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1. GIRIS

Gunumuzde sagligin korunmasi ve tedavi amaciyla dogal
kaynaklara ve bilhassa bitkisel ilaglara giderek artan bir ilgi duyulmaktadir.
Sentetik ilaglarin olasi riskleri nedeni ile daha etkin ve daha dusiuk yan
etkiye sahip, insan vicudu tarafindan daha kolay metabolize edilebilen ilac
molekullerinin elde edilmesi 6nemli beklentiler arasinda yer almaktadir. Bu
beklentiler dogrultusunda gunumuizde halk arasinda hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkilerin ve bunlarin ila¢ olarak hazirlanma ve
uygulanma yontemlerinin saptanmasina, s6z konusu etkilerinin bilimsel
olarak kanitlanmasi ile etkiden sorumlu bilesenlerinin tespitine yonelik

arastirmalar 6nem kazanmisgtir.

Halk ilaglari ile ilgili bilgi birikimi bilimsel olarak iyi
degerlendirildiginde ilgili Ulkeler igin 6nemli sayilabilecek ekonomik
yararlar sagladigi bilinmektedir. Turkiye’de halk arasinda, yara ve yanik
tedavisinde kullanilan bitkisel ve hayvansal materyallerden hazirlanmis
zengin bir halk ilaci kaydi mevcuttur. Etnobotanik ¢alismalarda, Cichorium
intybus L. bitkisinin kiillestirilmis toprak Gstii kisimlarindan tereyag ile’;
yapraklarindan ise tereyagi, Anchusa turlerinin kokleri ve cam recinesi ile
hazirlanan merhemin? Cistus creticus L. toprak Usti kisimlari® ve
Helichrysum graveolens (Bieb.) Sweet ciceklerinin ezilmesi ile elde edilen
tozun*; Daphne oleoides L. yaprak ve toprak (stii kisimlarindan® ve
Viscum album L. subsp. album yapraklarindan hazirlanan lapanin® yara

iyilestirici amagla siklikla kullanildigi tespit edilmigtir.

Ancak bahsi gecen bitkilerin s6z konusu etkilerinin bilimsel
olarak degerlendiriimesi ve etkili bilesiklerin bulunmasina yonelik herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Bu alanda yapilacak olan etnofarmakolojik
calismalar, bu bitkilerin halk arasindaki kullanim amacinin dogrulanmasi,

yara iyilestirici etkiye sahip yeni ilag molekullerinin tespit edilmesi ve



yapilarinin aydinlatiimasinin yani sira etki seklinin agiklanmasi suretiyle

halk ilaci bilgilerinin bilimsel olarak degerlendiriimesini saglayacaktir.

Herhangi bir maddenin fiziksel bir hasar yaratmasiyla deri
veya mukoza butunluginin bozulmasi yara olarak isimlendirilir.
GUnUmuzde yaralarin mumkun oldugu kadar herhangi bir sekel ya da
iz birakmadan, dusuk maliyet ile hizla iyilesmesini, 6zellikle yasam
kalitesini olumsuz etkileyen diyabetik ayak yaralari gibi gu¢ kronik
sorunlarin etkin bir sekilde tedavisini saglayabilecek maddelere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amacla gerek sentetik kaynakli molekuller gerekse de
biyolojik kaynakli dogal urlnlerden yararlanmak Uzere kapsamli bilimsel

arastirmalar yurutalmektedir.

Bu galismada, Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici olarak
kullanilan bitkiler arasindan 5 cins, 6 takson olmak Uzere toplam 6 bitki
materyali (Cichorium intybus, Cistus creticus, Daphne oleoides subsp.
kurdica, Daphne oleoides subsp. oleoides, Helichrysum graveolens ve
Viscum album subsp. album) secilmis ve bu materyallerden hazirlanan
ham ekstreler Uzerinde in vivo deney modelleri ile yuratilen 06n
calismalarda etkisinin yliksek oldugu tespit edilen Daphne oleoides subsp.
kurdica ve Daphne oleoides subsp. oleoides materyalleri daha ileri
calisma kapsamina alinmistir. Secilen bitkiler Gzerinde biyolojik aktivite
yonlendirmeli ayirma teknikleri kullanilarak alt ekstreler, fraksiyonlar ve
etkiden sorumlu bilesikler elde edilerek yapilarinin spektroskopik
yontemler ile tanimlanmasi ve in vitro ve in vivo teknikler kullanilarak etki

seklinin aydinlatiimasi amacglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolim g kisimdan olusmaktadir;

ilk kisimda Daphne oleoides tiirii ve bu
tirin ait oldugu familya ve cinse ait genel botanik
Ozelliklerin yani sira bitkilerin karakteristik 6zellikleri

ve yayiliglari ile ilgili bilgiler verilmektedir.

ikinci kisimda Daphne turleri {izerinde
yapilan kimyasal ve Dbiyolojik aktivite tarama

calismalari derlenmistir.

