelerin ve daha etkili oldugu saptanan Alnus glutinosa
subsp. glutinosa yapraklarinin metanollii ekstresinden (MB) elde edilen alt ekstre,
fraksiyonlar ile izole edilen bilesigin antioksidan calismalarina iliskin bulgular

Cizelge 3.9.’da sunulmustur.

Cizelge 3.9. Ekstre ve fraksiyonlarin antioksidan etkileri etkileri

Materyal DPPH ABTS indirgenme OH-radikal
ICso (ug/ml) | ICsy (ng/ml) giiciindeki artig inhibisyonu
(%) ICso (ug/ml)
MA 74,56 85,12 24,56 92,15
MB 51,15 69,54 30,23 63,47
MG 92,82 112,26 19,91 100,76
SA 129,55 145,34 15,12 132,56
SB 188,45 171,40 26,29 191,10
SG 170,53 160,13 13,85 154,33
Hekzan 115,36 139,47 17,12 112,61
Hekzan:EtOAc 96,44 126,24 25,92 108,89
EtOAc 59,17 61,37 32,61 67,43
EtOAc:MeOH 57,41 49,15 48,36 59,17
MeOH 85,52 90,12 30,16 74,19
Fr. 4-6 328,96 389,29 19,84 356,13
Fr. 7-14 301,02 298,45 15,63 300,42
Fr. 15-26 75,39 83,36 36,22 79,80
Fr. 27-38 38,81 41,28 52,15 37,54
Fr. 39-76 49,54 57,15 28,17 52,23
Sikimik asit 25,24 33,48 43,03 38,25
Askorbik asit 4,07 7,12 61,24 4,86

Cizelge 3.9. daki veriler incelendiginde, yara iyilestirici ve antienflamatuvar etkileri
diger ekstrelere gore yiiksek bulunan Alnus glutinosa subsp. glutinosa metanollii
ekstresi, EtOAc:MeOH, Fr. 27-38 ve sikimik asitin diger ekstre ve fraksiyonlara gore
DPPH ve ABTS radikal siipiirticii etkileri ile OH-radikal inhibisyonu deneylerindeki
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ICsp degerlerinin diisiik, indirgenme giiclindeki artis degerlerinin ise yliksek oldugu
tespit edilmistir. Bu durum, s6z konusu materyallerin antioksidan etkilerinin
bulundugunu ve antioksidan etkinin yara iyilestirici ve antienflamatuvar etkiler ile

paralellik gosterdigini ortaya koymaktadir.

3.24. Yara [lyilestirici Etki Mekanizmasimin Belirlenmesi Amaci ile

Gergeklestirilen Jn-vitro Enzim inhibisyonu Cahsmalarina iliskin Bulgular

Cizelge 3.10. Fr. 27-38’den izole edilen bilesigin hiyoluronidaz, kolajenaz ve elastaz
inhibisyonu lizerindeki etkileri

Materyal Konsantrasyon | % Hiyoluronidaz | % Kolajenaz % Elastaz
(ug/ml) inhibisyonu+ | inhibisyonu+ | Inhibisyonu +
O.S.H. O.S.H. O.S.H.

50 20,43 + 1,39 19,57 +£ 1,26 18,51 +1,36
Sikimik asit

100 38,24 +0,91* 21,13+ 1,51 26,31+1,14
Tannik asit 100 81,46 + 0,96*** - -
Epigallokatesin 100 - 45,36+ 1,19** | 91,24+ 1,38***
gallat

*:p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; O.S.H: Ortalama Standart Hata

Sikimik asit tlizerinde yapilan mekanizma aydmnlatma calismalarinda, bilesigin
hiyoluronidaz enzim inhibisyonu gostererek yara iyilesmesine katki sagladig tespit

edilmistir.
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3.3. Teshis ve Miktar Tayini Bulgulan

Izole edilen madde olan sikimik asite ait HPLC kromatogramu ile ¢alisilan Alnus
taksonlarimin metanollii ekstrelerine ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 3.8-3.11 de

verilmistir.

