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ONSOz

Dogal kaynaklardan koken alan yeni ilaglarin gelistirilmesi, genellikle bitkilerin
geleneksel kullanimina dayanir. Bu sebeple, ilag gelistirilmesinde, etnobotanik
calismalarin incelenmesi ve elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi son derece
Oonemlidir. Yapilan etnobotanik ve etnofarmakolojik ¢aligmalar 1s1ginda diinyada
Euphorbia tiirlerinin halk arasinda deri hastaliklarinda, yaralarda, migrende ve
bagirsak parazitlerinde tedavi edici olarak kullanildigi tespit edilmistir. Tiirkiye’de
de baz1 Euphorbia turlerinin toprak stii kisimlari ve lateksleri yara iyilestirici,
egzemada, mantar enfeksiyonlarinda, yaniklarda, akrep ve yilan sokmalarinda tedavi

edici olarak halk arasinda kullanilmaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda Tirkiye’de halk arasinda yara iyilestirici olarak
kullanilan bazi Euphorbia tiirlerinin bu kullanimlarinin dogrulugunun arastirilmast,
elde edilen bulgularla bilimsel temellere oturtulmasi ve literatiire katki saglanmasi
amaclanmaktadir. Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama c¢aligmalar1 ile de
etkiden sorumlu maddelerin tespiti, bu maddelerin saf olarak elde edilmesi ve yap1

tayinlerinin gergeklestirilmesi hedeflenmektedir.

Tez calismami yoneten, bilgi ve tecriibesiyle her zaman bana destek olan, hiizniimii
ve sevincimi paylasan damismanim Sayin Prof. Dr. H. Giilgin SALTAN ISCAN’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismalarim sirasinda biyolojik aktivite deneylerini birlikte yiiriittiiglimiiz,
bilgilerini benimle paylasan, dzverili ¢aligmalariyla bana destek olan hocam Sayin
Prof. Dr. Esra KUPELI AKKOL’a ve arkadasim Sayin Dog. Dr. Ipek SUNTAR’a

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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Calismalarim esnasinda ve doktora egitimim boyunca bana her tiirlii yardimi

saglayan Farmakognozi Anabilim Dali Ogretim Uyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimda yararlandigim Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvarlarinin isleyisine onciilik eden ve destegiyle bir¢ok arastirmaciya
caliyma imkani saglayan Dekammmiz Sayin Prof. Dr. Giilbin OZCELIKAY’a

tesekkiirlerimi sunarim.

Yap1 tayini caligmalarim siiresince yardimlarin1 gordiigiim Sayin Prof. Dr. Hakan

GOKER e tesekkiirii bir borg bilirim.

Bitkisel materyalin tayin anahtar1 ¢aligmalari sirasinda yardimlar i¢in hocam Sayin

Prof. Dr. Aysegiil KOROGLU’na tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimda destegini benden esirgemeyen, bilgi ve tecriibesini benimle sonuna
kadar paylasan, izole edilen bilesiklerin yap1 tayini c¢alismalarini gercgeklestiren
arkadasim, hocam Saym Dog¢. Dr. Ozlem BAHADIR ACIKARA’ya sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim sirasinda destegini hep hissettigim, ihtiyacim olan her anda yardimima

kosan calisma arkadasim Dr. Ecz. Bur¢in ERGENE OZ’e sonsuz tesekkiir ederim.

Bu tez caligmasinin basindan sonuna kadar her aninda yanimda olan, sabri ve
destegiyle bana gii¢ veren en biiyiik destekcim biricik esim Uzm. Ecz. Nalan Deniz

OZBILGIN’e minnettarim.

Sevgi ve guvenleriyle bana destek olan, Uziintimi ve sevincimi benimle paylasan,
hep arkamda duran canim annem, babam, birtanecik kardesim ve tiim aileme sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.



SIMGELER VE KISALTMALAR
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AEF Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
AST Aspartat aminotransferaz

ATCC American Type Culture Collection

BAYF Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama

S Beta

BHT Butillenmis hidroksitoluen

BSS Bagil standart sapma

CCly Karbontetraklorir

ChC Clostridium histolyticum kolajenaz

CHCI; Kloroform

cm Santimetre
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COSsYy Correlation spectroscopy

COX Siklooksijenaz

CUFH Sivas Cumhuriyet Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu
DAD Diode array dedector

dak Dakika

DEPT Distortionless enhancement by polarization transfer
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DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

ECso The term half maximal effective concentration (maksimum etki

goriilen konsantrasyonun yarist)

EtOAC Etil asetat

FALGPA N-[3-(2-furil) akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala

FECR Fecal egg count reducing (fekal yumurta sayisinda azalma)
FID Flame ionisation dedector (alev iyonizasyon dedektor)



FRAP
FTC
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H,SO,
HCI
HE
HIV
HMBC
HNE
HSQC
HSV
ICs0o

ITK
KK
LC
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LOD
LOQ
LPS
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MeOD
MeOH

ML

mg

mm

mM
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Demir tiyosiyonat
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Human neutrophile elastase (insan notrofil elastaz)
Heteronuclear single quantum coherence
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Molar
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Metanol

Mikrolitre
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Milimol

Xi



MIC

MS
MTT
NMR
NaCl
NaOH
NO
NOESY
OBSK
OSH

PDGF
ppm

Rt
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°C
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TGF
TNF
TOCSY
TPA
uv
VLC
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XTT

Minimum inhibitory ~ concentration (minimum inhibitor
konsantrasyonu)
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Total correlation spectroscopy

12-O-tetradekanilforbol-13-asetat

Ultraviyole

Vacuum liquid chromatography (vakum sivi kromatografisi)
Yiiksek performansl sivi kromatografisi

Sodyum 3’-[(fenilamino-karbonil)-3,4 tetrazolyum]-bis (4-metoksi-6-

nitro) benzen sulfonik asit
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E. characias subsp. wulfenii metanolli ekstrenin kolon
kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen ve
biyolojik aktivite tayini i¢in birlestirilen [1-7]=MEOH-1; [8-
12]=MEOH-2; [13-17]=MEOH-3; [18-23]=MEOH-4; [24-30]=
MEOH-5; [31-33]=MEOH-6; [(34-41)+(42-48)+(49-52)+(53-
64)]=MEOH-7 fraksiyonlarinin ITK kromatogramlari

E. characias subsp. wulfenii metanolli ekstrenin kolon
kromatografisi ile fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen 9.
fraksiyonun sefadeks kolon ile alt fraksiyonlarina ayrilarak saf
maddelerin eldesini gosteren ITK kromatogramlar
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1. GIRIS

Gegmisten giliniimiize kadar pek ¢ok hastaligin tedavisinde ve hastaliktan korunmada
insanlar dogal kaynaklart kullanmiglar ve tedavilerinin bilyik ¢ogunlugunda
bitkilerden yararlanmiglardir (Ugulu ve ark., 2009). Hastaliklardan korunmada ve
hastaliklarin tedavisinde ilk basvurulan kaynak bitkilerdir. Diinya genelinde
geleneksel ve modern tedavide en az 50000 bitki tiiriiniin kullanildig1 bilinmektedir
(Dey ve ark., 2008 ve Polat ve Satil, 2012). Son yillarda gelisen teknolojiyle beraber
bitkiler lizerinde yapilan calismalar artmigs ve halk arasinda kullanimlarinin
dogrulugu arastirma konusu haline gelmistir. Bu amagla gunuimuzde pek cok

etnobotanik ve etnofarmakolojik ¢alisma yapilmaktadir (Kultur, 2007).

Etnobotanik caligmalara imkan saglayan en 6nemli faktor, Tiirkiye’nin dogal bitki
ortiisii zenginligi ve geleneksel toplum yapisidir (Ugulu ve ark., 2009). Tiirkiye nin
cografi konumu, floristik ve iklimsel 6zellikleri 10000’in (zerinde bitki turinin
iilkemizde yasamasina olanak saglamaktadir. Bunlardan yaklasik %30°u endemiktir
(Baytop, 1999). Bu sayede pek ¢ok tibbi bitki de halk arasinda kullanilmakta ve bu

bitkiler Gizerinde bilimsel aragtirma yapma sans1 dogmaktadir.

Dogal kaynaklardan koken alan yeni ilaglarin gelistirilmesi, genellikle bitkilerin
geleneksel kullanimina dayanir. Bu sebeple, ilag gelistirilmesinde, etnobotanik
caligmalarin incelenmesi ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi son derece
onemlidir. Halk arasinda ilag olarak kullanilan bitkilerin etkilerinin aragtirilmasi, s6z
konusu bitkilerin halk arasindaki kullaniminin bilimsel ¢alismalarla dogrulanmasini

saglamaktadir (Agelet ve Valles, 2003 ve Kiiltir, 2007).

Yeni ilaglarin kesfinde bitkiler diinyada cok degerli birer kaynaktir. Ulkelerin
geleneksel bilgi birikimi ve zengin floralar1 bu amag¢ icin arastirilmaktadir.
Etnobotanik ve etnofarmakolojik g¢aligmalarin sayist ve Onemi artmasina karsin
diinyada dogal yasam alanlar1 ve bitki ortiisii hizla yok olmakta, etnobotanik ve

etnofarmakolojik calisma alanlar1 daralmaktadir. Sehirlesme ve gog¢ ile beraber



modern ilaglara erisimin kolaylasmasi da geleneksel halk ilaglarina olan ilgi ve
Oonemin azalmasina sebep olmaktadir. Bu durum dogal kaynakli ilag
hammaddelerinin kesfinde zorluk yarattigi gibi sentetik kokenli ilaglarin sayisinin

her gecen giin artmasina neden olmaktadir (Yesilada, 2005).

Bitkisel tirtinlerin piyasadaki 6neminin artmasi, halkin tedavi ve koruyucu amagla bu
urtinlere yonelmesi bilimsel olarak olduk¢a degerli olan bu bilgileri, ekonomik
acidan da 6nemli kilmis, halk sagligi agisindan da bitkiler iizerinde yapilan bilimsel

caligmalarin artirilmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Tiirkiye’de bitkilerin geleneksel tedavide kullanimi bu topraklarda yasamis ¢ok eski
kiiltiirlere dayanmaktadir. Osmanli Imparatorlugu dénemindeki tarihi kayitlarda ok
sayida bitki yer almaktadir. Anadolu medeniyetlerinin olusturdugu kiiltiir birikimi
geleneksel tedavide de gelisimi saglamistir. Ulkemiz topraklarinda yasamis olan
Yunanlilar, Romalilar, Mogollar ve Tiirklerin gelenek ve gorenekleri geleneksel
tedavi ve halk ilaglar1 alanindaki bu birikimi nesilden nesile aktarmistir (Yesilada,
2005). Cumhuriyet’in ilanindan sonra da hastaliklarin tedavisinde kullanilan
bitkilerin isimlendirilmesinde ve etkilerinin tespitinde hizli gelismeler yasanmustir.
Son yillarda etnobotanik ve etnofarmakolojik c¢alismalarin ve dokiimantasyonun
artmastyla geleneksel tedavide kullanilan bitkilerin potansiyelinin farkina varilmig ve

Uzerinde 6nemle durulmustur (Polat ve Satil, 2012).

Euphorbia L. cinsi, Euphorbiaceae (Siitlegengiller) ailesinin en biiyiik tiyesidir. Tek
yillik bitkilerden ¢ok yillik agaclara kadar 2000’in {izerinde tiirii tespit edilmistir (Shi
ve ark., 2008). Hemen hemen tim tiirler lateks tasimaktadir. Tiim diinyada yetisen
Euphorbia cinsinin énemli bir kismi1 Glney Afrika ve Giiney Amerika’da yayilis
gostermekle beraber, Akdeniz iilkelerinde de yetismektedir (Rahman ve Akter,
2013). Turkiye’de dogal olarak yetisen 94 Euphorbia tiirii tespit edilmistir.
Bunlardan 13’0 endemiktir (Davis, 1982).



Yapilan etnobotanik ve etnofarmakolojik ¢aligsmalarda, diinyada Euphorbia ttrlerinin
halk arasinda deri hastaliklarinda, yaralarda, migrende, romatizmada tedavi edici
olarak ve bagirsak parazitlerine kars1 kullanildig: bildirilmistir (Tang ve ark., 2012).
Afrika’da Euphorbia heterophylla L. yapraklari, kokleri ve lateksi antikanser amacgla
(Ajose, 2007), Euphorbia balsamifera Ait. kokleri, Euphorbia sudanica A. Chev
kokleri ve lateksi (Inngjerdingen ve ark., 2004), Euphorbia clavarioides Boiss.

kokleri yaralarin tedavisinde halk arasinda kullanilmaktadir (Shale ve ark., 1999).

Hindistan’da Euphorbia neriifolia L. ve Euphorbia caducifolia Haines. lateksinin
enflamasyonda, yaralarin tedavisinde, ates diisiiriicii olarak ve Euphorbia prostrata
Ait.”in romatizma tedavisinde kullanildig: bildirilmistir (Goyal ve ark., 2011; Nagori
ve Solanki, 2011 ve Namsa ve ark., 2009). Libnan’da Euphorbia falcata L.,
Euphorbia pilulifera L., Euphorbia peplis L., Euphorbia resinifera Berg. ve
Euphorbia thamnoides Boiss.’in yine romatizma tedavisinde halk arasinda sut ve
zeytin yagi ile karistirilarak haricen kullanildigi tespit edilmistir (Marc ve ark.,
2008).

Avustralya’da Euphorbia drummondii Boiss. romatizma tedavisinde, dizanteride ve
kurt diistiriicii olarak, Euphorbia australis Boiss. deri hastaliklar1 ile kanserde ve siit
artirict olarak kullanilmaktadir (Li ve ark., 2003). Yine Avustralya’da Euphorbia
peplus L.’nin de ¢esitli kanserlerin tedavisinde halk arasinda kullanildig

bildirilmistir (Ramsay ve ark., 2011).

Arjantin’de Euphorbia portulacoides L. dermatolojik rahatsizliklarda (Estomba ve
ark., 2006); Avrupa’da ise Euphorbia helioscopia L. kokleri, E. peplus yapraklari ve
saplar1 deri hastaliklar1 ve yaralarin tedavisinde halk arasinda kullanilmaktadir

(Brussell, 2004).

Cin’de de pek cok Euphorbia tiiri geleneksel tedavide kullanilmaktadir. Cin
geleneksel tedavi kitabi olan ‘Dictionary of Chinese Traditional Drugs’ isimli
kaynakta 32 Euphorbia tlrinun hastaliklarin tedavisinde kullanildigi kayithidir. Bu



tirlerden biri Euphorbia kansui L. 6dem giderici ve kanserde halk arasinda
kullanilmakta olan en eski bitkilerden biridir. Cin’de ‘Gan Sui’ olarak isimlendirilir

ve ‘kansui’ ad1 da buradan gelmektedir (Peng ve ark., 2012).

Guney Asya’da Euphorbia hirta L., Euphorbia thymifolia L. ve Euphorbia tirucalli
L.’nin halk arasinda astim ve Oksiiriik tedavisinde, dizanteride, 6zellikle ¢ocuklarda
olmak {izere bagirsak kurtlarii diisiirmede kullanildigi bildirilmistir. Bu amagla
tiirlerin lateksleri, infiizyon ve dekoksiyonlari tercih edilmektedir (Rahman ve Akter,
2013). Baz1 Euphorbia tiirlerinin iran’da piirgatif amagcla kullanildig1 da bildirilmistir
(Jassbi, 2006).

Turkiye’de Euphorbia tdrlerinin benzer amaglarla kullanildig: tespit edilmistir.
Tiirkiye’de halk arasinda kullanimi olan bazi Euphorbia turlerinin Latince isimleri,
yerel adlari, kullanilan kisimlar1 ve kullanim amaglar1 Cizelge 1.1°de

gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Tiirkiye’de halk arasinda kullanilan baz1 Euphorbia tiirleri ve kullanim amaglari

Bilimsel ada

Euphorbia
characias subsp.
wulfenii (Hoppe ex
W.Koch) A. R.
Smith

E. helioscopia L.

Euphorbia
myrsinites L.

Euphorbia rigida
Bieb.

Euphorbia
macroclada Boiss.

Euphorbia
seguieriana subsp.
seguieriana
Necker
Euphorbia apios
L.
Euphorbia stricta
L.

Euphorbia agraria
Bieb.

Euphorbia armena
Prokh.
Euphorbia falcata
L. subsp. falcata
var. falcata
Euphorbia
heteradena
Jaub. &Spach.

Euphorbia virgata
Waldst. & Kit.

Euphorbia
coniosperma
Boiss. & Buhse
Euphorbia
anacampseros
Boiss. var.
anacampseros

Euphorbia
aleppica L.

Euphorbia sp.

Yerel Adi

Siitlegen

Siitlegen

Siitlegen

Siitlegen

Siitliiceot,
Siitlegen,
Sitliot

Tasmaot
Sitliot

Siirgen otu

Siitlegen

Sit otu

Sutliibiyan

Siitlegen

Siitlegen

Sutcan,
Sitliican

Siitlegen,
Sutlik

Sutligen

Sitliot

Keringan

Kullanilan
Kisim

Lateks

Lateks

Lateks

Lateks

Lateks

Lateks

Kok

Lateks

Lateks

Lateks

Lateks

Lateks

Cicek

Lateks,
Toprak Ustu

Lateks

Toprak Ust

Lateks

Kullanim Amaci

Yara iyi edici

Yara iyi edici

Kurt disiirticii

Kurt diistirticii,
Hemoroit tedavisi,
Yara iyi edici,

Sigil tedavisi
Hemoroit tedavisi,
Sigil tedavisi,

Yara iyi edici,
Yilan, akrep sokmalarinda,
Dis agrisinda agr1 kesici,
Egzema,

Mantar enfeksiyonlarinin
tedavisi

Sitmada ates diisiiriicti,
Antienflamatuvar,
Yara iyi edici
Laksatif

Dis agrisinda agr1 kesici
Yara iyi edici
Yara iyi edici,

Kabizlikta
Egzema,

Mantar enfeksiyonlarinin
tedavisi

Kabizlikta

Egzema

Yilan, akrep sokmalarinda,
Sigil tedavisi

Yara iyi edici

Yara iyi edici

Kabizlikta

Kaynak

Tidmen ve ark., 2006

Demirci ve Ozhatay,
2011
Ezer ve Avci, 2004 ve
Polat ve Satil, 2012
Ezer ve Avci, 2004;
Ezer ve Mumcu
Arisan, 2006 ve
Glrhan ve Ezer, 2004;

Altundag ve Oztiirk,
2011; Cakilcioglu ve
ark., 2011; Gurhan ve
Ezer, 2004; Oral,
2007; Yesil, 2007 ve
Yesilada ve ark., 1995

Altundag ve Oztiirk,
2011 ve Yesilada ve
ark., 1999

Polat ve Satil, 2012

Kargioglu ve ark.,
2008
Altundag ve Oztiirk,
2011 ve
Sezik ve ark., 1997
Altundag ve Oztiirk,
2011

Altundag ve Oztiirk,
2011

Altundag ve Oztiirk,
2011

Altundag ve Oztiirk,
2011 ve
Sezik ve ark., 1997

Sezik ve ark., 2001

Honda ve ark., 1996

Honda ve ark., 1996
ve Yesilada ve ark.,
1995
Tabata ve ark., 1994



Euphorbia cinsi, yiksek dozda deride tahris edici etkileri bulunan ve timor
olusumuna sebep olabilen diterpen yapisinda bilesikler icerir (Okstiz ve ark., 1998).
En 6nemli etken madde grubunu olusturan diterpenoitler taksonomik agidan da
onemlidir. Yapilan ¢aligmalarda diterpenoitlerin farkli halka sistemlerini kapsadigi
tespit edilmistir. Jatrofan, latiran, mirsinan (Sulyok ve ark., 2011), tiglian, ingenan,
dafnan (Jassbi, 2006), paralian, pepluan, segetan (Shi ve ark., 2008) 6nemli
diterpenik halka sistemleridir. Fitokimyasal ¢alismalar sonucunda Euphorbia
tiirlerinin farkli kisimlarindan (yaprak, toprak istii kisim, lateks, kok, tohum vb.)
seskiterpen yapisinda bilesikler olan 6fanginol, klovandiol, 6forbiozit A, B (Shi ve
ark., 2008), triterpen yapisinda bilesikler olan lupeol, lupeol asetat, betulin, S-amirin
ve bitkisel steroller (Patil ve ark., 2009), flavonoitlerden rutin, kemferol, mirsetin,
kersetin ve diger flavonoit glikozitleri (Noori ve ark., 2009), ugucu bilesiklerden
terpinen, linalol, terpineol, karyofillen, humulen ve germakren (Fokialakis ve ark.,
2003) izole edilmistir.

Euphorbia tiirlerinin tasidig1 etkili bilesiklerden diterpen yapisindaki maddeler
cesitli yapilara sahip olup, ¢ok sayida farkli biyolojik etki gosterirler. Yapilan
caligmalarla makrosiklik yapidaki diterpenlerin sitotoksik, antikanser, antimikrobiyal
ve antienflamatuvar aktivite gosterdikleri tespit edilmistir (Demirkiran ve ark.,
2011). Buna ek olarak ates disiiriicii ve agr1 kesici olarak etki gosterdikleri
goriilmiis, bazi bilesiklerin de insektisit etkili oldugu tespit edilmistir (Jassbi, 2006 ve
Shi ve ark., 2008).

Tiirkiye’de yetisen Euphorbia tiirleri ilizerinde yapilan c¢alismalarin daha ¢ok
etnobotanik ve fitokimyasal c¢alismalar oldugu goriilmektedir. Bu c¢aligmalar
sonucunda bu bitkilerin ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanildig: tespit edilmis;
ancak bu kullanimlara temel olusturan kimyasal bilesiklere yonelik yeterli ¢alisma
yaptlmamistir. Bu c¢alisma ile, bitkinin halk arasinda kullanimi kimyasal bilesikleri
acisindan Dbilimsel temellere oturtulacak ve etkiden sorumlu bilesikler elde
edilecektir. Boylece, bu konu iizerinde yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak,
bitkilerin halk arasindaki kullannminin temel dayanagi bilimsel olarak arastirilmig

olacaktir.



Mevcut cgaligsmalarda kullanilan Euphorbia tiirleri genellikle ¢alismanin yapildigi
bolgede yetisen tiirler ile sinirli kalmistir. Bu nedenle Tiirkiye’de halk arasinda
kullanim1 olan ve bilimsel calismalarla desteklenmeyi bekleyen, iizerinde sinirl
aktivite calismasi olan ya da heniiz ¢alisilmamis tiirler ¢alisma konumuz olarak

secilmistir.

Bu ¢alismada, Tiirkiye’de halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan ve tizerinde
yeterli ¢calisma bulunmayan bitkiler arasindan E. macroclada, E. seguieriana subsp.
sequieriana, E. characias subsp. wulfenii, E. virgata ve E. helioscopia tirleri
secilmis ve bu materyallerden hazirlanan ekstrelerin  yara iyilestirici ve
antienflamatuvar  aktiviteleri test edilerek halk arasinda kullanimlarinin
dogrulugunun bilimsel olarak arastirilmasi hedeflenmistir. S6z konusu bes bitki
tiurtinden farkli polaritede ekstreler hazirlanarak biyolojik aktivitenin en yiksek
oldugu tiir tespit edildikten sonra biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ile
en aktif fraksiyon/fraksiyonlardan kromatografik tekniklerle etkiden sorumlu
bilesikleri izole etmek, saflastirmak, UV (ultraviyole), NMR (niikleer manyetik
rezonans) ve MS (kitle spektroskopisi) gibi spektral yontemlerle yapilarinin
aydinlatilmas1 ve aktiviteden sorumlu bilesik/bilesiklerin in vivo ve in vitro

yontemler kullanilarak etki sekillerinin aydinlatilmas1 amag¢lanmastir.



1.1. Botanik Ozellikler

1.1.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae

B6lUm : Spermatophyta
Alt Bélim  : Angiospermae
Siif : Magnoliopsida
Alt Simf : Rosidae
Takim : Euphorbiales
Familya : Euphorbiaceae

Alt Familya : Euphorbioideae
Cins : Euphorbia L.

1.1.2. Euphorbiaceae (Siitlegengiller) Familyasimin Botanik Ozellikleri

Tropik ve 1liman bolgelerde yetisen cali veya aga¢ formunda bitkiler, bazilari
sukkulent, cogunlugu monoik, bazilar1 dioik, ¢ogu beyaz renkli lateks tasir.
Yapraklar basit, parcali, pul veya diken bigiminde, ¢i¢ekleri aktinomorf, pentamer,
bazen ¢ok indirgenmis, ovaryum (¢ karpelden meydana gelmis, ti¢ gozlii, meyve her
birinde bir tohum bulunan (¢ g6zlu kapsul, olgunlastiginda ii¢ kokus halinde ayrilir.

Bu nedenle bu taksonlara “Tricoccae’ de denir (Tanker ve ark., 2014).

1.1.3. Euphorbia L. Cinsinin Botanik Ozellikleri

Euphorbia tiirleri monoik, tek yillik veya ¢ok yillik olan ¢ogunlukla calimsi veya
agac formunda bitkilerdir. Cogu lateks tasir. Govde yapraklari genellikle alternan,
nadiren opozit, dekusat veya vertisillat diziligli, stipulali veya stipula yok (Davis,
1982 ve Rahman ve Akter, 2013).



Cigek durumu siatyum; disi ¢igcek bir ovaryumlu ve ortada, erkek gigekler ise bes
tane olup birer stamenden ibaret ve disi ¢igegin etrafinda bulunur (Rahman ve Akter,
2013 ve Tanker ve ark., 2014).

Cigekler indirgenmis, her ¢igegin tabani iki brakteli, disi ¢igegin ovaryumu ti¢ gozlii
ve her g0zde bir ovul bulunur. Stilus G¢ tane olup stigmalar bifid, meyve tipi
sizokarp, tohumlar genellikle karunkulalidir (Davis, 1982).

1.1.4. Calisma Konusu Olarak Secilen Tiirlerin Tayin Anahtari

Tirkiye’de yetisen Euphorbia cinsi dokuz grup altinda toplanmistir. Calisilan
tirlerden; E. helioscopia C grubu, E. seguieriana ve E. macroclada G grubu,
E. virgata H grubu, E. characias subsp. wulfenii I grubu altinda yer almaktadir.
‘Flora of Turkey and The East Aegean Islands’ isimli eserdeki tayin anahtarina sadik

kalinarak sadece c¢aligilan tiirlerin tayin anahtari agiklanmistir (Davis, 1982).

C GRuUBU

1. Tohumlar ¢ok ¢esitli desenlerde ya da yontulmus gibi
9. Meyveler puriizsuz
12. Ana govde uzun, yalanci umbellalar buna uygun olarak daha kii¢tik
13. Yapraklar serrulat ya da adi serrat
14. Tohumlar ags1 ya da enine hafif piiriizli
15. Karunkul yass1 ya da tohumlar altta karunkulal1
16. Karunkul yass1

39. helioscopia



G GRUBU

1. Bitki tliysiiz, bugulu papilli ya da c¢ok kiigiik hirtellus
2. Geng yaprak kenarlar1 diiz
3. Salgu tiiyleri trunkat, boynuzsuz
4. Karunkul yar1 kiiremsi ya da konik sekilde, karin tarafinda ¢ikintisiz
5. Govde yapraklari lineerden oblong-lineer’e dogru, akut ya da subakut

74. seguieriana

3. Salgi tiiyleri boynuzlu
7. Tohumlar oyuklu yapida ve piiriizsiiz
9. Bitki dik, govde 70 cm’ye kadar uzar, salgi tliyleri sari, yesil ya da
kahverengi
10. Bitki bugulu papillali, siatyum loblar1 ¢evresi tiiylii

66. macroclada

H GRUBU

1. GOvde yapraklari yuvarlak, kuneat ya da tabanda attenuat
2. Govde yapraklar1 genellikle 3 mm’den daha genis
3. Govde yapraklar lineer, lanseolat ya da trullat, yaprak genisligi 2,7 cm’den az
4. Bitki rizomsuz, meyve 4-5 mm capinda
5. Govde yapraklari lineerden lineer lanseolata dogru, genisligi 1,5 cm’den az

78. virgata

| GRUBU

1. Meyveler tiyli
2. Govde yapraklar1 mat ve yukarida tiylU
3. Govde yapraklari ilk y1l 4-11 cm
4. Govde yapraklari ilk yil ve ikinci yilda hemen hemen esit

89. characias subsp. wulfenii
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1.2. Euphorbia L. Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

1.2.1. Fitokimyasal Calismalar

1.2.1.1. Terpenik Bilesikler

1.2.1.1.1. Seskiterpen Yapisindaki Bilesikler

Euphorbia cinsi, diterpen yapisinda bilesikler ile karakterize olan bir cinstir.
Euphorbia cinsinden seskiterpen yapisinda bilesikler ilk kez 1997 yilinda E. wangii
tirtinden izole edilmistir. Tiim bitkiden hazirlanan asetonlu ekstre silika kolon
kromatografisine uygulanmis ve ¢alisma sonunda karyofillen, siklokaryofil-4-en-8-
ol, ofanginol, 14-hidroksi-44,5a-epoksi-4,5-dihidrokaryofillen ve klovandiol
seskiterpenleri izole edilmistir (Shi ve ark., 1997).

Yapilan bir baska c¢alismada Euphorbia chrysocoma H. Lev. & Vaniot’dan
hazirlanan %95°lik etanollii ekstre petrol eteri, etil asetat ve n-butanol ile
fraksiyonlanmistir. Petrol eterli fraksiyonun silika kolona uygulanmasiyla (6R)-2-
kloro-6-[(1S)-1,5-dimetilhekzan-4-en-1-il]-3-metilsiklohekzan-2-en-1-on isimli
seskiterpen ilk kez izole edilmistir (Shi ve ark., 2005).

Euphorbia humifusa Willd.’dan antihepatit etkili iki karyofillen tipte seskiterpen
bilesik olan humifusan A ve humifusan B izole edilmistir (Tian ve ark., 2011).
Euphorbia tiirlerinden izole edilen seskiterpen yapisinda bazi bilesikler Sekil 1.1°de

gosterilmektedir.
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H H
H
N <
Q OH R
H
OH
CH,
Ofanginol Siklokaryofil-4-en-8-ol
H
H\

14-hidroksi-44,5a-epoksi-4,5-dihidrokaryofillen

Klovandiol

(Shi ve ark., 1997)

(6R)-2-kloro-6-[(1S)-1,5-dimetilhekzan-4-en-1-il]-3-metilklsiklohekzan-2-en-1-on

(Shi ve ark., 2005)

Sekil 1.1. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi seskiterpenik bilesikler
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Deglukozil Oforbiozit A

(Shi ve ark., 2008)

Humifusan A Humifusan B

(Tian ve ark., 2011)

Sekil 1.1. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 seskiterpenik bilesikler
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1.2.1.1.2. Diterpen Yapisindaki Bilesikler

Turkiye’den toplanan E. aleppica’dan asetonlu, Euphorbia paralias L.’den de
metanolli ekstreler hazirlanmis n-hekzan ve kloroform ile sivi partisyon yapilmustir.
Kloroformlu fazlar silika jel kolon kromatografisi teknigi ile fraksiyonlanmis,
fraksiyonlardan da maddeler preparatif ince tabaka kromatografisi ile
saflagtinnlmistir. E. aleppica’dan diterpen yapisinda aleppikatin A ve aleppikatin B
E. paralias’tan iki yeni diterpen olan paralinon A ve paralinon B ilk kez izole
edilmistir (Oksiiz ve ark., 1996 ve Oksiiz ve ark., 1997).

Peng ve ark. (2012), E. kansui’den hazirlanan %95 etanollii ekstreyi silika jel kolona
uygulayarak diterpen yapisinda bilesikler izole etmislerdir. Bu bilesiklerin kimyasal
yapilar1  5-O-benzoil-34-hidroksi-20-deoksigenol,  3-O-benzoil-34-hidroksi-20-
deoksigenol, 4-0-asetil-5-0O-benzoil-34-hidroksi-20-deoksigenol olarak

aydinlatilmistir.

Euphorbia fischeriana Steud ve Euphorbia ebracteolata Hayata koklerinden Soxhlet
ekstraksiyonu ile %95’lik etanollii ekstreler hazirlanmigtir. Ekstreler petrol eteri,
kloroform ve etil asetat ile sivi partisyona tabi tutularak polaritelerine gore
fraksiyonlanmistir. E. fischeriana petrol eteri fazindan jolkinolit B; 17-
hidroksijolkinolit A; 17-hidroksijolkinolit B; ent-(30,54,80,94,10a,1201)-3-
hidroksiatis-16-en-14-on; ent-kauran-3-okso-16a,17-diol; ent-16/-H-3-oksokauran-
17-ol; 12-deoksiforbaldehit-13-hekzadekanoat ve neriifolin, kloroform fazindan
jolkinolit A izole edilirken, E. ebracteolata petrol eteri fazindan 11 4-hidroksi-ent-
abieta-8(14),13(15)-dien-16,125-olit; 3/,19-dihidroksi-(1)10,15-rosadien-2-on;
yueksiandajisu D; yueksiandajisu F; hugorosenol; antiquorin, kloroform fazindan da

yueksiandajisu E izole edilmistir (Liang ve ark., 2014).

Kurutulmus Euphorbia dendroides L. nin %60 etanolli ekstresi hekzan ile muamele
edilmis ve kurutulan hekzan ekstresi silika flash kromatografisi metodu ile

fraksiyonlanmistir. Ardindan preparatif ince tabaka kromatografisi ile temizlenen
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fraksiyonlardan YPSK (yiiksek performansli sivi kromatografisi) ile son madde
izolasyonu tamamlanmustir. ilk kez izole edilen yedi diterpen yapisinda molekiil
‘Ofodendrofan A, B, C, D, E, F’ ve ‘Ofodendrian A’ olarak isimlendirilmistir
(Aljancic ve ark., 2011).

Euphorbia semiperfoliata Viv.’den hazirlanan asetonlu ekstre etil asetat ile muamale
edilmis, elde edilen etil asetat ekstresi kurutulduktan sonra silika jel kolona
uygulanmigtir. Calisma sonunda makrosiklik diterpen yapisinda bilesikler izole

edilmistir (Appendino ve ark., 1998).

E. characias subsp. characias’tan hazirlanan asetonlu ekstre etil asetat ile partisyona
tabi tutulmus ve elde edilen etil asetat ekstresi kurutulduktan sonra silika jel kolon
kromatografisi uygulanmistir. Polisiklik diterpenlerden ent-2-hidroksi-atis-1,16(17)-
dien-3,14-dion; 8a, 14-dihidro-7-okso-jolkinolit E; 34,15,16-triasetoksipimara-
8(14)-en ve 3p,15,16-triasetoksipimara-8(14)-en-2-on bilesikleri ilk kez bu g¢alisma
ile izole edilmistir (Appendino ve ark., 2000).

Yapilan bir ¢alismada Euphorbia cauducifolia L.’den hazirlanan %95°1ik etanollii
ekstre kurutulup asetonda c¢ozuldukten sonra tekrar kurutulup %210’luk metanolde
¢oziilmiistiir. Ardindan dietil eter ve etil asetat ile partisyona tabi tutularak
fraksiyonlara ayrilmistir. Her iki ekstre grubu da petrol eteri:metanol:su (15:10:10,5)
karisimu ile partisyona tabi tutulmustur. Hidrofilik fraksiyonlardan 3-O-angeloil-17-
O-palmitoilingenol; 3-O-palmitoil-5-O-angeloilingenol; 5-O-angeloil-17-0O-
palmitoilingenol; 3-0-angeloil-5-O-palmitoilingenol; 17-0-(2Z,4E,62)-2,4,6-
tetradekatrienoil-20-O-palmitoilingenol;  5-O-angeloil-17-O-benzoilingenol; 5-O-
angeloil-17,20-diasetoksiingenol; 3-O-angeloil-17-O-benzoil-20-asetoksiingenol; 3-
asetoksi-5-O-angeloil-17-O-benzoilingenol; 5-0-angeloil-3,17,20-triasetoksiingenol
diterpenleri izole edilmistir. Bu bilesiklerin irritan ve Kkarsinojenik oldugu
bildirilmistir (Baloch ve Baloch, 2010).
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Barile ve Lanzotti (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada E. paralias’tan (¢ tanesi ilk kez
izole edilen toplam yedi diterpen izole etmislerdir. Yapi tayini ¢aligmalarinda bir ve
iki boyutlu NMR spektroskopisi yontemlerinden yararlanmislardir. Ik kez izole
ettikleri bilesikler pre-segetanin A, segetanin A ve segetanin B olarak
isimlendirilmistir. Ayni bitki ile yapilan benzer bir ¢alismada, E. paralias’tan etil
asetatli ekstre hazirlanmig, OBSK (orta basingli sivi kromatografisi) ve YPSK
yontemleri ile diterpen yapisinda bilesikler izole edilmistir. Pepluanon, paralianon ve
pepluen isimli diterpenik bilesikler bu ¢alisma ile ilk kez izole edilmistir (Barile ve
ark., 2007).

Yapilan bir baska ¢alismada Euphorbia lunulata Bge.’den %90°lik etanol ile ekstre
hazirlanmis, ¢oziicli uzaklastirildiktan sonra kuru ekstre suda ¢oziilmiistiir. Sirasiyla
petrol eteri, etil asetat ve n-butanol ile sivi-sivi partisyon yapilmistir. Petrol eteri
fazindan silika jel kolon kromatografisi ile 0fornin ve 6foskopin B; etil asetat
fazindan silika jel kolon kromatografisi ile 6fornin N ve ilk kez 14a,15/-diasetoksi-
30,7 A-dibenzoiloksi-9-okso-2H,13aH-jatrofa-5E,11E-dien ve sefadeks kolon ile de
ilk kez ent-3a-formilabieta-8(14),13(15)-dien-16,125-olit bilesikleri izole edilmistir
(Liu ve ark., 2014).

Euphorbia amygdaloides L.’nin koklerini ve lateksini de igeren tim kisimlarindan
etil asetatl ekstre hazirlanarak su ile partisyon yapilmistir. Temizlenen etil asetatl
ekstre OBSK teknigi ile fraksiyonlanmistir. Ilk kez izole edilen ve bitki ile
karakterize olan on iki diterpen yapisinda bilesige Amigdaloidinler adi verilmistir.
Amigdaloidin A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L bitkiden izole edilen
Amigdaloidinlerdir (Corea ve ark., 2005).

Kurutulmus Euphorbia nematocypha Hand.-Mazz. koklerinden %70’lik asetonlu
ekstre hazirlanmistir. Kurutulan ekstre suda ¢6zildikten sonra kloroform ve su ile
partisyona tabi tutulmustur. Kloroform fazi1 silika jel kolon kromatografisi ile
fraksiyonlanmistir. Sekiz yeni diterpen yapisinda molekiil ilk kez bu ¢aligma ile izole

edilmistir (He ve ark., 2008).
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Euphorbia sororia Schrenk meyvelerinden hazirlanan metanollii ekstre petrol eteri
ile partisyona tabi tutulmustur. Petrol eterli fraksiyon silika kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilarak alt1 diterpen yapisinda yeni bilesik izole edilmistir. 2o,70-
diizobutiroiloksi-3a-nikotinoiloksi-54,8a,9a,15 f-tetraasetoksijatrofa-6(17),  11E-
dien-14-on;2a-izobutiroiloksi-3a-nikotinoiloksi-54,7a,8c,9a,15 4-pentaasetoksijat-
ropha-6(17),11E-dien-14-on; 17-hidroksimirsinol; 3a-benzoiloksi-2a,7a-
diizobutiroiloksi  54,8a,9a,155-tetraasetoksijatrofa-6(17),11E-dien-14-on;  3a-
benzoiloksi-54,14 f-dihidroksi-2o-izobutiroiloksi-7o, 8,90, 15 f-tetraasetoksijatrofa-
6(17),11E-dien; 14p-benzoiloksi-2a,7f-diizobutiroiloksi-15a-hidroksi-34,5a,8a,9a
tetraasetoksijatrofa-6(17),11E-dien bu ¢alisma ile ilk kez izole edilen diterpenlerdir
(Huang ve Aisa, 2010).

Yapilan bir bagka ¢alismada Euphorbia royleana Boiss.’den on yeni diterpen izole
edilmistir. E. royleana’nin toprak istii kisimlarindan %70 aseton ile hazirlanan
ekstre kurutulduktan sonra suda ¢oziilerek etil asetat ile partisyona tabi tutulmustur.
Etil asetath ekstre VLC (vakum sivi kromatografisi) ile fraksiyonlandiktan sonra
silika jel kolona uygulanmigtir. Calisma sonunda 12-O-asetilingol-3,8-ditiglat; 8,12-
O-diasetilingol-3,7-ditiglat; ~ 12-O-asetil-7-O-benzoilingol-3,8-ditiglat;  8,12-O-
diasetilingol-3,7-dibenzoat;  3,8,12-O-triasetilingol-7-benzoat;  12-O-asetil-8-O-
benzoilingol-3-tiglat; 12-O-asetilingol-3,8-dibenzoat; 12-O-asetil-3-O-benzoilingol-
8-tiglat; 12-O-asetil-2-epi-ingol-3,8-dibenzoat ve 12-O-asetil-3-O-benzoil-2-epi-
ingol-8-tiglat isimli bilesikler izole edilmistir. Aynmi ¢alismada izole edilen
bilesiklerin anti-anjiyogenik etkileri test edilmistir ve bu bilesiklerin biyolojik olarak

aktif olduklar1 bildirilmistir (Li ve ark., 2009).

Yapilan bir bagka ¢aligmada E. helioscopia’dan hazirlanan %95 etanollii ekstre, etil
asetat ile muamele edilmis ve elde edilen etil asetatli ekstre silika jel kolon
kromatografisi ile fraksiyonlanmistir. Ardindan sefadeks kolon ve semi-preparatif
YPSK ile saflastirilan bilesiklerin yapilar1 tayin edilmis ve sitotoksik aktiviteleri
aragtirtlmistir. Calisma sonunda izole edilen 7/,9a,14 p-triasetoksi-35-benzoiloksi-

123,15 -epoksi-114-hidroksijatrofa-5E-en;14 s-asetoksi-3 5-benzoiloksi-7 5,90, 15 5-
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trihidroksijatrofa-5E-11E-dien; 7/,90,14 f-triasetoksi-3 f-benzoiloksi-154,17-
dihidroksijatrofa-5E,11E-dien  ve  14a,15p-diasetoksi-3 4,7 f-dibenzoiloksi-17-
hidroksi-9-okso-2H,13H-jatrofa-5E,11E-dien  bilesikleri  sitotoksik  aktivite

yonunden etkili bulunmustur (Lu ve ark., 2008a).