Uclincli kisimda yara iyilesmesi ile ilgili

bilgiler sunulmustur.



2.1. BOTANIK BOLUM
2.1.1. Thymelaeaceae Familyasi

Tek yillhk veya yari gcalimsi ya da sert kabuklu calilar.
Yapraklar basit, dizgtn kenarli, stipulasiz. Cigcekler cift veya tek eseyli, alt
durumlu. Periant aktinomorf, tlpsu ya da dar testi seklinde. Petaller 4
loblu. Stamenler 8, iki serili, perianta yapisik. Ovaryum tek gozli. Meyve

olgunlasinca acilmayan tipte, tek tohumlu, kuru veya etli’.
2.1.1.1. Daphne L. Cinsinin Ozellikleri

Cal formunda. Yapraklar almasik, nadiren karsilikh dizili,
dokualtcu veya her dem yesil. Cigekler cift eseyli, alt durumlu. Brakteli veya
braktesiz. Periant tlpsu, duslcu ya da yari kalicl. Boyuncuk ¢ok kisa ve
terminal, bascik kiremsi ya da basik. Meyve tek tohumlu, 4zimsu nadiren

hafifce sert kabuklu.

Daphne cinsi “Flora of Turkey and The East Eagean Islands”
da 7 tarQ ile kayithdir. Bu turlerin ayirimi i¢in verilen “Tayin Anahtar1” su
sekildedir”:

1. Cicekli dallarda yapraklar yok, dusucu 1. mezereum
1. Cicekli dallarda yapraklar var
2. Cicek durumu eksensel, sapli
3. Cicekler cift (nadiren 3-4), yesilimsi-sari; meyveler siyah
2. pontica
3. Cicekler kiime halinde, pembe; meyveler kirmizi 3. glomerata
2. Cicek durumu terminal, eksensel ise sapsiz
4. Yapraklar genellikle sik veya seyrek basik tuylu, cicekler sapsiz
5. Brakte 4-6(-8) mm; cicekler pembe 4. sericea
5. Brakte yok veya c¢ok kucik, 2x1 mm; cicekler beyaz veya

krem-beyaz 5. oleoides

4



4. Yapraklar tuysuz; cicekler saph
6.Govdenin yaprakli kisimlari gri kisa tlyll; yapraklar 2.5-5 mm
genisliginde 6. gnidioides
6.Govdenin yaprakli kisimlar kizil-kahverengi, tlysuz; yapraklar 5-9

mm genigliginde 7. mucronata

2.1.1.2. Daphne oleoides Schreber Bitkisinin Botanik Ozellikleri

15-60 cm boylarinda dik duruslu, yogun dall g¢alilar, Geng
surgunler kizil-kahverengi, sik veya seyrek tuyllu, yash dallar taysuz,
gOvde gri. Yapraklar sapsiz ya da ¢ok kisa saph 1-2 mm, derimsi, ters
yumurtamsi, ters mizraksi veya eliptik, 10-25(-30) x (3-)4-6(-9) mm, sivri-,
kit uclu veya mukrolu, mavimsi yesil, kenarlari kalinlasmis; geng yapraklar
sik veya seyrek beyaz tuylu. Cicekler sapsiz, hos kokulu, uclarda 3-6’li
kimeler halinde. Brakte yok veya ¢ok kliguk, ti¢ggenimsi-yumurtamsi, 2 x 1
mm, akut. Periant 10-16 mm, beyaz veya kremsi, loblar sivri uclu.

Ovaryum tuyli. Meyve ovoid, 4-6 mm, turuncu-kirmizi.

Bu tdr tdylenme durumu, yaprak ve gigcek boyutlar

bakimindan oldukga degiskenlik gosteren bir tarduar.