Sikimik asit i¢in alitkonma zamanmi 3,362 dak. olarak bulunmustur. Ekstrelerin

icerdigi sikimik asit miktarlar1 Cizelge 3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.9. 4. glutinosa subsp. glutinosa metanol ekstresi HPLC kromatogrami
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Cizelge 3.11. Alnus taksonlarinin igerdigi sikimik asit miktari

Bitki adx Sikimik Asit Sikimik Asit
(mg/ml) (%a/a)
A. glutinosa subsp. glutinosa 0,1969 0,6491
A. orientalis var. orientalis 0,0739 0,2452
A. orientalis var. pubescens 0,1300 0,4309

3.4. Yontem Validasyon Bulgulan

Validasyon bulgular1 dogrusallik (Cizelge 3.12.) , kesinlik (Cizelge 3.13.) ve TS-
LOD (Cizelge 3.14.) hesaplamalar1 seklinde verilmistir.

Cizelge 3.12. Dogrusallik sonuglari

izole A Kalibrasyon r Egim Kesisim LOQ LOD
Edilen Denklemi (%BSS) | (%BSS) | ng/ml ug/ml
Madde
Sikimik | 210 | y=15400x+ 0,9900 1,032 2,098 8,000 2,700
Asit 1267

% BSS= (Standart Sapma/Ortalama) X 100
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Sekil 3.12. Sikimik asit i¢in kullanilan kalibrasyon denklemi ve grafigi

Cizelge 3.13. Yontem validasyonu I¢in kesinlik degerleri ve % Bagil Standart

Sapmalar1 (% BSS)
Standart A Pik Alan1 (Ortalama) %BSS
Hesaplanabilir En Diisiik
Limitte (Tayin Alt Sinir1-
TAS) (LOQ)
Sikimik asit 210 467,778 2,670

Cizelge 3.14. Tayin Edilebilir En Diisiik Limit (Teshis Sinir1-TS) (LOD)

Standart A Pik Alam (Ortalama) Tayin % BSS
Edilebilir En Diisiik Limit (Teshis
Sinir1-TS) (LOD)
Sikimik asit 210 180,825 3.086
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4. TARTISMA

Yasam kalitesini olumsuz etkileyen diyabetik ayak yaralar1 gibi gii¢ kronik yaralarin
herhangi bir iz birakmadan, diisiik maliyet ile hizla iyilesmesini saglamak {izere

dogal kaynakli veya sentetik maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiirkiye’de pekcok bitkinin halk arasinda yara iyilestirici amagla yaygin olarak
kullanildig1 yapilan etnobotanik ¢aligmalarda tespit edilmistir.  Anadolu halk
kiiltliriinde, A/nus glutinosa yapraklarinin romatizma tedavisinde ve yara iyilestirici

olarak kullanildig1 kayithdir (Tuzlaci, 2006).

Alnus  glutinosa yapraklarmm halk arasindaki kullannmindan yola c¢ikilarak
calismamizda A. glutinosa subsp. glutinosa, A. orientalis var. orientalis ve A.
orientalis var. pubescens yapraklarindan hazirlanan metanollii ve sulu ekstrelerin
yara iyilestirici etkileri olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla in vivo yara
tyilestirici aktivite yontemlerinden c¢izgisel insizyon ve dairesel eksizyon yara
modelleri kullanilmistir. Dairesel eksizyon yara modelinde, yara alanlarinin kii¢iilme
oranlar1 hesaplanarak test numunelerinin epitel olusumu iizerindeki etkileri tespit
edilmistir. Cizgisel insizyon yara modeli, kolajen olusumu ve saglamligi hakkinda

bilgi vermesi nedeniyle uygulanmistir.