Euphorbia esula L.’den %95’lik etanolle hazirlanan ekstre kurutulup petrol eteri ve
etil asetat ile partisyona tabi tutulmustur. Petrol eterli ekstre once silika jel kolona
sonra sefadeks kolona uygulanarak fraksiyonlara ayrilmistir. Calisma sonunda on alt1

yeni diterpen ilk kez izole edilmistir (Lu ve ark., 2008b).

Euphorbia tdrlerinden izole edilen diterpen yapisinda bazi bilesikler Sekil 1.2°de
gosterilmektedir.

isim R R, R» R3

17-hidroksi-mirsinol H Nik iBut  Nik
5,15-O-diasetat-7-O-benzoat-3,14-O-dinikotinat H Nik Bz Nik
3,14-O-dinikotinoil-5,15,17-O-triasetil-7-O-izo-butiril- As  Nik iBut  Nik

17-hidroksimirsinol

3-O-propionat-5,15-O-diasetat-7-O-benzoat-14-O- H Pr Bz Nik
nikotinat
5,15-O-diasetat-3,7,14-O-trinikotinat H Nik Nik Nik

iBu: izobutanoil, As: asetil, Pr: propionil, Nik: nikotinil, Bz: benzolill
(Oksliz ve ark., 1998)

Sekil 1.2. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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—0

Tig:
H,C CHg
(0]
Bz: |
isim R, R, R;
12-O-asetilingol 3,8-ditiglat Tig H Tig
8,12-O-diasetilingol 3,7-ditiglat Tig Tig As
12-O-asetil-7-O-benzoilingol 3,8-ditiglat Tig Bz Tig
8,12-O-diasetilingol 3,7-dibenzoat Bz Bz As
3,8,12-O-triasetilingol 7-benzoat As Bz As
12-O-asetil-8-O-benzoilingol 3-tiglat Tig H Bz
12-O-asetilingol 3,8-dibenzoat Bz H Bz
12-0O-asetil-3-O-benzoilingol 8-tiglat Bz H Tig
As: asetil, Tig: tiglian, Bz: benzoil
CH,
O:<
o O
[ILERE “‘\\\
.|||IH
R,0 HC . ’
R,0 OR,
isim Ri Ry Rs
12-O-asetil-2-epi-ingol 3,8-dibenzoat Bz H Bz
12-0O-asetil-3-O-benzoil-2-epi-ingol 8-tiglat Bz H Tig

Tig: tiglian, Bz: benzoil

(Li ve ark., 2009)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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isim R, R, R;
ent-(54,80,94,10a,11a,120a)-11-hidroksiatis-16-en-3,14-dion =0 a-OH H
ent-(54,80,94,10a,110,120)-3,14-dioksoatis-16-en-11-il asetat =0 a-OAs H
ent-(58,80,94,10a,12a)-12-hidroksiatis-16-en-3,14-dion = H a-OH
ent-(3a,54,80,98,10a,11a,12a)-3,11-dihidroksiatis-16-en-14-on  o-OH «-OH H
ent-(3a,54,8a,98,10a,12a)-3-hidroksiatis-16-en-14-on o-OH H H
isim Ri R, R3
(38,13a)-3-hidroksipimara-7,15-dien-2,12-dion =0 p-OH =0
(38,12a,13a)-3,12-dihidroksipimara-7,15-dien-2-on =0 p-OH «-OH
(120,130)-12-hidroksipimara-7,15-dien-3-on H =0 a-OH

(He ve ark., 2008)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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isim

20, 7a-diizobutiroiloksi-3a-nikotinoiloksi-58,80,9a,155-tetraasetoksijatrofa-  Nik  As

6(17),11E-dien-14-on
20-izobutiroiloksi-3a-nikotinoiloksi-54,7a,8a,9a,154-
pentaasetoksijatrofa-6(17),11E-dien-14-on
3a-benzoiloksi-2a,7a-diizobutiroiloksi-58,80,9a,154-
tetraasetoksijatrofa-6(17),11E-dien-14-on
3a-benzoiloksi-2a-izobutiroiloksi-54,7a,8a,90,154-
pentaasetoksijatrofa-6(17),11E-dien-14-on

Nik iBu
Bz iBu
Bz As

iBu: izobutanoil, As: asetil, Nik: nikotinil, Bz: benzoil

isim

Rl Rg R3 R4 RS

3a-benzoiloksi-54,144-dihidroksi-2a-izobutiroiloksi-
70,80,9a,154-tetraasetoksijatrofa-6(17),11E-dien
14-benzoiloksi-2a,74-diizobutiroiloksi-15a-hidroksi-
30,5a,8a,90-tetraasetoksijatrofa-6(17),11E-dien

Bz H As H As

As As iBu Bz H

O o)
Nik = Bz =

X
=
N

IBu = CH,

CH,

(Huang ve Aisa, 2010)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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no. isim R, R, R; R4

1  3-O-angeloil-17-O-palmitoilingenol Ang H H Palm

2  3-O-palmitoil-5-O-angeloilingenol Palm Ang H H

3  5-O-angeloil-17-O-palmitoilingenol H Ang H Palm

4 3-O-angeloil-5-O-palmitoilingenol Ang Palm H H

5 17-0-(2Z,4E,62)-2,4,6-tetradekatrienoil-20-O- H H Palm Tetradek
palmitoilingenol

6  5-O-angeloil-17-0O-benzoilingenol H Ang H Bz

7  5-O-angeloil-17,20-diasetoksiingenol H Ang As As

8  3-O-angeloil-17-O-benzoil-20-asetoksiingenol Ang H As Bz

9  3-asetoksi-5-O-angeloil-17-O-benzoilingenol As Ang H Bz

10 5-O-angeloil-3,17,20-triasetoksiingenol As Ang As As

As = Asetil; Ang = Angeloil; Bz = Benzoil; Palm = Palmitoil;
Tetradek = -(2Z,4E,627)-(2,4,6)-Tetradekatrienoil

(Baloch ve Baloch, 2010)

isim Ri Ry Rs
5-O-benzoil-3-hidroksi-20-deoksigenol OH OH OBz
3-O-benzoil-3p-hidroksi-20-deoksigenol OBz OH OH
4-0O-asetil-5-O-benzoil-3 4-hidroksi-20-deoksigenol OH  OAs OBz

(Peng ve ark., 2012)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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Nik = | X
CHs =
\\\\\\ORS o
: | CHy
Ang = —
IIIII/OR4 HSC
(@]
ORj3 Hydrp.= | CHg
H,C OCH
Isim Rl Rz R3 R4 R5

Amigdaloidin A As As Ang Ang  Nik
AmigdaloidinB  Ang H Ang As Nik
Amigdaloidin C  Hydrp. H Ang As Nik
AmigdaloidinD  Ang H Ang As As
AmigdaloidinE ~ Ang H Hydrp. As As
AmigdaloidinG  Ang As H Hydrp. As
Amigdaloidin H Hydrp. As H Ang  As
Amigdaloidin | As Hydrp. H Ang  As
AmigdaloidinJ  Hydrp. As Ang H As
Amigdaloidin K As Hydrp.  Ang H As
AmigdaloidinL  Ang As Hydrp. H As
As: asetil, Nik: nikotinil, Ang: angeloil

(Corea ve ark., 2005)
HaC HC CHy

‘\\\\\OR5
“OR,
HaC
ORj
ISiI'Il Rl Rz R3 R4 R5 RG
Ofodendrofan A Pr As iBu As Nik H
Ofodendrofan B iBu As iBu As Nik H
Ofodendrofan C Pr As iBu As Nik As
Ofodendrofan D iBu As As Bz As H
Ofodendrofan E Pr As iBu Bz As H

iBu: izobutanoil, As:asetil, Pr: propionil, Nik: nikotinil, Bz: benzoil

(Aljancic ve ark., 2011)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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Isim R, R,
Paralinon A H H
Paralinon B OAs H
(Oksuiz ve ark., 1997)
HO OH
isim R, R»

Fiserozit A H H
Fiserozit B H Galloil
Fiserozit C OH H

(Pan ve ark., 2011)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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HsC CO-CHj

H4C CH,

B @CO—CH3

C  CH3(CH,)sCO-

Isim R, R» R3 R4
17-benzoiloksi-3-0-(2,3-dimetilbutanoil)-20-deoksiingenol A H oB H
17-benzoiloksi-3-0-(2,3-dimetilbutanoil)-13-(2,3- A OA OB H
dimetilbutanoiloksi)-20-deoksiingenol
17-benzoiloksi-3-0-(2,3-dimetilbutanoil)-13-(2,3- A OA OB OH
dimetilbutanoiloksi)ingenol

17-benzoiloksi-20-0O-(2,3-dimetilbutanoil)-13-(2,3- H OA OB OA
dimetilbutanoiloksi)ingenol

17-benzoiloksi-13-oktanoiloksiingenol H OC OB OH
3-O-benzoil-17-benzoiloksi-13-oktanoiloksiingenol B OC OB OH
20-0-benzoil-17-benzoiloksi-13-oktanoiloksiingenol H OC OB OB
3-O-benzoil-17-benzoiloksi-13-oktanoiloksi-20- B OC OB H
deoksiingenol

17-benzoiloksi-3-0-(2,3-dimetilbutanoil)-13- A OC OB OH

oktanoiloksiingenol
17-benzoiloksi-20-0O-(2,3-dimetilbutanoil)-13- H OC OB OA
oktanoiloksiingenol

3-0-benzoil-13,17-dibenzoiloksiingenol B OB OB OH
13,17-dibenzoiloksi-3-0O-(2,3-dimetilbutanoil)ingenol A OB OB OH
3-0-benzoil-17-benzoiloksi-13-(2,3- B OA OB OH

dimetilbutanoiloksi)ingenol
13,17-dibenzoiloksi-3-O-(2,3-dimetilbutanoil)-20- A OB OB H
deoksiingenol

3-0-benzoil-13-oktanoiloksiingenol

3-0-(2,3-dimetilbutanoil)-13-oktanoiloksiingenol

OoC H OH
OC H OH

> @

(Lu ve ark., 2008Db)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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”, ”,
[ [

Jolkinolit A Jolkinolit B

CH,OH

17-hidroksijolkinolit B

OCO(CH ,)14CH,

CH,OH

11p-hidroksi-ent-abieta-8(14), 12-deoksiforbaldehit-13-hekzadekanoat
13(15)-dien-16,12p-olit

(Liang ve ark., 2014)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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",
[

34,19-dihidroksi-1(10),15-rosadien-2-on Yueksiandajisu F

Hugorosenol ent-kauran-3-okso-16a,17-diol

~
’d

ent-164-H-3-oksokauran-17-ol ent-(3a,54,80,94,100,12a)-3-
hidroksiatis-16-en-14-on

(Liang ve ark., 2014)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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OAs
7p,9a,14-triasetoksi-35-benzoiloksi-124,154-epoksi-114-hidroksijatrofa-5E-en

AsO

14p-asetoksi-3p-benzoiloksi-74,9a,154-trihidroksijatrofa-5E,11E-dien

AsO

OAs

7p,9a,144-triasetoksi-34-benzoiloksi-154,17-dihidroksijatrofa-5E,11E-dien

AsQ

,,I//

OBz

140,154-diasetoksi-34,7/-dibenzoiloksi-17-hidroksi-9-okso-2H,135H-jatrofa-
5E,11E-dien

(Lu ve ark., 2008a)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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Helioskopinolit A

(Lu ve ark., 2008a)

ent-2-hidroksi-atis-1,16(17)-dien-3,14-dion 8a,14-dihidro-7-okso-jolkinolit E

OAs OAs
\\\\ " \\\\S
OAs O\ OAs

AsO

3/,15,16-triasetoksipimara-8(14)-en 3/,15,16-triasetoksipimara-8(14)-en-2-on

(Appendino ve ark., 2000)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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140,15p-diaset

AsQ

Ofornin

H
ent-3a-formilabieta-8(14),13(15)-dien-16,124-olit
AsO
AsO
BZC; O

OBz
oksi-3a, 75-dibenzoiloksi-9-okso-24H,13aH-jatrofa-5E,11E-dien

AsO

’OAs

OAs OAs
Ofornin N

C:)As
Ofoskopin B

(Liu ve ark., 2014)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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T

BzO

Tin
1
QOm
>
7]
o
>
7]

BzO

Pepluanon

: 2 BzO E EOH
BzO H éH E\OAS HsC 0 \OAS
7 %
Pepluen CHs  Pre-segetanin

(Barile ve ark., 2007)

Segetanin B

Segetanin A

(Barile ve Lanzotti, 2007)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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Aleppikatin A: R=R;=0As Ry= H3C = CH,
O CHy
H
Aleppikatin B: R = OAs Ri=R,= HsC Z -
3
O CHj

(Okstiiz ve ark., 1996)

5,14-O-dinikotinoil-8-O-izo-butiril-3,10,15-O-triasetil-siklomirsinol
ONik

TN

] f{

Iy,

<

NkO BZO Al
7-O-asetil-5-0O-benzoil-13,15-dihidroksi-3,18-O-dinikotinoil-14-okso-latiran

(Oksiiz ve ark., 1998)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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Prostratin

Langduin D

(Pan ve ark., 2011)

Sekil 1.2. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 diterpenik bilesikler
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1.2.1.1.3. Triterpen Yapisindaki Bilesikler

E. kansui’den hazirlanan %95°lik etanollii ekstreden silika kolon kromatografisi
teknigi ile triterpenik yapida bilesikler izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilar1 6fol,
o-amirin, S-amirin, oleanolik asit ve ursolik asit olarak aydinlatilmistir (Peng ve ark.,
2012). Aym tiir ile yapilan benzer bir ¢alismada, E. kansui’den %95’lik etanol ile
hazirlanan ekstre petrol eteri ile muamele edilmistir. Petrol eterli fraksiyondan
¢oziicii uzaklastirilarak elde edilen ekstre silika ve sefadeks kolonlara uygulanarak
kansuinon ve kansenon isimli iki triterpenik bilesik izole edilmistir (Guo ve ark.,
2010). Aym bitkinin koklerinden hazirlanan %60 etanollii ekstreden ilk kez izole
edilen bes yeni triterpenik bilesik kansenon, kansenonol, 11-okso-kansenonol,
kansenol ve epi-kansenon olarak bildirilmistir (Wang ve ark., 2003).

E. fischeriana ve E. ebracteolata koklerinden Soxhlet ekstraksiyonu ile %95’lik
etanolli ekstreler hazirlanmistir. Ekstreler petrol eteri, kloroform ve etil asetat ile siv1
partisyona tabi tutularak polaritelerine gore bilesikler gruplandirilmigtir.
E. fischeriana petrol eteri fazindan dort adet triterpenik bilesik izole edilmistir.
Lupeol, luteon, lupeol asetat ve S-amirin asetat izole edilen triterpenik bilesiklerdir.
E. ebracteolata petrol eterli ekstresinden ise sadece S-amirin asetat izole edilmistir
(Liang ve ark., 2014).

Akihisa ve ark. (2002), yaptiklari bir ¢alismada Euphorbia antiquorum L.
lateksinden antiviral etkili triterpenler izole etmislerdir. Bitkiden elde edilen lateksi
suda ¢Ozup hekzan ve etil asetat ile partisyona tabi tutmuslar, ardindan etil asetat

fraksiyonundan elde edilen ekstreyi silika kolona uygulamislardir. Arastirmacilar
calisma sonunda o6fol, eupha-7,9(11),24-trien-34-0l (antiquol C); 19-abeo-
80,94,10a-eupha-5,24-dien-35-ol (antiquol B); 24-metiltirucalla-8,24(24")-dien-34-
ol (6forbol); lemmafilla-7,21-dien-34-0l; izohelianol ve kamelliol C adinda

triterpenik bilesikler izole etmislerdir.
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Euphorbia guyoniana Boiss. & Reut.’un koklerinden hazirlanan kloroformlu ekstre
once silika jel kolon ardindan semi-preparatif YPSK ile kromatografik ayrima tabi
tutularak on (g triterpenik bilesik izole edilmistir. Bu bilesikler 3 -hidroksitarakser-
14-en-28-o0ik asit; p-sitosteril-34-glukopiranozit-6’-O-palmitat; multiflorenil asetat;
multiflorenil  palmitat; peplusol; 24-metilensikloartenol; lanosterol; oferol;
butirospermol; sikloartenol; obtusifoliol; siklodkalenol ve p-sitosterol olarak tayin
edilmistir (Haba ve ark., 2007).

llyas ve ark. (1998), E. neriifolia lateksinden hazirlanan asetonlu ekstreyi silika jel
kolon ile fraksiyonlarina ayirarak sikloartenol ve neriifolion adinda iki triterpen izole

etmiglerdir. Sikloartenol ilk kez bu ¢aligsma ile izole edilmistir.

Euphorbia stygiana Watson’un yapraklarindan ve sap kisimlarindan hazirlanan
asetonlu ekstreler silika jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmistir. Yapraklardan
madeiranil asetat, izomadeiranil asetat, lupenil asetat ve tarakseril asetat; sap
kisimlarindan da madeiranon, izomadeiranon, lupenon ve tarakseron izole edilmistir.
Madeiranil asetat ve izomadeiranil asetat ilk kez bu calisma ile izole edilen
bilesiklerdir (Lima ve ark., 2003).

Toz edilen kurutulmus E. humifusa %95 etanol ile perkolasyon metoduyla
tilketilmistir. Elde edilen ekstre kurutulduktan sonra etil asetat ile muamele edilmis
ve etil asetatli ekstre silika jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmustir. Ilk kez
izole edilen dort triterpenik bilesik (3 5)-3-hidroksi-24-metilenlanost-8-en-7,11-dion;
(3/)-3-hidroksilanosta-8,24-dien-7,11-dion; (34,7a)-3,7-dihidroksilanosta-8,24-dien-
11-on; (35,11/)-3,11-dihidroksilanosta-8,24-dien-7-on olarak adlandirilmistir (Lu ve
ark., 2007).

E. hirta’nin sap, yaprak ve koklerinden diklorometan ile ekstreler hazirlanmistir.
Bitkinin sap ve yapraklarindan tarakseron, sikloartenol, lupeol, 25-
hidroperoksisikloart-23-en-34-ol, 24-hidroperoksisikloart-25-en-34-ol; koklerinden

de sikloartan, lupeol, a-amirin ve S-amirin izole edilmistir. 25-hidroperoksisikloart-
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23-en-34-ol ve 24-hidroperoksisikloart-25-en-34-ol ilk kez bu calisma ile izole
edilmistir (Ragasa ve Cornelio, 2013).

Euphorbia tiirlerinden izole edilen triterpen yapisinda bazi bilesikler Sekil 1.3’te

gosterilmektedir.

isim R, R»
Lupeol asetat As Me
Betulin H CH,0OH
Betulinik asit H COCH
Lupeol H Me

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.3. Euphorbia tlirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilegikler
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-
-

Glutinol Friedelin

g

AsO

,
[

-
~

3p-hidroksimultiflor-8-en-7-on Tarakseril asetat

iz
.

,',,, l:|

., = AsO
7, H

AsO

a-amirin asetat S-amirin asetat

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.3. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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CH,

4/§

CH,

Ofol

HO

Oleanolik asit Ursolik asit

(Peng ve ark., 2012)

HaC
\ CH:

Luteon

Kansuinon
(Liang ve ark., 2014)

(Guo ve ark., 2010)

Sekil 1.3. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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(38,70)-3,7-dihidroksilanosta-8,24-dien-11-on

(38,115)-3,11-dihidroksilanosta-8,24-dien-7-on

(Lu ve ark., 2007)

Sekil 1.3. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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vl
/I”?\
O
I
w

O

Kansenon

\5/\/\(0"3

Kansenol

(Wang ve ark., 2003)

Sekil 1.3.

Devam. Euphorbia tirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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HO P

25-hidroperoksisikloart-23-en-3-ol

CH,
H

OCH

HO

24-hidroperoksisikloart-25-en-34-ol

CH,

Tarakseron

~
“ /g
’d

a-amirin S-amirin

(Ragasa ve Cornelio, 2013)

Sekil 1.3,

Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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R = a-H, f-OAs R = a-H, f-OAs
Madeiranil asetat [zomadeiranil asetat

(Lima ve ark., 2003)

Sikloartenol

H,C

Neriifolion

(llyas ve ark., 1998)

Sekil 1.3. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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coo1Gnn IT
co G T

Antiquol B Antiquol C

s I

Oforbol

(Akihisa ve ark., 2002)

Sekil 1.3. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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Sikloarta-23,25-dien-34-ol

H;C

HO

H,C = CHjy

HO z
H

Sikloart-23-en-34,25-diol
H4C = CH,4

HO
HO

/////

Sikloart-23-en-3p,25,28-triol

(Liu ve ark., 2014)

Sekil 1.3. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi triterpenik bilesikler
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1.2.1.1.4. Steroller

Bitkisel sterollere Euphorbia tiirlerinde de rastlanmaktadir. E. characias,
E. dendroides, Euphorbia pithyusa subsp. cupanii L. ve E. semiperfoliata tlrlerinde
yapilan ¢alismalarda, tohumlarin Kolesterol, g-sitosterol, kampesterol ve lanosterol

igerdigi tespit edilmistir (Bruni ve ark., 2004).

E. fischeriana ve E. ebracteolata koklerinin %95’lik etanolli ekstresi Soxhlet
ekstraksiyonu metoduyla hazirlanmistir. Petrol eteri, kloroform ve etil asetat ile
fraksiyonlanan ekstrelerin petrol eteri fazindan f-sitosterol, etil asetat fazindan da

S-steroliin glikoziti olan daukosterol izole edilmistir (Liang ve ark., 2014).

Fas bolgesine endemik bir tir olan Euphorbia officinarum Hook. F. & Coss.’dan
lanostenol, lanosterol, 24-metilen lanostenol, 4o,14a-dimetil-24-metilen-5o-kolest-
8-en-34-ol; 4a,1l4a,24(R)-trimetil-5a-kolesta-8,25(27)-dien-34-ol; 4o,14a-dimetil-
5a-kolesta-8,24-dien-35-ol; 4a,14o-dimetil-5a-kolest-8-en-35-0l ile yeni bilesikler
olan 3p4,7a-dihidroksi-4a,14oa-dimetil-5a-ergost-8-en-11-on ve 34,74-dihidroksi-
4o,14a-dimetil-50-ergost-8-en-11-on sterolleri izole edilmistir (Daoubi ve ark.,
2004).

Terpenik yapida bilesikler olan sterollerin farkli tiirevleri c¢esitli Euphorbia
tirlerinden izole edilmistir. Euphorbia chamaesyce L.’den 3p-hidroksi-4a,14a-
dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-11-on; 3p,11a-dihidroksi-4o,14a-dimetil-5a-
ergosta-8,24(28) dien-7-on; 3p,7a-dihidroksi-4a,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-
dien-11-on; 3p-hidroksi-4a,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-7-on; 34-hidroksi-
4a,14a-dimetil-50-ergosta-8,24(28)-dien-7,11-on; 4a,14a-dimetil-50-ergosta-
7,9(11),24(28)-trien-35-0l ve obtusifoliol, E. boetica Boiss.’den 5a-stigmastan-
3p,6a-diol; So-stigmastan-34,5,64-triol, E. geniculata Ortega’dan genikulatozit F,
E. peplis’den 3-(5-D-glukopiranoziloksi)-stigmast-5-en ve E. officinarum’dan
(3S,4S,5R,7S,9R,14R)-3,7-dihidroksi-4,14-dimetil abeokolestan-8-on izole edilmistir
(Shi ve ark., 2008).
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Euphorbia tiirlerinden izole edilen sterol yapisinda bazi bilesikler Sekil 1.4’te
gosterilmektedir.

[-sitosterol

Daukosterol

(Liang ve ark., 2014)

Sekil 1.4. Euphorbia tlrlerinden izole edilen bazi steroller
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Stigmasterol

(Liu ve ark., 2014)

Sekil 1.4. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi steroller
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HsC CHj

Lanosterol 24-metilenlanostero

T

HO

4a,14a-dimetil-5a-ergosta-7,9(11),24(28)-trien-34-ol

OH
5a-stigmastan-34,6a-diol

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.4. Devam. Euphorbia tlirlerinden izole edilen bazi steroller
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aIfa-D-gaI-O\

beta-D-glu-O
3-(B-D-glukopiranoziloksi)-stigmast-5-en

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.4. Devam. Euphorbia tlirlerinden izole edilen bazi steroller
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CHy

HO

HO

I
T

H,;C
CHj,

Kolesterol

Ry

CHj

CHj3

CHj,

Isim

3p-hidroksi-4a,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-11-on

3p,11a-dihidroksi-4o,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-7-on
3B, 7a-dihidroksi-4a,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-11-on

3f-hidroksi-4a,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-7-on

3f-hidroksi-4a,14a-dimetil-5a-ergosta-8,24(28)-dien-7,11-on

Obtusifoliol

R1 R>
Hz =

=0 a-OH
a-OH =

= H2
=0 =

Ha Ha

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.4. Devam. Euphorbia tlirlerinden izole edilen bazi steroller
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1.2.1.2. Flavonoitler

Flavonoitler bitkiler aleminde oldukc¢a yaygin olarak bulunan ve ¢ok ¢esitli fizyolojik
etkileri olan maddelerdir. Bitkilerin meyve, sap, dal, yaprak, cicek gibi pek cok
organinda bulunabilirler. Fitoterapide kullanilan bitkilerin pek c¢ogunda da
flavonoitler etkiden sorumlu aktif bilesikler arasinda yer almaktadir. Yapilan
caligmalarla flavonoitlerin ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri oldugu kanitlanmuistir.
Flavonoitler cins ve familyalara 6zgii kemotaksonomik caligmalarda da onem arz

etmektedir (Noori ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alismada E. ebracteolata’nin toprak iistii kisimlarindan %95°lik etanolli
ekstre hazirlanmis ve sirasiyla petrol eteri, etil asetat ve n-butanol ile siv1 partisyona
tabi tutulmustur. [Etil asetat fraksiyonundan kersetin-3-O-6"-(3-hidroksi-3-
metilglutaril)- 5-D-glukopiranozit, kemferol-3-O-2""-galloil-5-D-glukopiranozit,
kemferol-3-O-rutinozit, kersetin-3-O-f-D-glukopiranozit ve rutin izole edilmistir
(Liu ve ark., 2004).

Yapilan bir baska c¢alismada E. lunulata’dan hazirlanan %70’lik asetonlu ekstrenin
etil asetat fraksiyonundan kersetin-3-O-(2",3"-digalloil)-s-D-galaktopiranozit,
kersetin-3-O-(2""-galloil)- #-D-galaktopiranozit, hiperin, kersetin ve gallik asit izole

edilmistir (Nishimura ve ark., 2005).

E. hirta’nin toprak istii kisimlarindan %85°lik etanol ile hazirlanan ekstre sivi
partisyon teknigi kullanilarak petrol eteri, diklorometan ve etil asetat ile
fraksiyonlarina ayrilmistir. Diklorometan fraksiyonundan sefadeks ve silika kolonlar
yardimiyla skopoletin, skoparon, izoskopoletin, kersetin, izoramnetin, kemferol,

luteolin ve gallik asit izole edilmistir (Yi ve ark., 2012).

E. humifusa’dan %70’lik etanol ile hazirlanan ekstrenin ¢oziiclisii uzaklastirilarak
suda ¢Oziilmiis, kloroform ile temizlenmis ve kalan sulu fraksiyondan on (¢ tane

flavon glikozidi izole edilmistir. Izole edilen flavonoitlerin yapilar1 apigenin,
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apigenin-7-O-f-D-glukopiranozit, apigenin-7-O-(6"-O-galloil)-5-D-glukopiranozit,
apigenin-7-O-$-D-lutinozit, apigenin-7-O-p-D-apiofuranozil (1-2)-p-D-
glukopiranozit, luteolin-7-O-(6"-O-trans-feruloil)-4-D-glukopiranozit, luteolin-7-O-
(6"-O-kumaroil)-p-D- glukopiranozit, luteolin, luteolin-7-O-$-D-glukopiranozit,
kersetin, kersetin-3-O-a-L-ramnozil (1—6)-4-D-galaktozit, kersetin-3-O-$-D-
glukopiranozit ve kersetin-3-O-4-D-galaktozit olarak aydinlatilmistir (Tian ve ark.,
2010).

Yapilan bir ¢alismada Euphorbia maculata L. ve E. humifusa’dan metanolli
ekstreler hazirlanmistir. Her iki tirden de flavonoit yapisinda bilesikler olan
astragalin 2,3""-O-digallat, astragalin 2"'-O-gallat, izokersitrin-2''-O-gallat, kersitrin-
2"'-O-gallat, Kersetin, hiperin, izokersitrin, rutin, izomirsitrin, nikotiflorin ve

astragalin izole edilmistir (Luyen ve ark., 2014a ve Luyen ve ark., 2014b).

Yapilan bir diger ¢caligmada E. neriifolia’nin yapraklarindan hazirlanan %70 etanollii
ekstreden hareketle silika kolon kromatografisi metoduyla 2-(3,4-dihidroksi-5-
metoksifenil)-3,5-dihidroksi-6,7-dimetoksikroman-4-on (C,gH150g) flavonoidi izole
edilmistir. Bu bilesik, arastirmacilar tarafindan bu bitkiden ilk kez izole edilmistir

(Sharma ve Janmeda, 2014).

Peng ve ark. (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada E. kansui’den (¢ tane flavonoit izole
etmislerdir. 2',4’-dihidroksi-6’-metoksi-3-mentilkalkon; 2’,4’-dihidroksi-6-metoksi-
3',5'-dimentilkalkon ve (2S)-7-hidroksi-5-metoksi-6,8-dimentilflavanon isimli bu

flavonoitleri arastirmacilar Euphorbiaceae familyasindan ilk kez izole etmislerdir.

Ertas ve ark. (2014) yaptiklari bir c¢alismada E. macroclada ve Euphorbia
gaillardotii Boiss. & Blanche tiirlerinden metanollii ekstreler hazirlamis ve LC/MS
(s1v1 kromatografisi/kiitle spektroskopisi) metodu ile bitkilerdeki flavonoitleri teshis
ve tayin etmislerdir. E. macroclada’nin hiperozit, hesperidin, rutin, kersetin,

naringenin, ramnetin, apigenin ve luteolin; E. gaillardotii’nin de rutin, hesperidin,
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hiperozit, naringenin, luteolin, kemferol, apigenin ve ramnetin tasidigini tespit

etmislerdir.

Euphorbia tiirlerinden izole edilen flavonoit yapisinda bazi bilesikler Sekil 1.5te

gosterilmektedir.

HO

HO

OH
OH
HO

OH
Kersetin-3-O-(2’’-galloil)-s-D-galaktopiranozit

(Nishimura ve ark., 2005)

Sekil 1.5. Euphorbia tlirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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HO OH OH

OH
HO

Ho HO

Kemferol-3-O-4-D-glukopiranozil-(1— 4)-a-L-ramnopiranozil-(1— 6)-$-D-
galaktopiranozit
OH (Liu ve ark., 2004)

OH

OH
Hiperin Kersetin

(Nishimura ve ark., 2005)

Sekil 1.5. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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HO CHgy || OH

OH
OH

Kersetin-3-0-6-(3-hidroksi-3-metilglutaril)-5-D-glukopiranozit

HO HO

HO

OH

Kersetin-3-0-(2’’,3’’-digalloil)-5-D-galaktopiranozit

(Nishimura ve ark., 2005)

Sekil 1.5. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen bazi flavonoitler

55



OH

RO 0
OH O
isim R
Apigenin H
Apigenin-7-0-p-D-glukopiranozit Glu
Apigenin-7-0-p-D-lutinozit Ram(1 —» 6) Glu
Apigenin-7-0-4-D-apiofuranozil( 1—» 2)- -D-glukopiranozit Api(1—» 2) Glu
Api: apigenin, Ram: ramnoz, Glu:glukoz
OH
OH
RO o
OH O
isim R
Luteolin H
Luteolin-7-O-p-D-glukopiranozit Glu
OH
OH
HO 0
OR
OH O
isim R
Kersetin H
Kersetin-3-O-a-L-ramnozil(1—» 6)-4-D-galaktozit Ram (1— 6)Gal
Kersetin-3-O-4-D-glukopiranozit Glu
Kersetin-3-O-4-D-galaktozit Gal

Ram: ramnoz; Gal: galaktoz

(Tian ve ark., 2010)

Sekil 1.5. Devam. Euphorbia tirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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OH

Apigenin-7-0O-(6°’"-0-galloil)-s-D-glukopiranozit
H5;CO
HO 0
\__7
@)
O T
HO OH
HO OH
Luteolin-7-O-(6""-O-trans-feruloil)-4-D-glukopiranozit
HO 0
\__7
@)
o o
HO OH
HO

Luteolin-7-O-(6"-O-kumaroil)-f-D-glukopiranozit

(Tian ve ark., 2010)

Sekil 1.5. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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isim R, R» Rj R4
Astragalin 2°’,3’-O-digallat H OH H DGGlu
Astragalin 2’’-O-gallat H OH H GGlu
Izokersitrin 2°’-O-gallat OH OH H GGlu
Kersitrin 2’’-O-gallat OH OH H GRam
izokersitrin OH OH H Glu
Rutin OH OH H Rut
[zomirsitrin OH OH OH Glu
Nikotiflorin H OH H Rut
Astragalin H OH H Glu

Glu: glukozil; DGGIlu: 2,3-digalloilglukozil; GGlu: 2-galloilglukozil; GRam: 2-galloilramnozil;

Rut: rutinozil

H,CO

H,CO l

2-(3,4-dihidroksi-5-metoksifenil)-3,5-dihidroksi-6,7-dimetoksikroman-4-on

OH

(Luyen ve ark., 2014a ve Luyen ve ark., 2014b)

OH

O O

OH
O

OH

OCH,

(Sharma ve Janmeda, 2014)

Sekil 1.5. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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2’ 4’-dihidroksi-6’-metoksi-3’-mentilkalkon

CHj
HO OCH, O
HaC li

OH O

2’ 4’-dihidroksi-6’-metoksi-3’,5’-dimentilkalkon

CH,

sk

HaC
OCH; O

(2S)-7-hidroksi-5-metoksi-6,8-dimentilflavanon

(Peng ve ark., 2012)

Sekil 1.5. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi flavonoitler
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1.2.1.3. Fenolik Bilesikler

E. fischeriana ve E. ebracteolata koklerinin %95’lik etanollii ekstresi Soxhlet
ekstraksiyonu metoduyla hazirlanmistir. Petrol eteri, kloroform ve etil asetat ile
fraksiyonlanan  ekstrelerin  etil asetat fazindan 2,4-dihidroksi-6-metoksi-3
metilasetofenon, 2,4-dihidroksi-3-al-6-metoksiasetofenon, 3,3'-diasetil-4,4'-
dimetoksi-2,2',6,6'-tetrahidroksidifenilmetan; etil asctat fazindan da gallik asit ve
3,4,3-tri-O-metil elajik asit gibi fenolik bilesikler izole edilmistir (Liang ve ark.,
2014).

Yapilan bir ¢alismada E. humifusa’dan hazirlanan metanollii ekstreden florizin,
elajik asit ve metil gallat gibi fenolik bilesikler izole edilmistir. Ayn1 arastirma grubu
tarafindan yapilan bir baska c¢alismada ise E. maculata’dan metanolli ekstre
hazirlanmis, Kloroform ve etil asetat ile fraksiyonlandirilmistir. Kalan su fazindan
fenolik yapida bilesikler olan prokatesik asit, elajik asit; etil asetat fazindan ise yine
fenolik yapida florizin ve metil gallat bilesikleri izole edilmistir (Luyen ve ark.,
2014a ve Luyen ve ark., 2014b).

Yapilan bazi1 ¢alismalarda Euphorbia portulacoides L.’den 2-hidroksi-4,6-
dimetoksiasetofenon, 2,4,6-trimetoksiasetofenon, 2-hidroksi-4,6-dimetoksi-3-
metilasetofenon, 2,4,6-trimetoksi-3-metilasetofenon; Euphorbia quinquecostata
Volk.’tan 2,2'-dihidroksi-4,6-dimetoksi-3-metilasetofenon; E. fischeriana’dan 2,4-
dihidroksi-6-metoksiasetofenon ve E. ebracteolata’dan 2-hidroksi-6-metoksi-3-
metilasetofenon-44-glukopiranozit ve 1,1-bis (2,6-dihidroksi-3-asetil-4-metoksifenil)

metan izole edilmistir (Shi ve ark., 2008).

Yapilan bir diger ¢alismada E. macroclada ve E. gaillardotii tiirlerinden hazirlanan
metanollii ekstrelerin tasidigi fenolik maddeler LC/MS teknigi ile teshis ve tayin
edilmistir. Hem E. gaillardotii hem de E. macroclada’nin icerdigi fenolik bilesikler

kafeik asit, kinik asit, malik asit, akonitik asit, gallik asit, prokatesik asit, tannik asit
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ve p-kumarik asit olarak tespit edilmistir. Ayrica E. macroclada’nin klorojenik asit
ve rosmarinik asit de igerdigi goriilmistiir (Ertas ve ark., 2014).

Euphorbia tiirlerinden izole edilen fenolik yapida bazi bilesikler Sekil 1.6’da

gosterilmektedir.

- C/o\v/(CHZ\);f
| CHj
HO O

OCH,

Oktakosil cis-ferulat

| CH
\ C\O/\ 3
(CH5)06
HO
OCH4
Oktakosil trans-ferulat
(Ruan ve ark., 2007)
COCH;, COCH4
H3CO OH H3CO OH
CH, CHO

OH OH

2 4-dihidroksi-6-metoksi-3-metilasetofenon 2,4-dihidroksi-3-al-6-metoksiasetofenon

(Liang ve ark., 2014)

Sekil 1.6. Euphorbia tlirlerinden izole edilen bazi fenolik bilesikler
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COCH , COCH 4

H,CO l OH HO I OCH,

OH OH

3,3’-diasetil-4,4’-dimetoksi-2,2°,6,6’-tetrahidroksidifenilmetan

COOH

HO OH
OH

Gallik asit 3,4,3’-tri-O-metilelajik asit

(Liang ve ark., 2014)

Florizin Elajik asit

(Luyen ve ark., 2014b)

Sekil 1.6. Devam. Euphorbia tlrlerinden izole edilen baz1 fenolik bilesikler
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Os_ _OCH,

HO OH
OH
Metil gallat
(Luyen ve ark., 2014a)
OR, O
Ry Rs3
R,O OMe
1Sim Rl Rz R3 R4
2-hidroksi-4,6-dimetoksiasetofenon H H H Me
2,4,6-trimetoksiasetofenon H Me H Me
2-hidroksi-4,6-dimetoksi-3-metilasetofenon Me H H Me
2,4,6-trimetoksi-3-metilasetofenon Me Me H Me
2,2’-dihidroksi-4,6-dimetoksi-3-metilasetofenon Me H OH Me
2,4-dihidroksi-6-metoksiasetofenon H H H H
2,4-dihidroksi-6-metoksi-3-metilasetofenon Me H H H
2-hidroksi-6-metoksi-3-metilasetofenon-4--D-glukopiranozit Me H H  Glu
Ebraktelatinozit C Me H H Glu
COCHj3 COCHj4
H,CO OH HO OCHj
OH OR
isim R
1,1-bis (2,6-dihidroksi-3-asetil-4-metoksifenil) metan H
Ebraktelatinozit B Glu

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.6. Devam. Euphorbia tiirlerinden izole edilen bazi fenolik bilesikler
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1.2.1.4. Ucucu Bilesikler

Ertas ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alisma ile E. macroclada ve E. gaillardotii
tirlerinden su distilasyonu ile elde ettikleri ugucu yaglarn GC/MS (gaz
kromatografisi/kitle  spektroskopisi) ve GC/FID (gaz kromatografisi/alev
iyonizasyon dedektor) gibi kromatografik tekniklerle analiz etmislerdir. Caligma
sonunda E. macroclada’nin hekzatriakontan, tetratetrakontan ve a-selinen;
E. gaillardotii’nin de hekzatriakontan, arasidik asit ve furanon tasidigini tespit

etmislerdir.

Yapilan bir baska c¢alismada Euphorbia hebecarpa Boiss. tirinin toprak usti
kisimlarindan Clevenger cihazi ile su distilasyonu metodu kullanilarak yag elde
edilmis ve bu yagin GC/MS ve GC/FID ile analizi yapilmistir. Calisma sonunda
E. hebecarpa’nin a-terpinen; 1,8-sineol; borneol; terpinen-4-ol; a-terpineol; nerol;
geraniol; p-karyofillen; karyofillen oksit; bisabolen ve a-bisabolol ugucu

bilesiklerini tagidigi tespit edilmistir (Akhgar ve ark., 2014).

Euphorbia tiirlerinin ugucu bilesiklerinin arastirildigi  bir bagka ¢alismada
Euphorbia acanthothamnos Heldr. & Sart. ex Boiss., Euphorbia apios L.,
E. characias, E. dendroides, E. helioscopia ve E. rigida tirlerinin toprak ustu
kisimlarindan su distilasyonu ile ugucu yag karigimi elde edilmistir. Bu karisim
GC/MS ile analiz edilerek bitkilerin tasidigi ugucu bilesikler tespit edilmistir. Ayni
bilesikleri tasiyan farkli tiirler veya ¢ok sayida bilesik tasiyan tiirler ¢alismada
aydinlatilmistir. Calisma sonunda tdrlerin terpinen, linalol, 1-terpineol, 4-terpineol,
a-terpineol, geraniol, S-karyofillen, a-humulen, germakren D, bisiklogermakren,
o-farnesin, kadinen, dodekanoik asit, tetradekanoik asit, a-kadinol bilesiklerini

tagidig1 tespit edilmistir (Fokialakis ve ark., 2003).

Euphorbia tlrlerinde tespit edilen bazi ugucu bilesikler Sekil 1.7°de gosterilmektedir.
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HO CH, CHs

HC\M
AN = CH

Linalol

CHs3

a-terpineol

CH,
HsC H

///,

4
p-karyofillen

CHj

HyC”  CH,

a-terpinen

3

o-humulen

CHj

H,C

I3

a-selinen

(Akhgar ve ark., 2014; Ertas ve ark., 2014 ve Fokialakis ve ark., 2003)

Sekil 1.7. Euphorbia tiirlerinde bulunan bazi ugucu bilesikler
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1.2.1.5. Diger Bilesikler

E. characias, E. dendroides, E. pithyusa subsp. cupanii ve E. semiperfoliata turleri
tizerinde yapilan ¢alismalarda bu tiirlerin tohumlariin yag asitleri tasidigi tespit
edilmistir. Tohumlarda doymus yag asitlerinden miristik, palmitik, stearik ve aragidik
asitler, doymamig yag asitlerinden de oleik, linoleik ve linolenik asitler oldugu tespit
edilmistir (Bruni ve ark., 2004).

Yapilan bir baska c¢alismada E. macroclada ve E. gaillardotii’nin petrol eterli
ekstreleri tzerinde GC/MS analizleri gergeklestirilmis ve tiirlerin palmitik, oleik ve
linoleik asit tasidigi tespit edilmistir (Ertas ve ark., 2014).

Euphorbia tiirlerinden izole edilen baz1 diger bilesikler Sekil 1.8’de gésterilmektedir.

3,4-seco-8p(H)-ferna-4(23),9(11)-dien-3-oik asit

~
>

COOH

CH,
3,4-seco-olean-4(23),18-dien-3-o0ik asit

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.8. Euphorbia tiirlerinde bulunan baz1 diger bilesikler
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Lemmafilla-7,21-dien-34-ol

CH,

[zohelianol
(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.8. Devam. Euphorbia tlrlerinde bulunan bazi diger bilesikler
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I%C/A\\//\\//\\V/A\»//\\//\\//M\OH

Miristik asit
0
HacW/VVV\)J\OH
Palmitik asit
0]

HSCWNVMOH
Stearik asit

o)

HsCAAWOH

Arasidik asit

HOOC\\//«\V//\\//A\\//:::\\//A\\//\\V//\\//CH3
Oleik asit

HOOC\\//\\//\\v/»\\//:::\\//:::\\//\\//«\
CH3

Linoleik asit

a-linolenik asit

(Bruni ve ark., 2004)

Sekil 1.8. Devam. Euphorbia tiirlerinde bulunan bazi diger bilesikler
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Kamelliol C

Anhidrobisfarnesol

(Shi ve ark., 2008)

Sekil 1.8. Devam. Euphorbia tlrlerinde bulunan bazi diger bilesikler
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1.2.2. Biyolojik Aktivite Calismalari

1.2.2.1. Antienflamatuvar Aktivite

E. royleana’nin antienflamatuvar aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada, bitkinin
lateksi %85 etanol ile muamele edildikten sonra siiziilmiis ve kalan bitkiden etil
asetatli ekstre hazirlanmistir. Fare ve siganlarda uygulanan karragenin nedenli ddem
testinde 200 mg/kg dozda siganlarda %35,93; farelerde %33,28 oraninda anlamli
Olclide 6dem inhibisyonu goriilmiistiir (Bani ve ark., 1996). Ayni bitki {izerinde
yapilan bir baska calismada, E. royleana lateksinin sulu ekstresi oral yolla 50-200
mg/kg arasinda degisen konsantrasyonlarda sicanlara ve farelere verilmis, akut ve
kronik test modelleri kullanilarak antienflamatuvar aktivite arastirilmistir.
Karragenin ve dekstran nedenli 6dem testinde ekstrenin 6demi doza bagimli olarak
anlamh olgiide disiirdigi, en yiksek etkinin 200 mg/kg dozda gorildiigii tespit
edilmistir. Siganlarda formaldehit nedenli eklem enflamasyon testinde ekstre, anlamli
ol¢lide inhibisyon gostermistir. LOkosit goc¢lerinin ve eksuda hacminin azaldig: tespit
edilmis ve buna bagl olarak antienflamatuvar etki goriildiigli saptanmistir. Calisma
konsantrasyonlarinda ekstrenin midede iyi tolere edildigi ve hayvanlarda herhangi bir
yan etki goriilmedigi bildirilmistir. Oral LDsg’nin 1500 mg/kg’dan fazla oldugu
bulunmustur (Bani ve ark., 2000).

Yapilan bir baska calismada E. kansui tiirlinden hazirlanan diklorometan
ekstrelerinden izole edilen triterpenik alkollerin ve sterol glukozitlerinin farelerde
TPA (12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat) nedenli kulak 6dem testinde enflamasyonu
0,2-1 mg/kulak dozda %50 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. En yliksek etkiyi
24-metilensikloartenol bilesigi gostermistir (Yasukawa ve ark., 2000).

Karragenin nedenli 6demin inhibisyonu ile antienflamatuvar aktivitenin arastirildigi
bir ¢alismada, Euphorbia heyneana Spreng.’den hazirlanan %70 etanollu ekstrenin
aktivitesi 200, 400 ve 800 mg/kg dozlarda 6 saat boyunca test edilmistir. Calisma

sonunda ekstrenin tum konsantrasyon degerlerinde pence 6demini anlamli dlgiide
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inhibe ettigi tespit edilmis, referans madde olarak kullanilan indometasinin 5 mg/kg
dozda %50 inhibisyon yaptigr bu ¢alismada en gii¢lii antienflamatuvar aktiviteyi
ekstre 800 mg/kg dozda gostermistir (Battu ve ark., 2011).

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan sentezlenir ve enflamasyon
olusumunda 6nemli bir aracidir. E. hirta’nin %95’lik etanollii ekstresinden izole
edilen g-amirinin NO dretimini inhibe ederek antienflamatuvar etki gosterdigi tespit
edilmistir (Shih ve ark., 2010). E. hirta’nin farelerde Mycobacterium tuberculosis
enjeksiyonu ile baslatilan eklem enflamasyonu modeli iizerindeki inhibitor etkisi
aragtirtlmistir. Yapilan ¢aligmada adjuvan verilisinden 13 giin sonra pence 6dem
miktarlarindaki degisiklikler incelenmistir. E. hirta’dan hazirlanan ekstreler 25, 50,
100 ve 200 mg/kg dozlarda farelere uygulanmis ve ¢alisma sonunda artan doza bagh
olarak pence 6dem miktarlarinda anlamli diisiis oldugu tespit edilmistir (Ahmad ve
ark., 2014). Aym bitki iizerinde yapilan bir baska calismada, etanollii ekstrenin
enflamasyonda rol oynayan NO sentezini inhibe ettigi ve bu mekanizma ile
antienflamatuvar aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Calismada lipopolisakkarit
(LPS) etkisiyle tetiklenen ve NO {iretimini saglayan RAW 264,7 hiicreleri
kullanilmistir. 25, 50, 100 ve 200 mg/mL konsantrasyonda E. hirta ekstresi ile bir
saat inkiibasyona birakilan hiicreler daha sonra 1 pug/mL LPS ile 24 saat boyunca
uyarilmistir. Doz arttik¢a ortamdaki nitril seviyesinin anlamli dlgiide azaldigi tespit
edilmis ve E. hirta’nin antienflamatuvar etkisi oldugu goériilmiistiir (Sharma ve ark.,

2014).

Nitrik oksit (NO) sentezini artiran makrofajlarin aktivasyonu enflamasyon
olusumunda anahtar rol oynayan siklooksijenaz 2 (COX-2) dUretimini tetikler.
Yapilan bir ¢calismada Euphorbia lactea Haw. lateksinden elde edilen tirukallolun
farelerde TPA nedenli kulak 6dem testinde sitotoksik etki gdstermeden anlamli
Ol¢iide makrofaj iiretimini inhibe ederek asir1 NO sentezini engelledigi, kulak
homojenatlarindaki  6demi azalttifi ve 16kosit goglerini inhibe ederek

antienflamatuvar aktivite gosterdigi saptanmistir (Fernandez-Arche ve ark., 2010).
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E. helioscopia, E. drummondii ve E. australis’in etanolli ekstrelerinin 34-3400
ug/mL doz araliginda COX-1 enzimi (zerinde in vitro inhibitér etkileri
aragtirtlmistir. COX-1 inhibitori olan referans maddelerden aspirinin 1Csp degerinin
241,15 pg/mL; indometasinin ICsy degerinin 1,19 pg/mL oldugu c¢alismada
E. helioscopia’nin 3400 pupg/mL  konsantrasyonda %84 (1C5,=251,19);
E. drummondii’nin 3400 pg/mL konsantrasyonda %73,29 (1C5,=316,22);
E. australis’in 3400 pg/mL konsantrasyonda %73,21 (IC50=467,73) oraninda
inhibisyon yaparak etki gdsterdigi tespit edilmistir (Li ve ark., 2003).

Yapilan bir bagka ¢alismada E. helioscopia yapraklarindan ve lateksinden hazirlanan
metanollii  ekstrelerin  karragenin nedenli penge 0dem inhibisyonu metodu
kullanilarak antienflamatuvar aktiviteleri arastirilmistir. Farelerin  kullanildig:
calismada hayvanlar beserli olarak sekiz gruba boliinmiistiir. Birinci gruba distile su
(1 mL/100 g); ikinci gruba indometasin (2 mg/kg); lglincii, dordiincii ve besinci
gruba 100, 200, 300 mg/kg yaprak ekstresi; altinci, yedinci ve sekizinci gruba da
100, 200, 300 mg/kg lateks ekstresi verilmistir. Karragenin (%1; 0,05 mL) subkutan
olarak yarim saat sonra enjekte edilmistir. 1., 2., 3. ve 4. saatlerde 6dem miktari
Ol¢iilmiistiir. En guclt antienflamatuvar aktiviteyi 300 mg/kg dozdaki metanolli

yaprak ekstresinin (%81,25) gosterdigi tespit edilmistir (Saleem ve ark., 2015).

1.2.2.2. Antioksidan Aktivite

Yapilan bir ¢alismada E. macroclada, E. acanthothamnos ve E. rigida’nin farkl
polaritede ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstrelerinin antioksidan aktivitesi test edilmistir.
[Bkaroten agartma metodu, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve Ferrozin-Fe*?
kompleks olusumuna dayanan demir metal selat aktivitesi metotlarinin kullanildigi
calismada E. acanthothamnos etanollii ekstresi en yiksek DPPH radikal sipuricu
aktiviteye sahipken, E. macroclada da BHT (butillenmis hidroksitoluen) ve

a-tokoferolden daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Metal selat olusumu
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testinde E. acanthothamnos’un tim ekstreleri ve E. macroclada’nin petrol eterli

ekstresi kersetin referansi ile yakin dlglide aktivite gostermistir (Barla ve ark., 2007).

E. hirta’nin yaprak, govde, ¢i¢ek ve koklerinden hazirlanan metanollii ekstrelerin
total fenol ve total flavonoit igerigi arastirilmis, DPPH metodu ile antioksidan
aktivite ve siyanoferrat metodu ile de indirgeme giicii dl¢lilmiistiir. Yaprak ekstresi
%72,96 ile en yuksek DPPH sipurict etki gosterirken; cicek, kok ve govde
ekstreleri sirasiyla 952,45, %48,59 ve %44,42 oraninda radikal siipiiriicii etki
gostermistir. Yine yaprak ekstresinin askorbik asit referansi ile benzer oranlarda
demir indirgeyici aktivite gosterdigi tespit edilmistir. En ylksek fenolik madde ve
flavonoit miktarmin yapraklarda oldugu, ardindan azalan oranlarda sirasiyla ¢igek,
kok ve govdede bulundugu belirlenmistir. Aktivite sonuglar1 ile fenolik madde
miktarlar1 ve flavonoit igerikleri paralellik gostermistir (Basma ve ark., 2011).
Benzer bir caligmada, E. hirta’nin toprak istii kisimlarindan %95 etanol ile
hazirlanan ekstrenin antioksidan aktivitesi arastirilmistir. DPPH radikalinin
kullanildig1 calismada 0,5 mg/mL konsantrasyonda ekstrenin %61,19 oraninda
radikal siipiiriicti etki gosterdigi tespit edilmistir. OHe radikali supuruci etkisinin
DPPH radikal siipiiriicii etkisinden daha diisiik oldugu tespit edilen E. hirta ekstresi
25 mg/mL konsantrasyonda OHe radikali lizerinde %44,37 oraninda siipiiriicii etki

gostermistir (Sharma ve ark., 2014).

Euphorbia petiolata Banks & Sol.’un toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanollii
ekstreden ters faz preparatif YPSK ile sekiz adet flavonoit glikoziti izole edilmis ve
bu bilesiklerin DPPH yontemi ile radikal siipiiriicii aktivitesi arastirilmistir.
Maddelerin stpdrici etkisi DPPH’nin 517 nm dalga boyunda %50’sini stpurdikleri
absorbans degeri ile Olg¢lilmiistiir. Referans madde olarak Trolox’un kullanildig
calismada (RCsp=10,4 uM) izole edilen maddelerden alti tanesi mirsetin-3-O-
glikozit (RCs5p=32,7 uM), kemferol-3-O-(2-O-galloil)-glikozit (RCs5,=20,8 uM),
mirsetin-3-O-ramnozit (RCs,=34,8 uM), kersetin-3-O-glikozit (RCs5=25,9 uM),
kersetin-3-O-ramnozit (RCs=37,9 uM), kersetin-3-O-rutinozit (RCsp=25,4 uM)

kuvvetli radikal siipiiriicii etki géstermistir (Nazamiyeh ve ark., 2010).
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Yapilan bir ¢alismada E. helioscopia’nin ¢igek, yaprak ve gdovdesinin antioksidan
aktiviteleri karsilastirilmistir. Farkli bitki kisimlarindan etanollii ve metanollii
ekstreler hazirlanmigtir. Total fenol miktar tayini Folin-Ciocalteu reaktifi ile UV
spektrofotometresi kullanilarak yapilmis, total flavonoit icerigi kersetin baz alinarak
kolorimetrik metot ile Olglilmiis ve serbest radikal supuruci aktivite ise DPPH
metodu ile test edilmistir. Metanollii ekstreler etanollii ekstrelerden daha aktif
bulunurken, total flavonoit ve total fenolik madde miktar1 agisindan en zengin kisim
cicek, en fakir kisim ise gdvde olarak tespit edilmistir. Serbest radikal siipiiriicii

etkiyi en fazla ¢gigekler, en az ise gévde gostermistir (Maoulainine ve ark., 2012).

E. helioscopia’nin toprak iistii kisimlarindan metanollii ekstre hazirlanmis ve serbest
radikal siipiiriicii etkileri DPPH yontemi kullanilarak aragtirilmistir. Test sonunda
bitki ekstresinin ECso degeri 6,9 pg/mL olarak bulunmus, maximum aktivitenin
%601 15 pg/mL dozda goriilmiistir. Bu calismada referans madde olarak
standardize yesil cay ekstresi kullanilmis ve bu ekstrenin ECsy degeri 4,6 pg/mL
olarak bulunmustur. Test edilen bitki ekstresinin aktivitesi, antioksidan aktivitesi
kanitlanmis referans ekstreye cok yakin oldugundan ¢alisma sonunda elde edilen
bulgular dnemli bir veri olarak kabul edilmektedir. Diger arastirmacilarin ¢alismalari
da bu bulgular1 destekler nitelikte veriler sunmakta ve sdz konusu etkinin fenolik

bilesikler ile flavonoitlerden kaynaklandigin1 géstermektedir (Cateni ve ark., 2014).

Bir baska c¢alismada E. helioscopia’nin farkli kisimlarindan farkli polaritede
cozlculer kullanilarak ekstreler hazirlanmis ve bes farkli metot ile antioksidan
aktivite tayini yapilmistir. Yaprak, govde ve lateksten petrol eterli, kloroformlu ve
metanollii ekstreler hazirlanmig, hazirlanan bu ekstrelerin fS-karoten-linoleik asit
deneyi, DPPH metodu, demir indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP), total antioksidan
kapasite (TAC), demir tiyosiyonat (FTC) deneyi metotlar1 kullanilarak antioksidan
aktiviteleri test edilmistir. Lateksten ve yapraktan hazirlanan metanollii ekstreler

sirasiyla en aktif bulunan gruplar olmustur (Saleem ve ark., 2014a).
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1.2.2.3. Analjezik Aktivite

Yapilan bir ¢alismada Euphorbia decipiens Boiss. & Buhse.’nin kloroformlu
ekstresinden analjezik etkili bir diterpen izole edilmistir. Asetik asit nedenli
kivranma testi metodunun kullanildigi ¢aligmada her iki cinste albino farelere
intraperitonal yolla 5 mg/kg’dan baglanarak 20 mg/kg’a kadar artan dozda izole
edilen bilesik verilmistir. Aspirin ve ibuprofenin 100 mg/kg dozda sirasiyla %48,4 ve
%44 oraninda inhibisyon yaptig tespit edilirken, izole saf maddenin 10 mg/kg dozda
%46,3; 20 mg/kg dozda %74,1 oraninda inhibisyon yaptig1 gozlenmistir (Ahmad ve
ark., 2005).

Halk arasindaki kullannomindan yola ¢ikilarak yapilan bir bagka c¢alismada
E. heterophylla koklerinin hekzan, kloroform ve etil asetat ile hazirlanan
ekstrelerinin agr1 kesici aktiviteleri test edilmistir. Calismada 150 mg/kg ve
300 mg/kg dozda ekstreler siganlara intraperitonal yolla uygulanmistir. Sicak tabaka
metodunun kullanildigi ¢alisma sonunda tiim ekstrelerin 150 mg/kg ve 300 mg/kg
dozda etkili oldugu goriilmiis, ancak en yuksek etkiyi %56 ile 300 mg/kg dozda
verilen kloroform ekstresi gdstermistir. Morfin referans madde olarak secilmis ve

%89 inhibisyon yapmistir (Vamsidhar ve ark., 2000).

E. helioscopia’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrenin formalin
testinde farelerde akut ve kronik agrilar1 giderdigi gézlemlenmistir. Deneyde Balb/C
fareler kullanilmistir. Farelere 20 uL %]1,5 formalin enjekte edilerek agri reaksiyonu
baslatilmistir. Test numunelerinin etkisi 30 dakika boyunca gozlemlenmistir. ilk bes
dakikada (akut periyot) ve takip eden 25 dakika icinde 8 mg/fare dozda verilen
alkollli ekstrenin kontrol grubuna karsi agri reaksiyonunu anlamli olglide azalttig

tespit edilmistir (Shirani ve ark., 2011).

E. royleana lateksinin %85 etanol ile ekstre edildikten sonra elde kalan posasindan
hazirlanan etil asetat fraksiyonunun analjezik aktivitesi aragtirilmistir. Oral LDsg’nin
2 g/kg’dan fazla oldugu c¢alismada periferalde doza bagimli aktivite goriildiigii tespit

edilmistir. Haffner’in kuyruk kaldirma testi, asetik asitli kivranma testi ve sicak plaka
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testlerinin kullanildig1 arastirmada ekstre hayvanlara oral yolla 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarda (maximum doz 2000 mg/kg) uygulanmistir. Calismada referans olarak
asetilsalisilik asit kullanilmistir. Kivranma testinde asetilsalisilik asit 100 mg/kg
dozda %64 inhibisyon yaparken, 200 mg/kg dozda ekstre %32 inhibisyon yaparak

diger konsantrasyondaki ekstrelerden daha iyi sonug vermistir (Bani ve ark., 1997).

E. neriifolia’nin kurutulmus yapraklarindan %70 etanol ile hazirlanan ekstrenin
analjezik aktivitesi arastirilmistir. Sicak plaka ve kuyruk kaldirma metotlarinin
kullanildig1 ¢alismada, 400 mg/kg dozda ekstre oral yolla siganlara uygulanmistir.
Referans olarak indometasinin kullanildigi ¢aligmada 120. ve 180. dakikalarda
ekstrenin referans maddeden dahi daha fazla analjezik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Gaur ve ark., 2009).

1.2.2.4. Hepatoprotektif Aktivite

Euphorbia fusiformis Buch.-Ham. ex. D. Don.’un yumrularindan hazirlanan etanollii
ekstrenin karaciger koruyucu aktivitesi arastirilmistir. Wistar albino siganlara,
oncelikle hazirlanan ekstreler oral yolla uygulanmis, ardindan 1000 mg/kg dozda
rifampisin ile karaciger hasari olusturularak karacigerde meydana gelen degisiklikler
gbzlenmistir. Calisma dort grupla 15 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. I. gruba 2 mL/kg
dozda akasya sakizi, II. gruba ayni dozda akasya sakizi ve rifampisin, III. gruba
standart ila¢ olarak akasya sakizi i¢inde silimarin (100 mg/kg) ve rifampisin, V.
gruba akasya sakizi iginde E. fusiformis’ten hazirlanan etanollii kuru ekstre (250
mg/kg) ve rifampisin verilmistir. Karaciger hasar1 enzimlerdeki, total bilirubin
seviyesindeki ve karaciger agirligindaki artis ile karakterize edilmistir. Sonuclar
histopatolojik agidan da degerlendirilmistir. Ekstrenin uygulandig1 gruptaki
karacigerin durumu standart ila¢ olarak verilen silimarin grubu ile benzerlik
gostermistir. E. fusiformis’in uygulandig1 grupta karaciger hasar1 olusmamistir. Bu
etki arastirmacilar tarafindan antioksidan etki mekanizmas ile de agiklanmaktadir.
Rifampisin karacigerde biyotransformasyona ugrarken serbest radikaller aciga

cikmakta ve oksidatif stres meydana getirmektedir. E. fusiformis’in antioksidan etkisi
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serbest radikal olusumunu engellediginden E. fusiformis karaciger koruyucu olarak
da etki etmis olmaktadir. Arastirmacilar bu durumun Euphorbia tirlerinde bulunan
fenolik maddeler ve elajik asitten kaynaklandigimi diisiinmektedir (Anusuya ve ark.,
2010).

Karaciger hasart olusturmak amaciyla intraperitonal yolla CCl; uygulamasindan
once, siganlara farkli Euphorbia tirlerinin ¢esitli kisimlarindan hazirlanan ekstreler
farkli dozlarda uygulanarak s6z konusu Euphorbia tiirlerinin karaciger koruyucu
aktivitesi aragtirllmistir. Caligmalarda ekstreler CCl, uygulanmadan énce hayvanlara
verilmis, ardindan CCly ile karaciger hasar1 olusturularak enzim seviyelerinde artisa
neden olunmustur. Calismalarin sonunda artan karaciger enzim duzeylerindeki diisiis
(normal degerlere yaklasma) ve histopatolojik olarak karaciger dokusundaki
dejenerasyon ve iyilesme oranlari belirlenerek, koruyucu aktivitenin etkinligi

hakkinda yorum yapilmistir. Calisma sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

Ito ve ark. (1998), yaptiklari bir calismada karaciger koruyucu aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama ile E. nematocypha’nin etanollii ekstresinden 3,3'-di-O-metilelajik asit
izole etmiglerdir. Bu bilesik antioksidan etki mekanizmasi iizerinden karaciger
koruyucu etki gostermistir. Lipit peroksidasyonunu inhibe eden bilesik enzim

seviyelerinde anlamli diisiislere neden olmustur.

Bigoniya ve Rana (2010), E. neriifolia yapraklarindan %70 etanol ile hazirlanan
ekstrenin koruyucu aktivitesini silimarin referansina (20 mg/kg dozda, %94,86) karsi
175 mg/kg dozda %85,23 olarak tespit etmislerdir.

Dubey ve Mehta (2010), E. hirta’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanollii
ekstrenin 100 mg/kg dozda karaciger enzimlerini anlaml 6l¢iide diisiirdiigiinii tespit

etmislerdir.
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Tiwari ve ark. (2011), E. hirta’nin toprak istii kisimlarindan %50’lik metanol ile
hazirlanan ekstrenin 125 ve 250 mg/kg dozda anlamli dl¢lide karaciger koruyucu

aktivitesi oldugunu belirlemislerdir.

Jyothi ve ark. (2008a ve 2008b), E. antiquorum’un ve E. tirucalli’nin toprak st
kisimlarindan hazirlanan sulu ekstrelerinin 125 ve 250 mg/kg dozda anlamli 6lgiide
karaciger koruyucu aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Enzim diizeylerindeki
diisiisiin yam1 sira bilirubin, kolesterol, trigliserid ve lipit peroksidasyonunda da

azalma oldugunu tespit etmislerdir.

Singh ve ark. (2009), E. thymifolia’nin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan etanollii
ekstrenin 100 mg/kg dozda karaciger koruyucu aktivitesi oldugunu ve bu aktivitenin
50 mg/kg dozda silimarinin aktivitesi ile kiyaslanabilir 6l¢iide oldugunu tespit

etmislerdir.

1.2.2.5. Antikanser Aktivite

Euphorbia cheiradenia Boiss.& Hohen’in antikanser aktivitesi, 16semi hiicre serisini
de iceren insan tumor hicre serileri Uzerinde arastirilmigtir. E. cheiradenia’nin
toprak Ustll kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrenin hiicre proliferasyonu
Uzerindeki inhibitér etkisi ve apoptosis indikleyici etkisi, MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) kolorimetrik yontem kullanilarak
test edilmistir. TUmor hicre serilerindeki inhibisyon degerlendirilmistir.
E. cheiradenia metanolli ekstresinin Jurkat (insan lenfosit T hiicre serisi) hiicre serisi
tizerindeki inhibisyon degeri IC50=12,5 pg/mL olarak bulunmustur (Amirghofran ve
ark., 2006).

Euphorbia cornigera Boiss.’ten izole edilen bilesiklerin antikanser aktivitesi insan

KB hiicreleri (agiz epitel hiicre dizisi) lizerinde MTT yontemi ile test edilmis ve
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koklerden izole edilen 13,20-didekanoilforboliin en gugcli sitotoksik etki ile

0,5 ug/mL ICsy degerine sahip oldugu tespit edilmistir (Baloch ve ark., 2008).

Yapilan bir ¢aligmada E. helioscopia’nin antikanser potansiyeli arastirilmistir.
Bitkiden %70 metanol ile hazirlanan ekstre partisyonla fraksiyonlandirilmigtir. Etil
asetat ekstresi, 200 ng/mL konsantrasyonda insan karaciger tiimor hiicre serisi olan
SMMC-7721 hatt1 iizerindeki proliferasyonu zaman ve doza bagimli olarak inhibe
edici etki gostermistir. MTT yonteminin kullanildigi ¢alismada 200 pg/mL
konsantrasyonda 72 saat sonunda G; fazinda en yiiksek inhibisyon (%90,02) tespit
edilmistir (Wang ve ark., 2012). Yapilan bir baska ¢alismada E. helioscopia’nin
metanollil yaprak ve lateks ekstrelerinin Vero Cell Line modeli kullanilarak, hayatta
kalan hiicre sayisinin hesaplanmasi yontemiyle sitotoksik aktivitesi test edilmistir.
Hiicre kiltiirleri Elisa plaklarinda 37°C’de 48 saat inkiibe edilmis, ardindan MTT
soliisyonu ilave edilerek kolorimetrik olarak optik dansite 570 nm’de Ol¢iilmiistiir.
Hayatta kalan hiicre sayisinin yiizdesi hesaplanarak sitotoksik aktivite bulunmustur.
Lateks en ylksek konsantrasyonda (1000 pg/mL) sitotoksik etki gdstermezken,
metanolli yaprak ekstresinin ICso degeri 5,27 pg/mL olarak bulunmustur (Saleem ve
ark., 2014b). E. helioscopia ile yapilan bir diger c¢alismada, E. helioscopia’da
bulunan helioskopinolit A ve helioskopinolit B’nin insan tumor hicre serileri (MCF-
7 gogiis adenokarsinomu), akciger tiimor hiicre serileri (NCI-H460) ve merkezi sinir
sistemi timor hicre serileri (SF-268) iizerinde inhibitor etki gosterdigi tespit
edilmistir (Valente ve ark., 2004). Ayni tir ile yapilan bir baska c¢alismada
E. helioscopia’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstreden izole
edilen 6fornin bilesiginin sitotoksik aktivitesi aragtirtlmistir. 1, 10 ve 100 pg/mL
konsantrasyondaki ¢ Ofornin ¢6zeltisinin de dozla paralel olarak fare akciger
adenokarsinom hiicre serilerinde (LA795) proliferasyonu inhibe ettigi gozlenmistir

(Chen ve ark., 2012).

Etnobotanik g¢alismalarda yer alan dokuz Euphorbia tirlnin antikanser aktivitesi
arastinlmistir. Insan karaciger tiimor hiicre serilerinden Hep-2 hiicre serisinin

kullanildig1 ¢alismada MTT kolorimetrik yontemi ile proliferasyonun inhibisyonu
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test edilmistir. Euphorbia grandidens Haw., Euphorbia grandicorni Goebel. ve
E. lactea’nin latekslerinden hazirlanan mutlak alkollii ekstreler en yuksek inhibitor
etkiyi gostermistir. Tirlerin ICsy degerleri sirastyla 57 pg/mL, 89 upg/mL ve
89 ug/mL olarak tespit edilmistir (Whelan ve Ryan, 2003).

E. ebracteolata tiirlinden izole edilen iki bilesigin antikanser aktivitesinin
arastirildig bir ¢alismada etkiden sorumlu bilesikler %95°lik etanollii ekstrenin sivi-
sivi partisyonuyla hekzan fazindan saflastirilmistir. Calismada HelLa-60, insan
akciger kanser hiicresi (A-549), insan meme kanser hicresi (MCF-7) ve insan
karaciger kanser hiicresi (SMMC-7541) ile pozitif standart olarak adriamisin
kullanilmistir. Sitotoksik aktivite MTT yontemi kullanilarak arastirilmistir. Yapilar
sirasiyla  2,4-dihidroksi-6-metoksil-metilen-3-metilasetofenon ve 2,4-dihidroksi-6-
metoksil-metilen-3-metilasetofenon-4-O-S-glukopiranozit olarak aydinlatilan
bilesiklerden birincisi HeLa kanser hicreleri Uzerinde selektif inhibitér etki
gosterirken (1C50=0,095 pg/mL), ikinci bilesik A-549 ve MCF-7 kanser hiicreleri
uzerinde selektif inhibitor etki (1C5=0,879 ug/mL; 0,346 ug/mL) gostermistir
(Zhang ve ark., 2010).

E. hirta’nin etanollii ekstresinin antikanser aktivite potansiyelinin arastirildigi bir
calismada HL-60 (ilik kanser hiicre serisi) kanser hticreleri E. hirta ekstresiyle
(50, 100 ve 200 pg/mL) 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve hayatta kalan
hiicreler MTT yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Sonuglar artan dozlarda kanserli

hiicrelerin 6liim sayisinda artis oldugunu gostermistir (Sharma ve ark., 2014).

E. kansui’den izole edilen oktadekanoik asit ekstresinin (baslica bilesikler: oleik asit
ve linoleik asittir) insan gastrik (SGC-7901), karaciger karsinomu (BEL-7402) ve
I6semi (HL-60) kanser hiicre serileri Gzerindeki antitimér aktivitesi arastirilmistir.
Timor hiicreleri iizerinde anlamli Olglide doza bagimli antiproliferatif etki
goriilmiistiir. Calisma sonunda 3,2 pg/mL Kkonsantrasyonda antitimor ajan olan

5-florourasil’e yakin ya da daha iyi etki tespit edilmistir (Yu ve ark., 2008).
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1.2.2.6. Antimikrobiyal Aktivite

Euphorbia segetalis L.’den izole edilen maddelerin ve bu maddelerin izolasyonu
sirasinda elde edilen fraksiyonlarin antifungal ve antibakteriyel aktiviteleri
aragtirtlmistir. Bitki aseton ile ekstre edilmis ve artan polaritede hekzan:etil asetat
karisgimi ile fraksiyonlanmistir (A, 19:1; B, 12:1; C, 9:1; D, 7:1; E, 3:1; F, 1:1; G,
0:1). Antifungal aktivite tayini icin Candida glabrata, Candida krusei, Cryptococcus
neoformans suslari, flukonazol referansi ve Broth mikrodiliisyon yontemi
kullanilmistir. Antibakteriyel aktivite ise Staphylococcus aureus’un kullanildigi
biyootografik agar metodu ile test edilmistir. Antibakteriyel aktivitenin tayininde
kullanilan Gram-negatif bakteriler Escherichia coli ATCC (American Type Culture
Collection) 25922, Shigella dysenteriae ATCC 13313, Salmonella typhimurium
ATCC 27853, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; Gram-pozitif bakteri ise
Staphylococcus aureus ATCC 25923’tur. Antifungal ve antibakteriyel aktivitenin
degerlendirilmesinde ekstrelerin ve izole edilen saf maddelerin MIC (minimum
inhibitor  konsantrasyonu) verileri kullanilmistir.  Izole edilen bilesiklerin
C. glabrata’ya ve C. neoformans’a karsi anlamli antifungal aktivite gostermedigi;
ancak C.krusei’de referans madde flukonazol ile ayn1 6l¢lide inhibisyon yaptig1 tespit
edilmistir (MIC=32-64 pg/mL). Saf maddelerin tek baslarina anlamli antibakteriyel
etki gostermedigi; ancak aseton ekstresi ve G kodlu fraksiyonun S. aureus’a karsi
kuvvetli inhibisyon yaptigi (MIC= 0,7 mg/mL), C ve D kodlu fraksiyonlarin da tim
suslar tizerinde antibakteriyel etki gosterdigi (MIC=0,7 mg/mL - 6 mg/mL) tespit
edilmistir (Madureira ve ark., 2003).

E. fusiformis’ten hazirlanan aseton, kloroform, etanol, metanol ve sulu ekstrelerin
antibakteriyel etkisi sekiz bakteri kiiltiirii lizerinde test edilmistir. Gram-pozitif
bakterilerden Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus; Gram-negatif bakterilerden
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhii A ve Salmonella typhii B’nin kullanildig1 ¢alismada
disk diflizyon ve agar difizyon metotlar1 uygulanmis, en yiiksek aktiviteyi metanol

ekstresinin gosterdigi tespit edilmistir. Daha sonrasinda aseton ve kloroform ekstresi
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aktif bulunurken, sulu ve etanollii ekstreler en az aktif bulunan ekstreler olmustur

(Natarajan ve ark., 2005).

E. fusiformis’in antifungal aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada Candida albicans
ve Cryptococcus neoformans suslar tizerinde bitkinin farkli kisimlarindan hazirlanan
aseton, kloroform, etanol, metanol ve sulu ekstrelerin etkisi agar diflizyon teknigi
kullanilarak test edilmistir. C. albicans Uzerindeki en yuksek etkiyi 20 mm’lik
inhibisyon zonu ile yapraklardan hazirlanan kloroform ekstresi gostermisken,
C. neoformans uzerinde, en gicli etkiyi 19 mm’lik inhibisyon zonu ile yapraklardan
hazirlanan etanol ekstresi gostermistir. Sulu ekstrenin her iki sug lizerinde de etkisiz

oldugu goriilmiistiir (Natarajan ve ark., 2007).

Etnobotanik ¢alisma ile halk arasinda antibakteriyel amagla kullanimi olan
Euphorbia clavarioides Boiss. koklerinin aktivitesi arastirilmistir. Disk difiizyon
teknigi kullanilarak gergeklestirilen calismada Gram-pozitif bakterilerden Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis; Gram-negatif
bakterilerden Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa
kullanilmistir. E. clavarioides’in koklerinden hazirlanan hekzan, etanol ve sulu
ekstrelerden hekzan ekstresi en guclu antibakteriyel etki gostermistir (Shale ve ark.,
1999).

Agar diftizyon ve tip diliisyon metotlarinin kullanildigi bir ¢alismada E. hirta’nin
toprak istii kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrelerin antibakteriyel aktivitesi
aragtirtlmistir.  Ampisilinin  referans standart (40 pg/mL) olarak kullanildig:
calismada 25 mg/mL konsantrasyondaki ekstre cozeltisinden 40 uL her bir susa
uygulanmistir. E. hirta ectanollii ekstresi tiim suslara karsi antimikrobiyal etki
gostermistir. En etkili oldugu suslar P. aeruginosa (inhibisyon zonu=23 mm
[ampisilin zonu=16 mm], MIC=0,166 mg/mL); E.coli (inhibisyon zonu=21 mm
[ampisilin zonu=17 mm], MIC=0,189 mg/mL); P. vulgaris (inhibisyon zonu=19 mm

[ampisilin zonu=22 mm], MIC=0,200 mg/mL); S. aureus (inhibisyon zonu=19 mm
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[ampisilin zonu=23 mm], MIC=0,216 mg/mL) olarak tespit edilmistir (Sudhakar ve
ark., 2006).

Yapilan bir ¢alismada E. helioscopia’nin kurutulmus toprak istii kisimlarindan
hazirlanan metanollii ekstrelerin antimikrobiyal ve antifungal etkili olduklar tespit
edilmistir. Calismada siitlegenin antimikrobiyal aktivitesi dort bakteri ve iki mantara
kars1 test edilmistir. 100, 200, 300, 400 ve 500 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan
ekstreler, disk diflizyon tekniginin kullanildigi ¢alismada Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas multocida, Klebsiella pneumoniae
bakterilerine ve Aspergillus flavus, Candida albicans mantarlarina kars1 doza bagl
inhibitor etki gostermistir (Lone ve ark., 2012).

1.2.2.7. Antialerjik Aktivite

E. hirta’dan hazirlanan %95 etanollii ekstrenin antihistaminik, antienflamatuvar ve
immunosupresif etkili oldugu ¢esitli hayvan modeli deneyleri ile tespit edilmistir.
E. hirta ekstresinin sican peritonal mast hiicrelerinde histamin salinimini artiran bir
madde olan ‘Bilesik 48/80’nin  (N-metil-p-metoksifenetilamin+formaldehit)
tetikledigi degraniilasyonu inhibe ettigi, dekstran nedenli sigan pence ddemi testinde
eozinofil birikimini ve eozinofil peroksidaz aktivitesini inhibe ettigi goriilmiis ve
astim modelinde bronkoalveolar lavaj sivisindaki protein miktarini diislirdiigii tespit
edilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde E. hirta’nin erken ve ge¢ alerjik

reaksiyon fazlarini engelleme giiciiniin oldugu goriilmiistiir (Singh ve ark., 2006).

E. hirta’nin anti-anafilaktik etkisi arastirilmistir. Akasya sakizi igindeki %2’lik
E. hirta etanolli ekstresinin (100-1000 mg/kg arasinda artan dozlarda) oral yolla
uygulandig1 sicanlarda ‘Bilesik 48/80 ile sistemik anafilaksi tablosu olusturulmustur.
Oltimcul 8,8 mg/kg dozda maddenin intraperitonal yolla verildigi hayvanlarda
E. hirta ekstresinin pasif anafilaksi olusumunu inhibe ettigi, sicanlarin peritonal mast
hicrelerinde TNF-a (tumoér nekroz faktor-o) ve IL-6 (interlokin-6) saliniminin

baskilandig1 goriilmiistiir. Anafilaksi tablosunda %100 korumanin saglandigi ekstre
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dozu 750 mg/kg olarak bulunmustur. Bu gruplar1 referans madde olan setirizin
10 mg/kg dozda tedavi etmektedir. Pasif anafilaksi modelinde E. hirta ekstrelerinin
125, 250 ve 500 mg/kg dozda sirasiyla %45, %63 ve %75 oraninda inhibisyon
yaptig1 tespit edilmistir. Referans madde setirizin 10 mg/kg dozda %93 inhibisyon
gostermektedir. 10, 30 ve 100 pug/mL konsantrasyonda E. hirta ekstresinin TNF-o’y1
strastyla %34, %55 ve %83 oraninda, IL-6’y1 da ayni konsantrasyonlarda sirasiyla

%38, %63 ve % 89 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir (Youssouf ve ark., 2007).

Fareler ve kobaylar iizerinde bronsial kasilmayla tetiklenen trakeal kasilma kaynakl
asttm modeli ile yapilan bir ¢alismada, E. helioscopia’dan izole edilen polifenolik
bilesiklerin deride anafilaktik yanit benzeri olusumlar1 kapiller permeabiliteyi

azaltarak inhibe ettigi (I16kotrien D-4 inhibitoril) goriilmiistiir (Park ve ark., 2001).

1.2.2.8. Antiproliferatif Aktivite

Geleneksel kullanimdan yola ¢ikan arastirmacilar Euphorbia stenoclada Baill. Bull.
Mens. Soc. Linn.’nin etanollli ekstresinin insan solunum yollar1 diiz kas hiicreleri
Uzerindeki antiproliferatif etkisini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada insan solunum
yollar1 diiz kas hiicreleri lizerinde interlokin-1 £ nedenli proliferasyonda inhibisyon
tespit edilmistir (IC50=0,73+0,08 pg/mL). 20 ug/mL doza kadar toksik etki
gorilmemistir. Halk arasinda geleneksel tedavide astim ve akut bronsitte kullanilan

bu tiirlin kullanim amacinin dogrulugu bilimsel olarak kanitlanmistir (Chaabi ve ark.,

2007).

1.2.2.9. Antikonvilzan Aktivite

Euphorbia pulcherrima Willd. ex. Klotzsch’nun farelerde antikonvilzan aktivitesinin
arastirtldigr bir c¢alismada 250, 500 ve 1000 mg/kg dozda ekstreler oral yolla
hayvanlara verilmistir. Aktivitenin ¢alisildigi test modelleri maksimum elektrosok

kriz modeli ve fenetilentetrazol nedenli kriz modelidir. Her iki modelde de
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E. pulcherrima’nin 250, 500 ve 1000 mg/kg dozda kasilmalarin sikligin1 300 mg/kg

dozda valproik asit referansina karst anlamli 6l¢iide azalttigi tespit edilmistir (Singh,
2012).

1.2.2.10. Antiviral Aktivite

Yapilan bir ¢alismada Euphorbia laurifolia Juss. ex. Lam. ve E. lactea’nin Jurkat-
LAT-GFP hucreleri Gzerindeki HIV-1 (human immunodeficiency virus) reaktivasyon
aktivitesi ile antiviral etkisi arastirilmigtir. Jurkat-LAT-GFP hicreleri entegre halde
bir adet tam boy HIV provirisi icermektedir. Reaktivasyon, viral rezervlerin
bosaltildig: bir tedavi seklidir. HIV-1 rezervleri CD4-T-hiicreleri Gzerinde uzun sire
yasarlar. Reaktivasyon ile bu CD4 hiicrelerinde litik bir 6liim gerceklesir. Bu sayede
HIV-1 genomu replikasyon asamasinda inhibe edilmis olur. Viral reaktivasyon GFP
epifloresansinin sitometrik taranmasi ile 6lgiilmektedir. Jurkat-LAT-GFP hicrelerine
12 saat boyunca 1 ug/mL Euphorbia lateks ekstreleri uygulanmistir. E. laurifalia’nin
%93,7 oraninda HIV-1 antagonist, E. lactea’nin da %82,3 oraninda HIV antagonist
etki gergeklestirdigi tespit edilmistir. Cok etkili sonuglarin bulundugu bu ¢alismada
referans olarak forbol-12-miristat-13-asetat (1 ug/mL) kullanilmistir (Avila ve ark.,
2010).