Calismalarimiz yara iyilestirici aktivitesi yliksek bulunan A4. glutinosa subsp.
glutinosa yapraklar1 metanollii ekstresi iizerinde “Biyolojik Aktivite Yonlendirmeli
Fraksiyonlama (BAYF) ve Izolasyon Teknikleri” uygulanarak yiiriitiilmiistiir. Bu
ekstreden BAYF caligmalar1 kapsaminda once “Vakumlu Sivi Kromatografisi
(VLC)” yontemi kullanilarak 5 ana fraksiyon elde edilmis, aktif ¢ikan EtOAc:
MeOH fraksiyonu silika jel kolon kromatografisi kullanilarak alt fraksiyonlarina
ayrilmistir. Etkili fraksiyondaki major bilesigin kimyasal yapismnin aydinlatilmasi
amaciyla 'H-NMR, "C-NMR ve IR spektroskopisi yontemlerinden yararlanilmustir.

S6z konusu yontemlere ait spektrumlar Sekil 3.1.-3.3.’te verilmistir.
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izole edilen bilesige ait IR spektrumu incelendiginde 3400 cm™ civarinda fenolik OH
baglar1 goriilmektedir. 3200 cm™” civarmdaki OH gerilme pikleri de bunu
dogrulamaktadir. 2880 cm™ de yer alan pikler karboksilik asit fonksiyonunu
gdstermektedir. 1600 cm™ civarindaki keskin pikler ise aromatik C=C bagma isaret

etmekte olup 600-900 cm™ pikleri yine aromatik zinciri gostermektedir (Sekil 3.3.).

Tim spektrumlar g6z Oniinde bulunduruldugunda, NMR spektrumuna ait pikler
(Sekil 1-2) sikimik asit yapisini isaret etmekte olup IR spektrumundaki parmak izi

bolgesi sikimik asit yapisini dogrulamstir.

A. glutinosa subsp. glutinosa yapraklarindan hazirlanan metanollii ekstrenin ¢izgisel
insizyon yara modelinde % 42,79 oraninda yara kuvvetini arttirdigi, dairesel
eksizyon yara modelinde % 51,58 oraninda kontraksiyon sagladig: tespit edilmistir
(Cizelge 3.2., 3.3.). Elde edilen fraksiyonlarin ve sikimik asitin yara iyilestirici
aktiviteleri ayn1 deney modelleri kullanilarak degerlendirilmistir. Insizyon yara
modelinde, EtOAc:MeOH fraksiyonunun % 36,27; Fr. 27-38’in % 28,29 ve sikimik
asitin % 24,33 oraninda yara gerilim kuvvetini arttirdig tespit edilmistir (Cizelge
3.2.). Ayni fraksiyonlarin ve sikimik asitin eksizyon yara modelinde de paralel etki
gostererek swrasiyla % 66,21, % 43,73, % 47,07 oranlarinda kontraksiyon
olusturduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.3.).

Kolajen yaranin hizli bir sekilde iyilesmesi i¢in gerekli olan ekstraseliiler matriks
proteinlerinden biridir. Kolajeni olusturan aminoasitlerden olan hidroksiprolinin yara
alanindaki miktar1 kolajen miktarmin tespit edilmesi agisindan degerlendirilmistir.
Metanollii ekstre, EtOAc:MeOH fraksiyonu, Fr. 27-38 ve sikimik asit ile hazirlanan
merhemler ile tedavi edilen dokularin hidroksiprolin diizeyinin anlamli derecede

arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 3.4.).

Histopatolojik incelemelerde, inflamasyon, proliferasyon ve remodelleme fazlar1 goz
oniinde bulunduruldugunda iyilesmenin diizglin seyrettigi gruplar, 4. glutinosa
subsp. glutinosa yapraklar1 metanollii ekstresi (MB), EtOAc:MeOH, Fr. 27-38 ve

sikimik asit ile hazirlanan merhemler ile tedavi edilen gruplar olarak belirlenmistir
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(Cizelge 3.5., Sekil 3.4.-3.7.). Bu gruplarda kendini gosteren iyilesme ile birlikte
reparatif goriiniim tespit edilmistir. Baz merhem ve negatif kontrol gruplarinda yara
tyilesmesi bakimindan zayif bir durum gozlenirken bu gruplar disinda kalan diger
gruplardaki iyilesmenin diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Gruplarin tiimii
dikkate alindiginda inflamasyon ve proliferasyon evresinin baskin oldugu, bununla
beraber bazi hayvanlarda, grubun tamamin1 yansitmayacak sekilde, yogun kolajen
birikimleri ve neovazkiilarizasyon gbéze c¢arparken yara bdolgelerinin hem
mononiikleer hem de polimorfoniikleer hiicreler bakimindan hiperselliiler bir

goriiniim sergiledigi saptanmustir.