E. officinarum’un metanollu ekstresinden izole edilen (¢ diterpen yapisinda
molekilin HIV-1 antagonist aktivitesi Jurkat-LTR-GFP enfekte hucreler tzerinde
test edilmistir. Hucrelere izole edilen ingol 7,8,12-triasetat-3-fenilasetat (1); ingol
7,8,12-triasetat-3-(4-metoksifenil) asetat (2); 8-metoksiingol 7,12-diasetat-3-
fenilasetat (3) bilesikleri ile 10 ve 50 uM konsatrasyonda tedavi uygulanmistir. 1 ve
2 numaral bilesiklerin etki gostermedigi ¢alismada, 3 numarali bilesigin HIV-1-LTR
aktivasyonunu, transaktivasyonda sinyalizasyon basamaginda Go/G; evresinde

durdurdugu tespit edilmistir (Daoubi ve ark., 2007).
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Euphorbia jolkini Boiss.’ten izole edilen putranjivain A’nin Herpes simplex-2
virisiine (HSV-2) karsi antiviral aktivitesinin arastirildigi bir ¢aligmada XTT
(sodyum 3’-[(fenilamino-karbonil)-3,4 tetrazolyum]-bis (4-metoksi-6-nitro) benzen
stlfonik asit) metodu ve HSV-2 susu ile enfekte edilen 196-Vero hicreleri
kullanilmistir. Hiicreler 96’lik plaklara ekilmis ve 4 saat 37°C’de inkibasyona
birakilmistir.  Ardindan hiicreler HSV-2 ile enfekte edilmis ve farkh
konsantrasyonlarda putranjivain ilave edilmistir. 72 saat daha inkube edilen hiicrelere
XTT reaktifi eklenerek plaklardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri 690 nm’de
Ol¢iilmiistiir. Referans madde olarak asiklovirin (5 uM) kullanildigr ¢alisma sonunda
putranjiavin A’nin 25 pM konsatrasyonda 24 saate kadar devam eden
inklibasyonlarda viriis hiicre girisini ve penetrasyonu %100 inhibe ettigi tespit
edilmistir (Cheng ve ark., 2004).

E. segetalis’ten izole edilen bilesiklerin HSV-1, HSV-2 ve Afrika domuz hummasi
viriisiine kars1 antiviral aktiviteleri test edilmistir. Afrika yesil maymun bobrek hiicre
serisinin (Vero Cell Line ATCC CCL81) kullanildig1 ¢alismada hiicreler enfekte
edilerek inkiibasyona birakilmis, ardindan izole edilen bilesikler uygulanmustir.
Asiklovir ve foskarnetin referans olarak kullanildigi ¢alismada lupenon 5 pg/mL
konsantrasyonda HSV-1 ve HSV-2 virisu lzerinde asiklovirden daha etkili, Afrika

domuz hummas: viriisiine kars1 ise foskarnet ile yarigmali 6l¢iide etkili bulunmustur

(Madureira ve ark., 2003).

HSV-2 wvirlisiine kars1 antiviral aktivitenin arastirildigt bir baska caligmada
E. thymifolia’nin metanollii ekstresinden elde etilen etil asetatli fraksiyonu ve
buradan izole edilen 3-O-galloil-4,6-(S)-hekzahidroksidifenil-D-glukoz’un sirasiyla
4 ug/mL ve 0,5 ug/mL konsantrasyonlarda HSV-2 virtsunin infektivitesini direkt
olarak inaktive ettigi tespit edilmistir (Yang ve ark., 2005).

Yapilan bir ¢alismada E. helioscopia’nin kurutulmus toz edilmis toprak istii
kisimlarinin etanollii ve metanollii ekstrelerinin antiviral etkileri arastirilmistir.

Calismada Bacillus bakteriyofaj CP51 kullanmilmig ve Bacillus cereus ATCC 10876
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24 saat 37°C’de inkube edildikten sonra ekstrelerin MIC degerleri Olgllerek fajlar
tizerindeki antiviral etkinlik test edilmistir. Etanollii ekstrenin faj ve bakteri karigimi
tizerine eklendiginde, %50’den fazla inhibisyon yapan konsantrasyonu 0,5 mg/mL,
metanolli ekstrenin MIC degeri de 1,25 mg/mL olarak 6l¢llmistiir. Her iki ekstre de
anlamli Olgiide fajlar iizerinde antiviral etkinlik gostermistir. Ayni g¢alismanin
fitokimyasal kisminda ekstrelerin tasidigi etken madde gruplart flavonoitler ve
tanenler olarak tespit edilmistir. Antiviral etkinin bu bilesik gruplarindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Ramezani ve ark., 2008).

1.2.2.11. Mollusisidal Aktivite

Sitmadan sonra diinyada en fazla goriilen ve tropik bolgelerdeki en biiyiikk 6lim
sebeplerinden biri olan parazit hastaligi sistozomiazisin énlenmesi i¢in arakonakgi
olan yumusake¢alarin yok edilmesinde Euphorbia tiirlerinden yararlanilmaktadir.
Mollusisidal aktivitenin arastirildig1 bir ¢alismada E. paralias’tan izole edilen dokuz
tane diterpen yapisindaki bilesikten 5,8,14-triasetoksi-3-benzoiloksi-15-hidroksi-9-
okso-paralian’in en gucli mollusisidal aktivite gosteren bilesik oldugu tespit
edilmistir. Bu bilesik 15 ug/mL konsantrasyonda salyangozlar Gzerinde %2100

mortalite gostermistir (Abdelgaleil ve ark., 2002).

Euphorbia conspicua N. E. Br. lateksinin Biomphalaria glabrata isimli bir tir
salyangoz (zerindeki mollusisidal aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada, bitkiden
elde edilen lateksin metanollii ekstresi hazirlanmis ve bu ekstre hekzan ile partisyona
tabi tutularak triterpenik fraksiyon elde edilmistir. Kalan metanollii faz, hekzanli faz
ve lateksten hazirlanan metanollii ekstreler sirasiyla 0,1 pg/mL; 10,55 ug/mL ve
4,87 pg/mL konsantrasyonlarda yetiskin salyangozlarin %90’ 6ldiirmiistiir. Yine
bu ekstreler sistozomiazisin ara konakgilarindan olan Schistosoma mansoni’nin
larvalar tizerinde 100 pg/mL konsantrasyonlarda inhibitdr etki gostermistir (Santos

ve ark., 2007).
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Yapilan bir baska ¢alismada E. myrsinites’in sap ve yapraklarindan hazirlanan sulu
ekstrelerin Biomphalaria glabrata tzerindeki mollusisidal aktivitesi arastirilmistir.
LCso degerlerinin sirasiyla 15,1 ppm ve 8,9 ppm oldugu calismada bir siire sonra
ekstrelerin oda sicakliginda stabilitesini kaybettigi ve 7 glin sonunda 20°C’de etkinin

%50 azaldig1 goriilmiistiir (Patel ve ark., 2011).

1.2.2.12. Yara lyi Edici Aktivite

Yapilan bir ¢alismada E. helioscopia’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan
etanollli ve sulu ekstrelerin yara iyi edici aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla,
ekstrelerin %2 sodyum aljinat igeren jel icerisindeki %5’lik konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Bu c¢alisma i¢in Wistar sicanlar kullanilmistir. Akut toksisite ve doz
secimi i¢in c¢aligmalar yapilmis, LDsy degeri 300 mg/kg olarak bulunmus ve bu
dogrultuda test igin ¢alisma dozu 30 mg/kg olarak belirlenmistir. Siganlarin sirt
bolgelerinde eksizyon ve insizyon yaralar olusturularak hazirlanan ekstreler giinde
bir kez uygulanmistir. 15 giiniin sonunda yaralarda 6Slgiilen epitelizasyon anlamli
Olctde yiiksek bulunmustur. Hem alkollii hem de sulu ekstrelerin yara iyi edici

olduklar tespit edilmistir (Jabeen ve ark., 2008).

Yapilan bir caligmada E. neriifolia yapraklarindan hazirlanan etanollii ekstrenin yara
iyilestirici aktivitesi arastirtlmistir. Eksizyon yara modeli ve 06li bdlge yara
modelinin kullanildig1 c¢alismada yara graniilasyon dokusundaki hidroksiprolin,
protein katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin miktarlar1 Sl¢iilmiistiir. Caligma
sonunda ekstrenin 200 ve 400 mg/kg dozlarda epitelizasyonu anlamli 6lgiide artirdig
goriilmiistiir. Ekstrenin graniilasyon dokusunda yine ayni1 dozlarda hidroksiprolin ve
protein miktarin1 artirdigl, enzim aktivitesini ylikselttigi ve siiperoksit dismutaz

aktivitesini diisiirdiigii tespit edilmistir (Bigoniya ve Rana, 2007).

Yapilan bir bagka c¢alismada E. caducifolia’nin lateksinin halk arasindaki
kullanimindan yola c¢ikilarak yara iyilestirici aktivitesi arastirilmistir. Lateksten

hazirlanan 2,5; 5 ve 10 mg/mL konsantrasyondaki ekstreler, eksizyon ve insizyon
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yara modelinin kullanildig1 ¢alismada siganlara uygulanmistir. Yara kontraksiyonu,
yara gerilim kuvveti 6l¢iilmiis ve hidroksiprolin enzim tayini yapilmistir. Referans
olarak glimiis siilfadiazin kullanilmis olup yara kontraksiyonunda en yiiksek aktivite
10 mg/mL konsantrasyondaki ekstrede (12. glinde %84,67); yara gerilim kuvvetinde
en yuksek aktivite yine 10 mg/mL konsantrasyondaki ekstrede (gerilim kuvveti: 511,
83 g/cm?) goriilmiistiir. Hidroksiprolin miktar: kontrol grubuna gére 5 ve 10 mg/mL
konsantrasyondaki ekstrelerde anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (Goyal ve ark.,
2012).

E. hirta ekstresinin yanik yaralar {izerindeki iyilestirici aktivitesi aragtirtlmistir.
Bitkiden %95’lik etanol ile ekstre hazirlanmis ve ¢oziicii uzaklastirilmistir. Elde
edilen kuru ekstre %2’lik olacak sekilde tasiyict krem ile formiile edilmistir.
Sicanlarin derilerinde 1sitilmis piring agirhiklar ile 10 saniye boyunca 2 cm’lik
yaniklar olusturulmustur. Ekstre uygulanarak 16 gin boyunca her gin yara
alanlarindaki kii¢iilme gozlemlenmistir. Referans olarak nitrofurazon merhemin
kullanildig1 caligmada 16. giin sonunda referans madde %94,67 oraninda yara
iyilesmesi saglarken, E. hirta ekstresi %88 oraninda iyilesme saglayarak yiiksek

Olcide aktivite gostermistir (Jaiprakash ve ark., 2006).

1.2.2.13. Diger Aktiviteler

Veteriner hekimler ile ortak yapilan bir ¢alismada E. hirta’dan hazirlanan sulu
ekstreler 400 mg/kg dozda 14 gun boyunca erkek siganlara oral yolla verilmis ve
iireme organlar {izerindeki etkilerine bakilmistir. Kontrol grubuna sadece distile
suyun verildigi ¢alisma sonunda hayvanlarda testis dejenerasyonu ve seminifer
borularin ¢apinda daralma oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar buradan hareketle
E. hirta’nin tedavide kullanimi sirasinda bu etkilerin dikkate alinmasi ve tedbirli

davranilmasi gerektigini vurgulamislardir (Adedapo ve ark., 2003).

E. hirta’nin yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrelerin siganlarin bagirsak hareketleri

tizerindeki etkileri arastirtlmistir. 100, 300 ve 1000 mg/kg dozlarda oral yolla
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uygulanan ekstrelerin doza bagiml olarak digkilamada azalmaya sebep oldugu ve
hayvanlarda ishali engelledigi tespit edilmistir. Bu veriler 1181inda arastirmacilar halk
arasinda ishale karsi kullamilan E. hirta’nin bu kullanimimi bilimsel olarak

desteklediklerini belirtmislerdir (Hore ve ark., 2006).

Yapilan bir ¢alismada E. royleana lateksinden hazirlanan etil asetat fraksiyonunun
bagisiklik sistemi tizerindeki ¢esitli etkileri arastirilmistir. Lateksten dnce %85 etanol
ile hazirlanan ekstreden etil asetat fraksiyonu c¢ekilmistir. Ekstre farelere oral yolla
50, 100 ve 200 mg/kg dozlarda uygulanmis, gecikmis tip hipersensivite cevabindaki
diisiis ve antikor iiretme sirkiilasyonunu 6lgmek i¢in antijen olarak koyun kirmizi kan
hiicreleri hayvanlara intraperitonal yolla verilmistir. Ekstrenin hipersensivite
cevabini 50-200 mg/kg dozda %16,04-%44,44 oraninda diistirdiigi tespit edilmistir.
Siklosporin referansi 5 mg/kg dozda %56,79 diisiis saglamistir. Ekstre antikor
uretiminde de doz-cevap iliskili olarak diisiise neden olmustur. Maksimum etki
100 mg/kg dozda %28,30 olarak goriilmistiir. Siklosporin referansinin antikor
tretimini 5 mg/kg dozda %38,46 oraninda diisiirdiigi goriilmiistiir (Bani ve ark.,

2005).

Euphorbia canariensis L.’den hazirlanmis metanollii ekstreden izole edilen ingol
tlrevi bir madde, ingenol tirevi iki madde ve jatrofan tirevi bir maddenin vaskdler
sistem tizerindeki etkileri aragtirllmistir. Tavsanlar iizerinde yapilan ¢alismada bu
dort maddenin de temel arterlerde ve karotid arterde kasilma yaparak dinlenme

halinde kan basincini yiikselttigi tespit edilmistir (Miranda ve ark., 1998).

Yapilan bir ¢aligmada E. helioscopia’dan diklorometan ile ekstre hazirlanmis, bu
ekstreden saf madde izole edilmis ve bu maddelerin vazodepresor etkileri
arastirtlmistir. Wistar albino siganlar lizerinde yapilan deneylerde 5,11-jatrofadien-3-
benzoiloksi-7,9,14-triasetiloksi-15-o0l bilesiginin en gii¢lii vazodepresor etkiyi
gOsterdigi tespit edilmistir (42 mmHg). Kan basincini efektif olarak diigiik tuttugu
sire 45 dakika, etkinin suresi ise 70 dakika olarak 6l¢iilmiistiir (Barla ve ark., 2006).

Koyun gastrointestinal sistemden alinmis canli Haemonchus contortus kurtguklari
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tizerinde yapilan bir ¢alismada E. helioscopia’nin kurt diisiirticii aktivitesi test
edilmistir. Dogal yollarla nematod (kancali/iplik kurdu) enfeksiyonuna yakalanmis
on iki adet 18-25 kg arasinda degisen agirliklarda Kashmir Marino koyunu tizerinde
yapilan bu calismada, fekal yumurta sayisinda azalma (FECR) test yontemi
kullanilarak E. helioscopia’nin toprak iisti kisimlarindan hazirlanmis sulu ve
metanolll ekstreler 12,5; 25 ve 50 mg/mL konsantrasyonda doz yanit iliskili olarak
kurtcuklar (zerinde Once paralizi gostermis, maruziyetten 8 saat sonra da
kurtguklarin 6liimiine sebep olmustur. Metanollii ekstreler yumurta sayisinda %86,
sulu ekstreler ise %44,1 oraninda inhibisyon yaparak etkili bulunmustur (Lone ve
ark., 2013).

1.2.3. Klinik Calismalar

Avustralya’da yapilan klinik bir calismada cildinde bazal hiicre karsinomall,
skuamoz hiicre karsinomali ve intraepidermal karsinomali lezyonu olan,
konvansiyonel tedaviyi reddetmis ya da tedavisi basarisiz olmus yaslar1 44 ila 93
arasinda degisen 36 gondlllye ¢ giinde bir kez 100-300 uL E. peplus lateksi 12 ay
boyunca topikal yolla uygulanmistir. Calisma sonunda 28 hastada bir lezyon,
5 hastada iki lezyon, 2 hastada (¢ lezyon ve 1 hastada dort lezyon olmak (zere
toplam 48 lezyon tedavi edilmistir. Bazal hiicre karsinomali hastalarin %57’sinden,
intraepidermal karsinomali hastalarin %75’inden, skuamoz karsinomali hastalarin

%50’sinden klinik cevap alinmistir (Ramsay ve ark., 2011).

E. prostrata’nin hemoroidi tedavi edici etkisinin arastirildigi klinik bir ¢alismada,
yaglar1 21 ila 67 arasinda degisen 63 erkek ve 57 kadindan olusan 120 goniilliiye
12 hafta boyunca giinde bir kez E. prostrata iceren tablet (patentli {irin) verilmistir.
[k haftan sonunda 99 hastanin kanama sikayetlerinde azalma, rektum bdlgesindeki
sikayetlerde %90 oraninda azalma oldugu goriilmiistiir. Hastalardan kabizlik sikayeti
veya yan etki geri bildirimi yapan olmamistir. Calisma sonunda sadece 37 hastada

kolonoskopik incelemelerde hemoroid kalintilarma rastlanmistir. Sonu¢ olarak
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E. prostrata’nin hemoroit tedavisinde etkili ve iyi tolere edilebilen bir drog oldugu
bildirilmistir (Gupta, 2011).

Yine kanamali hemoroidi olan hastalarda yapilan klinik bir baska calismada
E. prostrata’nin kuru ekstresini igeren 100 mg’lik tabletler (patentli Griin) giinde bir
kez 1836 goniilliden olusan gruba 14 giin boyunca verilmistir. 1304 erkek ve
512 kadindan olusan grububun kanama, agri, sigkinlik gibi semptomlarinin
degerlendirildigi ¢calisma sonunda, sadece 71 hastada kanama (%3,9); 86 hastada agr1
(%4,7); 114 hastada siskinlik sikayetlerinin devam ettigi goriilmiistiir. Global
degerlendirme skorlar1 ile yapilan istatistiklerde 505 hastada tedavinin seyrinde
olumlu ilerleme, 1153 hastada ilimli olumlu ilerleme, 150 hastada zayif ilerleme
gorilmiis, 17 hastada higbir gelisme goOriilmemistir. 77 hasta yan etki belirtileri
olarak yanma, gastrointestinal rahatsizliklar ve bulanti sikayetinde bulunmustur.
Sonug olarak E. prostrata’nin hemoroid tedavisinde ozellikle agri, kanama ve
gastrointestinal rahatsizliklar gibi semptomlarin giderilmesinde oldukga etkili oldugu
ve 1yi tolere edilebildigi bildirilmistir. Flavonoitlerin, tanenlerin ve fenolik asitlerin
bu tedavide basrolii oynayan bilesikler oldugu diisliniilmektedir (Bakhshi ve ark.,
2008).

E. fischeriana tlrlnln antikonvilzan etkisinin arastirildigi bir ¢calismada 72 epilepsi
hastasina E. fischeriana alkali ekstresi verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
E. fischeriana’nin %78 oraninda etki gosterdigi tespit edilmistir. Epilepsi hastalari
kriz nobetlerinin azaldiginm1 belirtmislerdir. Tek kor ¢alismada %59 oraninda tedavi
saglanmistir. Bunlarin %32’si plasebo etkisidir. E. fischeriana’nin anlamli dlgiide
epilepside tedavi sagladigi bildirilirken, calisma sirasinda herhangi bir yan etki
bildirilmemistir (Liu ve ark., 1994).

1.2.4. Toksisite Calismalari

Yapilan bir ¢alismada Euphorbia schimperiana Scheele’nin toksik etkileri fareler

tizerinde arastirilmistir. Akut oral, akut dermal toksisite, deri ve goz iritasyon testleri
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gerceklestirilmistir. E. schimperiana’dan hazirlanan metanollii ekstreler ¢alismada
test numunesi olarak kullanilmistir. Akut oral toksisite testinde 5000 mg/kg doza
kadar ¢ikilmis, 14 glnlik test boyunca herhangi bir 6lum veya olumsuz Kklinik yanit
gbzlenmemistir. Bununla birlikte ¢alisma sonunda hayvanlara nekroskopi
uygulanmis, plevra ve akcigerde kanama oldugu goriilmiistiir. Bu ¢calismada akut oral
LDsp degeri 54 mg/kg, LDgy degeri 81,8 mg/kg olarak bulunmustur ve veriler
15181nda bitkinin oral yoldan az oranda toksik oldugu bildirilmistir. Aym1 ¢alismada
dermal iritasyona rastlanmamis, akut dermal testlerde 14 glin boyunca 6liim veya
olumsuz klinik yanit gézlenmemistir. Nekroskopi incelemelerinde de herhangi bir
toksik bulguya rastlanmamigtir. Akut dermal LDso degeri de 2 g/kg olarak
bulunmustur. G6z iritasyon testinde 0,2 g/L konsantrasyonda bitki ekstresi okuler

dejenerasyona sebep olmustur (Ahmed ve Al-Zanbagi, 2006).

E. helioscopia’nin toksisitesinin si¢anlar iizerinde arastirildigi bir ¢alismada etanollii
bitki ekstresinin oral LDsg degeri 1211,7 mg/kg viicut agirligi olarak hesaplanmuistir.
Hayvanlarda iritasyon, ishal, tiikriik salgisinda artis ve huzursuzluk gibi sendromlar
goriilmiistiir. Baz1 hayvanlar 3 saat, bazilar1 ise 24 saatin sonunda olmistiir. N6trofil
sayilarinda anlamli artig, 16kosit sayilarinda anlamli disiisler goriilmiistiir. Ayrica
biyokimyasal degisiklikler keratinin, iire, iirik asit, AST (aspartat aminotransferaz),
kolesterol seviyelerinde anlamli artiglar goriilerek tespit edilmistir. Alveollerde
kanama, akcigerlerde nekroz goriilmistiir. Calisma sonunda E. helioscopia’nin
toksik materyal oldugu ve oral yolla aliminin riskli olabilecegi bildirilmistir (Al-

Sultan ve ark., 2006).

E. helioscopia ve E. nubica N. E. Br.’nin toksik etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada
bitkilerden hazirlanan metanollii ekstreler farelerin kulaklarima uygulanmas,
ekstrelerin iritan etkiye ve kanser olusumuna sebep olup olmayacaklari
arastirtlmistir. Ekstreler farelerin kulaklarma 2000 pg ve 5000 ug dozlarda 48 hafta
boyunca uygulanmistir. On ikinci haftadan itibaren kulaklarda tiimoér olusmaya
basladigi, 36. haftada hayvanlarin artik tiimor tasidig: tespit edilmistir. Bu tiirlerden
izole edilen diterpen yapisinda saf maddelerin de aymi etkiye sebep oldugu
goriilmiistiir (Zayed ve ark., 2001).
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Cin’de karaciger iltihaplarina karsi ve ddem giderici olarak kullanildigi bildirilen
Euphorbia milii Des Moul. lateksinin timdr olusumunu tetikleyici etkisi fare sirt
derisi {izerinde yapilan bir ¢alismada arastirilmistir. Timor baslatici ajan olan
dimetilbenzantrasen, 400 nmol’liik tek doz olarak disi ve erkek farelerin sirt kismina
uygulanmisg, 10 giin sonra da tiimor olusum testi baslatilmistir. Pozitif kontrol olarak
5 nmol TPA, test numunesi olarak 20, 60 ve 200 ug/fare liyofilize lateks ve aseton
(tasiyict kontrol) ayni sekilde farelerin sirt kismina haftada 2 kez 20 hafta boyunca
uygulanmistir. TPA uygulanan grupta 11. haftada timoér olusumu baslamisken,
aseton ve lateks grubunda herhangi bir tiimér olusumuna rastlanmamistir. Bu
bulgular E. milii lateksinin tiimore neden olmadigini ortaya koymustur (Delgado ve
ark., 2003).

Halk arasinda ¢esitli amaglarla kullanilmasina ragmen E. hirta’nin potansiyel toksik
etkili olabilecegini bildiren az sayida g¢alisma mevcuttur. Ping ve ark. (2013),
E. hirta’dan hazirlanan metanollii ekstrelerin akut ve subkronik oral toksisitesini
in vivo testler ile sicanlar lizerinde arastirmiglardir. 5000 mg/kg ekstre tek doz olarak
hayvanlara verilmis, 14. gun sonunda herhangi bir 6lum ya da toksik etki
goriilmemistir. Ekstrenin akut oral LDsy degeri 5000 mg/kg’dan fazla olarak
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada 90 giin boyunca giinde 50, 250 ve 1000 mg/kg E. hirta
ekstresi oral yolla hayvanlara verilmis ve yine toksik etki ya da hayvan oliimi
goriilmemistir. Yem ve su tiiketimi, viicut agirligi, hematolojik bulgular, organ
agirliklar1 kontrol grubuna gore anlamli Olglide degismemistir. Arastirmacilar
calisma sonunda E. hirta metanolll ekstresinin akut ve subkronik oral toksisiteye

neden olmadigini bildirmislerdir.

Yapilan birtakim g¢aligmalarda bazi Euphorbia tirlerinin baliklar {izerinde de toksik
etki gosterdigi ve balik Oliimlerine sebep oldugu bildirilmistir. Ornegin
Euphorbia kamerunica Pax.’in ve E. tirucalli lateksinin yiiksek dozlarda tatli su
baliklarint ve yavrularin1 oldiirdigii tespit edilmistir. Bu sonuglar, Euphorbia
tirlerinin halk arasinda balik avlamada da kullanildigr disiiniildiiglinde bu
kullanimin sebebini ortaya koymaktadir. Su habitatlarinda yasayan diger canlilarin

da en az baliklar kadar etkilendigini diisiinen arastirmacilar Euphorbia turlerinin su
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habitatlar1 ile temasta olmamasi gerektigini bildirmislerdir (Fai ve Fagade, 2005 ve
Kumar ve ark., 2010).

1.3. Enflamasyon

Enflamasyon; bakteri, kimyasal maddeler, sicaklik veya herhangi bir travma
nedeniyle doku hasar1 oldugunda, dokularda olusan ani ve koruyucu bir yanittir.
Hasarli dokudan ¢ok sayida madde agiga c¢ikar ve c¢evre dokularda da ikincil

degisiklikler meydana gelir (Guyton ve Hall, 2014).

Enflamasyon yanitin ger¢eklesmesinde ¢ok sayida faktor yer almaktadir. Bunlar
dolasimdaki hiicreler ve plazma proteinleri, ¢evre bag dokusunun ekstraseliiler
matriksi ve hiicreleridir. Dolasimda yer alan ve kemik iligi tarafindan iiretilen
hicreler polimorfonukleer 16kositler (notrofiller), eozinofiller, bazofiller, lenfositler,
monositler ve trombositlerden olusur. Dolagimdaki proteinler ise karaciger tarafindan
sentezlenen pihtilasma faktorleri, kininojenler ve kompleman igerikleridir. Bag
dokusu hiicreleri ekstraseliiler matriksi sentezleyen ve yarayr doldurmak iizere
degisebilen fibroblastlardan meydana gelir. Ekstraseliller matriks fibroz yapida
proteinler olan kolajen ve elastinden olusur. Biitiin bunlar doku hasar1 ve
enflamasyonu gidererek onarimi saglar ve dokunun normal fonksiyonlarini yeniden

kazanmasi icin birarada hareket ederler (Mitchell ve Cotran, 2003).

Enflamasyonun ilk sonuglarindan birisi hasarli dokular ile saglikli dokular arasinda
fibrinojen pihtist ile duvar o6riilmesi islemidir. Bu ilk yanit ile bakterilerin, nekrotik
doku veya toksik triinlerin saglikli dokulara yayilmasi ve zararli etkileri 6nlenerek
vaskiler ve hiicresel olaylarin ger¢eklesmesi igin zaman kazanilmis olur (Guyton ve

Hall, 2014).

Enflamasyon hasara neden olan olguyu ortadan kaldirmaya ve zedelenen dokuda

iyilesmeye yol acacak bir seri vaskiiler ve hiicresel olaylar1 kapsar (Ozoran ve
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Cobanoglu, 2007). Enflamasyonda olusan vaskiiler ve hiicresel olaylar kimyasal
medyatorlerden kaynaklanir. Enflamatuvar medyatorler enflamasyon ajani tarafindan
tetiklenerek plazma veya hiicrelerden agiga ¢ikarlar. Medyatorler tek tek ya da
birbirlerini uyararak aynmi anda veya zincirleme reaksiyonlar ile etki ederler.
Enflamasyonun sonlanmasi, hasari olusturan etmenin ve medyatdrlerin etkilerinin

ortadan kaldirilmasina baglidir (Ozoran ve Cobanoglu, 2007).

Bazi durumlarda asir1 duyarlilik reaksiyonlari nedeniyle enflamatuvar yanit etkili
bicimde artar ve enflamasyonun bir komplikasyonu olarak organlarin
fonksiyonlarinda bozulmalara, hatta organ yetmezligi ve ani dlimlere neden olabilir.
Bu nedenle enflamasyonun simirlanmasina ve organizma tarafindan kontrollii

bicimde inhibe edilerek sonlandirilmasina gereksinim vardir (Kuralay ve Cavdar,
2006).

1.4. Yara

Deri viicudumuzu saran en biiyiikk organimizdir ve tim viicut agirligimizin %16’sin1
olusturur. Derinin gorevi vucut etrafinda bir bariyer olusturarak onu dig etmenlerden
korumaktir (Ozler ve ark., 2007). Cesitli faktdrler nedeniyle deri biitiinliigiiniin
bozulmasi, canli dokunun anatomik, fonksiyonel yapi1 ve isleyisinin zarar gérmesi

‘yara’ olarak tanimlanir (Mittal ve ark., 2013).

Yaray1 olusturan etmenler ¢esitlidir. Bunlar travma, fiziksel ve kimyasal yanma,
basing, hayvan 1sirig1 ya da sokmasi, metabolik bozukluklar, diyabet ve beslenme

bozukluklar1 olarak sayilabilir (Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).
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1.4.1. Yara Tipleri

1.4.1.1. Akut Yaralar

Akut yaralar laserasyon, delinme, yanma veya cerrahi insizyonlar ile olusan
yaralardir. Akut yaralara neden olan etmen gecici ve yaranin iyilesme siiresi kisadir.
Akut yaralar acik ve kapali yaralar olmak iizere iki grup altinda toplanir (Arslantas,
2007; Li ve ark., 2007 ve Young ve McNaught, 2011).

Acik Yaralar: Bu tip yaralarda kan damar disina ve hatta viicut disina ¢ikar. Kan
akimi gozle goriiliir haldedir (Mittal ve ark., 2013).

Acik yaralar yaralanmaya neden olan objelere gore siniflandirilir (Arslantas, 2007 ve
Mittal ve ark., 2013).

Insizyon: Keskin uclu objelerin neden oldugu temiz yaralardir.

Laserasyon: Yumusak dokularda kesici olmayan darbelerin neden oldugu deride ya
da mukozadaki yirtiklardir.

Abrazyon: Piiriizlii yiizeylerin neden oldugu derinin en {ist tabakasindaki (epidermis)
yiizeysel yaralardir.

Dil yaralar: Igne, ¢ivi gibi delici objelerin batmastyla olusan yaralardir.

Penetrasyon (kesici) vyaralar: Bicak ve benzeri kesici aletler ile olusan deri

biitlinliigiiniin bozuldugu yaralardir.

Atesli silah yaralari: Atesli silahlardan ¢ikan objelerin neden oldugu yaralardir. Giris,

c¢ikis veya her iki deligin de oldugu yaralardir.

Kapal Yaralar: Bu tip yaralarda kan damar disina ¢ikar; ancak viicut disina ¢ikmaz

(Mittal ve ark., 2013). Deri biitiinliigliniin bozulmadigi; ancak agik yaralardan daha

tehlikeli olabilen yaralardir.

Kontlizyon: Kiint u¢lu nesnelerin neden oldugu yaralardir. Bu tip yaralarda deri
altindaki dokularda hasar meydana gelir.
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Hematom: Damarlarda olusan hasarlar nedeniyle deri altinda kan birikimi ile
karakterize yaralardir.
Ezilme: Dokularin gok biiyiik bir giice kisa siireli ya da daha az bir giice uzun siireli

maruz kalmasiyla olusan yaralardir (Arslantas, 2007 ve Mittal ve ark., 2013).

1.4.1.2. Kronik Yaralar

Kronik yaralar daha ¢ok basi, diyabet, iilserasyon gibi etmenlerle olusan siirekli bir
etmenin neden oldugu, kabul edilebilir bir siirede iyilesmeyen uzun siireli yaralardir.
Kronik yaralarda siklikla enflamasyon asamasinda uzama olur. Bu da doku
harabiyetini artirir. Bu tip yaralar genelde ii¢ ay i¢inde iyilesmez ve tekrarlar
(Arslantas, 2007 ve Menke ve ark., 2007).

Yara iyilesmesini bozan ve kroniklesmesine sebep olan fizyolojik etmenlerden en
onemlileri de iskemi ile dokularda kanlanmanin azalmasi ve buna bagli olarak doku
oksijenlenmesindeki  yetersizliktir. Dokudaki oksijenlenmenin  bozulmasiyla
tyilesmenin en Oonemli basamagini olusturan kolajen sentezi kesintiye ugrar ve bu
durum siirecin uzamasina neden olur. Yine iskemi durumunda olusan etkiler dokuda
protein sentezinin azalmasina, lokosit infiltrasyonuna ve metalloproteinaz
seviyesinde artisa neden olur. Bu patolojik degisiklikler bozulmus ekstraseliiler
matriks yapimina ve uzamis enflamatuvar cevaba neden olarak iyilesme siirecini

normal seyrinden ¢ikarir (Ozler ve ark., 2009).

1.4.2. Yara lyilesmesi ile Tlgili Genel Bilgiler

1.4.2.1. Yara lyilesme Evreleri

Yara iyilesmesi, hasar etmeni ile baslatilan sistematik, hiicresel ve biyokimyasal

olaylarin yeni dokularin olusumu ve fizyolojik ozelliklerin geri kazanimi ile
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sonuclanmasidir. Yara iyilesmesinin temel prensibi doku hasarini en aza indirerek
dokunun oksijenlenmesini, beslenmesini ve nemlenmesini saglamaktir (Ozkorkmaz

ve Ozay, 2009).

Yara iyilesme siirecine farkl tiirde pek ¢ok hiicre katilir. Dokular icerisinde yer alan
yapilar ve plazmadan koken alan hiicreler de iyilesme siirecinde gorev alir.
Dokularda sentezlenen kolajen yaraya saglamligin1 verirken, integrin de hiicreleri
percinler. Plazma hiicreleri de damarlar yolu ile yaraya besin ve oksijen taginmasi ile
fagositik triinlerin uzaklastirllmasinda gorevlidir. Bu asamalar farkli hiicreler

tarafindan salgilanan biiyiime faktorlerinin kontrolii altinda gerceklesir (Ozler ve

ark., 2007).

Travmaya bagl olarak doku biitiinliigiiniin bozulmasi, yara boélgesinin anatomik ve
fonksiyonel 6zelliklerinin yeniden kazanilmasini saglayacak fizyolojik olaylar
serisini baglatir. Bu olaylar enflamasyon, fibroblastlarin olusumu ve dokularin
yenilenmesi basamaklarini kapsar. Yara iyilesmesi birbirinden kesin sinirlarla
ayrilmayan hemostaz ve enflamasyon evresi, proliferasyon (gogalma) evresi,
olgunlagsma (maturasyon) ve yeniden sekillendirme (remodeling) evresi olmak (izere

tic evrede incelenebilir (Ozler ve ark., 2007).

1.4.2.1.1. Hemostaz ve Enflamasyon Evresi

Temel 6zellikleri vaskiiler permeabilite artisi, dolasimdan yaraya hiicre kemotaksisi,
sitokinlerin ve bilyiime hormonlarinin agiga ¢ikmasi ve bunlarin aktivasyonu olan
enflamasyon sireci, yara iyilesmesinin ilk ve temel basamaklarindan biridir (Beldon,
2010).

Doku biitiinliigliniin bozulmastyla damarlardan ¢ikan trombositler deride bulunan
kolajenle birleserek pihtilasma faktorlerini harekete gegirirler (Li ve ark., 2007).

Yara alaninda olusan piht1 ve trombiis dis ortamla temasi kesen bir bariyer olusturur.
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Bu bariyer daha fazla mikrobiyal kontaminasyon ve sivi kaybi1 meydana gelmesini
engelleyerek yara bolgesinde hemostaz (denge) saglar ve enflamasyon siireci baslar
(Gence, 2008).

Hemostaz saglanirken vaskiiler gegirgenlikte artis ve prostaglandinlerle birlikte
kemotaktik faktorlerin (komplemanlar, IL-1, TNF, TGF (tumor biyime faktori))
salinmas1 sonucu yaraya cesitli hiicrelerin gogii gergeklesir (Nursal ve ark., 1999).
Yara bolgesine ilk gelen ve enflamasyonu baslatan lokositler nétrofillerdir.
Notrofiller bakterilerle savasarak onlar1 par¢alayan hiicrelerdir. Daha sonra yukarida
bahsedilen uyar1 ve aktivasyon mekanizmalari ile yara bdlgesine gelen monositler
aktive olarak makrofajlara doniisiirler (Li ve ark., 2007). LoOkositlerin gorevini
devralan makrofajlar fagositoz ile bakterileri, doku artiklarin1 ve yikim tirtinlerini
yok ederler. Ayrica aktive makrofajlar, agiga ¢ikan sitokinlerle uyarilan lenfositlerin
salgiladiklar1 lenfokinler ile birlikte, yara alaninda fibroblast migrasyonu,
proliferasyonu ve kolajen sentezini uyararak proliferasyon evresine gegiste rol
oynarlar (Gence, 2008 ve Parsak ve ark., 2007).

1.4.2.1.2. Proliferasyon Evresi

Yara bolgesindeki buyume faktorleri birgok hiicreyi etkileyerek, onlar1 aktive
ederler, proliferasyon ve sentez islemlerini baslatirlar. Granulasyon dokusunu

olusturmak {tizere hiicre sayist ve ekstraseliiler matriks elemanlarinda artis gozlenir

(Ozler ve ark., 2007).

Aktive olan makrofajlar ve trombositlerden salinan PDGF (platelet kaynakli biiylime
faktoru), TGF-B, TNF gibi sitokinler proliferasyon asamasinda agirlikli olarak rol
oynayacak olan fibroblast ve endotel hiicreleri aktive ederler (Nursal ve ark., 1999).
Endotel hicrelerinin proliferasyonu anjiyogenezisi, yani yeni damar olusumunu
baslatir (Li ve ark., 2007). Clinki epitelizasyon graniilasyon olusumuna, graniilasyon
olusumu da yeni damar aginin olusmasina baghdir. Yeni damarlarin olusumu yara

bolgesine daha fazla oksijen ve besin taginmasini saglayarak hipoksiyi engeller

100



(Parsak ve ark., 2007). Fibroblastlarin proliferasyonu da ekstraseliler matriks

proteini olan kolajen ve bag dokusu yapimini baslatir (Nursal ve ark., 1999).

Yara bolgesinde 48-72 saat sonra goriilmeye baslayan fibroblastlar yara iyilesmesi
icin kritik 6éneme sahip olan kolajen dretimini yapar. Kolajen yapimi dokunun
yeniden sekillenmesi (remodeling) i¢in uygun hale gelmesini saglayan en 6nemli
basamaktir (Ozler ve ark., 2007), ayrica yara bolgesinde kolajen miktarinin artmasi
yara gerilim kuvvetini artirir. Yara geriliminin artmasit yaranin kapanmasinda

etkilidir ve yara iyilesmesinin de gostergesidir (Li ve ark., 2007).

Kolajen yapimiyla beraber anjiyogenezis, ardindan gerceklesen graniilasyon dokusu
olusumu ve epitelizasyon tamamlaninca proliferasyon evresi sona erer (Parsak ve

ark., 2007).

1.4.2.1.3. Maturasyon ve Remodeling Evresi

Olgunlasma evresi olarak da isimlendirilen maturasyon, yara iyilesmesinin son ve en
uzun evresidir. Kolajenaz yapimi ve yikimi arasinda yara olusumundan yaklagik ii¢
hafta sonra bir denge olusur. Boylece olgunlasma evresi baglamis olur. Bu siirecte
kolajen miktarinda artis olmaksizin yara gerilim kuvvetinde artig gorulir. Bunun
nedeni kolajen liflerinin yeniden diizenlenmesidir (remodeling) (Gence, 2008). Bag
dokusu kolajen liflerinin yeniden diizenlenmesinde bir dizi olusum siireci vardir.
Yeni yarada bag dokusunun ilk proteinleri fibrin ve fibrinonektindir. Daha sonra bu
proteinlerin  yerini  ekstraseliiler — matriks  yapiminda  yardimc1  olacak
glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar alir. Son olarak da yarada agirlikli bulunan
kolajen yapimi1 baglar. Kolajen once fibriller seklindedir, kalinliklar1 giderek artar ve
gerilme cizgilerine gore yeniden duzenlenir (Nursal ve ark., 1999). Fibril yapidaki ilk
kolajenler tip III kolajen olarak adlandirilir ve zamanla normal deride goriilen ve
daha siki olan tip I kolajene doniiserek yara gerilimini artirir (Li ve ark., 2007). Yara
gerilimi 3-6 hafta sonra baslangictaki giiciiniin %80-95’ine ulagsa da higbir zaman

normal derinin giiciine erisemez (Parsak ve ark., 2007).
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Remodeling fazi kolajenin fibroblastlar tarafindan sentezi ile baslar, skar
matiirasyonu aylar, hatta yillar boyunca devam eden dinamik bir siire¢ olarak isler
(Gence, 2008).

1.4.2.2. Yara lyilesmesinin Tipleri

Yara iyilesmesi en basit tanimi ile yaraya neden olan etmenlerin olusturdugu hasarin
organizma tarafindan onarilmasi i¢in verilen yanittir (Beldon, 2010). Yara iyilesmesi
Oonce hasar bolgesine enflamatuvar hicrelerin infiltrasyonu, daha sonra
proliferasyonu ve matriks depolanmasi ve sonra da skar olusumu ile 6zetlenebilir.
Yara iyilesmesi primer, sekonder ve tersiyer (gecikmis primer) iyilesme olarak

gruplandirilabilir (Arslantas, 2007).

1.4.2.2.1. Birincil (Primer) Yara Iyilesmesi

Biitlinliigli bozulan deride yara kenarlarinin bir araya getirilerek cerrahi dikis, zimba
veya bantlarla kapatilmas: ile gergeklesen iyilesmedir (Enoch ve Leaper, 2007).
Kolajen ve diger matriks proteinlerinin sentezi ve depolanmasi, bag doku olusumu
devam eder. Doku kaybi yoktur. lyilesme, ince bir skar dokusu ile enfeksiyon
olmadan minimum 0Odemle gerceklesir. Doku yaralanma olmadan Onceki guiciinin
%85-90’1m1 geri kazanir (Parsak ve ark., 2007).

1.4.2.2.2. ikincil (Sekonder) Yara Iyilesmesi

Kuvvetli travma, yanik ve cerrahi nedenlerle olusan doku kaybi ile karakterize
yaralarin 1iyilesme tipidir (Enoch ve Leaper, 2007). Doku kayb1 oldugundan
graniilasyon dokusunun olusumu ve epitelizasyon daha uzun siirede gercgeklesir.
Granulasyon dokusu yeni kapiller, prolifere fibroblastlar ve kolajen icerir. Normalde

yara iyilesmesinde gerilme kuvvetini kolajen olustururken, sekonder iyilesmede skar
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dokusunun gerilme kuvvetini epitelizasyon olusturur. Sekonder iyilesmede siireg

yavas isler ve epitelizasyonun gelismesi 4-8 haftay1 bulabilir (Parsak ve ark., 2007).

1.4.2.2.3. Tersiyer (Gecikmis Primer) Yara lyilesmesi

Doku hasarmin genis oldugu ve ciddi bakteri kontaminasyonu olan yaralardir. Bu tip
yaralarda yara alani hemen kapatilmaz. Yara yatagindaki enflamatuvar siirece,
bakteri konsantrasyonunu en aza indirmek i¢in zaman taninir. Daha sonra primer
kapama uygulanarak, yara iyilesmesinin normal biyolojik siirecleri yasanir
(Arslantas, 2007; Beldon, 2010 ve Parsak ve ark., 2007).

1.4.2.3. Yara lyilesmesine Etki Eden Faktorler

Beslenme:

Yara iyilesmesi, enerji ve besin gerektiren anabolizmanin yogun oldugu bir siiregtir.
Kolajen sentezi igin protein, yara geriliminin saglanmasinda ¢inko ve pihtilagma
faktorlerini etkileyen K vitamini yara iyilesmesinde son derece énemlidir (Mittal ve

ark., 2013 ve Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).

Yara bélgesinde enfeksiyon:

Yaralarin gec¢ iyilesmesindeki en biiylik faktér olarak goze carpmaktadir. Yara
bolgesinin mikrobiyal agidan temiz olmasi (6zellikle bakteriyel enfeksiyonlara karsi)
enflamasyon asamasinin uzamasini engelleyeceginden yaralarin ¢abuk iyilesmesinde

o6nemlidir (Robson, 1997).
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Yara bélgesinde hipoksi:

Yara bolgesine yeterli miktarda oksijen tasinmasi yaranin iyilesmesi agisindan
gerekli bir durumdur. Bu da yara bolgesinin perfiizyonu ile saglanir. Cesitli
durumlarda gerceklesen vazokontriiksiyonlar yara bdlgesine yeterince kan ve oksijen
gitmesini engelleyerek yara iyilesmesini geciktirir (Mittal ve ark., 2013).

Ilaglar:

Antienflamatuvar ilaglar kronik enflamasyon olusumunu engelledigi i¢in Yyara
iyilesmesini destekler. Bununla birlikte kemoterapétikler ve kanser tedavisinde
kullanilan diger ilaglarin yara iyilesmesini geciktirdigi bilinmektedir (Mitchell ve
Cotran, 2003 ve Mittal ve ark., 2013).

Yaslanma:

Fibroblastlarin biiyiimesindeki yavaslama ve kolajen yapimindaki azalmadan dolay1

yaglilarda yara iyilesmesi daha ge¢ olmaktadir (Gosain ve Di-Pietro, 2004).

Diyabet:

Diyabetin neden oldugu vaskiiler problemler, noropati ve iskemi olusumu nedeniyle
yara iyilesme siirecini olumsuz etkilemektedir. Diyabet hastalarinda yaralarin geg
lyilesmesi yapilan c¢alismalarla kanitlanmigtir. Bunun yami sira bazi karaciger
hastaliklar1 da yara iyilesmesi evrelerinde 6zellikle enflamasyon asamasinda gerekli
bazi proteinlerin sentezinde veya metabolik faaliyetlerdeki bozukluklar nedeniyle-

yara iyilesmesinde olumsuz etkilere neden olmaktadir (Falanga, 2005).
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1.4.2.4. Yara lyilesmesinde Rol Oynayan Faktorler

1.4.2.4.1. Antimikrobiyal Aktivite

Yara bolgesinde mikrobiyal kontaminasyonun artmasi yara iyilesmesini geciktirir.
Enflamasyonun uzamasini ve doku hasarmi engellemek icin yara bolgesinin
bakterilerden temizlenmesi gerekmektedir. Uygun antibakteriyel ajanlarla
patojenlerin kontrol altinda tutulmasi veya yok edilmesi yara iyilesmesinde yan

rollerden birini Gstlenmektedir (Mittal ve ark., 2013).

1.4.2.4.2. Antioksidan Aktivite

Yara boélgesinde serbest radikallerin birikmesi sonucu lipitler, proteinler, kolajen,
proteoglikanlar ve hyaluronik asit parcalanmaktadir. Antioksidan ajanlarin yara
bolgesinde serbest radikal olusumunu inhibe edici etkileri doku hasarini 6nlemekte

ve yara iyilesmesini hizlandirmaktadir (Mittal ve ark., 2013).

1.4.2.4.3. Antienflamatuvar Aktivite

Yara iyilesmesindeki akut enflamatuvar yanit dokularin korunmasi ve tamiri igin
gereklidir. Bununla birlikte, uzamis ve kroniklesmis enflamasyon ekstraseliiler
matriks proteinlerinin sentezini inhibe ederek, yaranin kapanmasini engellemekte ve
agriya neden olmaktadir. Bu nedenle antienflamatuvar aktivite yara iyilesmesi igin
istenen bir durumdur. Bu aktiviteye sahip ajanlar yara iyilesmesi asamasinda kronik
enflamasyonu 6nlemek amaciyla hasta konforu agisindan kullanilmaktadir (Mittal ve

ark., 2013).
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1.4.2.4.4. Analjezik Aktivite

Yara iyilesmesinde gerceklesen enflamasyon agriya neden olur. Agr kesiciler
semptomlarin giderilmesi i¢in Onemlidir. Ayrica yara kapatma sekli agriyi

engelleyecek ya da azaltacak sekilde olmalidir (Mittal ve ark., 2013).

1.5. Yara Iyilesmesinin Degerlendirilmesi

1.5.1. In Vitro Cahismalar

Fibroblast, keratinosit ve endotel hicrelerin kullanildig: hiicre kiiltiirii temelli
caligmalarda, yara iyilestirici aktivitesi test edilecek olan numunelerin, iyilesme
stirecinde rol oynayan hyaluronik asit, kolajen ve elastini parcalayan hyaluronidaz,
kolajenaz ve elastaz enzimleri Uzerindeki inhibitor etkisi degerlendirilir (Suntar,
2011).

1.5.2. In Vivo Calismalar

Fare ve sican gibi memeli hayvanlarda mekanik veya termal travma ile yaralar
olusturulur. Eksizyon yara modelinde yara iyilestirici aktivitesi test edilecek numune
yaraya uygulanarak belirli zaman araliklariyla yara alanlari fotograflanir ve yara
kontraksiyonu hesaplanir. Yara alanindaki kiigiilme yara iyilesmesinin gostergesidir.
Insizyon yara modelinde kesi ile olusturulmus yaralarin kenarlar1 cerrahi dikis islemi
ile birlestirilir. Yara iyilestirici aktivitesi test edilecek numune uygulanir. Belirlenen
siire sonunda dikisler alindiktan sonra yara alanlar1 ¢ikarilarak yara gerilme kuvveti
tensiometre ile 6lgullr. Yara gerilme kuvvetinin yiiksek olmasi kolajen olusumu nun

ve yara saglamliginin gostergesidir (Suntar, 2011).

106



Bag dokusunun ana molekiilii olan kolajenin yapimi, ekstraseliiler matriksin
anjiyogenezis ve doku sekillenmesi ile uygun hale gelmesini saglayan temel
basamaktir. Bu nedenle yara iyilesmesinin degerlendirilmesinde kolajen diizeyini
belirlemek 6nem arz etmektedir. Dokudaki kolajen miktarini belirlemek icin de
baska proteinlerin yapisina ¢ok az giren, ¢ogunlukla kolajenin yapisinda bol miktarda
bulunan hidroksiprolin diizeyinin belirlenmesi sik kullanilan bir yoéntemdir (Ozler ve

ark., 2010).

1.6. Antienflamatuvar Etkinin Degerlendirilmesi

Antienflamatuvar  etkinin  degerlendirilmesi amaciyla deney hayvanlarina
enflamasyona neden olan bir ajan verilerek enflamasyon olusturulur. Ardindan test
edilecek numune verilerek, enflamasyonun ne 6lglide giderildigi tespit edilir. Ayni
zamanda numunenin antienflamatuvar etkisi, aktivitesi bilinen antienflamatuvar bir

ajanla kiyaslanarak tespit edilir (Ozbek ve Oztiirk, 2003).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada bitkisel materyal olarak, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bes
Euphorbia tlrindn kurutulmus toprak tstii kisimlar1 kullanildi (Cizelge 2.1). Turler
arazi ¢alismalar1 dogrultusunda farkli lokalitelerden toplandi, herbaryum icin secilen
ornekler preslenip kurutulduktan sonra teshis edilerek verilen kayit numaralar ile
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na (AEF) ve Sivas Cumhuriyet
Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu’na (CUFH) kaldirild: (Sekil 2.1-2.5).

Cizelge 2.1. Bitkisel materyalin toplandigi lokaliteler

Herbaryum Lokalite Toplama Teshis

Bitki Tard Numarasi Tarihi Eden

A4, Ankara,

AEF 26268 Yenimahalle ilcesi,
Cayyolu kdyu, yol
kenari, 900-1000 m

Euphorbia macroclada Boiss. 10.07.2012 H. Duman

C3, Antalya, Korkuteli
ilgesi, Comakl1 kdyii,
dere mevKkii,
900-1000 m

Euphorbia helioscopia L. AEF 26269 14.05.2012 H. Duman

C3, Antalya, Korkuteli
Euphorbia characias subsp. ilgesi Yazir kdyii,

wulfenii (Hoppe ex. W. AEF 26270 Marzuman koprusi 15.05.2012 H. Duman

Koch) A. R. Smith mevkii, yamaclar,
900-1000 m

B6, Sivas, Hafik-Zara

Euphorbia virgata M 1326 ilgeleri arasi, Todirge
Waldst. & Kit. Golii kenari,

1200-1300 m

16.09.2012 M. Tekin

Al, Kirklareli,
Demirkdy-igneada
M 1321 ilgeleri arasi, 21.08.2012 M. Tekin
Igneada’ya 19 km kala

yol kenari, 0-400 m

Euphorbia seguieriana subsp.
seguieriana Necker.
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Sekil 2.1. Euphorbia macroclada Boiss.
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Sekil 2.2. Euphorbia helioscopia L.
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Serke &emilase N Lo

Sekil 2.3. Euphorbia characias subsp. wulfenii (Hoppe ex Koch) Smith
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Sekil 2.4. Euphorbia virgata Waldst. & Kit.
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Sekil 2.5. Euphorbia seguieriana subsp. seguieriana Necker
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2.1.2. Kimyasal Maddeler, Cihazlar ve Geregler

Cozuculer

Etil asetat
Kloroform
Metanol

Hekzan

Sulfarik asit
Glasiyal asetik asit
Formik asit
Fosforik asit
Asetonitril

Toluen

Adsorbanlar

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Tekkim

Kromatografik ¢aligsmalarda kullanilan adsorbanlar

Yontem

Ince Tabaka Kromatografisi

(ITK)

Kolon Kromatografisi

(KK)

Adsorban

Silika jel 60 Fs4

(Merck, 1.05554 20x20) kapli hazir plak
Silika jel 60 RP-18 F s,

(Merck, 1.05559 20x20) kapl hazir

ters faz plak

Silika jel 60

(70-230 mesh, 0.063-0.200 mm,

Merck 1.07734.1000 ASTM)

Sefadeks LH-20
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Belirtec

Vanilin-H,SO4 (Vanilin’in derisik siilfiirik asit i¢cindeki %1°lik ¢ozeltisi)

Co6zlcu Sistemleri

Kromatografik calismalarda kullanilan ¢0ziicu ve ¢Oziicu sistemleri Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢6ziici sistemleri

Cozucu Uygulama Alam
Hekzan Ekstraksiyon
Etil asetat Ekstraksiyon, KK (Silika jel)
Metanol Ekstraksiyon, KK (Silika jel)
Su ITK, KK (Silika jel)

Etil asetat:Glasiyal asetik asit:Formik asit:Su

(100:11:11:26) ITK
Kloroform:Metanol:Su ITK
Etil asetat:Metanol:Su ITK

Etil asetat:Metanol ITK

Toluen:Kloroform:Metanol ITK
Fosforik asit:Su (0,2:99,8) YPSK
Asetonitril YPSK
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Fitokimyasal Calismalarda Kullanilan Cihazlar

YPSK Sistemi

UV Lambasi
Kitle Spektrometresi
NMR Spektrometresi

Liyofilizator
Evaporator
Kromatografi Tanki
Terazi

Ultrasonik Banyo

Agilent 1260 G1315 DAD (Diode Array
Dedector)

Camag

Waters 2695 Allia Micromass ZQ
Varian Mercury 400, 400 MHz High
Performance Digi

Christ Gamma 2-16 LSC

Biichi, Biichi RE 111, Heidolf 5111
Camag (Cam kiivet)

Mettler Toledo ML 204

Bandelin Sonorex RK 510

Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullamlan Cihazlar

Fotograf Makinesi
Tiras Makinesi
Tensiometre

Isik Mikroskobu

Spektrofotometre

Fuji S20 Pro

Oster Golden A5

Zwick/Roell 0.5, Germany

Olympus CX41 bagli Kameram® Dijital
Image Analiz Sistemi

Beckman Due Spektrofotometre
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2.2.YOntem

2.2.1. Fitokimyasal Calismalar

2.2.1.1. Ekstraksiyon Calismalari

Buyuk olcekli ekstraksiyon (total ekstraksiyon) oncesinde, biyolojik aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama (BAYF) yontemi dogrultusunda, biyolojik olarak aktif
tar/tlrlerin ve bu tlrlerin aktif fraksiyon/fraksiyonlarinin tespiti amaciyla 6n tarama
calismalar1 yapildi. On tarama ¢alismalarindan sonra aktif oldugu tespit edilen tiir ve

fraksiyondan biiyiik 6lcekli total ekstre hazirlanarak izolasyon ¢alismalarina gegildi.

On tarama calismalar icin toz edilen bitkisel materyallerden diisiik miktarlar
kullanilarak bes Euphorbia tlriniin kurutulmus toprak {isti kisimlarindan
(E. macroclada, E. helioscopia, E. characias subsp. wulfenii, E. virgata ve
E. seguieriana subsp. seguieriana) hareketli maserasyon ile oda sicakliginda 3 farkli
polaritede (sirasiyla n-hekzan, etil asetat ve metanol) ekstre hazirlandi1 ve biyolojik

aktivite 6n tarama testleri yapildu.

2.2.1.1.1. On Tarama Cahsmalari: Hekzan, Etil Asetat ve Metanol Ekstrelerinin
Hazirlanmasi

Calisma materyali olarak secilen bes Euphorbia tiiriiniin kurutulup toz edilmis toprak
istii kistmlarindan, aktif tiir/tlirlerin aktif fraksiyonunun tespiti amaciyla 6n biyolojik
aktivite tarama testlerinde kullanilmak tizere 3 farkli polaritede ekstre hazirlandi. Bu
amagcla her bir bitki tiiriinden 80 g tartild1 ve ilk olarak 900 mL n-hekzan ile 4 defa 8
saat ekstre edildi. Pilili stizge¢ kagidi kullanilarak siiziintii ayrildi, artik
kurutulduktan sonra Uzerine 900 mL etil asetat ilave edildi ve 4 defa 8 saat
ekstraksiyon yapildi. Suzlldikten sonra ayni sekilde siiziintii ayrildi ve artik
kurutulduktan sonra 900 mL metanol ile 4 defa ekstre edildi. Her defasinda ¢6ziicii
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yenilenerek ekstraksiyon giicii artirildi. Stzuntulerin ¢oziculeri vakumda evaporator
yardimiyla uzaklastirildi, metanollii ekstrenin ¢oziiciisii uzaklastirildiktan sonra su ile
alinarak dondurulup liyofilize edilerek, n-hekzan, etil asetat ve metanollu ekstreler
hazirlandi. Elde edilen ekstre miktarlar1 ve % verimleri kaydedilerek 6n tarama

caligmalari i¢in biyolojik aktivite testlerine gegildi.

2.2.1.1.2. Total Hekzan, Etil Asetat ve Metanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

On tarama testlerinde biyolojik etki agisindan en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
tespit edilen tur ve fraksiyon, E. characias subsp. wulfenii tlrinin metanolli
fraksiyonudur. Bundan sonraki calismalara bu fraksiyon ile devam edildi. Izolasyon
caligmalarinda kullanilabilmek iizere fazla miktarda ekstre eldesi i¢in E. characias
subsp. wulfenii’nin kurutulmus ve toz edilmis toprak istii kisimlarindan metanolli
total ekstre hazirlandi. Bunun ic¢in 950 g bitkisel materyal sirastyla 7,5 L n-hekzan,
etil asetat ve metanol ile 4’er defa ekstre edildi. Hekzanl ekstre siiziiliip stzint
ayrildiktan sonra kalan artik kurutularak tiizerine etil asetat ilave edildi ve
ekstraksiyon yapildi. Tekrar suzillerek siiziintii ayrildi ve kalan artik kurutulduktan
sonra metanol ile ekstre edildi. Metanolli ekstre stzlldukten sonra suzuntideki
¢oziicii vakumda uzaklastirildi, kalan ekstre su ile alinarak donduruldu ve liyofilize
edilerek kurutuldu. Boylece calismalarda kullanilacak metanollii total ekstre elde
edilmis oldu. Her defasinda ¢oziiciiler yenilenerek verim artirildi. Elde edilen ekstre

miktart ve % verim kaydedilerek izolasyon ve kromatografik ¢aligmalara gecildi.

2.2.1.2. Kromatografik Calismalar

2.2.1.2.1. Ince Tabaka Kromatografisi
Kolon kromatografisine baslamadan once fraksiyonlamada kullanilacak c¢oziicii

sistemlerinin tespiti icin E. characias subsp. wulfenii’nin metanollu ekstresi silika jel
60 Fas4 (Merck, 1.05554 20x20) kapli hazir plaklar tizerinde, Cizelge 2.3’te belirtilen
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cozlcu sistemleri denenerek incelendi. Bilesiklere ait lekeler Vanilin-H,SO,4 reaktifi
ile 1s1tma sonucunda belirlendi. ITK analizleri sonunda farkli ¢dziicii sistemlerinin
farkli madde gruplarmi plak baslangi¢ noktasindan siiriikledigi tespit edildi ve
polaritesi birbirine ¢ok yakin fazla sayida madde oldugu gézlendi. Bilesikleri gruplar
halinde izokratik eliisyon ile farkli ¢oziicii sistemleri kullanarak ayirmanin en basarili
yol olacag diisiiniildi (bu sistemler ile lekeler plakta birbirlerinden daha uzakta
goriilmektedir, bu yontemle ayrimda daha etkili sonug alinabilir) ve 3 farkli ¢oziicii
sisteminin izokratik elisyon ile artan polaritede sirayla kolondan gegirilmesine karar

verildi.
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Cizelge 2.3. E. characias subsp. wulfenii’nin metanollii ekstresinin kolon kromatografisi
elisyonunda kullanilan ¢6ziicl karigimu tespiti i¢in denenen ve toplanan fraksiyonlarin ITK
analizlerinde plaklardaki lekelerin takibini yapmak ve ayrimimi gézlemlemek i¢in kullanilan

ITK ¢oziicii sistemleri

Co6zlcl Sistemi

Coziicii Oranlari

Kloroform:Metanol:Su

1 a(60:40:4)
1b (70:30:0)
1c¢(61:32:7)
1d (60:40:7)
12 a (65:25:4)
12 b (64:50:10)

Toluen:Kloroform:Metanol

4a(4:4:1)
4b(4:4:2)
4 c (8:8:6)

Etil asetat: Metanol:Su

2a(77:15:8)

2 b (100:13,5:10)
5a(100:13,5:5)
5b (100:13,5:2,5)
5 ¢ (100:10:5)
5d (100:5:5)
5e(120:13,5:5)
51 (120:10:5)

6 a (80:10:5)

6 b (60:10:5)

6 c (40:10:5)

7 a(75:20:8)

7 b (75:30:8)

7 ¢ (75:40:8)

7.d (75:50:8)

7 e (75:50:15)

7 f (75:50:25)

7 9 (40:13,5:10)
7 h (30:16:10)

Etil asetat: Metanol

9 a (50:50)
9 b (40:60)
9 ¢ (30:700)

Etil asetat:Glasiyal asetik asit:
Formik asit:Su

8 a (100:11:11:26)
8 b (80:11:11:26)

Kloroform:Glasiyal asetik asit:
Metanol:Su

11 a (64:32:12:8)
11 b (60:32:12:8)

*Cozicl sistemlerine g¢aligma esnasinda plaklarin {izerine not edilmesi islemini kolaylagtirmak
amaciyla rakam ve yaninda harften olusan kodlar verilmistir.
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2.2.1.2.2. Kolon Kromatografisi

Etkiden sorumlu olabilecek bilesik/bilesikleri izole etmek amaciyla, biyolojik etki
acisindan aktif oldugu 6n tarama calismalariyla tespit edilen ve bu dogrultuda total
ekstresi hazirlanan E. characias subsp. wulfenii’nin metanolli fraksiyonu kullanilda.
izolasyon calismalara 6ncelikle dolgu maddesi silika jel olan kolon kromatografisi

yontemiyle baslandi.

2.2.1.2.2.1. A¢ik Kolonun Hazirlanmasi

Adsorban olarak Silika jel 60 (70-230 mesh, 0.063-0.200 mm, Merck 1.07734.1000
ASTM) kullanildi. 565 g silika jel tartilarak, 6 cm ¢apinda ve 80 cm boyundaki cam
kolona etil asetat ile karigtirildiktan sonra hava kabarcigi kalmayacak sekilde
dolduruldu (dolgu maddesi yiiksekligi: 55 cm). Musluktan bir siire ¢oziicii akitilarak
ve bir gece bekletilerek kolon dolgu maddesinin iyice oturmasi saglandiktan sonra

ayrim1 yapilacak metanollu ekstre uygulandi.

2.2.1.2.2.2. Metanollt Ekstrenin Kolona Uygulanmasi

Metanolli kuru ekstrenin kolona uygulanmasi kuru tatbik (Slurry) metoduna gore
yapildi. Bu amagla metanollu ekstre tam olarak tartildiktan sonra (30 g) bir kapstlde
metanol igerisinde tamamen ¢6zUldl ve agirhigi kadar silika jel yavas yavas ilave
edilerek (30 g) karistirildi. Kurumasi igin ¢eker ocak altina birakildi. Tamamen
kurutulduktan sonra silika jele emdirilmis ekstre kolona tatbik edildi. Ekstrenin iist
kismina bir miktar daha silika jel ilave edilerek ekstrenin kolonda havalanmasi
engellendi. Etil asetat:metanol:su (120:10:5) ¢6ziici sistemiyle izokratik akis ile

birlikte ekstre fraksiyonlandirilmaya basland1 (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Kolon kromatografisi ¢alismasina ait bir resim

2.2.1.2.2.3. Metanollii Ekstrenin Fraksiyonlandirilmasi

Elisyon islemine ©On tarama c¢aligmalarinda en 1iyi ayrimin gorildiigi
etil asetat:metanol:su (120:10:5) ¢oziicii sistemi ile baslandi. 250’ser mL’lik 23
fraksiyon toplandi. Toplanan fraksiyonlarin kromatografik profilleri ITK ve YPSK
ile izlendi. Fraksiyonlar en iyi leke ayriminin goriildiigi etil asetat:glasiyal asetik
asit:formik asit:su (100:11:11:26) ¢oziicii sistemiyle izlendi. ilk 23 fraksiyon bu
metotla analiz edildi. 23. fraksiyona kadar fraksiyonlarda madde konsantrasyonunun
azaldigi ve artik lekelerin gozlenemedigi @Orildi. Buradan hareketle 24.
fraksiyondan itibaren etil asetat:metanol:su (40:13,5:10) sistemi ile daha polar madde
gruplarint toplayarak eliisyona devam edildi. 21 fraksiyon daha bu sistemle
toplanarak 44. fraksiyona gelindi. Yine lekelerin yogunlugu azalinca, yani madde

miktar1 azalmaya baslayinca 45. fraksiyondan itibaren kolondan sadece metanol
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gecirilerek daha da polar bilesiklerden olusan 20 fraksiyon daha toplandi ve
toplamda 250°ser mL’lik 64 fraksiyon toplanmig oldu.

Ilk kolondan sonra biyolojik olarak aktif oldugu tespit edilen 8-12. fraksiyonlarin
birlestirilmesiyle olusan fraksiyonunun (MEOH-2) icerdigi bilesikleri saflastirmak
amaciyla molekiil biiyiikliigline gére ayrim saglayan dolgu materyali Sefadeks LH-
20’nin kullanildigr kolon kromatografisi ve kristallendirme gibi yontemlerden

yararlanildu.

2.2.1.2.2.4. Sefadeks Kolonun Hazirlanmasi

Capraz bagli dekstran jel olan Sefadeks LH-20’den 84 g tartilarak {izerini ortecek
kadar metanol igerisinde birakilip sismesi saglandi. Daha sonra pamukla zemin
olusturulmus 3,5 cm ¢apinda, 60 cm uzunlugunda cam kolona 45 cm ylikseklige
kadar musluk acikken metanol ile karistirilarak akiskan bir halde dolduruldu.
Musluktan metanol gegirilerek bir siire akis saglandi. Musluk kapatilarak kolon bir
stire bekletildi ve sefadeksin oturmasi saglandi. Ayrimi yapilacak maddeleri igeren

fraksiyonlar (9. fraksiyon, 10. fraksiyon, 11. fraksiyon) sirasiyla kolona uygulandi.

2.2.1.2.2.5. Fraksiyonlarin Sefadeks Kolona Uygulanmasi

Birinci kolondan alinan 9., 10. ve 11. fraksiyonlardaki maddelerin takibi ITK ve
YPSK ile yapildi. Fraksiyonlar sirasiyla sefadeks kolona uygulanarak molekiil

bliytikliikleri farkli olan bilesiklerin ayrilmasi saglandi.

Ik olarak 9. fraksiyon ¢éziinebilecegi kadar metanolde ¢oziildi ve sefadeks iizerine
stvi halde pipet yardimiyla birakilarak kolona yiiklendi. Fraksiyon asagiya dogru
indikce sefadeksin {izeri kurumayacak sekilde siirekli metanol ilavesi yapildi.
Musluktan 1 mL/dak akis hizinda ¢oziicii akitilarak 10’ar mL’lik 55 fraksiyon
toplandi.
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Bir diger maddenin izolasyonu i¢in 10. fraksiyon ¢oziinebilecegi kadar metanolde
¢ozuldu ve sefadeks iizerine sivi halde pipet yardimiyla birakilarak kolona yiiklendi.
Fraksiyon asagiya dogru indik¢e sefadeksin Gzeri kurumayacak sekilde siirekli
metanol ilavesi yapildi. Musluktan 1 mL/dak akis hizinda c¢oziicii akitilarak

10’ar mL’lik 47 fraksiyon toplandi.

Yukaridakilerden farkli diger maddenin izolasyonu igin 11. fraksiyon ¢oziinebilecegi
kadar metanolde ¢6zildl ve sefadeks tizerine sivi halde pipet yardimiyla birakilarak
kolona yiiklendi. Fraksiyon asagiya dogru indik¢e sefadeksin Uzeri kurumayacak
sekilde siirekli metanol ilavesi yapildi. Musluktan 1 mL/dak akis hizinda ¢oziicii
akitilarak 10’ar mL’lik 55 fraksiyon toplandi.

2.2.1.2.3. Yiuksek Performansh Sivi Kromatografisi Analizleri

BAYF’1n her basamaginda ITK analizlerinin yani sira YPSK ile kalitatif analizler de
kullanilarak fraksiyonlarin ve izole edilecek maddelerin en dogru ve kesin sonuclarla

takibi yapildi.

YPSK ile kalitatif analizlerin yaninda izole edilen saf maddelerin kantitatif analiz
caligmalarinin da yapilabilmesi igin izole edilen ve standart madde olarak kullanilan
saf maddelerden stok ¢ozeltiler; bitkisel materyalden de numune ¢6zeltisi hazirlandi.
Etkiden sorumlu saf madde miktarlarini tayin etmek icin standartlara ait kalibrasyon
egrileri ¢izildi ve bitkisel materyaldeki etkin maddelerin miktar tayini t¢ paralel

Ol¢timle yapildi.

2.2.1.2.3.1. Standart Cozeltilerin ve Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Bitkiden BAYF ile izole edilen ve miktar tayini yapilacak olan saf maddeler EC-1,
EC-2 ve EC-3 referans standart madde olarak kullanildi. Her bir saf maddeden 1 mg
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tartilip metanol:su (80:20) karisiminda ¢oziildii. Ornekler metanol:su (80:20) ile

balon jojede 10 mL’ye tamamlandi. Boylece stok ¢ozeltiler hazirlanmis oldu.

Stok cozeltilerden hareketle, kalibrasyon egrisi i¢in kullanilacak 0,005 mg/mL;
0,010 mg/mL; 0,025 mg/mL, 0,050 mg/mL; 0,075 mg/mL ve 0,1 mg/mL
konsantrasyonlardaki diliisyonlar her bir standart madde i¢in hazirlandi. Kalibrasyon
egrisini olusturmak i¢in hazirlanan bu ¢6zeltilerin her biri 10 pL hacimde 3’er kez
enjekte edildi ve analiz sonucu pik altinda kalan alanlarin ortalamasi, konsantrasyona

kars1 grafige gecirildi.

2.2.1.2.3.2. Numune Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bitkisel materyal olarak kullanilan E. characias subsp. wulfenii’nin kurutulmus ve
toz edilmis toprak iistii kisimlarindan 1 g tam tartim alindi ve 100 mL metanol:su
(80:20) ile ultrasonik banyoda her bir tur 15 dak olacak sekilde 1sinmaya neden
olmadan 8 defa ekstre edildi (2 saat). Daha sonra stzilerek metanol:su (80:20) ile
balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. Miktar tayini yapilacak saf maddelerin
kalibrasyon egrisi ig¢in hazirlanan diliisyon noktalar1 araliginda kalmasi igin
hazirlanan bu ¢ozeltiden 500 pL alinip 500 pL metanol ilave edilerek yari yariya
seyreltildi. Sonu¢ olarak 500 mg/100 mL konsantrasyonda hazirlanan numune

cozeltisi 0,45 um’lik filtrelerden stzilerek enjeksiyon yapildi.
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2.2.1.2.3.3. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi Analiz Kosullar

YPSK Sistemi : Agilent 1260 G1315 DAD

Kolon : ACE 5 (250 x 4,6 mm; 5 um partikiil bliytkligii)
Hareketli Faz A : %0,2 fosforik asit iceren su

Hareketli Faz B - Asetonitril

Akis Tipi : Gradient Elusyon

Akis Hizi : 1 mL/dak

Sicaklik - 40°C

Enjeksiyon Hacmi  : 10 uL
Dalga Boyu : 254 nm

Kromatografik olarak en iyi pik ayriminin goriildiigii gradient eliisyon sistemi

Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. YPSK analizlerinde kullanilan gradient eliisyon sistemi

Zaman (dak) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)  Akis Hiza (mL/dak)
0 90 10 1
20 40 60 1
20,01 0 100 1
25 0 100 1

2.2.2. Analitik Yontemin Validasyonu

2.2.2.1. Dogrusallik ve Arahk
Dogrusallik, analit standardinin artan konsantrasyonuna karsi analit cevabi grafige

gecirildiginde, bir dogru (kalibrasyon grafigi) elde edilmesi ve cizilen grafikte

noktalarin miimkiin oldugunca dogru iizerinde olmasidir. Dogrunun egim (m) ve
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korelasyon katsayisi (1) dogrusalligi veren parametrelerdir. 1* degerinin 1’e yakin

olmas1 gerekir (Figueiredo ve ark., 2015).

y = mx + n [kalibrasyon denklemi]

y= Alan [hesaplanan]

x = Konsantrasyon [mg/mL]

m = Regresyon dogrusunun egimi

n = Dogrunun y-eksenini kestigi nokta

1= Korelasyon katsayisi

Aralik, kalibrasyon grafiginin dogrusal oldugu alt ve iist konsantrasyonlari igeren
kisimdir. Izole edilen maddelerin miktar tayininin yapildig: bitkisel materyalden
hazirlanan ekstredeki pik alanlar1 ve miktarlari, en diisiik ve yuksek standart madde

konsantrasyonu noktalarindan olusan araliktadr.

2.2.2.2. Kesinlik

Kesinlik, gelistirilen analiz yonteminin g¢alisma kosullarinda tekrarlanabilirliginin
Olciisiidiir. Kesinlik sonuglar1 yiizde bagil standart sapma (% BSS) ile ifade edilir.
Analit en az 6 kez tayin edilir. Standart maddelerden hazirlanan analitler 6 kez

enjekte edildi.

2.2.2.3. Teshis Stmir1 (LOD-Limit of Dedection)

Teshis simiri, analit sinyalinin goézlenebildigi; fakat kabul edilebilir dogruluk ve
kesinlikte tayin smnirlari igerisine girmeyen en diisiik konsantrasyondur. Deneysel
yolla sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu analit konsantrasyonu ‘teshis smir1’ olarak

kabul edilir.
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EC-1, EC-2 ve EC-3 standartlar1 i¢cin LOD, en diisiik standart ¢6zelti konsantrasyonu
olan 0,005 mg/mL kromatograminda bulunan giiriiltii sinyalinin 3 kati olarak

hesaplandi.

2.2.2.4. Tayin Simir1 (LOQ-Limit of Quantification)

Tayin siniri, analitin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin
hesaplanabilecegi dogrusallik smirlar1 igerisine girmeyen veya dogrusallifin
(kalibrasyon egrisinin) en alt konsantrasyonunu olusturan veya altinda olabilen
konsantrasyon diizeyidir. Deneysel yolla sinyal/giiriiltii oraninin 10 oldugu analit

konsantrasyonu ‘tayin sinir1’ olarak kabul edilir.

EC-1, EC-2 ve EC-3 standartlar1 i¢in LOQ, en diisiik standart ¢6zelti konsantrasyonu
olan 0,005 mg/mL kromatograminda bulunan giiriiltii sinyalinin 10 kati olarak

hesaplandi.

2.2.3. izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayini

Kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, YPSK gibi kromatografik
yontemler kullanilarak birbirinden ayrilan bilesikler kristallendirme ve kromatografik
yontemlerle saflagtirildi. Her bir bilesigin yapist asagida belirtilen spektroskopik
yontemlerle tayin edildi.

2.2.3.1. Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Bilesiklerin dotero metanol (MeOD) i¢inde hazirlanan ¢ozeltilerinin 'H-NMR ve
BC-NMR, DEPT, HMBC, HSQC, COSY, TOCSY ve NOESY spektrumlari Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari 1I’de bulunan Varian Mercury
400, 400 MHz High Performance Digi NMR Spektrometre cihazi kullanilarak alindi.
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2.2.3.2. Kitle Spektroskopisi

Izole edilen bilesiklerin kiitleleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvar1 II’de bulunan Waters 2695 Allia Micromass ZQ marka LC/MS cihazi
ile 6lculdi. Ornekler metanol icinde ¢oziiltp, dilte edildikten sonra asagida verilen

sartlar altinda 10 pL enjekte edilerek analizler yapildu.

LC/MS Sartlar:

YPSK Sistemi : Waters Alliance
Kolon 1 C-18

Hareketli Faz A : Metanol:Su (50:50)
Hareketli Faz B - Asetonitril

Akis Hizi : 0,5 mL/dak
Sicaklik . 25°C

Enjeksiyon Hacmi  : 10 uL

2.2.3.3. UV Spektroskopisi

Bilesiklerin metanol iginde hazirlanan ¢ozeltilerinin farkli dalga boylarinda UV
spektrumlar1 Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde bulunan Agilent 1260
G1315 DAD cihazi kullanilarak alindi.
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2.2.4. Biyolojik Aktivite Calismalar:

2.24.1. Biyolojik Aktivite Calismalarinda Kullamlan Deney Hayvanlan,

Referans Maddeler ve Test Numunelerinin Hazirlanmasi

2.2.4.1.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde agirliklart 25-30 g araliginda degisen erkek Swiss Albino fareler ve
agirliklart 160-180 g araliginda degisen erkek Sprague Dawley sicanlar kullanildi.
Deneye baslamadan oOnce hayvanlarin ortama adapte olabilmesi i¢in hayvanlar
laboratuvar sartlarinda en az {i¢ giin bekletildi. Bekleme siiresince hayvanlar standart
pellet yem ve su ile beslenerek, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi yapilan
laboratuvarda oda sicakliginda barindirildilar. Deneylerde her grupta altisar hayvan
kullanildi.

2.2.4.1.2. Biyolojik Aktivite Deneylerinde Kullanilan Referans Maddeler
Biyolojik aktivite c¢aligmalar1 sonunda elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi
amaciyla yara iyilestirici aktivite deneylerinde standart yara iyilestirici madde olarak

Madecassol® pomat kullanildi. Referans madde grubundaki her deney hayvaninin

yarasi lizerine haricen 500’er mg Madecassol® pomat uygulandi.

Antienflamatuvar etkinin degerlendirilmesi amaciyla referans madde olarak %0,5’lik

CMC (karboksimetilselliiloz) i¢inde hazirlanmig 10 mg/kg indometasin kullanildi.
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2.2.4.1.3. Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Yara iyilestirici aktivite ¢alismalarinda kullanilan test numunelerini igeren
merhemler, Madecassol® pomatin bazi olan glikol sterarat:1,2 propilen glikol:sivi

parafin (3:6:1) karisimi kullanilarak %1 oraninda ekstre i¢erecek sekilde hazirlandi.

Antienflamatuvar aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla, test numuneleri %0,5°lik
sodyum karboksimetilseliiloz (Na-CMC) ¢ozeltisi igerisinde, gerektiginde ultrasonik
banyo yardimiyla siispanse edilerek hazirlandi ve deney hayvanlarina 6zel mide
gavaji ile oral yolla uygulandi. Kontrol grubu hayvanlarina ise sadece test

numunelerinin hazirlanmasinda kullanilan %0,5’lik Na-CMC verildi.

2.2.4.2. Yara lyilestirici Aktivite Tayini

2.2.4.2.1. In Vivo Deneyler

2.2.4.2.1.1. Cizgisel Insizyon Yara Modeli

Cizgisel insizyon yara modeli kullanilarak yapilan ¢alismada test numunelerinin ve
referans maddelerin yara gerilimini artirict etkileri, dolayisiyla kolajen yapimi
Uzerindeki etkileri degerlendirildi (Klpeli Akkol ve ark., 2009; Lodhi ve ark., 2006
ve Suguna ve ark., 2002).

Sicanlara zayif eter anestezisi altinda, intraperitonal yolla 0,15 cc Ketalar®
enjeksiyonu ile genel anestezi yapildi. Bistiri ile sirt kisimlarinin orta hattindan 2 cm
uzaklikta iki adet 5 cm’lik kesiler atilarak ¢izgisel insizyon yaralari olusturuldu.
Yaralara cerrahi ipek iplikle ve esit araliklarla 3 adet dikis atildi. Dokuz giin boyunca
giinde bir defa 500’er mg %] ekstre/fraksiyon igeren merhem formiilasyonlari
haricen yaralar tizerine uygulandi. Dokuzuncu giinin sonunda dikisler alindi ve 10.

giin hayvanlar servikal dislokasyon ile oldiiriildi. Yara olusturulan bdlgeler yara
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kenarlarmin 1’er cm gevresinden cerrahi makasla kesilip alindi. Yaralardan biri
histopatolojik incelemeler i¢in ayrildiktan sonra diger yaranin tensiometre ile gerilim

kuvveti 6lculdi (Sintar ve ark., 2011).

2.2.4.2.1.2. Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Dairesel eksizyon yara modeli kullanilarak yapilan ¢alismada, test numunelerinin ve
referans maddelerin etkileri dogrultusunda yara alanlarindaki kii¢iilme tespit edilerek
numunelerin yara kontraksiyonu tizerindeki etkileri degerlendirildi (Kupeli Akkol ve
ark., 2011 ve Sadaf ve ark., 2006).

Farelere zayif eter anestezisi altinda intraperitonal yolla 0,01 cc Ketalar® enjeksiyonu
ile genel anestezi yapildi. Biyopsi punch ile 5 mm ¢apinda dairesel eksizyon yaralari
olusturuldu ve 10 gin boyunca her giin 500°er mg %1 ekstre/fraksiyon iceren
merhem formiilasyonlar1 haricen yaralara uygulandi. Yara alanlar1 her giin dijital
fotograf makinesi ile fotograflandi ve AutoCAD program kullanilarak yara
alanlarindaki kii¢iilme hesaplandi. Dairesel eksizyon yara modelinde, yara

alanlarindaki kiigiilmelerin degerlendirildigi yiizde kontraksiyon oranlar1 hesaplandi

(Kupeli Akkol ve ark., 2011).

2.2.4.2.2. Hidroksiprolin Tayini

Dokulardaki kolajen miktari, kolajenin yapisinda bulunan hidroksiprolinin 6l¢timii
ile belirlenir. Hidroksiprolin miktarinin fazla olmas1 dokuda kolajenin fazla oldugunu
gosterir (Rasik ve ark., 1999). Woessner tarafindan gelistirilen L (-) Hidroksiprolin
tayini yontemi ¢esitli modifikasyonlar yapilarak uygulandi (Degim ve ark., 2002;
Kipeli Akkol ve ark., 2012 ve Woessner, 1961).