Ekstre ve fraksiyonlarin antienflamatuvar etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
asetik asit-nedenli kapiller permeabilitenin inhibisyonuna dayanan Whittle Yontemi;
karragen-nedenli arka ayak ©6demi ve TPA-nedenli kulak O6demi deneyleri
uygulanmistir. Sonuglar, Whittle Yontemi’nde A. glutinosa subsp. glutinosa
yapraklarmim metanollii ekstresinin % 30,22; EtOAc: MeOH fraksiyonunun % 32,46;
Fr. 27-38in % 38,24 ve sikimik asitin % 27,19 oranlarinda anlamli derecede
inhibisyon etkisi gostererek antienflamatuvar etkiye sahip oldugunu gostermistir.
Karragen-nedenli arka ayak 0demi testinde elde edilen sonuglar, Whittle Yontemi
kullanilarak elde edilen bulgular ile paralellik gostermistir. Ancak TPA-nedenli
kulak O0demi testinde hicbir ekstre ve fraksiyonun anlamli derecede aktivite
gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 3.6.-3.8.). TPA gecikmeli bir baglangi¢ ve uzun
siiren bir cevap olusturur. Etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olmasina
ragmen, TPA-nedenli enflamasyonun lipoksijenaz tarafindan sentezlenen lokotrienler
(LT) ile baglantisinin oldugu diisiiniilmektedir. TPA fare derisinde, giiclii bir sekilde
LTC4, LTD4 ve LTE4 miktarinin artmasma neden olmaktadir. Calismamizda ekstre
ve fraksiyonlarin TPA-nedenli kulak 6demi testinde inaktif oldugu ve dolayist ile
antienflamatuvar etkinin 16kotrien sentezinin inhibisyonu ile ilgili olmadigi

disiiniilmiistiir (Deliorman Orhan ve ark., 2007).

Antioksidan etkili bilesikler lipit peroksidasyonunu inhibe etmek suretiyle hiicre
hasarmi 6nleyerek yara iyilesmesine katki saglamaktadir (Getie ve ark, 2002; Shetty

ve ark., 2008). Bu amacla ¢alismamizda antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi
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amaciyla DPPH ve ABTS+. {lizerinden serbest radikal siipliriicii etki tayini,
indirgenme giicliniin belirlenmesi ve spesifik olmayan hidroksil radikali ile
yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasina dayanan yontemler kullamilmistir. Bu
deneylere ait bulgular Cizelge 3.9.’da gosterilmis olup, 4. glutinosa subsp. glutinosa
yapraklarmim metanollii ekstresinin, EtOAc:MeOH fraksiyonu, Fr.27-38 ve sikimik

asitin antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir.

Hiyoluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri yara iyilesmesinde 6nemli olan
hiyoluronik asit, kolajen ve elastinin enzimatik yikimina neden olmaktadir. Yara
iyilesmesi siirecinde bu enzimlerin minimal seviyede tutulmasi olduk¢a dnemlidir.
Yara iyilestirici aktivite mekanizmasmi aydinlatmak amaciyla etkili fraksiyondan
izole edilen sikimik asitin in vitro hiyoluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzim inhibitor
etkileri degerlendirilmistir. Sikimik asitin 100 pg/ml dozda % 38,24 oraninda
hiyoluronidaz enzim inhibisyonu gosterdigi, ancak kolajenaz ve elastaz enzimleri

iizerinde anlaml1 derecede inhibisyon olusturmadigi tespit edilmistir (Cizelge 3.10.).