Dokulardaki hidroksiprolin miktarinin 6lcimi igin hidroksiprolin standardindan

5 mg tartilarak 50 mL 0,001 N HCI’de ¢6zlldi ve stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan
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stoktan farkli konsantrasyonlarda diliisyon ¢ozeltileri (0,5 pg/mL; 1 pg/mL;
1,5 pg/mL; 2 pg/mL ve 2,5 pg/mL) hazirlanarak her bir ¢ozeltiden 2 mL tlplere
alind1. Ol¢iim yapilacak dokular tartilarak pyrex tiplere konuldu ve Gzerlerine 5 mL
6 N HCl ilave edilerek 130°C’de 3 saat hidroliz edildi. Indikatér olarak birka¢ damla
%0,02’lik metil kirmizisi ilave edildikten sonra ¢ozeltinin rengi sartya donene ve pH

6-7 arasinda olana kadar 2,5 N NaOH eklendi.

Taze hazirlanmig Kloramin T’den 1 mL, standart ve test ¢Ozeltilerinin 2 mL’si
uzerine ilave edilerek 20 dak oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 1 mL perklorik
asit ve 1 mL taze hazirlanmig 0,2 g/mL p-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi ilave
edilerek, ¢ozeltilerdeki tabakalanma kayboluna kadar ¢alkalandi. Cozeltiler 60°C’lik
su banyosunda 20 dak bekletildikten sonra, 5 dak musluk suyu altinda sogutuldu.

Cozeltilerin absorbansi 557 nm’de 6l¢uldi (Degim ve ark., 2002).

2.2.4.2.3. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojk incelemeler i¢in ayrilan uygun biiyiiklikteki deri biyopsileri %10’ luk
tamponlu formaldehit icerisinde bekletildi. Dokular dehidrasyon ve seffaflagtirma
islemlerinden sonra parafine gomuldi. Parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler
lam tizerine alinarak hematoksilen-eozin (HE) ve Van Gieson boyalar1 ile boyandi.
Istk mikroskobu (Olympus CX41 bagli Kameram® Dijital Image Analiz Sistemi) ile
incelenen dokular morfometrik ve kolorometrik olarak degerlendirildikten sonra
epidermal ve dermal re-modelleme hafif (+), orta (++) ve kuvvetli (+++) olmak Uzere
derecelendirildi. Epidermis, re-epitelizasyon veya ulser; dermis ise fibroblast
proliferasyonu agisindan degerlendirildi. Mononiikleer ve/veya polimorfonikleer
hicreler de neovaskiilarizasyon ve kolajen birikimi yoninden incelendikten sonra
epidermal ve dermal re-modelleme evrelendirildi. Tum bu incelemelerin ardindan
yara iyilesmesi ile ilgili bulgular birlestirilerek iyilesme enflamasyon evresi,
proliferasyon evresi ve re-modelleme evresi yoniinden evrelendirildi (Kupeli Akkol
ve ark., 2011; Pesin Siintar ve ark., 2010b ve Suntar ve ark., 2010Db).
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2.2.4.2.4. In Vitro Deneyler

Yara iyilestirici aktivitenin mekanizmasini aydinlatmak amaci ile gergeklestirilen in
vitro deneylerde, test numunelerinin hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri

uzerindeki inhibitor etkilerinin 6l¢lilmesine yonelik caligmalar yapildi.

2.2.4.2.4.1. Hyaluronidaz Enzim inhibisyonunun Ol¢iilmesi

Calismamizda test numunelerinin hyaluronidaz enzimi (zerindeki inhibitor
etkilerinin belirlenmesi amaciyla sodyum hyaluronattan salinan N-asetilglukozamin
miktarmin Olgilmesine dayanan yontem uygulandi (Sahasrabudhe ve Deodhar,
2010).

Calismada sigirdan elde edilen hyaluronidazin 50 pL’si (7900 unite/mL) 0,1 M asetat
tamponunda (pH 3,6) cozlldikten sonra, %5 DMSO (dimetilsiilfoksit) icinde
¢oziinmiis farkli konsantrasyonlarda test numunesini igeren 50 pL ekstre ¢ozeltisi ile
karistirildi. Kontrol grubu igin sadece 50 pL %5 DMSO kullanildi. 37°C’de 20 dak
inkiibe edilen karisim, 50 pL kalsiyum kloriir (12,5 mM) ilave edildikten sonra tekrar
37°C’de 20 dak inkiibasyona birakildi. Cozeltiye 250 pL sodyum hyaluronat
(1,2 mg/mL) eklenip, 37°C’de 40 dak daha inkiibe edilerek 50 uL 0,4 M NaOH ve
100 pL 0,2 M sodyum borat ilave edildi. Kaynayan su banyosunda 3 dak bekletilen
karisim, sogutulduktan sonra 1,5 mL p-dimetilaminobenzaldehit c¢ozeltisi eklenip
37°C’de 20 dak daha inkiibasyona birakildi. Cozeltinin absorbansi spektrofotometre
kullanilarak 585 nm’de olgiildii.

Referans madde olarak 100 pg/mL konsantrasyonda tannik asit kullanildu.
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2.2.4.2.4.2. Kolajenaz Enzim inhibisyonunun Olciilmesi

Clostridium histolyticum kolajenaz (ChC) enzimi 50 mM trisin tamponu (10 mM
CaCl, ve 400 mM NaCl ile) icinde 0.8 Unite/mL olacak sekilde c¢ozuldi. Ayni
tampon i¢inde 2 mM olacak sekilde substrat N-[3-(2-furil) akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA) hazirlandi. Her bir kuyucuga 25 pL tampon, 25 pL ekstre ve 25 L
enzim eklenerek 15 dakika inkiibasyona birakildi. Uzerlerine 50 pL substrat
eklendikten sonra absorbanslar 340 nm’de ol¢uldi. Olgiim her bir 6rnek icin iki kez

tekrarlandi.

Referans madde olarak 100 pg/mL konsantrasyonda epigallokatesin gallat kullanildi

(Barrantes ve Guinea, 2003).

Enzim inhibisyon degeri asagidaki formiile gore hesaplandi:

(Aa - Ab)
% Inhibisyon = x 100
Aa

A, : Kontrol grubunun absorbans degeri

Ay : Test numunesinin absorbans degeri

2.2.4.2.4.3. Elastaz Enzim Inhibisyonunun Ol¢iilmesi

Ekstre ve insan notrofil elastaz enzimi (HNE) (17 mU/mL) 0,1 M Tris-HCI tamponu
(pH 7,5) icinde 25°C’de 5 dak inkiibasyona birakildi. Karistma HNE nin substrati
olan N-(metoksisukkinil)-Ala-Ala-Pro-Val 4-nitroanilid (MAAPVN) ilave edildi ve
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra karistma 1 mg/mL soya tripsin
inhibitord eklendi. p-nitroanilin olusumuna bagl olarak gergeklesen absorpsiyon

degerleri 405 nm’de spektrofotometre yardimiyla 6l¢uldi (Melzig ve ark., 2001).
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2.2.4.3. Antienflamatuvar Aktivite Tayini

Antienflamatuvar aktivitenin tespiti amaciyla farelerde akut yontemlerden, kapiller
permeabilite artisinin inhibisyonu yontemi (Whittle yontemi) kullanildi (Whittle,
1964).

2.2.4.3.1. Asetik Asit Nedenli Kapiller Permeabilite Artistnin inhibisyonu
(Whittle Yontemi)

Asetik asit, kapiller damarlarin proteinlere olan gecirgenligini artirarak, plazmanin
kapilerlerden viicut bosluklarina sizmasina neden olur. Bu olaymn gergeklestigi
sartlarda antienflamatuvar amagla kullanilan test numunesinin sizmay1 inhibe etmesi

istenen bir durumdur.

Antienflamatuvar aktivitenin tayininde, Whittle’in deney hayvanlarinda uygulanmak
tizere gelistirdigi model kullanildi (Whittle Yontemi). Bu modelde asetik asit ile
olusturulan eksudasyonun tespit edilmesi amaciyla proteine baglanma yetenegine
sahip Pontamine Sky Blue veya Evans Blue gibi boyar maddelerden yararlanildi.
Abdominal boslukta toplanan eksudadan alinan boyar maddenin renk yogunlugu
spektrofotometrik yontemle Olgililerek test numunesinin sagladigi inhibisyon

antienflamatuvar aktivite olarak degerlendirildi (Kupeli, 2000).

Deneyde farelere test numuneleri ve referans madde olarak kullanilan indometasin
uygulandiktan 30 dakika sonra her farenin marjinal kuyruk venasia %4’liikk Evans
Blue ¢ozeltisinden enjekte edildi. 10 dakika sonra intraperitonal yolla %0,5’lik asetik
asit c¢oOzeltisi verildi. Yirmi dakika sonra servikal dislokasyonla d&lddrdlen
hayvanlarin peritonu agildi ve igerigi distile su ile yikanarak i¢inde 0,1 N NaOH
bulunan 10 mL’lik balon jojelere aktarildi, ardindan hacim distile su ile 10 mL’ye
tamamlandi. Boyar maddenin absorbanst 590 nm’de Spektrofotometre kullanilarak

8lculdi.
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Boyar madde olarak kullanilan Evans Blue’dan farkli konsantrasyonlarda
(2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 ug/mL) dilisyonlar
hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu. Absorbanslar Lambert-Beer kanunu esasi
ile 590 nm’de 6lculdu ve asagidaki formiil kullanilarak iltihaplanmanin inhibisyonu

hesaplandi:

(Aa - Ab)
% Inhibisyon = x 100
Aa

A, : Kontrol grubundaki boyar maddenin absorbansi

Ay : Test numunesi uygulanan guruptaki boyar maddenin absorbansi

2.2.4.5. Deney Sonuclarinin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Deney sonuglart degerlendirilirken tek yonli ‘ANOVA’ testini iceren ‘Instat’
(Windows) istatistik programi; aktif ¢ikan ekstre ve fraksiyonlarda ayrica Students-

Newman-Keuls posthoc testi kullanildi.

Kontrol ve referans grubu ile karsilastirilan deney sonuglarindaki istatistiksel
belirginlik asagidaki sekillerle ifade edildi:
* :p<0,05;**: p<0,01; ***: p<0,001
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3. BULGULAR

3.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

3.1.1. Ekstraksiyon Calismalarina Ait Bulgular

3.1.1.1. On Tarama Calismalan ile flgili Bulgular

Yara iyilestirici ve antienflamatuvar aktivite agisindan aktif tiir/tiirlerin tespiti
amaciyla 6n tarama g¢aligsmalar1 i¢in bes Euphorbia turinin her birinin kurutulmus
toprak istii kisimlarindan (E. macroclada, E. helioscopia, E. characias subsp.
wulfenii, E. virgata ve E. seguieriana subsp. seguieriana) 80 g tartilarak hareketli
maserasyon ile oda sicakliginda 3 farkli polaritede (sirastyla n-hekzan, etil asetat ve
metanol) ekstre hazirlandi. Hazirlanan ekstrelerden ¢oziiciileri ugurulduktan sonra

elde edilen kuru ekstrelerin miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Euphorbia tiirlerinden yara iyilestirici ve antienflamatuvar aktivite agisindan
aktif tr/turlerin tespiti amaciyla on tarama ¢alismalari i¢in hazirlanan ekstrelerin miktarlar

Miktar (g)

Tar n-Hekzanh Etil Asetath Metanolli
Ekstreler Ekstreler Ekstreler

E. macroclada 2,61014¢ 1,3824 g 10,4512 g

E. helioscopia 3,0820 ¢ 0,8774 ¢ 5,8205 ¢

E. charauas__subsp. 5.2507 g 1,0474 g 97359 g

wulfenii
E. virgata 43814 ¢ 1,4992 g 9,2697 g
E. seguieriana subsp. 23111 g 0,7963 g 6,4717 g
seguieriana
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3.1.1.2. Total Hekzan, Etil Asetat ve Metanol Ekstreleri ile Tlgili Bulgular

On tarama calismalar1 sonunda biyolojik olarak aktif oldugu tespit edilen

E. characias subsp. wulfenii tlrinin metanolli fraksiyonundan,

izolasyon

basamaklarini yiiriitmek amaciyla total ekstre hazirlama caligsmalar yapildi. BOlum

2.2.1.1.2’de aciklanan sekilde gergeklestirilen calisma sonunda 38 g hekzanli,

24,83 g etil asetath ve izolasyon ¢alismalarinda kullanilacak olan 119,2 g metanolli

ekstre elde edildi. Total ekstre hazirlanmasinda izlenen yol Sekil 3.1°de verilmistir.

E. characias
subsp. wulfenii

950
Hekzan ile
| ekstraksiyon ™
1 1
Hekzanli
ekstre Artik
Lﬁ
Etil asetatile|
| ekstraksiyon |
- 75Lx4
Etil asetatl
L ekstre Artik
24 83¢g
Metanol ile
ekstraksiyon
L T75Lx4
‘ Artik ‘ Ekstre
Vakumda

|yogunlastirildi

izolasyon
calismalari

Sekil 3.1. E. characias subsp. wulfenii total metanol ekstresinin hazirlanigt
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3.1.2. Kromatografik Bulgular

3.1.2.1. ince Tabaka Kromatografisi Bulgular

E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstresinin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmasi ¢alismasinda kullanilan ¢oziicii sistemleri gere¢ ve yontemde
verilmisti. Bu sistemlerin bulunmas1 i¢in yapilan ITK ¢alismalarma ait bulgular

Sekil 3.2’de yer almaktadir.

i

Sekil 3.2. E. characias subsp. wulfenii metanolli ekstresinin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandiriimasi ¢alismasinda kullamlan ¢éziicii sistemlerinin bulunmast i¢in yapilan
ITK ¢alismalarina ait kromatogramlar (yan yana uygulanan lekeler ayni ekstreye aittir)

140



Sekil 3.2. Devam. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstresinin kolon kromatografisi
!Ie fraksiyonlandirilmasi ¢aligmasinda kullanilan ¢6ziicii sistemlerinin bulunmasi i¢in yapilan
ITK calismalarina ait kromatogramlar (yan yana uygulanan lekeler ayni ekstreye aittir)
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Sekil 3.2°de yer alan kromatogramlar degerlendirildiginde, plaklarin iist kisminda
ayrilmig haldeki maddeleri ve start noktasinda kalan, plak Gzerinde striklenmeyen
maddeleri ayirmak igin ¢ok sayida sistem denendi ve basarili olundu. Her iki grup
maddeler ve en sonunda en polar maddelerin kolondan ayr1 ayr1 alinabilmesi i¢in U¢
farkl1 ¢oziicli sisteminin kullanilmasma karar verildi. Biiylik ¢apli ilk kolonda
gradient elusyon icin fazla miktarda ¢ozlicl ve zaman harcanacagi, ¢ok sayida
fraksiyon toplanacagi ve izokratik eliisyona gore avantaj saglanamayacagi
diisiiniilerek ITK denemeleri ile bulunan kromatografik ayrimin iyi oldugu ¢oziicii

sistemleri kullanildi.

Ik eliisyon igin ¢Oziicl sistemi 5f, etil asetat:metanol:su (120:10:5); ikinci eliisyon
icin daha polar olan ¢ozicu sistemi 7g, etil asetat:metanol:su (40:13,5:10); tgunci ve

son ellisyon i¢in %2100 metanol kolondan gegirilerek fraksiyonlar toplandi.

Toplanan tiim fraksiyonlarin (64 fraksiyon) ITK profilleri Sekil 3.3-3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.3. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstrenin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen 6.-23. fraksiyonlarin (yukaridan asagiya dogru
366 nm, 254 nm dalga boyu ve Vanilin-H,SO, reaktifi ile muamele edilmis giin 1s181ndaki)
ITK kromatogramlari
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Sekil 3.4. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstrenin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen 23.-41. fraksiyonlarin (yukaridan asagiya dogru
366 nm, 254 nm dalga boyu ve Vanilin-H,SO, reaktifi ile muamele edilmis giin 15181ndaki)
ITK kromatogramlari
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Sekil 3.5. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstrenin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen 30.-49. fraksiyonlarin (yukaridan asagiya dogru
254 nm dalga boyu ve Vanilin-H,SO, reaktifi ile muamele edilmis giin 1s181ndaki) ITK
kromatogramlari

Toplanan 64 fraksiyonun ITK ve YPSK profilleri incelenerek ayni bilesikleri tasiyan
fraksiyonlar biyolojik aktivite ¢aligmalar1 ic¢in birlestirilmis ve fraksiyon sayisi
azaltilmigtir. Biyolojik aktivite testleri uygulanacak olan birlestirilmis fraksiyonlarin
ITK profilleri Sekil 3.6°da verilmistir.
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Sekil 3.6. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstrenin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmas1 sonucu elde edilen ve biyolojik aktivite tayini igin birlestirilen
[1-7]=MEOH-1; [8-12]=-MEOH-2; [13-17]=-MEOH-3; [18-23]=MEOH-4; [24-30]= MEOH-
5, [31-33]=MEOH-6;  [(34-41)+(42-48)+(49-52)+(53-64)]=MEOH-7  fraksiyonlarin
(yukaridan asagiya dogru 366 nm, 254 nm dalga boyu ve Vanilin-H,SO, reaktifi ile
muamele edilmis giin 15181ndaki) ITK kromatogramlari
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Aktif oldugu tespit edilen MEOH-2 fraksiyonu icinde yer alan 9. fraksiyon sefadeks
kolon kromatografisi ile alt fraksiyonlara ayrildi. Toplanan fraksiyonlarin ve
saflastirilma asamasindaki maddelerin ITK profili Sekil 3.7°de verilmistir. Bu
teknikler ayni sekilde 10. ve 11. fraksiyonlara da uygulandi. Bu g¢alisma sirasinda
YPSK ile de alt fraksiyonlarmn kontrolii iTK ile paralel olarak yapildi.

Sekil 3.7. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstrenin kolon kromatografisi ile
fraksiyonlandirilmasi sonucu elde edilen 9. fraksiyonun sefadeks kolon ile alt fraksiyonlarina
ayrilarak saf maddelerin eldesini gosteren (yukaridan asagiya dogru 254 nm dalga boyu ve
Vanilin-H,S0, reaktifi ile muamele edilmis giin 1s181ndaki) ITK kromatogramlari
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3.1.2.2. Kolon Kromatografisi Bulgular:

3.1.2.2.1. Acik Kolon Kromatografisi Bulgulari

E. characias subsp. wulfenii toprak istii kisimlarindan oda sicakliginda hazirlanan
metanollii aktif ekstrenin kolon kromatografisi ile fraksiyonlara ayrilmasi islemiyle

elde edilen fraksiyonlar ve kullanilan ¢6ziicii oranlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kolon kromatografisinde elde edilen fraksiyonlar ve kullanilan ¢6ziicii oranlart

Fraksiyon Cozlcu Oranlar:

1-7 (MEOH-1) Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
8-12 (MEOH-2) Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
13-17 (MEOH-3) Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
18-23 (MEOH-4) Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
24-30 (MEOH-5) Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10)
31-33 (MEOH-6) Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10)
34-41 (MEOH-7) Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10)
42-48 (MEOH-7) 45. fraksiyondan sonra metanol
49-52 (MEOH-7) Metanol
53-64 (MEOH-7) Metanol

Aym ya da benzer maddeleri icerenler fraksiyonlardan belirli miktarlar, ITK ve
YPSK kromatogramlar1 dogrultusunda biyolojik aktivite testleri icin birlestirildi.
Birlestirilen 64 fraksiyon, MEOH kodlar1 ile baglayan 7 fraksiyona indirgenmis oldu.
Bu 7 fraksiyona biyolojik olarak aktif olan fraksiyonun tespiti icin aktivite testleri
uygulandi ve aktif oldugu tespit edilen MEOH-2 fraksiyonu ile izolasyon ve
saflagtirma ¢alismalarina devam edildi. MEOH-2 fraksiyonu kolon kromatografisi ile
elde edilen fraksiyonlardan 8., 9., 10., 11. ve 12. fraksiyonlar1 igermektedir (Cizelge
3.2).

148




Izolasyon caligmalarinda fraksiyonlardaki maddelerin daha temiz kalabilmesi ve
sonraki veya Onceki fraksiyondaki diger maddelerle kirlenmemesi i¢in izolasyon

calismalan 8., 9., 10., 11. ve 12. fraksiyonlarda ayr1 ayr1 ytirttiildi.

Toplanan fraksiyonlarin birlestirilmesinden sonra elde edilen fraksiyonlar, bu

fraksiyonlardan izole edilen maddeler ve izolasyon semasi Sekil 3.8’de verilmistir.
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0ST

E. characias subsp. wulfenii

Hekzan ile ekstraksiyon

Etil asetat ile ekstraksiyon

Kurutulmus Artik

Hekzanl Ekstre

Metanol ile ekstraksiyon

Kurutulmus Artik

Etil Asetatli Ekstre

1- Etil asetat:metanol:su (120:10:5) izokratik
2- Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10) izokratik
3- Metanol %100

Metanollil Ekstre

Kolon Kromatografisi (Silika Jel)

17 1317 | | | 24-30 | | | 34-a1 | || 49-52
8-12 18-23 31-33 42-48 53-64
|
1 1 1
9. fr. Sefadeks 10. fr. Sefadeks 11. fr. Sefadeks 12. fr.
| | | | | | | | | | | |
39-43. alt 47-48. alt 29-32. alt 36-39. alt 37-38. alt 42-45. alt
fraksiyon fraksiyon fraksiyon fraksiyon fraksiyon fraksiyon
| | | | | | | | X
EC-1 EC-3 EC-1 EC-3 EC-2 EC-3 EC-2

Sekil 3.8. E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstresinden izole edilen bilesikler ve izolasyon semasi



Yapilan ITK ve YPSK analizleri dogrultusunda birinci kolondan toplanan ve
biyolojik olarak aktif MEOH-2 fraksiyonu icinde yer alan 12. fraksiyondaki EC-2
kodlu maddenin, takip eden 13., 14., 15., 16. ve 17. fraksiyonlarda da bulundugu
tespit edildi. 12. fraksiyona gore EC-2’yi cok daha fazla miktarda iceren bu
fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyondan ¢oziiciiniin yavas yavas uzaklastirilmasiyla
ortamdaki konsantrasyonu artan madde c¢oktiiriildii, siiziilerek alindi ve aseton ile

yikanarak saf halde izole edildi (EC-2).

3.1.2.2.2. Sefadeks Kolon Kromatografisi Bulgular:

Birinci kolondan alinan 9. fraksiyonun (352 mg) sefadeks kolon ile toplanan alt
fraksiyonlarinin ITK ve YPSK ile analizleri yapilarak izole edilecek bilesikler takip
edildi. Birbirinden ayrilmis ve saf halde kalan, ITK ve YPSK profilleri ayn1 olan
(ayn1 Rg¢-retansiyon faktorl ve aymi R;’ye-retansiyon zamanina sahip) maddelerin
oldugu 39.-43. fraksiyonlar birlestirildi ve ¢0ziiciiniin uzaklastiriimasiyla EC-1 kodlu
saf madde; 47. ve 48. fraksiyonlarin birlestirilip, ¢dzliciiniin uzaklastirilmasiyla da
EC-3 kodlu saf madde izole edildi.

Birinci kolondan alinan 10. fraksiyonun (284,4 mg) sefadeks kolon ile toplanan alt
fraksiyonlarmi ITK ve YPSK ile analizleri yapilarak izole edilecek bilesikler takip
edildi. Birbirinden ayrilmis ve saf halde kalan, ITK ve YPSK profilleri ayn1 olan
(ayn1 R¢ ve aym1 R¢’ye sahip) maddelerin oldugu 29.-32. fraksiyonlar birlestirildi ve
¢Oziiciiniin  uzaklastirilmasiyla EC-1 kodlu saf madde; 36.-39. fraksiyonlarin

birlestirilip, ¢oziiciiniin uzaklastirilmasiyla da EC-3 kodlu saf madde izole edildi.

Birinci kolondan alinan 11. fraksiyonun (176,9 mg) sefadeks kolon ile toplanan alt
fraksiyonlarinin ITK ve YPSK ile analizleri yapilarak izole edilecek bilesikler takip
edildi. Birbirinden ayrilmis ve saf halde kalan, ITK ve YPSK profilleri ayn1 olan
(ayn1 R¢ ve R{’ye sahip) maddelerin oldugu 37. ve 38. fraksiyonlar birlestirildi ve
¢oziiciiniin uzaklastirilmasiyla EC-2 kodlu saf madde; 42.-45. fraksiyonlarin

birlestirilip, ¢oziicliniin uzaklastirilmasiyla da EC-3 kodlu saf madde izole edildi.
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3.1.2.3. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi Calismalarina Ait Bulgular

3.1.2.3.1. Standart Cozeltilerin ve Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi ile Tlgili

Bulgular

EC-1, EC-2 ve EC-3 kodlu saf maddeler kalitatif ve kantitatif analizlerde standart
madde olarak kullanildi. Her bir maddeden hareketle stok c¢ozeltiler BolUm
2.2.1.2.3.1’de anlatildig1 sekilde 0,1 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi. Stok
cozeltilerden hareketle 0,005 mg/mL, 0,010 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,050 mg/mL,
0,075 mg/mL konsatrasyonlarda 5 diliisyon hazirlandi. En konsantre olan stok ¢ozelti
ile birlikte toplam 6 diliisyondan hareketle kalibrasyon egrisi ¢izebilmek igin
analizler gergeklestirildi. Her bir konsantrasyondan 10 pL hacimde 3’er defa
enjeksiyon yapildi ve analizler sonunda saf madde piklerinin altinda kalan alanlarin
ortalamasi konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi ve denklemi
olusturuldu. Kalibrasyon araliginin belirlenmesinde maddelerin bitkisel materyaldeki
konsantrasyonlari dikkate alindi. EC-1, EC-2 ve EC-3 igin olusturulan kalibrasyon
grafigi ve denklemler Sekil 3.9-3.11°de verilmistir.
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Sekil 3.9. EC-1 bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 3.10. EC-2 bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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Sekil 3.11. EC-3 bilesigi i¢in olusturulan kalibrasyon grafigi ve denklemi
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3.1.2.3.2. Numune Cézeltilerin Hazirlanmasi ve Miktar Tayini ile Ilgili Bulgular

E. characias subsp. wulfenii’nin  kurutulmus toprak {istii kisimlarindan
500 mg/100 mL konsantrasyonda numune ¢ozeltisi Boliim 2.2.1.2.3.2°de anlatildigi
sekilde hazirlanarak 0,45 mm’lik filtrelerden gecirilip sterilize edildi ve 10 pL

hacimde 3’er defa enjeksiyon yapildi.

Bitkisel materyale ait kromatogramda bulunan izole edilmis saf maddelere ait
piklerin pik alanlari, kalibrasyon denklemlerinde yerine konularak, bilesiklerin
konsantrasyonlari hesaplandi ve mg/mL olarak bulunan degerler seyreltme
faktorleriyle ¢arpilarak 500 mg’daki madde miktarlar1 mg olarak hesaplandi. Yuzde
hesab1 yapilarak 100 mg’daki madde miktar1 mg olarak bulundu, yani % miktarlar
hesaplanmis oldu (Cizelge 3.3). Hesaplamalara ait 6rnek asagida verilmis olup ,diger

maddeler i¢in de hesaplama ayni sekilde yapilmistir.

E. characias subsp. wulfenii’de EC-1 miktar tayinine ait 6rnek hesaplama:

EC-1 icin kalibrasyon denklemi:

y =39042,6186x - 27,7601; pik alan1: 2361,3 mAU

2361,3 = 39042,6186x - 27,7601

x=0,061191 mg/mL

Bitkisel materyalin konsantrasyonu 500 mg/100 mL’dir.

500 mg bitkideki EC-1 miktarin1 bulabilmek i¢in 0,061191 mg/mL, seyreltme
faktoriiyle (100) carpildu.

0,061191 mg/mL x 100 mL = 6,1191 mg (500 mg’daki madde miktari)

6,1191/5 =1,2238 mg (100 mg’daki madde miktar)

Cizelge 3.3. E. characias subsp. wulfenii’deki EC-1, EC-2 ve EC-3 miktarlar

Saf Madde 500 mg/100 mL £ SS %’de Miktar + SS Retan&(;:jc;rlu()z amant
EC-1 6,1191 + 0,0388 1,2238 + 0,0077 10,637
EC-2 1,7628 + 0,0406 0,3525 + 0,0081 10,194
EC-3 0,5972 £0,0119 0,1194 £ 0,0023 9,399
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Saf maddelerin ve E. characias subsp. wulfenii’nin kurutulmus toprak istii
kisimlarindan hazirlanan ekstrenin  YPSK kromatogramlari ile saf maddelerin

254 nm dalga boyundaki UV spektrumlari sirasiyla Sekil 3.12-3.14’te verilmistir.

DAD1 B, Sig=254 4 Ref=0ff (SERKANTEZMTISERKANTEZMIKTART3 2015-01-06 16-59-23A EC 1 0,11D)
mAU { 5
6009
400
2009 oo 0 o 8 3
o~ I o o
am & © 4 N
3 o o A ]
=y T = T
T T T T T T T T T
25 5 5 1 125 15 175 2 25 i
DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (SERKANTEZMTISERKANTEZWIKTART3 2015-01-06 16-59-2318 EC 5 0,13D)
mAU 5
5009
4009
3004
209 o g
1004 =3 8
o e
T T T T T T T T T
25 5 5 10 125 15 175 2 25 i
DADL B, Sig=254,4 Ref=off (SERKANTEZMTISERKANTEZMIKTART3 2015-01-06 16-59-231D EC 2 0,12.D)
mAU 3 2
5009
4009
3009
2009
T 4wy
ot o s ¢ B3
1004 Q- 0 o - © 0o
oD 0 3 S G A«
i W~ . BNl
e A A A A SR R N id A A AAAAAAAAA i A A A A i A N
25 5 5 10 125 15 115 2 25 i

Sekil 3.12. izole edilen saf maddelerin YPSK kromatogrami (yukaridan asagiya dogru EC-1,
EC-3, EC-2)

DAD1 B, Sig=254,4 Ref=off (SERKANTEZMT\SERKANTEZMIKTART3 2015-01-06 16-59-23\EC HERBA 0,5G100ML2.D)

mAU 5
3

500

400+

300

200

23.996
24.284

25 5 75 10 125 15 175 20 25 mi

Sekil 3.13. E. characias subsp. wulfenii total ekstresinin YPSK kromatogrami
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*DADL, 10.611 (784 mAU, - ) Ref=10.424 & 11.144 of AEC 1 0,11.D *DADL, 9.388 (765 mAU, - ) Ref=9.255 & 9.801 of D EC 2 0,13.D

ok EC-1 Pt EC-2

700 200

600 600]

500 500]

400+ 400 -

300 300 ]

200 200

100
100

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm 220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

*DAD1, 10.178 (741 mAU, - ) Ref=9.831 & 10.565 of B EC 5 0,13.D

700

600

500

400+

300

200

100

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Sekil 3.14. izole edilen saf maddelerin 254 nm dalga boyundaki UV spektrumlari

3.2. Analitik Yéntemin Validasyonuna Ait Bulgular

Analitik yontem validasyonuna ait dogrusallik, kesinlik ve teshis sinir1 ile tayin sinir1

parametrelerine ait bulgular Cizelge 3.4°te verilmistir.

Cizelge 3.4. Analitik yontem validasyonuna ait bulgular

izole
Edilen Kalibrasyon Denklemi r? LOD LOQ %BSS
Madde Hg/mL Ho/mL
EC-1 y=39042,6186x - 27,7601 0,9999 0,1243 0,4146 0,6750
EC-2 y=26062,7929x - 21,7845 1,0000 0,1983 0,6611 0,5190
EC-3 y=29948,8437x - 5,0073 1,0000 0,1736 0,5787 1,1695

* %BSS (Bagil Standart Sapma)= (Standart Sapma/Ortalama) X 100
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3.3. Izole Edilen Bilesiklerin Yap1 Tayini Bulgular

3.3.1. EC-1 Bilesiginin Yap1 Tayini ile ilgili Bulgular

E. characias
subsp. wulfenii
toprak st

Hekzan ile
ekstraksiyon
—| 7;5 L x 4|

Hekzanh .
ekstre Artik
—| 38 g_|

Etil asetat ile
ekstraksi¥on u
75Lx4
I 1
Etil asetath
ekstre ‘ Artik
24,83
. Metanol ile
ekstraksiyon [
—| 7;5 L x 4|
| 1
Metanollii
Artik Ekstre
L| 119,2 g_l
1- Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
Kolon 2- Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10)
kromatografisi [ 3- Metanol %100
] silika jel
I |
9. fraksiyon 10. fraksiyon
- 352 mg 284,4 mg|
Kolon kr. 39-43. Kolon kr. 29-32.
alt fraksiyon alt fraksiyon
sefadeks sefadeks
EC-1 ‘ EC-1 ‘
236,1 mg 68,9 mg

Sekil 3.15. EC-1 bilesiginin izolasyon semasi
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Xy
Il
/
N 0 8 OH
“TCT
OH
o 0/3\4 /10§5 P
HO OH O OH
Molekiil Adi Kersetin-3-O-ramnozit (kersitrin)
Molekiil Agirhg 449,49 [M+H]"
Molekul Formiili CaH200u
Ozelligi Sar1 renkte amorf toz

Sekil 3.16. EC-1 bilesiginin yapi tayini bulgulari

Kitle spektrumu (Sekil 3.17) ve NMR spektrumlarinin  (Sekil 3.18-3.25)
coziimlenmesi ile elde edilen bulgular Sekil 3.16 ve Cizelge 3.5°te gosterilmektedir.

Cizelge 3.5. EC-1 bilesiginin *H ve *C NMR bulgular

Kimyasal Kayma Proton C o (ppm)
- - C-2 156.46
- - C-3 134.22
- - C-4 177.76
- - C-5 161.30
6.21 (1H, d, J=2.4 Hz) H-6 C-6 98.70
- - C-7 164.19
6.39 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 93.64
- - C-9 157.32
- - C-10 104.09
- H-1' c-1 120.73
7.30 (1H, d, J=2.4 Hz) H-2' Cc-2 115.47
- H-3' C-3 145.21
- H-4' c-4 148.45
6.87 (1H, d, J=8.0 Hz) H-5' C-5 115.66
7.25 (1H, dd, J=2.4, 8.0 Hz) H-6' C-6' 121.13
5.25(1H, d, J=1.2 Hz) H-1" C-1" 101.84
3.50 (1H, m) H-2" Cc-2" 70.36
3.16 (1H, m) H-3" C-3" 70.59
3.24 (1H, m) H-4" Cc-4" 71.18
3.97 (1H, brs) H-5" C-5" 70.06
0.82 (3H, d, J=6.0 Hz) H-6" C-6" 17.50
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Cizelge 3.5°te gorildigi gibi, EC-1 kodlu bilesigin "H-NMR spektrumu
incelendiginde 6 6.21 (1H, d, J=2.4 Hz) ve & 6.39 (1H, d, J=2.0 Hz) ppm’lerde
gozlenen sinyaller birbirine gére meta pozisyonda yer alan iki protonu isaret
etmektedir. 6 7.30 (1H, d, J=2.4 Hz), 5 6.87 (1H, d, J=8.0 Hz) ve & 7.25 (1H,
dd, J=2.4, 8.0 Hz) ppm’lerde gozlenen sinyaller ise trisiibstitiiec benzen halkasini
isaret etmektedir. *C-NMR spektrumunda 21 karbon atomuna ait sinyal
gozlenmistir. DEPT spektrumuna gore ise 1 metil, 10 metin ve 10 kuaterner karbon
atomunun varlig tespit edilmistir. 0 177.76 ppm’de gozlenen kuaterner karbon
atomuna ait sinyal karbonil grubunun varligin1 (C-4) isaret etmektedir. Bu veriler
EC-1 kodlu bilesigin kersetin tiirevi oldugunu ortaya koymaktadir. 'H-NMR
spektrumunda o6 12.66 ppm’de gozlenen singlet karakteristik olarak 5. konumda yer
alan -OH grubunu isaret etmektedir. "H-NMR spektrumunda anomerik protona ait
olan & 5.25 ppm’de goézlenen dublet (J=1.2 Hz) a pozisyondan bagli bir ozun
varligim diisiindiirmektedir. *H-NMR spektrumunda & 0.82 ppm’de gozlenen dublet
(J=6.0 Hz, 3H) ve “C-NMR spektrumunda & 17.50 ppm’de gdzlenen karbon
atomuna ait sinyal metil grubunun varligin1 géstermektedir. Bu veriler ile diger H-
NMR ve '*C-NMR verileri ozun ramnoz oldugunu gostermektedir. HMBC
spektrumunda & 5.25 ppm’deki anomerik proton sinyalinin & 134.22 ppm’deki
karbon atomu sinyali ile etkilesmesi ozun 3. konumdan baglandigin1 gostermektedir.
Bu bilgiler EC-1 kodlu bilesigin kersetin-3-O-a-ramnozit oldugunu ortaya
koymaktadir. Kiitle spektrumu incelendiginde gozlenen 449,49 [M+H]" molekiiler
iyon piki bilesigin kersetin-3-O-a-ramnozit oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica elde
edilen veriler literatiir bilgileri ile de desteklenmistir (Aderogba ve ark., 2012 ve Lin
ve Lin, 1999).
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EC-1

Eample Name:
EC-1
Data Collected on:
mercuryd00-mercury4f0
Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys ./ Jdata
Sample directory:
EC-1_20140930_01
FidFile: PROTON 02

Pulse Segquence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 30 2014

Temp. 25.0 ¢ / 286.1 x

Oparator: womrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

16 repetitioms

OBSERVE Hl, 400.1759646 MHE=z
DATA PROCESSING

FT ai=ze 32768

Total time 1 min 0 sec

13 12 11

(l)H
HO, A,
I
Z
~e& \H/O\Tés\ﬁ/
OH
o} 0/3\4/10§5/6
|
o  OH o) OH
2 586
3 L\
10 ° 8 7 5

Sekil 3.18. EC-1 bilesiginin "H-NMR spektrumu

Agilent Technologies
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4%}

EC-1

L f:+ Agilent Technologies
EC-1

Dats Collected om:
mercury400-mercury400 OH

Archive directory: |
/home/vomrel /vnmrays /data

Sample directory: HO\ /
BC-1_20141007_01 4'

ridrile: CARBON 01 ||

'
Pulse Seguence: CARBON (s2pual) 5\
Solvent: dmso 6'
Data collected om: Oct 7 2014 T

3

Temp. 25.0 C / 298.1 K OH

0]
Operator: vomrl O O/ \4/ %5

Relax. delay 1.000 sec || |
Fulse 45.0 degrees OH O OH
Acg. time 1.304 sec HO

wWidth 25125.6 Hz

8000 repeticiomns

OBSERVE Cl1l3, 100.6243720 ME=z

DECOUPLE H1l, 400.1779555 MH=z

Power I8 4B

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 H=x

FT size 65536

Total time 5 hr, 19 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o PpPm

Sekil 3.19. EC-1 bilesiginin "*C-NMR spektrumu
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EC=-1

Sample Name
BC-1
pata Collects=4d on:
mercuryddi-mercuryd 00
Azrchive directaory:
Fhome /vyomrl fyomreys fdata
Sample directory:
EC-1 20141007 01
FidFile: DEPT 01

Fulse Seguence: DEPT
Solvent: dmso
Data collected en: Ot 7 2014

Temp. 25.0 C / 208.1 K
Operator: wvomrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 0.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

wWidth 25125.6 H=

256 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243292 MH=z
DECOUPLE H1, 400.1779555 MH=z
Fower 3B dB

on during acquisiticm

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 H=

FT size 65536

Total time 1 hr., 57 min

Agilent Technologies

CHI carbons

CH2 carbons

CH carbons

quaternary carbons

220 200 180 160 140 120 100 BO 60 40 20 Pom

Sekil 3.20. EC-1 bilesiginin DEPT spektrumu
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EC-1 3

(18]

Sample Name: * 1 1 o\ Ax Agilent Techonologies
EC-1 6 . B
Data Collected on:
marcurydlil-mercury4 00 !
Archive directory: | I J
‘home /vomrl/vamrsys /A= %a J ol e / e —J- J~ |
Sample directory:
EC-1 20141007 01
FidFile: gHMBC 01 ~0

(ppm)

Pulse Seguence: gHMBC
Solvant : dmso
Data collected on: Oct B 2014

(TS| TAS—_ Y
|
L V]
[ 8]
|
|

Temp. 25.0 C / 298.1 K

|

Operator: wamrl -_‘—‘!‘
Relax. delay 1.000 sec o ] 4
Acg. time 0.150 sec  ——
width 6402.0 M=z = 3 5
2D Width 24147.3 Hz - m—— ™
16 repetitions
2 »x 200 increments D — - P [ S e A ==
OBSERVE H1, 400.1759%761 MH= e i - - -
DATA PROCESSING WV - -
5g. sine bell 0.075 sec ol _.\i 7 - = -
Fl1 DATA PROCESSING ~p ]
Gauss apodization 0.008 sec 1 8
FT size 2048 x 2048
Total t1cy|_|2 hr, 18 min
| 9
. ) I
HO 3 e |
\T|/ %T 10 .
! . - 11
5 1
~& \__O 8 OH |
6
T/ \Té \7|/ 12
S— - = a4
OH 3| 10 |6
13
00~ \4/ QS/
I | 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70
0] OH
HO OH ¥1 (ppm)

Sekil 3.21. EC-1 bilesiginin HMBC spektrumu



GIT

EC-1

Sample Name: '

EC-1 =

Data Collected on:

Agilent Teehnologies

mercuryd400-mercuryd 00
Archive directory:
/home /vamrl /vynmrsys/data = A e -t

—
—_n

Sample directory:
EC-1 20141007 01

FidFile: gHSQEC 01 F1 i =
Pulse Segquence: gHSQC (Dm):
Solvent: dmso |
Data collected on: Oct a8 2014 30 |
Temp. 25.0 C / 298.1 K 40 i .
Operator: vomrl ‘?
50 %L
Relax. delay 1.000 sec £
Aog. time 0.150 sec 1 }
width 6402.0 H=z 60 1 B
2D wWidth 23141.5 Hz 1 &
8 repetitions 1 B
2 x 256 increments 70 - |
OBSERVE  H1, 400.1759761 MH= 1 3: |
DECOUPLE C13, 100.6348953 MH= 80 ‘js‘:u |
Power 41 4B |
on during acquisition ?
off during delay 90 o
GARP-1 modulated 1 + . =
DATA FROCESSING oo | - A
Gauss apodization 0.068% sec 1 1 - %
Fl DATA PROCESSING 1 o
Gauss apcdization 0.010 sec 110 _i P,
FT size 2048 x 2048 } 3
Total time 1 hr, 27 min | e 23 >
120 ¢ = :
1 -
| %
130 ¥
' A
140 )
% :
e "
]
7 6 5 4 3 2 1L

F2 (ppm)

Sekil 3.22. EC-1 bilesiginin HSQC spektrumu
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EC-1

T g _ Agilent Technologies

BEC-1
Data Collected on: |
marcurydii-merouryd 00 h I l I l | L
Archiwe directory: [ | | | th.
/heome fvnmrl /vomrays fdata —— e e e e L LA
Sample directory: =
EC-1 20141007 01 — v

FidFile: NOESY 01 Fl 1 ‘T [
Fulse Seguence: NOESY ".pm} -
Solvent: dmso 1 |
Data collected on: Oct 7 2014 o ] i <
—— 3 sl = |
Temp. 25.0 C / 298.1 K —_ = S + Dl e
UpsraAtor: vamEl ﬁ | ¥
4 —-=
Relax. delay 1.000 sec i ]
Acg. time 0.150 asec —_3 1 v AR 'é
wWidth 6207.3 H= 5 (=]
20 width 6207.3 H= o :
8 repetitions -
2 = 200 increments 6 A
OBSERVE H1, 400.1753761 MH=z - o o I
DATA FROCESSING i - t
Gauss apodization 0.063 sec —_:; = v, - 3
Fl DATA FROCESSING 3 | o g .
Gauss apodization 0.030 sec | “ |
FT size 2048 x 2048 . | =] =
Total time 1 hr, 18 min 8 i
9 ‘{;‘
—_— < ] f
} 10
-+ ‘
: ] i
—— 45
11— o
4 i:
12 -‘
) I T T T T | LR —% T |
10 L] 8 7 ] 5 4 3 2
F2 (ppm)

Sekil 3.23. EC-1 bilesiginin NOESY spektrumu
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EC-1

e i 2 Agitent Technologies
BC-1 s 26 !

Data Tcllected on: 4
mercurydi0-mercurvad oo ! | ‘

Archive directory: Il | i | i I ! I A ‘I |
/heme fyamrl /fvnmrsys/data = o e z e — 'ﬂb b e

Sample dirsctory:

EC-1 20141007 01 |
Fidrile: gcosy 01 F1l
Pulse Sequence: gCOSY b - = (me}.l - ,?
Solvent: dmso 1] |
Data collected on: Oct 7 2014
Temp. 25.0 € / 298.1 K 2 '
Operator: vamrl |
- " -
Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec o 3
Width £207.3 H=z o N 0 { " - e
2D width 6207.3 Hz — '=—3 i o 2 i
4 repetitions = 3 1'
128 increments N 7 4 | T— =
OBSERVE Hl, 400.1759761 MH=z ] 1 |
DATA PROCESSING | | o
]

S5g. sine bell 0.075 smec 3 | | ? -
F1 DATA PROCESSING ) 5 -
Sq. sine bell 0.021 sec N}, - @
FT size 2048 x 2048 1 -
Total time 12 min

6

~0 — R
== = | it
o — :
. 3 7
- u
8
9 | »
8 7 6 5 4 3 2 1

F2 (ppm)

Sekil 3.24. EC-1 bilesiginin COSY spektrumu
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BC-1

Sample Name:

BC-1
Data Collected cn:

mercuryd0l-mercurydio
Archive directory:

fhome fvomrl /yomrsys /data
Sample directery:

EC=1 20141007 01
FidFile: TOCSY 01

Fulse Sequence: TOCSY
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 7 2014

Terp. 25.0 C / 208.1 K
operator: wamel

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec
wWidth 6207.3 Hz

2D wWidth 6207.3 H= e ——————

2 repatictions

2 %= 200 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MH=z
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Fl1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.030 sec
PT sizs 2048 = 2048

Total time 20 min

——

Sekil 3.25. EC-1 bilesiginin TOCSY spektrumu

el L.JJ‘

. { -
Agilent Technologies




3.3.2. EC-2 Bilesiginin Yap1 Tayini ile flgili Bulgular

E. characias
subsp. wulfenii
toprak Usti
Hekzan ile

ekstraksiyon
—| ?;5 L x 4|

1 1
Hekzanli ‘ Artik

ekstre

— 384

Etil asetat ile

ekstraksiyon
75Lx4
1 1

Etil asetath
ekstre Artik

24,83 g

Metanol ile
ekstraksiyon [

—| 7.5 Lx4|

Metanolll
Artik Ekstre
119,2 gf

1- Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
2- Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10)
3- Metanol %100

Kolon kromatografisi ...

s silika jel

11. fraksiyon 13-17. fraksiyon

h

- 176,9 mg

Kolon kr. 37-38. ==
il ‘__ Kristalizasyon }_

sefadeks ¢oktlrme

EC-2

10,9 mg 37,6 mg

Sekil 3.26. EC-2 bilesiginin izolasyon semasi
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HO, A,
Il
/
N (@] 8 OH
YT
HO (OH
o) 0/3\4/ 0§5/6
HO I
OH O
Molekiil Adi Kersetin-3-O-galaktozit (hiperozit)
Molekiil Agirhg 465,39 [M+H]"
Molekil Formiili C21H2%01,
Ozelligi Sar1 renkte amorf toz

Sekil 3.27. EC-2 bilesiginin yapi tayini bulgulari

Kiitle spektrumu (Sekil 3.28) ve NMR

spektrumlarimin  (Sekil

3.29-3.36)

cozimlenmesi ile elde edilen bulgular Sekil 3.27 ve Cizelge 3.6’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.6. EC-2 bilesiginin ‘H ve "*C NMR bulgular

Kimyasal Kayma Proton C é (ppm)
- - C-2 156.63
- - C-3 133.90
- - C-4 177.89
- - C-5 161.65
6.20 (1H, d, J=2.4 Hz) H-6 C-6 99.16
- - C-7 164.80
6.40 (1H, d, J=1.6 Hz) H-8 C-8 93.96
- - C-9 156.75
- - C-10 104.27
- H-1' Cc-1 121.52
7.52 (1H, d, J=2.4 Hz) H-2' c-2' 115.62
- H-3' C-3' 145.28
- H-4' C-4' 148.93
6.81 (1H, d, J=8.4 Hz) H-5' C-5' 116.36
7.67 (1H, dd, J=2.4, 8.4 Hz) H-6' C-6' 122.42
5.37 (1H, d, J=8.0 Hz) H-1" c-1" 102.25
3.56 (1H, t, J=8.4 Hz) H-2" c-2" 71.64
3.36 (1H, m) H-3" C-3" 73.62
3.65 (1H, d, J=3.2 Hz) H-4" c-4" 68.36
3.3 (1H, m) H-5" C-5" 76.28
3.24 (1H, m); 3.44 (1H, m) H-6" C-6" 60.57
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Cizelge 3.6’da gorilldiigi gibi, EC-2 kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumu
incelendiginde EC-1 kodlu bilesige gok benzer oldugu gozlenmistir. ‘H-NMR
spektrumunda & 6.20 (1H, d, J=2.4 Hz) ve & 6.40 (1H, d, J=1.6 Hz) ppm’lerde
gbzlenen sinyaller sirasiyla H-6 ve H-8 konumlarmi; 6 7.52 (1H, d, J=2.4 Hz),
6 6.81 (1H, d,J=8.4 Hz) ve & 7.67 (1H, dd, J=2.4, 8.4 Hz) ppm’lerde gdzlenen
sinyaller ise H-2', H-5' ve H-6' konumlarmi isaret etmektedir. *C-NMR
spektrumunda 21 karbon atomuna ait sinyal gézlenmistir. DEPT spektrumuna gore
ise 1 metilen, 10 metin ve 10 kuaterner karbon atomunun varligi tespit edilmistir.
6 177.89 ppm’de gdzlenen kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun
varligint (C-4) isaret etmektedir. Bu veriler EC-2 kodlu bilesigin de kersetin turevi
oldugunu ortaya koymaktadir. 5-OH grubuna ait olan karakteristik singlet *H-NMR
spektrumunda & 12.63 ppm’de gozlenmistir. *H-NMR spektrumunda anomerik
protona ait olan & 5.37 ppm’de gozlenen dublet (J=8.0 Hz, 1H) B pozisyondan bagl
bir ozun varligim diisiindiirmektedir. *H-NMR ve *C-NMR verileri ozun galaktoz
oldugunu gostermektedir. HMBC spektrumunda anomerik proton 6 5.37 ppm’deki
sinyalin 6 133.90 ppm’deki karbon atomu sinyali ile etkilesmesi ozun 3. konumdan
baglandigim1 gostermektedir. Bu bilgiler EC-2 kodlu bilesigin kersetin-3-O-4-
galaktozit oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica kiitle spektrumu incelendiginde
gozlenen 465,39 [M+H]" molekiiler iyon piki ve literatiir verileri (Pereira ve ark.,
2012) EC-2 kodlu bilesigin kersetin-3-O-f-galaktozit (hiperozit) oldugunu
dogrulamaktadir.
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Default file
EC-2 492 (4.920) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)

100+

o

303.28

302-93303.5?

303.92

487.30 +14+N2

487.68
486.67|
™~

488.03

Aa -
B 488 .31

465.39
465.07
~

550

Sekil 3.28. EC-2 bilesiginin ES MS spektrumu

1: Scan ES+
1.19e7

684 .95

589.79 603.15  g74.32 i
LI
ﬂMLU_LJL,_ﬂLL_ m/z

600 650
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EC-2

ample WName:

EC-2
Data Collected on:

mercuryd400-mercuryd00
Archive directoxy:

/home /vamrl/vmmrsys/data
Sample directory:

EC-2 20140930 01
Fidrile: PROTON_ 02

Pulse Seguence: PROTON (s2pull)
Solvent: dmsc
pata collected on: Sep 30 2014

Temp. 25.0 C 7/ 298.1 K
Operator: wvnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. tims 2.559 pec
width 6402.0 H=z
16 repetitions
OBSERVE H1l, 400.17595654 MH:z
DATA PROCESSING
T size 32768
Total time 1 min 0 sec

« ) 12 11

10

Sekil 3.29. EC-2 bilesiginin "H-NMR spektrumu

Agilent Technologies
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Sample Fne
BEC-2
Data T:ollectel on:
marcy. yd00-mercuryd00 OH
Archive directory:

fhos mmmr l/ mamrsys/data HO
Sample directory:

EC-2 20141009 01 \4'/ %2'
FidrFile: CARBON 01 || |

5 'y
Pulse Segquence: CARBON (sipul) —
Sclvent: dmso \6'/ \ /o\ 48\
Data collected on: OcCt 8 2014 T| 9| |
HO (OH 3 10

™ - 25.0 Cc / 298.1 K
op:l::er: ~mrl 00~ \4/ %5/

RBelax. delay 1.000 sec |
Pulse 45.0 degrees OH O OH
Acg. tima 1.304 sec

wWidth 25125.6 Hz

7000 repetitions

OBSERVE C13, 100.52432592 MH=z

DECOUPLE H1, 400.1779555 MH=

FPower 3B 4B

continucusly on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESEING

Line broadening 0.5 H=z

FT size 65536

Total time 4 hr, 39 min

5 4 3 3 13

10

UL

5” 2”

4”

I |

6”

Agilent

Technologies

220 200 180 160 140 120

Sekil 3.30. EC-2 bilesiginin "*C-NMR spektrumu

100
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60

40

20
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Agilent Technologies

fata Collected o1 .
mercury4id-mercu o yd 00
Archive directory:
Jhome/vnmrl/vas- sys/data
Sample directory:
EC-2 2014100% 01
FidrFile: DEPT 01

Pulse Seguence: DEPT . g i N

Data collected on: Oct 9 2014

CH} carbons

Teamp. 25.0 C f 29B.1
Operator: vamxl S A =

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 50.0 degrees

Acg. tima 1_304 mac
Wwidrh 2512%.6 H=z 4
256 repstitions B e e

OBSERVE C13, 100.6243292 MHx
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 3B dB

on during acguisitiom

off during delay CH carbons
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 1 hr, 57 min

guaternary carbons

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

Sekil 3.31. EC-2 bilesiginin DEPT spektrumu
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BC-Z 4y 3 ,|'

o

Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:

Agilent Technfilogies

Jhome /fvomrl /fvonmrsys /data e oo »
Sample directory:
EC-2 20141009 01
FidFile: gHMBC 01

Pulse Sequence: gHMBC
Sclvent: dmso
Data collected on: Oct 10 2014

Tamp. 25.0 C / 29B.1 K
Operator: wvnmrl

Helax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

wWidch 6402.0 Hz

2D Width 24147 .3 Hz

16 repetitions

2 x 256 increments
OBSERVE H1l, 400.1759761 MH=z
DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.075 sec =
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 2 hr, 57 min

2
o8

| 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80O 70

OH O OH F1 (ppm)

Sekil 3.32. EC-2 bilesiginin HMBC spektrumu

e o

60 50 40
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EC-2 2z

Sample Name:
EC-2 ]
Data Ceollected on: |
mercury400-mercury400 ” H

)
—_—

Archive directory:

/home /vnmrl /fvnmrsyas/data
Sample directory:

EC-2 20141009 01
FidFile: gHSQC 01

Fulse Seguence: gHSQC (p )

Solvent: dmso
Data collected on: Oct 10 2014

50

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: wvnmrl

60
Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

Wwidth 6402.0 H=z ¥
2D Width 21130.5 Hz e, |
16 repetitions

2 x 200 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MH=

DECOUPLE C13, 100.6338850 MH=

Power 41 4B

on during acguisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec ~2
Fl DATA PROCESSING -
Gauss apodization 0.009 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 2 hr, 13 min

70

"t
T

80

S0

100 | _' ' i

110

120

130

Sekil 3.33. EC-2 bilesiginin HSQC spektrumu

6.0 5.5

F2

HIMI

Agilent Tl!l:hl|(:l:1{.]il:s

| I by
|

o -
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EC=3

Sarple Ijame:
BC-2
Data Collect=1 on:
mercury400 aercury4900
Archive directory:
fhome /same? fymunrsys fdata
Sample directory:
EC-2 20141008 D1

FidFile: NOESY 01

Pulse Segquence: NOESY
Solvent: dmso

Data collected on: Oct 8 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 E
Cperator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec
wWidth 6188.1 H=

2D wWidch 61B8.1 Hz
8 repetitions

2 x 200 increments
OBREERVE H1, 400.1759761 MH=Z

DATA PROCESSING

Fauss apodization 0.069 ses
Fl1 DATA PROCESSING

Gauss apcdization 0.030 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 18 min

Sekil 3.34. EC-2 bilesiginin NOESY spektrumu

o
|

~J
Lt py-lieg gl

10—

= ol

12

13—

|
H f!‘.

o> e
(=]
- o
o
Gt I e maon - =il
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
F2 (ppm)

Agilent Teclinologies
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il

1

o)
- 0™

Agilent Technologies

é f [ . Iyl
u L™

Collected on: |
iryd00-mercuryd 00 "
directory:

Archix
/home /wnmrl/~nmrsys/data
Sample directory:
EC-2 20141009 01 A
FidFile: gCOSY 01 — Fl

Pulse Segquence: gCOSY
Solvent: dmso
Data ccllected on: Oct 98 2014

Temp. 25.0 C ¢ 298.1 K
Operator: wamrl

Relax. delay 1.000 sec 4.5
Acg. tima 0.150 sec

wWidth 6188.1 Hz

2D wWidth 6188.1 H=z

4 repetitions

128 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MH= — — — ’_ =

DATA PROCESSING 5.5
5. =mine bell 0.075 sec
Fl DATA PROCESSING y
Sq. sine bell 0.021 sec
FT size 2048 x 2048 6.0
Total time 12 min ] o } =@ !
e L i
l 6.5
fpi e - ——u
) 7.0
h — 77 29 a
-2 l
8.0 . ]

Sekil 3.35. EC-2 bilesiginin COSY spektrumu
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Data Cellerted ==:
mercuryd0f-me: suryd 00
Archive directory:
ahcunp.rv_-nmrl_.'z—_~rrgyn.fdn.ts
Sample directorvy:
EC-2 2014100% 01
FidFile: TOCSY 01

Pulse Sequence: TOCSY
Solvent: dmso

Data collected om: Oct 9 2014

Temp. 25.0 € ¢ 298.1 K
Operater: <wnmel

Felax. delay 1.000 asec
Acg. time 0.150 sec

Width E18B.1 H=z

2D Width 6188.1 H=

2 repatiticns

2 = 200 increments

OBSERVE Hl., 400.17587581 ME=
DATA FROCESSING

Gauss apodization 0.06% sec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.030 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 20 min

Sekil 3.36. EC-2 bilesiginin TOCSY spektrumu

[
o
N A
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o wn [=]
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TP KSR AT A o e T

So

e
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e o

-]

1T

5.5 5.0
F2 (ppm)

Agilent Technologies




3.3.3. EC-3 Bilesiginin Yap1 Tayini ile flgili Bulgular

E. characias
susbp. wulfenii
toprak ustu

Hekzan ile
ekstraksiyon

1 1
Hekzanlh Artik ‘

ekstre
38 ¢

Etil asetat ile
ekstraksiyon [

Etil asetatl
ekstre Artik
24 83 g
Metanol ile

ekstraksiyon "
75Lx4
| |

Metanoll
Artik Ekstre

- 19,2 ¢

Kolon 1- Etil asetat:metanol:su (120:10:5)
kromatografisi 2- Etil asetat:metanol:su (40:13,5:10)
— 3- Metanol %100
_| silika Jell
| ]
9. fraksiyon 10. fraksiyon 11. fraksiyon
352mg| L 284,4mg | 176,9 mg
Kolon kr. 47-48. Kolon kr. 36- 39 Kolon kr. 42- 45
alt fraksiyon "~ alt fraksiyon alt fraksiyon
sefadeks sefadeks sefadeks
EC-3 EC-3 EC-3 ‘
25,2 mg 32,2 mg 19,9 mg

Sekil 3.37. EC-3 bilesiginin izolasyon semasi
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HO 2,
I
—
N7\, O A, OH
on N

Molekiil Adi Kersetin-3-O-arabinozit
Molekiil Agirhg 435,09 [M+H]"
Molekul Formali Conlgoll

Ozelligi Sar1 renkte amorf toz

Sekil 3.38. EC-3 bilesiginin yapi tayini bulgular

Kiitle spektrumu (Sekil 3.39) ve NMR spektrumlarinin  (Sekil 3.40-3.47)
cozimlenmesi ile elde edilen bulgular Sekil 3.38 ve Cizelge 3.7’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.7. EC-3 bilesiginin *H ve *C NMR bulgular

Kimyasal Kayma Proton C 0 (ppm)
- - C-2 156.71
- - C-3 134.18
- - C-4 177.96
- - C-5 161.65
6.18 (1H, d, J=2.4 Hz) H-6 C-6 99.10
- - C-7 164.60
6.38 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 93.94
- - C-9 156.70
- - C-10 104.36
- H-1' c-1 121.34
7.48 (1H, d, J=2.4 Hz) H-2' Cc-2 116.19
- H-3' C-3 145.41
- H-4' c-4 149.02
6.82 (1H, d, J=8.4 Hz) H-5' C-5' 115.80
7.63 (1H, dd, J=2.4, 8.0 Hz) H-6' C-6' 122.51
5.25 (1H, d, J=5.6 Hz) H-1" C-1" 101.83
3.73 (1H, m) H-2" c-2" 71.16
3.50 (1H, m) H-3" C-3" 72.07
3.63 (1H, m) H-4" C-4" 66.49
3.19 (1H, dd, J=2.4, 11.2 Hz) H-5" C-5" 64.69
3.57 (1H, dd, J=5.6, 9.2 Hz)
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Cizelge 3.7°de belirtildigi gibi, EC-3 kodlu bilesigin ‘H-NMR spektrumu
incelendiginde EC-1 kodlu bilesige ¢ok benzer oldugu gdzlenmistir. ‘H-NMR
spektrumunda & 6.18 (1H, d, J=2.4 Hz) ve & 6.38 (1H, d, J=2.0 Hz) ppm’lerde
gbzlenen sinyaller sirasiyla H-6 ve H-8 konumlarini; & 7.48 (1H, d, J=2.4 Hz), 5 6.82
(1H, d, J=8.4 Hz) ve ¢ 7.63 (1H, dd, J=2.4, 8.0 Hz) ppm’lerde gbzlenen sinyaller ise
H-2', H-5' ve H-6' konumlarini isaret etmektedir. **C-NMR spektrumunda 20 karbon
atomuna ait sinyal gozlenmistir. DEPT spektrumuna gore ise 1 metilen, 9 metin ve
10 kuaterner karbon atomunun varlig tespit edilmistir. 6 177.96 ppm’de gbzlenen
kuaterner karbon atomuna ait sinyal karbonil grubunun varligimi (C-4) isaret
etmektedir. Bu veriler EC-3 kodlu bilesigin de kersetin tiirevi oldugunu ortaya
koymaktadir. 5-OH grubuna ait olan karakteristik singlet *H-NMR spektrumunda
§ 12.62 ppm’de gozlenmistir. "H-NMR spektrumunda anomerik protona ait olan
& 5.25 ppm’de gozlenen dublet (J=5.6 Hz, 1H) bir ozun varligini diisindiirmektedir.
'H-NMR ve *C-NMR verileri ozun arabinoz oldugunu gdstermektedir. HMBC
spektrumunda 6 5.25 ppm’deki anomerik proton sinyalinin & 134.18 ppm’deki
karbon atomu sinyali ile etkilesmesi ozun 3. konumdan baglandigini gostermektedir.
Bu bilgiler EC-3 kodlu bilesigin kersetin-3-O-a-arabinopiranozit oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayrica kiitle spektrumu incelendiginde gozlenen 435,09 [M+H]
molekdler iyon piki ve literatir verileri (Fraisse ve ark., 2000) EC-3 kodlu bilesigin

kersetin-3-O-a-L-arabinopiranozit oldugunu dogrulamaktadir.
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Default file

EC-5 502 (5.020) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
100 457.37 1.76e7
457.17.] (A +W2
456 97|
]
456.69
457 .66
/
303.29
% 457 .94
L~
303.57
/
P+ 458.36
SO0 435.09
304.10
302.0 ——
145.14 ’
325.55 434.3
25.82 514.00 527 08 561 80 639.69 i
0 -k aatd I Lt m" . m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Sekil 3.39. EC-3 bilesiginin ES MS spektrumu
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EC-5

Sample Name: .3+ Agilent Technologies
EC-5
Data Collected on:
mercuryd400-mercury400 C)F{
Archive directory:
fhome/vnmrl /vomrsys/dat o
sample directory: HO 3

Ec-5 20141008 01 \4-/ %2'
Fidrile: PROTON 01 || |
Pulse Seguence: PROTON (s2pul) 5 ik
Solwvent: q‘;nsa i \6-4 \ O 8 /OH

Data collected on: Oct 8 2014
Temp. 25.0 C / 298.1 K OH

~
| 0
Oparator: wmmrl e} O/ \4/ %5/
Relax. delay 1.000 sec HO ||
1 45.0 a4 -
Pulse egrees OH

Acg. time 2.559 sec
wWidth 6402.0 Hz I

8 repetitiops
OBSERVE Hl, 400.1759761 MEEZ 8
DATA PROCESSING
PT size 32768 6
Total time O|min 31 sec 2!
5!
5 1”
6!
1
i |
rn
| i 2& i |
I | | ! ‘ A ' .
Il o~ - —— 1] L__-'.__.-,.___.._._FIII________,L' __-_'_:_ W\ ]._._#
== =1 — o oy L T T T T T T [ I
13 12 11 10 =] 8 7 6 5 4 3 2 : 0 -1 Ppm

Sekil 3.40. EC-3 bilesiginin "H-NMR spektrumu
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EC-5

Sample Name:
BEC-5

Data Collected on: OH
mercury400-mercury400

Archive directory:
fhome fvamrel /vamrays //data HO J

Sample directory:
EC-5 20141008_01

Fidrile: CARBON 01 ||

Pulse Seguence: CARBON (s2pul) \6'
Solventc: dmso 2
Data collected on: Oct 8 2014 |

3

7~
Temp. 25.0 C / 298.1 K g "\
Operator: womxrl Hoi ;O O \4/ \5/
Felax. delay 1.000 =seac || |
Pulse 45.0 degrees OH O OH
Acg. time 1.550 sec
wideh 21141.6 He
5000 repetiticns
OBSERVE C13, 100.6243293 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MEAz
Power 38 4B
continuocusly on
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING
Line broademing 0.5 H=
FT size 65536
Total time 3 hr, 40 min

I

Agilent Technologies

180 160 140 120 100 80

Sekil 3.41. EC-3 bilesiginin *C-NMR spektrumu

60

pPpm
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Agilent Techanlogies

rrle Name

Ec-€

Cata Ceollected on:
mercuryd00 -mercuryd 00
Archive directory:
fhome /vomrl fvamrays/data S
Sample directory:
BC-5 20141008 01
FidFile: DEPT 01

Fulse Sequence: DEPT . " iy
Bianey anse g B O e e A R R S oot

Data collected on: Cot B 2014

Temp. 25.0 C / 208.1 K
Operator: wnmrl CH2 carbons

Relax. delay 1.000 sec |

Pulase 50.0 degress

heg. time 1.550 sec

wWidth 21141.6 Hxz 1 |

256 repetitions B B B A D o 3 i N A B T ST
OBSERVE €13, 100.5243292 MH=z

DECOUOPLE Hl, 400.1779555 MH=z

Power 3B 4B

on during acguisition

off during delay CH earbons

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING | |

Line broadening 0.5 H=z
FT size 65536

Total time 2 hr, 5 min

quaternary carbons

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 pPpm

Sekil 3.42. EC-3 bilesiginin DEPT spektrumu
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'
EC-5 " 3
Sample MName: 7 e f\;]ill:ult Technologies
- ¥ L
i ' = | 3 2 "
2 g
Data Collected on: &
mercury400-mercury400 | S,
Archive directory: | | {
/home /vamrl/vnmrsys/data At . . - ‘ - o e

Sample directory:
EC-5 20141008 01 |
FidFile: gHMEC 01 J F2

Pulse Sequence: gHMBC :—'_ {ppm) . a a a
Selvent: dmso | 4
Data collected on: Oct 5§ 2014 I

\

|

Temp. 25.0 C / 298.1 ¥
Operator: wvomrl — ———— i

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec -~ & | -
Wwidth 6402.0 H= w0 — | - - - -

2D Width 24147.3 H=z - l | = -
8 repetitions
2 x 256 increments - l | -
OBSERVE  H1, 400.17535761 MH=z ) R |

DATA PROCESSING o
Sg. sine bell 0.075 sec

Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec

FT size 2048 x 2048 y 9
Total time 1 hr, 30 min )

OH

(1]
1]

J
10
/3'
SN2 11
~g~ '\ _O 8 OH 12~

13

| 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 60
OH o OH Fl (ppm)

Sekil 3.43. EC-3 bilesiginin HMBC spektrumu
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EC-5

Sample Name:

EC-5
Data Collected on:

mercury4d 00-mercuryd4 00
Archive directory:

/home /vnmrl /vnmrsys/data
Sample directory:

EC-5_ 20141008 01
FidFile: gHSQC 01

Pulse Segquence: gHSQC
Solvent: dmso

Data collected on: Oct & 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec 73
Acg. time 0.150 sec =
wWidth 6402.0 H=z =

2D width 21130.5 H= —
16 repetitions [ad)

2 x 256 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MH=z
DECOUPLE Cl13, 100.6338890 MH=z

Power 41 4B

on during acguisition

off during delay

GARP-1 modulated o2
DATA PROCESEING

Gauss apodization 0.069% sec =

Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.011 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 2 hr, 51 min

Sekil 3.44. EC-3 bilesiginin HSQC spektrumu

60
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100
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Agilent Technologies
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BC-5

Sample Na-
BC-5
Data Colle-ted on:
mercuryd Id-mercuryd 00
Archive directory:
Jfhome fvorrl/vomrsys/data
Sample directory:
EC-5 20141008 01
FidrFile: NOESY 01

Pulse Seguence: NOESY
Solvent: dmso
Data collected on: Oct 9 2014

Temp. 25.0 C / 29B.1 K
Operator: wnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

width 6lEB0.5 M=z

2D Width 61B0.5 H=z

B repetitions

2 x 200 incremants
OBSERVE H1l, 400.175976€1 MH=z
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.068 asec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodizatien 0.030 sac
FT gizre 2048 x 2048

Total time 1 hr, 18 min

Sekil 3.45. EC-3 bilesiginin NOESY spektrumu

#“
B
:_,D-
=y
a i 6
F2 (ppm)

Agilemt Techuologies
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BE-5

Sample Name: 2.k Agilent Technologies
EC-5 3 _5\ 2 g "

Data Collected on: 2 1
mercuryd00-mercury400 6 [ |

Archive directory: u ! I il M

Shome/vomrl /vnmrsys /data
Sample directory:
EC-5 20141008 01 1

FidFile: gCosSY 01 Fl
Pulse Saguence: gCOSY L (ppm) 3
Solvent: dmso — ~ a .0
Data collected on: Oct 8 2014 . - o
= anus = .
ek o LR = e
Temp. 25.0 € / 2898.1 K — m -
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec
Wwidth 6180.5 Hz 4.5
2D wWidth 6180.5 Hz

4 repetitions

128 increments
OBSERVE Hl, 400.1759761 MH=z

e B | 3- ‘ - ,
DATA PROCESSING — 1 | £ ;
!
)
|

o
o

Sg. sine bell 0.075 sec
Fl DATA PROCESSING

S5g. sine bell 0.021 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 12 min

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

F2 (ppm)

Sekil 3.46. EC-3 bilesiginin COSY spektrumu



¢61

EC-X
Sample Name:

EC-~5
Data Collected on:

mercuryvifl-mercury400
Azrchive directory:

/home /wnmel Senmreys sdat s
Sample directory:

EBECc-5 20141008 01
FidFile: TOCSY 01

Pulse Sequence: TOCSY
Sclvent: dmac
Data collected on: Oct B 2014

Temp. 25.0 © / 298.1 K
Operatsar: vnmrl

Ralax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

Width E180.5 H=

2D Width 6180.5 Hz

2 repetitions

2 x 200 increments
OBSERVE Hl, 400.1759761 MH=z
DATA PROCESSING

Gauss apodizatiom D.0E9 mec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.030 sec
FT size Z204B x 2048
Total time 20 min

Sekil 3.47. EC-3 bilesiginin TOCSY spektrumu

L

O =

2°Ffe
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= a8

=
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Agilent Technologies
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3.4. Biyolojik Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

Biyolojik olarak aktif tirtn tespiti ve bu tirden BAYF ile etkiden sorumlu saf
maddelerin izolasyonu i¢in 6ncelikle bes Euphorbia tiiriiniin kurutulmus toprak tstii
kisimlarindan Bolim 2.2.1.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan 3 farkli polaritedeki
ekstrelerin yara iyilestirici ve antienflamatuvar aktivitesi test edildi. Aktivite
caligmalan ¢izgisel insizyon yara modeli ve hidroksiprolin miktar tayini, dairesel

eksizyon yara modeli ve Whittle yontemleri kullanilarak yapildi.

3.4.1. Yara lyilestirici Aktivite Tayini Bulgular

3.4.1.1. In Vivo Deneylere Ait Bulgular

3.4.1.1.1. Insizyon, Eksizyon Yara Modeli ve Hidroksiprolin Tayini Bulgular

Yara iyilestirici aktivitenin tayini icin bes farkli Euphorbia tiiriinden hazirlanan g
farkli  polaritedeki ekstrelerin insizyon yara modeli {zerindeki etkileri
Bolim 2.2.4.2.1.1°de; eksizyon yara modeli Uzerindeki etkileri de BO6lUm
2.2.4.2.1.2°de anlatildig1 sekilde arastirildi. Hidroksiprolin tayini Bolim 2.2.4.2.2°de
anlatildigr sekilde gergeklestirildi ve elde edilen sonuglar insizyon yara modeli

sonuglari ile beraber degerlendirildi.

Cizelge 3.8’de belirtildigi gibi, insizyon yara modelinde her bitki grubunun en etkili
fraksiyonunun metanollii ekstreleri oldugu goriildii. E. characias subsp. wulfenii’nin
kurutulmus toprak tstii kistmlarindan hazirlanan metanollii ekstrenin insizyon yara
modelinde %43,03 oraninda yara gerilim kuvveti olusturdugu, diger ekstre
gruplarindan daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdigi tespit edildi. Daha sonra en
yuksek etkiyi %37,56 ile E. helioscopia ve %30,06 ile E. macroclada’nin gosterdigi
goraldi. Dokulardaki hidroksiprolin miktarinin yiiksek olmasi kolajen varliginin

gostergesidir ve iyilesmeyi hizlandirir. Yara gerilme kuvvetinin kaynaklandigi
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hidroksiprolinin miktarlar1 da yukarida belirtilen sonuglara paralellik gostermektedir.

E. seguieriana subsp. seguieriana %23,69 ve E. virgata % 23,09 oraninda aktivite

gostererek modelde en diisiik etkiye sahip bitkiler olarak test edildi.

Cizelge 3.8. Euphorbia tiirlerinden hazirlanan test numunelerinin insizyon yara modeli

Uzerindeki etkileri

Yara Gerilme Kuvveti Hidroksiprolin (ug/mg)
Materyal Ekstre + OSH fOSH Hg/mg
(YoYara gerilimi) B
13.34£1.79
Baz Merhem (2.30) 12.47+£2.15
Negatif Kontrol 13'04_i 187 9.66 + 2.51
14.07 £ 1.38
n-Hekzan (5.47) 13.01+£2.70
Euphorbia virgata EtOAC 14'?; §2§'42 12.36 + 2.02
16.42 £ 1.56
MeOH (23.09) 17.85+2.17
n-Hekzan 1308141 14,78 £ 2.12
Euphorbia macroclada EtOAc 13'?; ;%‘29 11.06 + 2.33
17.35+1.17 o
MeOH (30.06%%) 28.37 £1.59
14.02 £ 1.46
n-Hekzan (5.09) 10.28 £2.19
Euphorbia seguieriana EtOAC 1458 + 1.15 10.92 + 2.26
subsp. seguieriana (9.30)
16.50 £ 1.39
MeOH (23.69) 20.74 £1.99
1417 £1.52
n-Hekzan (6.22) 9.67 +2.13
Euphorbia characias 16.11+1.79
subsp. wulfenii EtOAc (20.76) 2062+2.01
19.08 £+ 1.47 e
MeOH (43.03*%) 35.47+1.38
14.27 £ 1.58
n-Hekzan (6.97) 11.73 £ 2.07
. . . 1512+ 1.70
Euphorbia helioscopia EtOAC (13.34) 15.08 + 2.11
18.35+1.84 .
MeOH (37.56%) 30.64 + 1.44
® 21.41+1.17 .
Madecassol (60.49%%%) 47.61+1.13

*:p <0.05; **; p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; ekstre ve referans merhem
gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Cizelge 3.9°da belirtildigi gibi, eksizyon yara modelinde de her bitki grubunun en
etkili fraksiyonunun metanollii ekstreleri oldugu goriildii. Calismada 10. giiniin
sonunda E. characias subsp. wulfenii’nin kurutulmus toprak istii kisimlarindan
hazirlanan metanollii ekstrenin %65,24 oraninda kontraksiyon olusturdugu ve diger
ekstre gruplarindan anlaml: 6l¢iide daha yuksek aktivite gosterdigi tespit edildi. Daha
sonra en yuksek etkiyi %43,93 ile E. macroclada ve %43,61 ile E. helioscopia’nin
gosterdigi goruldu. E. virgata %26,89 ve E. seguieriana subsp. seguieriana %19,34
oraninda aktivite gostererek eksizyon yara modelinde en diisiik etkiye sahip bitkiler

olarak test edildi.
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Cizelge 3.9. Euphorbia tiirlerinden hazirlanan test numunelerinin eksizyon yara modeli tizerindeki etkileri

Yara Alam1 (mm?) + OSH (% Kontraksiyon)

Materyal Ekstre
0. gun 2.gun 4. gln 6. gun 8. gun 10. giin
17.32+2.37 1520+242 | 12714196 | 6.49+ 149 3.05+1.25
10.89 +2.31
Baz Merhem ; ; (1.93) (8.46) (10.03)
Negatif Kontrol 19.21+2.19 17.15+2.24 1521+230 | 1296+177 7.09 + 157 3.39+1.82
17.48+1.84 15.02 + 1.47 13.02+138 | 6.19+103 2.95 + 0.41
-Hek 19.33+ 2,02
n-nekzan - (L77) - (4.62) (3.28)
1691+196 | 14.78+1.29 12.82+ 1.26 5.82 +1.07 2.98 + 0.66
Euphorbia virgat EtOA 1953+ 211
uphorbia virgata ¢ (2.37) (3.34) - (10.32) (2.29)
1588+182 | 1451+125 1191+ 1.17 5.74 + 0.98 2234071
MeOH 10.38+2.25
¢ (8.31) (5.10) (6.29) (11.56) (26.89)
16.34 + 1.61 1492+210 | 12.85+1.40 6.04 + 151 2.97 +0.98
“Hek 10.62+2.28
n-hekzan (5.66) (2.42) ; (6.93) (2.62)
1501+145 | 13.95+1.98 1172+ 1.36 5.72 + 0.60 2.47 +0.49
Euphorbi lad EtOA 10.45 + 2,17
uphorbia macroclaga ¢ (13.34) (8.76) (7.79) (11.86) (19.02)
1437+158 | 12.99+1.79 10.87 + 1.44 4.44+0.35 1.71+0.77
MeOH 10.47 +2.26
(17.03) (15.04) (14.48) (31.59)* (43.93)**
1742+179 | 15.04+ 159 1124+ 1.42 5.84+1.12 2.86 +0.81
“Hek 10.49 +2.14
n-hekzan ] (1.64) (11.57) (10.01) (6.23)

i ieri + + + + +
Euphorbia seg.;m.erlana EtOAC 20.02 +2.03 16.49+1.81 16.42 +1.10 11.32+1.45 576 +1.13 2.59 +0.89
subsp. seguieriana (4.79) - (10.94) (11.25) (15.08)

16.32+ 185 1544+147 | 1143+155 4.89+1.08 246 +0.92
MeOH 19.99 + 2.2
¢ (5.77) ] (10.07) (24.65) (19.34)
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Cizelge 3.9. Devam. Euphorbia tiirlerinden hazirlanan test numunelerinin eksizyon yara modeli uzerindeki etkileri

Yara Alam (mm?) + OSH (% Kontraksiyon)
Materyal Ekstre
0. gun 2.gun 4. gun 6. gun 8. gun 10. glin
17.32+2.37 15294242 | 12714196 | 6.49+1.49 3.05+ 125
19.89 +2.31
Baz Merhem - ; (1.93) (8.46) (10.03)
Negatif Kontrol 19.21 +2.19 17.15 + 2.24 15.21 +2.30 12,96 + 1.77 7.09+ 157 3.39+1.82
16.85 + 1.43 1418+112 | 1017+139 | 574+1.22 2.72+0.49
“Hek 19.32 +2.01
n-Hekzan (2.71) (7.26) (19.98) (11.56) (10.82)
Euphorbia characias 16.39 + 1.59 13.41+1.19 9.99+143 4,52 +0.89 1.95+0.58
EtOAc 19.27 +2.10
subsp. wulfenii (5.37) (12.29) (21.40) (30.35) (36.07)*
15114134 | 12.88+123 9.90 + 1.57 4.36+0.92 1.06 + 0.39
MeOH 21.03+2.11
¢ (12.76) (15.76) (22.11) (32.82)* (65.24)**
17254128 | 14.25+131 1152 +1.37 5.87 +0.97 3224071
“Hek 19.57 + 2.04
n-hekzan (0.40) (6.80) (9.36) (9.55) -
1681+1.19 | 14.06+143 10.84 + 1.30 492 +0.81 2.35+ 0.65
Euphorbia helioscopi EtOA 19.31 +2.07
uphorbia helloscopla ¢ (2.94) (17.20) (16.28) (24.19) (22.95)
15714123 | 1401+1.25 10.79 + 1.53 4.02+0.74 1.72+0.32
MeOH 20,10 +2.31
(9.29) (8.37) (15.11) (38.06)* (43.61)**
14.28 +1.30 12.20+1.37 6.82 + 1.24 1.85+ 0.62 0.00 % 0.00
Mad 1® 19.81+2.05
acecasso (17.55) (20.21) (46.34)** (71.49)%* (100.00)***

*:p <0.05; **: p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata

Yuzde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; ekstre gruplart baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.




Eksizyon yara modeli bulgularinin insizyon yara modeli ve hidroksiprolin tayini
bulgular ile paralellik gosterdigi, bu dogrultuda en yiiksek aktiviteyi E. characias

subsp. wulfenii metanol ekstresinin gosterdigi goriilmektedir.

Bes farkli Euphorbia tiirii iizerinde gergeklestirilen aktivite deneylerinden elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde, enyiksek vyara iyilestirici aktiviteyi godsteren
E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstresi ile izolasyon g¢alismalarina devam
edilmesine karar verildi. Aktif oldugu tespit edilen E. characias subsp. wulfenii
metanollii ekstresinden BAYF dogrultusunda kolon kromatografisi teknigi ile
toplanan 64 fraksiyon Bolim 3.1.2.2.1°’de belirtilen sekilde birlestirilerek MEOH
kodlu 7 fraksiyon grubu elde edildi. Aktivite calismalari i¢in benzer maddde
gruplarini tasidigi tespit edilen MEOH-4 ile MEOH-5, MEOH 6 ile de MEOH-7
birlestirilerek 5 fraksiyon grubu elde edildi. Fraksiyonlarin ¢izgisel insizyon yara
modeli Uzerindeki etkileri ve hidroksiprolin tayini bulgular1 Cizelge 3.10°da;
eksizyon yara modeli Gzerindeki etkileri de Cizelge 3.11’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.10°da gorildiigli gibi, MEOH-2 fraksiyonu %39,73 ile diger
fraksiyonlardan daha fazla yara gerilim kuvveti olusturmaktadir. Ayn1 sekilde
hidroksiprolin miktar1 da bu ekstrede 32,17 pg/mg ile en yiiksek orandadir. Yani
diger fraksiyonlara oranla yarada daha fazla iyilesme saglamaktadir. MEOH-2’nin bu

modelde biyolojik olarak en aktif fraksiyon oldugu géze ¢arpmaktadir.
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Cizelge 3.10. Birlestirilen fraksiyonlardan hazirlanan test numunelerinin insizyon yara
modeli Uzerindeki etkileri

Materyal Yara ((3(;;’322 I;(L;'\’/I\I/IemtlI )J_r OSH HidroksiiFJZ')oéi:_w| (Hg/mg)
Baz Merhem 10'8?211)'44 10.39 + 2.03
Negatif Kontrol 982+ 113 10.03 + 2.47
MEOH-1 1‘(‘\;’%?4?*1,;?9 29.14 + 1,66%*
MEOH-2 1(2'3’.%;5*&;‘31 32.17 + 1.31%%*
MEOH-3 13<Z§_§4£568 19.63+ 1.98
MEOH-4 + MEOH-5 12'(81%33)'77 15.12+2.08
MEOH-6 + MEOH-7 11'?354%'43 9.44 £2.21
Madecassol® 1(%?2;*1?)2 44.87 + 1.25%**

*:p <0.05; **: p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; ekstre ve referans merhem
gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.