Alnus tiirleri iizerinde yapilan biyolojik aktivite c¢alismalarinda bu tiirlerin
antioksidan, sitotoksik, hepatoprotektif ve antimikrobiyal etki gosterdigi tespit
edilmistir (Sati ve ark., 2011; Ludwiczuk ve ark., 2011; Tung ve ark., 2010).
Ozellikle A. japonica yaprak ve kabuklarindan hazirlanan ekstrenin iNOS ve COX-2
inhibisyonu yaptigi, A. hirsuta yaprak ekstresi ve 4. firma’nin kabuklarindan elde
edilen metanollii ekstrenin ise NO iiretimini anlaml sekilde azalttig1 tespit edilmistir
(Choi ve ark., 2011; Sati ve ark., 2011). Baska bir calismada, A. glutinosa
kozalaklarindan elde edilen elajitanenlerin hepatoprotektif,  antienflamatuvar ve
antioksidan etki gosterdigi rapor edilmistir (Sati ve ark., 2011). Calismamizda elde

edilen biyolojik aktivite sonuglar1 bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Alnus tirleri lizerinde yapilan fitokimyasal calismalarda bu tiirlerin flavonoitler,
stilben tiirevleri, hidroksi sinnamik asit-spermidin amidleri, tanenler, steroidler,
triterpenik asitler, saponinler, sekodamaran tip triterpenler, diaril heptanoidler, ve
ksanton tiirevi bilesikler icerdigi tespit edilmistir (Peres ve ark., 2000; Guz ve ark.,

2002). A. glutinosa kabuklarindan diarilheptanoit yapisina sahip oregonin,
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tohumlarindan yine diarilheptanoit tiirevi bilesikler olan hirsutanolol ile flavon tiirevi
bir bilesik olan genkwanin izole edilmistir (Guz ve ark., 2002; O’Rourke ve ark.,
2005). Yapilan literatiir taramalarinda A. glutinosa bitkisinden sikimik asitin izole
edildigini rapor eden herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamis olup, bu c¢aligma, 4.

glutinosa bitkisinden hareketle sikimik asitin izole edildigi ilk ¢aligsmadir.

Daha 6nce yapilan ¢caligmalarda ¢esitli bitkilerden izole edilen sikimik asitin COX-1
ve COX-2 enzimleri tlizerinde mindr inhibitdr etki gosterdigi, IFN-y ve
lipopolisakkarit ile stimiile edilmis RAW 264.7 hiicreleri iizerinde nitrik oksit ve
PGE, iiretimini inhibe ettigi, antipiretik, antienflamatuvar ve analjezik etki gdsteren
cesitli  polaritelerdeki  Schinus polygamus ekstrelerinde yapilan izolasyon
calismalarinda izole edilen bilesikler arasinda sikimik asitin de yer aldigi rapor
edilmistir (Orhan ve ark., 2012; Erazo ve ark., 2006). Bir bagka ¢alismada sikimik
asitin antioksidan etkisine bagl olarak siganlarda asetik asit ile indiiklenen kolit

iizerinde koruyucu etki gosterdigi saptanmustir (Xing ve ark., 2012).

Bu calismada A. glutinosa subsp. glutinosa yapraklarindan elde edilen metanollii
ekstrenin diger A/nus taksonlarma gore daha gii¢lii antioksidan, antienflamatuvar ve
yara 1yi edici etkisi oldugu belirlenmis ve bu etkiden sorumlu major bilesigin sikimik
asit oldugu tespit edilmistir. Sikimik asitle ilgili daha 6nce yapilan ¢alismalar ile bu

calisma sonucu elde edilen veriler birbirini destekler niteliktedir.