Cizelge 3.11°de belirtildigi gibi, MEOH-2 fraksiyonu %53,22 ile diger
fraksiyonlardan daha fazla yara kontraksiyonu olusturmaktadir. Yani diger
fraksiyonlara oranla yara alaninda daha fazla kiigiilmeye neden olmaktadir. Bu

modelde de MEOH-2’nin biyolojik olarak en aktif fraksiyon olarak goze
carpmaktadir.
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Cizelge 3.11. Birlestirilen fraksiyonlardan hazirlanan test numunelerinin eksizyon yara modeli Gzerindeki etkileri

Yara Alam1 (mm?) + OSH (% Kontraksiyon)

Materyal
0. gun 2.gun 4. gun 6. gun 8. gun 10. glin

Baz Merhem 19.36 + 2.34 17.221;1?26 15.1;5.;:2?.27 12.95-1L 1.82 6.8(2;:).66 3.4(31201).41
Negatif Kontrol 19.22 £ 2.28 17.46 £ 2.17 16.02 £ 2.34 12.45+1.89 7.07+£1.72 357+1.79
MEOH-1 19.29 + 2 43 16.&(3;9;9?.11 13.?;,.;1?.20 9.:(%;3:527.)14 6.6(2351).84 1231;11)56
wore | wseas | Vaw | mmaw | wman[amas e
MEOH-3 19.17 + 2.61 16.?12.111?15 14.(();.:9?.27 10.(1(323.)92 4(2724;;.)28 2(];;14—{;.)1.6
MEOH-4 + MEOH-5 19.41 + 2.70 17.(()(()3.219?19 15.(();3;2?63 11.((3;;—8;..74 5.?;;—3];1.)17 2.((3;);9(;.)95
MEOH-6 + MEOH-7 10.39 £ 2.74 16.?11.117?42 15.?;;9?.38 11.??:9?.01 6.(()111%8;.)33 3.(()111%92.)04
Madecassol” 1947+ 2.36 15.?112%217')85 12(31?9241) * 7.28%82)5*7 2(';;;8())"19 (0188go?*i(1

*: p <0.05; **; p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata

Yiizde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; ekstre gruplari baz merhem grubuyla kargilastirilarak degerlendirildi.




3.4.1.1.2. Histopatolojik inceleme Bulgular:

Yara iyilestirici aktivite acisindan etkili bulunan ve etkiye neden olabilecek
bilesiklerin izolasyonu hedeflenen, E. characias subsp. wulfenii toprak dstu
kisimlarindan Bolim 2.2.1.1.1’de belirtildigi sekilde hazirlanmig olan metanol
ekstresi ve bu ekstrenin aktif bulunan fraksiyonu MEOH-2 ile tedavi edilen dokular
tizerinde gergeklestirilen histopatolojik incelemelere dair  sonucglar Cizelge 3.12°de,
histopatoloji sonuclarimi destekleyen fotograflar da Sekil 3.48°de gosterilmektedir

(sadece en aktif ekstrelerin histopatoloji ¢aligsmalari yapilmistir).

Histopatolojik incelemeler sonucunda, epidermal ve dermal re-modelleme, re-
epitelizasyon sureclerinde negatif kontrol grubu disindaki diger tiim gruplarda
degisik oranlarda iyilesme gozlendi. En diizgilin iyilesmenin gozlendigi gruplarin
sirastyla Referans grup, E. characias subsp. wulfenii metanol ekstresi, MEOH-2
fraksiyonu, E. helioscopia metanol ekstresi, MEOH-1 fraksiyonu, E. macroclada
metanol ekstresi ve MEOH-3 fraksiyonu ile tedavi edilen dokular oldugu tespit
edildi.
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Cizelge 3.12. Test numuneleri ile tedavi edilen yara dokularimin histopatoloji sonuglari

Gruplar Yara lyilesme Siireci Iyilesme Fazlar
Y U RE FP KD MN PM NV EF PF RF
Baz Merhem +/++ + + +++ ++/+++ ++/+++ +/++ ++/+++ ++/+++ +++ +
Negatif Kontrol +++ ++/+++ - +++ +++ +++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ +4+/+++ -
E. macroclada- + - ++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++ ++ ++ ++/+++ ++
MeOH
E. characias
subsp. wulfenii - -/+ - ++/+++ ++/+++ ++ ++ + +/++ ++ ++/+++ ++
MeOH
E. helioscopia- + - ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++ +/++ ++ ++ ++/+++ ++
MeOH
MEOH-1 + - ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++ ++ ++ +++ ++
MEOH-2 + - ++/+++ +++ +++ ++/+++ +/++ ++ ++ +++ ++
MEOH-3 ++ + +/++ +++ +++ +++ ++ ++/+++ ++/+++ +++ +/++
Madecassol® -[+ - ++/+++ ++ ++ +/++ -[+ + + ++ ++/+++

Dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak tizere derecelendirildi. Y: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast proliferasyonu, KD: Kolajen
depolanmasi, MN: Mononiikleer hiicreler, PM: Polimorfonikleer hiicreler, NV: Neovaskilerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF: Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling
faz1



Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; Resimlerin orijinal biiyiitmesi X 100 olup
biiyiitme bar1 120 pm’dir. Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasim yansitacak sekildedir.

1: Baz Merhem; 2: Negatif Kontrol; 3: E. macroclada metanol ekstresi; 4: E. characias subsp.
wulfenii metanol ekstresi; 5: E. helioscopia metanol ekstresi; 6: MEOH-1. Fraksiyon; 7: MEOH-2.
Fraksiyon; 8: MEOH-3. Fraksiyon; 9: Madecassol®

Sekil 3.48. Test numuneleri ile tedavi edilen yara dokularinin hematoksilen-eozin ile
boyanmasimin ardindan 151k mikroskobu altindaki goriintiisii
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3.4.1.2. In Vitro Deneylere Ait Bulgular (Hyaluronidaz, Kolajenaz ve Elastaz
Enzim Inhibisyonu)

E. characias subsp. wulfenii’nin toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol
ekstresinin fraksiyonlanmasiyla elde edilen ve en yuksek biyolojik aktiviteye sahip
MEOH-2 fraksiyonundan saflastirma ¢alismalar1 sonunda izole edilen ii¢ bilesigin,
yara iyilesmesinde etkili olan proteinlerin yikimina sebep olan hyaluronidaz,
kolajenaz ve elastaz enzimleri iizerindeki inhibitor etkileri arastirildi. izole edilen

bilesiklerin enzim inhibisyonu Uzerindeki etkileri Cizelge 3.13’te gosterilmektedir.

Izole edilen bilesiklerin enzim inhibisyonu iizerindeki etkileri degerlendirildiginde

EC-1 bilesiginin kolajenaz enzimini %32,61; elastaz enzimini %39,46; EC-2
bilesiginin kolajenaz enzimini %38,05; elastaz enzimini %50,84; EC-3 bilesiginin de
kolajenaz enzimini %30.47; elastaz enzimini %41,25 oraninda inhibe ettigi bulundu.
Izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz enzimini anlamli dl¢iide inhibe etmedikleri

tespit edildi.

Cizelge 3.13. Izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzim
inhibisyonu tizerindeki etkileri

Konsantrasyon %-Hyglyronidaz % K_o!ajenaz ‘%_El_astaz
Materyal Inhibisyonu Inhibisyonu Inhibisyonu
(ug/mL) + OSH + OSH + OSH
50 11.79+1091 23.72+2.01 22.18+1.84
EC-1
100 19.35+1.83 32.61+ 1.45* 39.46 + 1.79*
50 15.62 +1.89 15.20+1.79 26.37+1.79
EC-2
100 23.48 £1.93 38.05+ 1.51* 50.84 + 1.41**
50 13.48 £2.14 19.31+1.62 23.59+1.96
EC-3
100 22.14 £1.96 30.47 £ 1.41* 41.25+1.81*
Tannik asit 100 82.18 £ 0.97*** - -
. . _ *k
Eplgzléﬂl;etltesm 100 43.29+1.30 81.26 + 1 .38***

*:p <0.05; **: p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata
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3.4.2. Antienflamatuvar Aktivite Tayini Bulgulari

Aktif tiir se¢imi amaciyla antienflamatuvar aktivitenin tespiti icin, bes farkl

Euphorbia tiiriinden hazirlanan 3 farkli polaritedeki ekstrenin asetik asit nedenli

kapiller permeabilite artisinin inhibisyonu (Whittle Yontemi) Gzerindeki etkileri

Boliim 2.2.4.3.1°de anlatildig: sekilde arastirildi.

Cizelge 3.14’te gosterildigi gibi asetik asit nedenli kapiller permeabilitenin

inhibisyonuna dayanan Whittle Ydntemi’nde n-hekzan, etil asetat ve metanolli

ekstreler icinde en yiliksek inhibitor etkiyi %38,81 orani ile E. macroclada metanoll

ekstresinin gosterdigi, E. characias subsp. wulfenii metanoll ekstresinin de %34,74

ile yakin oranda etkili oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.14. Euphorbia tiirlerinden hazirlanan test numunelerinin Whittle yontemi

Uzerindeki etkileri

Evans Blue
Materyal Ekstre Doz (mg/kg) Konsantrasyonu Inhibisyon (%)
(ug/mL) £ OSH
Kontrol 12.29 +1.25
n-Hekzan 100 12.41+1.02 -
Euphorbia EtOAC 100 11.85 + 1.27 3.58
virgata
MeOH 100 10.32+1.21 16.03
n-Hekzan 100 12.75 + 1.33 -
Euphorbia EtOAC 100 11.47 £1.39 6.67
macroclada
MeOH 100 7.52 +£0.93 38.81***
Euphorbia n-Hekzan 100 13.04 £ 1.76 -
seguieriana subsp. EtOAC 100 11.31+1.49 7.97
seguieriana MeOH 100 10.75+ 1.05 12.53
. n-Hekzan 100 11.95+1.34 2.77
Euphorbia
characias subsp. EtOAC 100 9.24 +0.85 24.82
wulfenii
MeOH 100 8.02 £0.79 34.74**
n-Hekzan 100 10.99 +£0.91 10.58
Euphorbia EtOAC 100 9.91+0.74 10.37
helioscopia
MeOH 100 9.45+1.02 23.11
Indometasin 10.0 6.81 +0.37 44 59***

*:p <0.05; **: p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata
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Cizelge 3.15’te belirtildigi gibi, MEOH-2 fraksiyonunun diger fraksiyonlardan daha
fazla inhibisyon yaptigi belirlenmistir. Yani diger fraksiyonlara oranla plazmanin
viicut bosluklarina eksudasyonunu daha fazla engellemektedir ki bu yara
tyilesmesinde istenen bir durumdur. Bu modelde biyolojik olarak en aktif

fraksiyonun MEOH-2 oldugu goze ¢arpmaktadir.

Cizelge 3.15. Birlestirilen fraksiyonlardan hazirlanan test numunelerinin Whittle yontemi
uzerindeki etkileri

Evans Blue )
Materyal Doz (mg/kg) Konsantrasyonu Inhibisyon (%)
(ug/mL) £ OSH

Kontrol 11.05+£1.39

MEOH-1 100 7.83+1.45 29.14*

MEOH-2 100 6.71+1.71 39.28**

MEOH-3 100 8.19+1.68 25.88*
MEOH-4 + MEOH-5 100 12.35+1.86 -
MEOH-6 +MEOH-7 100 11.63+1.99 -

Indometasin 10.0 5.30+1.47 52.04***

*: p <0.05; **; p <0.01; ***: p < 0.001; OSH: Ortalama Standart Hata

Antienflamatuvar aktivite deneyinde elde edilen sonuglarin, yara iyilestirici aktivite
sonuglariyla paralellik gosterdigi tespit edildi. TUm in vivo deney sonuglari bir biitlin
olarak degerlendirildiginde, biyoaktivite yoOnlendirmeli fraksiyonlama islemine
E. characias subsp. wulfenii metanol ekstresi ile devam etmenin uygun oldugu bir

kez daha dogruland.
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4. TARTISMA

Insanligin  varolusundan bu yana hastaliklardan korunmada ve hastaliklarin
tedavisinde bitkiler ilk bagvurulan kaynaklar olmustur. Giiniimiizde yapilan
arastirmalar halen insanlarin %80’inin hastalik durumunda ilk basgvurduklar1 tedavi

materyalinin bitkiler oldugunu gostermektedir (Mittal ve ark., 2013).

Bitkiler icerdikleri aktif metabolitler nedeniyle kuvvetli fizyolojik ve biyolojik etki
gosterirler. Bu bilesiklerden, bitkiden izole edilerek saf halde yararlanilabildigi gibi,
dogrudan bitkinin veya bitkiden elde edilen ekstrenin kullanilmasi yoluyla da

tedavide yararlamlir (Altundag ve Oztiirk, 2011).

Etnobotanik ¢alismalarla elde edilen bulgularin 1s18inda bitkilerin tedavideki 6nemi
artmistir. Son yillarda, sentetik kimyasal iirlinlerin yan1 sira, bitkisel kaynakli {iriinler
de gida takviyesi, bitkisel ilag veya ilaglarin icerigine katilan etkili bilesiklerin

kaynag1 olarak genis bir pazar payina sahiptir (Schmidt ve ark., 2008).

Bitkisel tirtinlerin piyasadaki 6neminin artmasi, halkin tedavi ve koruyucu amagclarla
bu triinleri kullanmas1 bilimsel olarak oldukca degerli olan bu bilgileri, ekonomik
acidan da dnemli kilmis, halk sagligi agisindan da bitkiler iizerinde yapilan bilimsel

caligmalarin artirtlmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Bitkisel kaynaklar ile en sik tedavi edilen hastaliklarin basinda yaralar ve
enflamasyon hastaliklar1 gelmektedir. Antienflamatuvar etkili ve yara iyilestirici yeni
ilaclarin kesfinde en 6nemli kaynak, geleneksel tedavide kullanilan bitkilerden elde

edilen verilerdir (Erdemoglu ve ark., 2003).

Insanlar kullanim kolayligi, giivenilir olmasi ve yan etkilerinin konvansiyonel
ilaglara nazaran daha az olmasi nedeniyle bitkileri yara iyilestirici olarak tercih

etmektedir (Mittal ve ark., 2013 ve Suguna ve ark., 2002).
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Saglik harcamalarinda yara iyilesmesi icin harcanan biitce oldukca fazladir. Ozellikle
kronik yaralar, pek cok {lilkede biiyiik saglik sorunlar1 arasinda gosterilmektedir.
Avrupa’da ve diinyada akut yaralar cerrahi bakim, antiseptikler ve antienflamatuvar
ilaglarla rutin olarak tedavi edilirken, kronik yaralarin iyilestirilmesi tim diinyada
halen biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Wang ve ark., 2013). Yara
lyilegsmesinin saglanmas1 fiziksel olarak gerekli oldugu kadar oOzellikle kronik
yaralar, hastalarin psikolojik ve sosyal yasantisini da olumsuz yonde etkilemektedir.
Kronik yaralara eslik eden enflamasyon ve agrilar da hastalarin yasam kalitesini
diistirmektedir. Bu nedenle bilim diinyas1 mevcut konvansiyonel ilaglarin yaninda
yeni ilaglarin kesfinde umut olabilecek ve semptomlarin giderilmesinde
kullanilabilecek bitkisel {irlinlerin yara iyilestirici etkilerini arastirmaktadir (Menke

ve ark., 2007).

Yaralarin 1iyilestirilmesinde kilit rol oynayan enflamasyon inhibisyonu ile cilt
izerinde, bazi organlarda veya eklemlerde olusan fiziksel ve kimyasal etmenlere
bagl yaralarin iyilestirilmesinde kullanilan Euphorbia tlrlerinin antienflamatuvar ve
yara iyilestirici etkilerinin kanitlanmis olmasi, tizerinde yeterli calisma bulunmayan;
ancak ayn1 ya da benzer etkin madde gruplarini tasiyan diger Euphorbia tlrlerini de
yara iyilestirici aktivite agisindan aragtirilmaya deger ve onemli kilmaktadir. Bu
nedenle halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan E. macroclada,
E. seguieriana subsp. seguieriana, E. virgata, E. characias subsp. wulfenii ve

E. helioscopia tirleri ¢alisma konusu olarak se¢ilmistir.

Yara iyilesmesi biyokimyasal ve hiicresel reaksiyonlari kapsayan, enflamasyonla
baslayip onarim ve remodeling ile tamamlanan karmasik bir siirectir. Yara iyilesmesi
stirecini baslatan ve diger faktorleri yoneten ana hiicreler makrofajlardir. Makrofajlar
cesitli kimyasal faktOrlerin salinmasini saglar, bu kimyasal faktorler de fibroblast ve
kolajen yapimini harekete gecirerek yara iyilesmesini baslatirlar (Sadaf ve ark.,
2006). Fibroblast proliferasyonu artar ve kolajen sentezi hizlanir. Yara izi olusum
stireci yeni damarlarin meydana gelmesi ve yara kontraksiyonu ile devam eder
(Ozkorkmaz ve Ozay, 2009). Kolajen miktar1 ve yara kontraksiyonunun

degerlendirilmesi yara iyilesmesinin ne Olgiide gergeklestiginin gostergesidir. Bu
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dogrultuda yara iyilestirici aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla iki farkli in vivo
deney modeli (cizgisel insizyon ve dairesel eksizyon yara modeli) kullanildi. Bu
modellerden biri epitel olusumunda rol oynayarak yara iyilesmesini saglayan kolajen
olusumu ve yaranin saglamligi hakkinda bilgi veren, si¢anlarda uygulanan ¢izgisel
insizyon yara modelidir. Hayvanlarin sirt kisimlarinda olusturulan insizyon yaralara
10 gun boyunca test numuneleri uygulanarak yaralar tedavi edildi. Ardindan
yaralardaki gerilme kuvveti 6l¢cildi. Gerilme kuvvetindeki artis yarada daha fazla
tyilesme gorildiigliniin gostergesi olarak degerlendirildi (Lodhi ve ark., 2006 ve
Suguna ve ark.,, 2002). Yara dokusunda iyilesme icin gerekli olan matriks
proteinlerinden kolajenin, miktarinin tayini i¢in de kolajeni olusturan aminoasit olan
hidroksiprolinin miktar1 6l¢tildii. Hidroksiprolin miktarinin yiiksek olmasi kolajen
miktarinin fazlaliginin, yani yarada daha iyi iyilesme goriildiigiiniin gostergesidir
(Degim ve ark., 2002 ve Woessner, 1961). Bir diger model olan dairesel eksizyon
yara modelinde farelerin sirt kisimlarinda olusturulan dairesel yaralara 12 giin
boyunca test numuneleri uygulanarak yaralarda olusan kontraksiyon ile yara
alanindaki kiigiilme orani tespit edildi. En fazla kii¢iilmenin goriildigii gruplar en iyi
yara iyilesmesinin oldugu gruplar olarak degerlendirildi (Sadaf ve ark., 2006). Yara
iyilesmesinde erken donemde gerekli olan enflamasyon evresinin uzamasi sonucu
endotel zedelenmesi ve doku hasar1 olusmaktadir. Ekstrelerin erken donemde
enflamasyonu ne oranda gerilettiginin tespiti i¢in asetik asit ile olusturulan kapiller
permeabilite artisinin test numuneleri tarafindan inhibisyonu arastirildi. inhibisyonun

yiiksek olmas1 antienflamatuvar aktivitenin o oranda yliksek oldugunun gostergesi

olarak degerlendirildi (Whittle, 1964).

Biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama icin, calisma konusu olarak segilen
bes farkli Euphorbia tiiriinden yara iyilestirici ve antienflamatuvar aktivite agisindan
en etkili olanini tespit etmek amaciyla 6n tarama caligmalar1 yapildi. On tarama
caligmalar i¢in bes Euphorbia tlriinden bitkisel posa, her defasinda daha polar olan
coziiciiyle ekstre edilmek suretiyle hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerin, yara

modelleri tizerindeki etkileri ve antienflamatuvar aktiviteleri degerlendirildi.
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Insizyon yara modelinde yara gerilimindeki en yiiksek artis1 E. characias subsp.
wulfenii metanollii ekstresinin sagladigi ve hidroksiprolin miktarinin da ayni ekstre
ile tedavi edilen dokularda diger ekstre gruplarina oranla daha yiiksek oldugu tespit
edildi (Cizelge 3.8). Eksizyon yara modelinde, yara alaninda 10. giin sonunda en
yuksek oranda kiglilmeyi en yiksek oranda yara kontraksiyonu olusturan
E. characias subsp. wulfenii metanollii ekstresinin sagladigi goruldu (Cizelge 3.9).

Asetik asit nedenli kapiller permeabilitenin artisinin inhibe edilerek yara bdlgesinde
plazma eksudasyonunun oOnlenmesi ve boylece iltihabin kronikleserek yara
lyilegsmesinin gecikmesini engelleyen antienflamatuvar aktivitenin test edildigi
calismada E. characias subsp. wulfenii metanolli ekstresinin ayn1 dozda
E. macroclada metanollii ekstresinden sonra ikinci en yiksek aktiviteyi gosterdigi
tespit edildi (Cizelge 3.14).

On tarama calismalar1 sonunda yara modelleri ve antienflamatuvar aktivite test
sonuclarimin paralellik gosterdigi dikkate alindiginda E. characias subsp. wulfenii
metanollii ekstresinin en giiglii yara iyilestirici aktiviteye sahip ekstre oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle aktif bilesiklerin izolasyon caligmalarina bu ekstre ile

devam edilmesine karar verildi.

Kromatografik profilleri benzeyen bilesikler bir arada olacak sekilde gruplandirilan
fraksiyonlardan MEOH kodlu yeni fraksiyon gruplart olusturuldu. Bu fraksiyonlar
biyolojik aktivite testleri ile yeniden test edilerek etkiye sebep olan bilesiklerin hangi
fraksiyon grubunda yer aldig1 tespit edildi. Insizyon yara modeli ile test edilen
ekstrelerden, MEOH-2 fraksiyonu diger fraksiyonlardan daha fazla yara gerilim
kuvveti olusturmaktadir. Ayni1 sekilde hidroksiprolin miktar1 da bu ekstrede diger
ekstrelere gore daha yiiksek orandadir. Yani diger fraksiyonlara oranla yarada daha
fazla iyilesme saglamaktadir (Cizelge 3.10). Bu sonuca paralel olarak eksizyon yara
modelinde de, MEOH-2 fraksiyonu diger fraksiyonlardan daha yiiksek oranda yara
kontraksiyonu olusturarak yara alaninda daha fazla kii¢iilmeye neden olmaktadir

(Cizelge 3.11).
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Asetik asit nedenli kapiller permeabilite artisini en ylksek oranda inhibe eden grubun
yine MEOH-2 fraksiyon grubu oldugu gorilmektedir (Cizelge 3.15).

Test numuneleri ile tedavi edilen yaralardan alinan doku 6rneklerinin histopatolojik
incelemeleri  sonucunda, iyilesmenin orta derecede goriildigii gruplarda
epitelizasyonun kismen tamamlandigi, dermal bolgelerde makrofajlarin oldugu
hiicresel yapilar goriilmektedir. Epidermal ve dermal re-modelleme, re-epitelizasyon
acisindan en dlzgin iyilesmenin g6zlendigi gruplarin referans gruptan
(Madecassol®) sonra E. characias subsp. wulfenii metanol ekstresi ile bu ekstrenin
fraksiyonlanmasi ile olusturulan ve aktivite testleri sonrasinda etkili bulunan MEOH-
2 fraksiyonu ile tedavi edilen dokular oldugu tespit edildi. Bu dokularda
epitelizasyonun tamamlandigt ve dermal biitiinliigiin biiyiik 6l¢lide saglandig
gortlmektedir (Cizelge 3.12 ve Sekil 3.48). Histopatolojik inceleme bulgular1 yara

tyilestirici aktivite sonuclari ile de paralellik gostermektedir.

Tim biyolojik aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde E. characias subsp.
wulfenii’den elde edilen MEOH-2 fraksiyonunun en giclu yara iyi edici aktiviteye
sahip fraksiyon oldugu ve saf maddelerin izolasyonu islemine MEOH-2 fraksiyonu

ile devam edilmesinin uygun olduguna karar verildi.

Biyolojik olarak en aktif fraksiyon olan MEOH-2’den, kromatografik teknikler ile
bilesiklerin saflastirilmasi islemi gerceklestirildi. izole edilen saf maddelerin YPSK
ile saflik kontrolleri yapildiktan sonra LC/MS, *H-NMR ve *C-NMR yaninda iki
boyutlu NMR teknikleri ile (DEPT, HMBC, HSQC, NOESY, COSY, TOCSY) yap1
tayinleri gerceklestirildi.

Yap1 tayini calismalari sonunda aktif fraksiyonlardan izole edilen bilesiklerin
kersetin-3-O-ramnozit (kersitrin), kersetin-3-O-galaktozit (hiperozit) ve kersetin-3-

O-arabinozit oldugu belirlenmistir.
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Biyolojik aktivite ¢aligmalari, izole edilen ii¢ bilesik tizerinde gergeklestirilen in vitro
deneyler ile tamamlandi. Ektraseliler matriks proteinlerinden kolajen, hicrelere
destekleyici iskelet olusturan yapisal ve dominant bir proteindir (Rasik ve ark.,
1999). Elastin, doku i¢in gerekli esnekligi, hyaluronik asit ise suyun tutulmasina
neden olarak nem dengesini saglar. Hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz, ekstraseliler
matriks proteinlerinin enzimatik yikimina neden olan enzimlerdir. Bu enzimler
enflamasyon ve yaralanma gibi durumlarda bag doku makromolekiillerinin
kontrolstizce yikimina, dolayisiyla yara iyilesmesinde gecikmeye neden olarak,
kronik yaralarin patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar (Menke ve ark., 2007 ve
Sahasrabudhe ve Deodhar, 2010). Yapilan c¢alismalar kronik yaralardaki
metalloproteinazlarin miktarinin fazla oldugunu, bu nedenle bu enzimlerin disiik
seviyede tutulmasinin yara iyilesmesi ic¢in gerekli olabilecegini gostermektedir
(Edwards ve ark.,, 2004). Calismamizda yara iyilestirici aktivite gosteren
fraksiyondan izole edilen maddelerin hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimi
tizerindeki inhibitor etkileri degerlendirildiginde, bilesiklerin kolajenaz ve elastaz
enzimi lizerinde inhibit6r etki gosterdigi, anca hyaluronidaz enzimi Uzerinde anlaml
derecede inhibitor etkiye sahip olmadiklar tespit edildi (Cizelge 3.13). Yapilan diger
caligmalar da kersetin ve glikozitlerinin ekstraseliiler matriks proteinlerini yikan
enzimler tizerinde inhibitor aktivite gosterdigini belirtmektedir. Curcuma longa L. ve
Vitis vinifera L.’den izole edilen flavonoitlerden kersetin glikozitlerinin elastaz
enzimi Uzerinde inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yine Achillea
millefolium L. ve Acacia catechu Willd.’dan izole edilen flavonoitlerin de elastaz
enzimini 100 pg/mL konsantrasyonda %350’den fazla inhibe ettigi bildirilmistir
(Sahasrabudhe ve Deodhar, 2010).

Bitkiler icerdikleri ¢ok cesitli etken maddeler sayesinde, yara iyilesmesinin farkli
mekanizmalarini etkileyerek doku onariminda rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan
arastirmalar bitkilerdeki sekonder bilesiklerin yara iyilestirici etkileri oldugunu ve bu
amacla gelistirilecek yeni ilaglar i¢in iyi birer kaynak olabilecegini gostermektedir

(Wang ve ark., 2013).
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Calismamizda aktif fraksiyondan flavonoit glikoziti ii¢ bilesik izole edilmistir.
Literattirde Euphorbia tiirlerinin ve baska bitkilerden elde edilen flavonoit yapisinda

bilesiklerin yara iyilestirici aktivitesi oldugu belirtilmektedir.

Yapilan bir ¢calismada E. heterophylla yapraklarindan elde edilen etanollii ekstrelerin
ve E. neriifolia lateksinden elde edilen sulu ekstrelerin eksizyon yara modelleri
lizerinde yara iyilestirici aktivite gosterdigi bildirilmistir. Flavonoitlerin bu etkiden
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan diger calismalar flavonoitlerin lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigini, damar olusumunu artirdigini, kolajen sentezini
stimiile ettigini, astrenjan ve antimikrobiyal etkileri sayesinde yara kontraksiyonu ve
epitelizasyonunu artirarak yara iyilesmesine katkida bulundugunu gostermektedir
(Ghosh ve Gaba, 2013 ve Mittal ve ark., 2013). Polifenolik bilesiklerin, ozellikle
flavonoitler ve glukozitlerinin yara enfeksiyonuna karsi etkili oldugu ve keratinosit
proliferasyonunu  uyardigir tespit edilmistir, ayrica ekstraseliiler —matriks
proteinlerinden kolajenin yapimini hizlandirdigi ve fibroblast farklilasmasini

saglayarak doku onarimina yardime1 oldugu belirlenmistir (Wang ve ark., 2013).

Calismamizda izole edilen flavonoit glikozitlerinin yara modelleri tzerindeki pozitif
etkileri ve in vitro enzim inhibisyonu tizerindeki olumlu sonuglari, bu maddelerin
yara iyilesme mekanizmasinda etkili oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz

sonuclar literatlr ile uyumludur.

Yapilan c¢alismalar kersetin glikozitlerinin yara iyilestirici etkileri oldugunu
gostermektedir. Sintar ve ark. (2010), yaptiklar1 bir ¢alismada Tirkiye’de halk
arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan Sambucus ebulus L. bitkisinin yara
iyilestirici  aktivitesini  arastirmislardir.  Biyolojik  aktivite  yOnlendirmeli

fraksiyonlama ¢alismasi ile aktif fraksiyondan kersetin-3-O-glikozit izole etmislerdir.

Yapilan bir baska calismada Salvia leucantha’dan izole edilen Kkersetin-3-O-
ramnozit-2-gallat sicanlarda eksizyon yara modeli iizerinde yara iyilestirici aktivite

gostermistir.  Flavonoit glikoziti 16. giiniin sonunda anlamli dl¢lide yara
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kontraksiyonu gostermistir. Referans grup ile tedavi edilen yara alan1 18,93 mm?

iken 200 mg/kg dozda flavonoit glikozidi ile tedavi edilen grupta yara alan1 31,50
mm? olarak 6l¢iilmiistiir (Manivannan ve ark., 2014). Calismamizda elde ettigimiz
biyolojik aktivite sonuglar1 ve literatir bilgisi de, izole ettigimiz ve bitkideki orani
diger maddelere gore daha yuksek olan, kersetin-3-O-glikozitlerinin etkiden sorumlu

bilesikler olabilecegi diisiincesini desteklemektedir.

Biyolojik olarak aktif bulunan E. characias subsp. wulfenii tlriinden izole edilen
bilesiklerin bitkideki miktarlariin tayini i¢in YPSK analizleri gergeklestirildi ve
yontemin validasyonu yapildi. Miktar tayini igin izole edilen maddelerden
0,1 mg/mL konsantrasyonda stok ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir stok ¢ozelti metanol
ile seyreltilerek 0,005-0,1 mg/mL araliginda 6 diliisyon ticer kez enjekte edilerek pik
alanlarina karsi konsantrasyon verilerini igeren Kkalibrasyon grafikleri her bir saf
madde i¢in ayr1 ayrt olusturuldu. Bitkiden hazirlanan 500 mg/100 mL
konsantrasyondaki metanollli ekstre de 3’er kez enjekte edilerek kromatogramdaki
saf maddelerin pik alanlar1 tespit edildi. Bitki ekstresinden alinan saf maddelere ait
pik alanlar1 her bir saf madde i¢in olusturulan kalibrasyon denklemlerinde ‘y’ degeri
yerine koyularak miktar tayinleri gergeklestirildi. E. characias subsp. wulfenii’de en
yuksek oranda bulunan madde %1,22 ile kersetin-3-O-ramnozit olarak tespit edildi.
izole edilen diger maddelerden kersetin-3-O-galaktozit miktar1 %0,35 ve kersetin-3-
O-arabinozit miktari ise %0,11 olarak tespit edildi (Cizelge 3.3).

Elde edilen ekstre kromatogrami degerlendirildiginde (Sekil 3.13), E. characias
subsp. wulfenii’nin igeriginde en yiikksek oranda bulunan maddelerin, aktif
fraksiyondan izole ettigimiz maddeler oldugu goriilmektedir. Bu veriler biyolojik
aktivite bulgular ile birlikte degerlendirildiginde, E. characias subsp. wulfenii’nin
yara 1iyilestirici aktivitesinin izole edilen bilesiklerden kaynaklandigi diisiincesini

desteklemektedir.

izole edilen maddelerin miktar tayininin yapildig1 bitkisel materyalden hazirlanan

ekstredeki pik alanlar1 ve miktarlari, en diisik ve yiiksek standart madde
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konsantrasyonu noktalarindan olusan araliktadir. Kalibrasyon grafiginde dogrunun
egim (m) ve korelasyon katsayisi (1) dogrusalligi veren parametrelerdir. r* degerinin
1’e yakin olmasi gerekir. Elde edilen kalibrasyon dogrularina ait r degerlerinin 1’e
¢ok yakin olmasi okunan pik alanlarindan bulunan konsantrasyon degerlerinin

giivenilir sonuglar oldugunu gostermektedir (Cizelge 3.4, Sekil 3.9-3.11).
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5. SONUC VE ONERILER

Tirkiye’de yetisen Euphorbia tiirleri iizerinde yapilan ¢alismalarin daha ¢ok
etnobotanik ve fitokimyasal c¢alismalar oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismalar
sonucunda bu bitkilerin ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanildig: tespit edilmis;
ancak bu kullanimlara temel olusturan kimyasal bilesiklere yonelik yeterli ¢alisma
yapilmamistir.  Yapilan ¢alismalarda kullanilan Euphorbia tirleri genellikle

caligmanin yapildig1 bolgede yetisen tiirler ile sinirli kalmistir.

Tiirkiye’de halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanimi olan ve bilimsel
calismalarla desteklenmeyi bekleyen, iizerinde sinirli aktivite ¢alismasi olan ya da

heniiz ¢alisilmamus tiirler calisma konumuz olarak sec¢ilmistir.

Yapilan etnobotanik c¢alismalar 1s1g8inda bazi Euphorbia tiirlerinin yara iyilestirici
olarak kullanimi oldugu tespit edilmis; ancak etkiye sebep olan kimyasal bilesiklerin
izolasyonuna kadar giden, biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama c¢aligmasi

tarafimizdan ilk kez yapilmistir.

Tiirkiye’de halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan bazi Euphorbia tirleri
tizerinde biyolojik aktivite testleri, aktif tiir lizerinde ekstreden baslayip etkiden
sorumlu saf madde izolasyonuna kadar giden ve izole edilen bilesiklerin miktar
tayinlerini igeren boyle bir ¢alismanin olmamasi, ¢alismamizin kapsamli oldugunu

ve orjinalligini gostermektedir.

Bu c¢alisma ile, bitkilerin halk arasinda kullanimi, kimyasal bilesikleri agisindan
bilimsel temellere oturtulmus ve yine halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan
E. characias subsp. wulfenii tlrtinden etkiden sorumlu ¢ bilesik olan kersetin-3-O-
ramnozit (kersitrin), kersetin-3-O-galaktozit (hiperozit) ve kersetin-3-O-arabinozit

izole edilmistir. BOylece, Euphorbia tlrleri {izerinde yapilan diger ¢alismalardan
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farkli olarak, bu triin halk arasindaki kullaniminin temel dayanagi bilimsel olarak

aydinlatilmugtr.

Daha once yapilan ¢alismalar gerek diger Euphorbia tirlerinin, gerekse de kersetin
tiirevlerinin yara iyilestirici aktivitesi oldugunu gostermektedir. Deneyler sonunda
elde ettigimiz bulgular ve literatiir verileri ¢alisma konusu olarak sectigimiz
E. characias subsp. wulfenii’nin yara iyilestirici olarak etkili oldugunu

gOstermektedir.

Yapilan preklinik ¢alismalar diger Euphorbia tiirlerinin de ayn1 ya da benzer etkileri
olabilecegini diisiindiirmekte ve yeni gelistirilecek ilaglara kaynak olabilmesi i¢in
caligmalarin artirllmasi gerektigine isaret etmektedir. Yapilan caligmalar dikkate
alindiginda antienflamatuvar ve yara iyilestirici etkinin, tizerinde bu konuda ¢alisma
yapilmayan tiirler i¢in daha detayli irdelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Halk
arasindaki kullanimindan yola ¢ikilarak c¢alisma konusu disinda kalan diger
Euphorbia tdrlerinin de boyle bir potansiyeli olabilecegi g6z Onlinde

bulundurulmalidir.
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OZET

Tarkiye’de Halk Arasinda Yara Iyilestirici Olarak Kullamlan Bazi Euphorbia L.
Turleri Uzerinde Farmakognozik Arastirmalar

Bu calismada, {ilkemizde baz tiirleri halk arasinda  yara iyilestirici olarak kullanilan
Euphrobia cinsine ait bes tiir segilmis ve aktif bilesikleri izole etmek igin biyoaktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama metodu kullanilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda, E. macroclada, E. seguieriana subsp. seguieriana, E. characias
subsp. wulfenii, E. virgata ve E. helioscopia turlerinin toprak stii kisimlarindan sirali olarak
hazirlanan n-hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerinin yara iyilestirici ve antienflamatuvar
etkileri test edildi. Yara iyilestirici aktivite tayini igin ¢izgisel insizyon ve dairesel eksizyon
yara modelleri ile hidroksiprolin tayin metodu kullanildi. Antienflamatuvar aktivite tayini
icin akut enflamasyon modellerinden olan asetik asit nedenli kapiller permeabilitenin
artisinin inhibisyonu (Whittle yontemi) metodu kullanildi. Hazirlanan ekstreler arasinda,
yara iyilestirici aktivitesi en yiiksek olan E. characias subsp. wulfenii metanol ekstresi, etkili
bilesiklerin izolasyonu i¢in kolon kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrildi. Elde edilen
fraksiyonlarin biyolojik aktivite tayin sonuglar1 degerlendirildi ve aktif oldugu tespit edilen
fraksiyonda izolasyon ve saflastirma islemlerine devam edildi.

Kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
gibi kromatografik yontemlerden yararlanilarak, aktif bilesikler aktif fraksiyondan izole
edildi. Izole edilen ii¢ bilesigin, cesitli spektroskopik ydntemler yardimiyla yap: tayinleri
gerceklestirildi. Izole edilen bilesiklerin, kersetin-3-O-ramnozit (kersitrin), kersetin-3-O-
galaktozit (hiperozit) ve Kkersetin-3-O-arabinozit oldugu tespit edildi. Bu bilesiklerin yara
iyilesmesini geciktiren enzimler olan hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri Uzerindeki
inhibisiyonlar1 test edildi, ii¢ bilesigin de kolajenaz ve elastaz enzimlerini anlamli 6lgiide
inhibe ettigi tespit edildi.

Aktif fraksiyondan izole edilen ii¢ bilesigin bitkideki miktarlari, yliksek performansli sivi
kromatografisi kullanilarak 6l¢iildii. Saf maddelerden hazirlanan diliisyonlar ile kalibrasyon
denklemi olusturuldu ve E. characias subsp. wulfenii’den hazirlanan total ekstrede miktar
tayini gerceklestirildi. Bitkinin %1.22 kersitrin, %0,35 hiperozit ve %0,11 oraninda kersetin-
3-O-arabinozit tagidigi tespit edildi. Analitik yontemin validasyonu dogrusallik, kesinlik,
teshis sinir1 ve tayin sinir1 parametreleriyle gerceklestirildi.

Anahtar Sézctkler : Antienflamatuvar aktivite, Biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama,
Izolasyon, Kersetin tlrevleri, Yara iyilestirici aktivite.
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SUMMARY

Pharmacognostical Investigations on Some Euphorbia L. Species Used Traditionally as
Wound Healer in Turkey

In this study, five species have been selected from Euphrobia species, of which some species
are used traditionally as wound healer in our country, and bioactivity-guided fractionation
method has been used to isolate the active compounds.

In line with this purpose, wound healing and anti-inflammatory effects of n-hexane, ethyl
acetate, and methanol extracts, which were successively prepared from aerial parts of E.
macroclada, E. seguieriana subsp. seguieriana, E. characias subsp. wulfenii, E. virgata and
E. helioscopia species were tested. For wound healing activity assay, linear incision and
circular excision wound models, and hydroxyproline assay method were used. For anti-
inflammatory activity assay, an acute inflammation model, namely acetic acid induced
capillary permeability increase inhibition method (Whittle method) was used. E. characias
subsp. wulfenii methanol extract, which was the extract with highest wound healing activity
among extracts prepared, were separated into its fractions by column chromatography for
isolation of efficient compounds. Biological activity of the fractions were assessed and
further isolation and purification processes have been carried out in the active fraction.

Active compounds were isolated from active fraction by utilizing chromatographic methods
such as column chromatography, thin layer chromatography, and high performance liquid
chromatography. Structure elucidations of the isolated three compounds were performed by
various spectroscopic methods. The isolated compounds were detected as quercetin-3-O-
rhamnoside (quercitrin), quercetin-3-O-galactoside (hyperoside), and quercetin-3-O-
arabinoside. The inhibition effects of these compounds on hyaluronidase, collagenase, and
elastase enzymes which delay wound healing, were tested and, it was detected that all three
compounds significantly inhibited collagenase and elastase enzymes.

The amounts of three compounds, isolated from the active fraction, in the plant were
determined by using high performance liquid chromatography. Calibration equation was
calculated with dilutions, prepared from pure substances, and assay was performed in total
extract, prepared from E. characias subsp. wulfenii. It was detected that the plant had 1.22%
quercitrin, 0.35% hyperoside, and 0.11% quercetin-3-O-arabinoside. The validation of the
analytical method was performed by linearity, precision, limit of detection, and limit of
quantification parameters.

Key Words: Anti-inflammatory activity, Bioactivity-Guided Fractionation, Isolation,
Quercetin derivatives, Wound healing activity.
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