A. glutinosa subsp. glutinosa, A. orientalis var. pubescens ve A. orientalis var.
orientalis yapraklarinda bulunan sikimik asitin kantitatif olarak tayin edilmesi amaci1
ile HPLC yOntemi kullanilmistir. Analiz sonucu sikimik asit igerigi bu ii¢ taksonun
yapraklarinda srasiyla % 0,6491, % 0,4309 ve % 0,2452 olarak saptanmistur.
Yapilan literatiir aragtirmasinda 4. japonica yapraklarindan sikimik asit tiirevi olan
5-0-galloil-(—)-sikimik asit bilesiginin izole edildigi (Lee ve ark., 1992) rapor
edilmis olmasima ragmen A/nus tiirlerinden sikimik asit izole edildigine dair herhangi
bir caligmaya rastlanmamistir. Biyolojik aktivite ¢alisma sonuclari ile taksonlarin

icerdikleri sikimik asit miktarlarina bakildiginda en yiiksek etki en fazla sikimik asit
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iceren taksonda (4. glutinosa subsp. glutinosa) goriilmiistiir. Bu sonug¢ etkiden

sorumlu olan major bilesigin sikimik asit oldugunu dogrulamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Betulaceae familyasinda yer alan A/nus Miller cinsi diinyada yaklasik olarak 35 tiir
ile temsil edilmekte olup kuzey yarimkiirenin sicak bdlgelerinde dagilim
gostermektedir (Ludwiczuk ve ark., 2011). Ulkemizde ise Alnus cinsi iki tiir ve alt1

takson ile temsil edilmektedir (Davis, 1982; Davis, 2000).

Alnus tiirleri, Tiirkiye’de ve diinyada onemli etkileri nedeni ile kullaniliyor olmasina
ve bazi tiirler lizerinde kimyasal igerik ve biyolojik aktivite ¢alismalar1 yapilmis
olmasina ragmen, Tiirkiye’de yetisen 4. glutinosa alt tiirleri ve A. orientalis izerinde
yapilmis herhangi bir biyolojik aktivite ¢alismasina rastlanmamustir. Bu arastirma
iilkemizde yetisen bazi A/nus taksonlar1 iizerinde yapilmis bu konudaki ilk ve tek

kapsamli ¢calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Son yillarda basta bitkiler olmak {izere dogal kaynaklardan elde edilen iiriinlerle
tedaviye kars1 giderek artan bir ilgi olusmustur. Bu ilgi sonucu dogal kaynaklardan
elde edilen tiriinleri gelisiglizel kullanan kisilerde ¢ok ciddi yan etkiler olustugu rapor
edilmektedir. Bu nedenle halk ilac1 olarak kullanilan bitkilerin bilimsel platformda
incelenmesi hem geleneksel kullanimin bilimsel verilerle desteklenmesi hem de
tedaviye sunulabilecek etkili, kaliteli ve giivenli yeni bilesikler gelistirilmesi

acisindan 6nem arz etmektedir.

Bu calisma kapsaminda, halk ilac1 olarak kullanilan 4. glutinosa subsp. glutinosa
bitkisinin yapraklarmin metanollii ekstresi lizerinde gerceklestirilen yara iyilestirici,
antienflamatuvar ve antioksidan etki c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen veriler
bitkinin geleneksel kullanimini desteklemektedir. Yine literatiir arastirmalarinda s6z
konusu bitki {lizerinde yara iyilestirici ve antienflamatuvar etki agisindan, bitkiden
etkili bilesige kadar giden bdyle bir ¢alismaya rastlanilmamis olmasi ¢alismamizin

orjinalligini géstermektedir.
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Bu c¢alismay1 takiben A. glutinosa subsp. glutinosa yapraklarindan hareketle
standardize ekstre hazirlanmasina yonelik calismalar yapilmasmin tedaviye
sunulabilecek yeni {iriinler gelistirilmesi agisindan onemli oldugu ve boyle bir
ekstrenin hazirlanarak piyasaya verilebilmesi durumunda ekonomiye katki

saglayacagi diisiiniilmektedir.
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OZET

Tiirkiye’de Yetisen Baz Alnus Miller Taksonlarn Uzerinde Farmakognozik

Arastirmalar

Betulaceae familyasinda yer alan A/nus Miller cinsi diinyada yaklasik olarak 35 tiir
ile temsil edilmekte olup kuzey yarimkiirenin sicak bdlgelerinde dagilim
gostermektedir. Tiirkiye’de ise Alnus cinsine ait alti takson dogal olarak

yetismektedir.

Alnus tirler1 diinyada halk arasinda antiperspirant olarak, kronik herpes, ekzema ve
kasintili deri hastaliklar1 gibi cesitli cilt rahatsizliklarinda, dis apselerinde, tirnak
enflamasyonu, romatizma ve hemoroid tedavisinde, yara iyilestirici ve ates diisiiriicii
olarak, rahim kanserinde ve cesitli tliimorlere karsi olmak {izere pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ise halk arasinda A. glutinosa yapraklari1 ezildikten
sonra haricen kesik ve yara tedavisinde, yapraklardan hazirlanan inflizyon ise giinde

3 0glin birer bardak i¢ilerek romatizma tedavisinde kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada Tiirkiye’de yetisen 4. glutinosa subsp. glutinosa, A. orientalis var.
orientalis ve A. orientalis var. pubescens bitkisinin yapraklarindan hazirlanan sulu ve
metanollii ekstreler iizerinde yara iyilestirici, antienflamatuvar ve antioksidan etki
calismalar1 yapilmig, daha yliksek etki gosteren A. glutinosa subsp. glutinosa
yapraklarinin metanollii ekstresi, biyolojik aktivite yOdnlendirmeli fraksiyonlama
(BAYF) teknigi ile fraksiyonlanmistir. Calisma sonucunda izole edilen ve yapisi
NMR ve IR spektroskopisi yontemleri kullanilarak tayin edilen sikimik asitin etkiden

sorumlu major bilesik oldugu tespit edilmistir.

Ayn1 bitkilerin metanollii ekstreleri lizerinde yapilan kromatografik ¢alismalarda

yapraklarm icerdigi sikimik ait miktar1 kantitatif olarak tayin edilmistir.
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Bu c¢alisma iilkemizde yetisen bazi Alnus taksonlarinin yara 1iyi edici,

antienflamatuvar ve antioksidan 6zelliklerinin arastirildigi ilk ve tek ¢aligmadir.

Anahtar Sozciikler: Alnus , antienflamatuvar, antioksidan, Betulaceae, izolasyon, yara

tyilestirici
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Some A/nus Miller Taxons Growing in Turkey

The genus Alnus Miller, belongs to Betulaceae family, consists of about 35 species and is
distributed in temperate regions of the northern hemisphere. There are six taxones of Alnus

species growing wild in Turkey.

Alnus species have been used as anti-perspirant and for the treatment of rheumatism,
hemorrhoids, uterus cancer, dental abscesses, and various skin diseases such as chronic
herpes, eczema, prurigo and nail inflammation and for wound healing in folk medicine. In
Turkey, the leaves of Alnus glutinosa have been used as a folk remedy to treat wounds and
cuts, and one glass of the infusion of leaves is drunk three times per day to treat

rheumatism.

In this study, the aqueous and methanolic extracts of 4. glutinosa subsp. glutinosa, A.
orientalis var. orientalis and A. orientalis var. pubescens leaves were evaluated for
their wound healing, anti-inflammatory and antioxidant activities. Methanolic extract of the
leaves of A. glutinosa subsp. glutinosa, the most potent extract, was fractionated by
bioassay-guided fractionation technique. The structure of the isolated compound was
determined as shikimic acid by using NMR and IR analysis. Shikimic acid was found to be

the major compound responsible from the activity.

Quantitative analysis of shikimic acid found in the leaf methanolic extracts of the same

plants were performed by using HPLC method.

This is the first and unique study that investigates wound healing, anti-inflammatory and

antioxidant effects of some Al/nus taxons growing in Turkey.

Keywords: A/nus, Antiinflammatory, Antioxidant, Betulaceae, Isolation, Wound Healing
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