Ulkemizde Daphne oleoides’in iki alt tirli yetismektedir. Bu

alt tirlerin ayirimi icin verilen “Tayin Anahtari” su sekildedir’:

1. Periant loblari dar Gg¢gensi ya da mizraksi, (3-)4-8 x 0.5-1.5 mm
subsp. oleoides
1. Periant loblari yumurtamsi ya da dg¢gensi-yumurtamsi, (2-)3-5 x 1.5-3.5

mm subsp. kurdica



2.1.1.3. Daphne oleoides subsp. oleoides

Resim 1: Daphne oleoides subsp. oleoides
Ciceklenme: 5-8. aylar
Habitat: Kire¢ tash yamaclar ve hareketli tagh alanlar, mese ve Karagam
ormanlari, geven ve kardikeni stepleri, irmak ve yol kenarlari.
Yiukseklik: 1050-3200 m
Tirkiye’deki yayiligi: Marmara bolgesi, Karadeniz bélgesi, i¢ Anadolu
bdlgesi, Akdeniz bolgesi
Genel yayihisi: Guney Avrupa, Kuzeybati Afrika, Libnan

Daphne oleoides subsp. oleoides’ in Sinonimleri

D. buxifolia Vahl, Symb. 1:29 (1790)

D. alpina Sm. in Sibth & Sm., Prodr. Fl. Graec. 1:261 (1809) non L. (1753)
D.glandulosa Bertol., Amoen. Ital. 356 (1819)

D. jasminea Griseb., Spic. 2:321 (1846) non Sm. (1809)

D. oleoides Schreber var. brachyloba Meissner in DC., Prodr. 14:534
(1857)

D. oleoides Schreber var. glandulosa (Bertol.) Keissler f. puberula (Jaub.
& Spach) Keissler in Bot. Jahrb. 25:49 (1898). Ic: Sibth. & Sm., Fl. Graeca
4: t. 357 (1824); Brickell & Mathew, Daphne, p. 14, t. (1976)



2.1.1.4. Daphne oleoides subsp. kurdica (Bornm.) Bornm.

Resim 2: Daphne oleoides subsp. kurdica

Ciceklenme: 6-9. aylar

Habitat: Volkanik kayalar, kire¢ tasli yamaglar, yaylalar, meralar ve yol
kenarlari.

Yiukseklik: 760-3000 m

Tiirkiye’deki yayilisi: Marmara bolgesi, Karadeniz bélgesi, ic Anadolu
bolgesi, Dogu Anadolu Bolgesi, Akdeniz bolgesi

Genel yayilisi: Giiney Kafkasya ve Bati iran

Daphne oleoides subsp. kurdica’ nin Sinonimleri

D. buxifolia Ledeb., Fl. Ross. 3:458 (1850) p.p. non Vahl (1970)

D. oleoides sensu Ledeb.,op. cit. 549 (1850) non Schreber (1766)

D. oleoides Schreber var. kurdica Bornm. in Beith. Bot. Centr. 24:89
(1909)

D. oleoides Schreber var. brachyloba sensu Sosn. in Fl. Cauc. Crit.
3(9):265 (1910), non Meissner (1857)

D. kurdica Bornm. (Bornm.) op. cit. 33:195 (1915)

D. transcaucasica Pobed. in Not. Syst. (Leningrad) 12:136 (1949)



Tablo 1: Kaynak verilere gore D. oleoides’in Turkiye’'deki yayihgi

Kare Toplandig: yer Kayit bilgileri Herbaryum no Kar):gak
A2 Bursa, Uludag, 2200m Rech. 15371a&b | - 7
A3 Bolu, Aladaglar, Kartalkaya Tepesi, 2100m D. 37414 - 7
A4 Kastamonu, ligaz Dagi, Kastamonu’nun 35km guineyi, 1770m Edmonson 605 - 7
A4 Kastamonu, Ihsangazi, Kizileller Kéyii dogusu, 1700-2050m Z. Aytag 3462 (GAZI)! -
A4 Ankara, idris Dagi, Adilahmet Kéy Gsti, 1700m M. Koyuncu 16401 (AEF)! -
M. Koyuncu
F. Demircioglu
A4 Ankara, Kizlcahamam, Isikdagi, 1500m S. Basaran 5666 (AEF)! -
U. Kol
F. llisulu
o A. Kogak |
A5 Amasya, Akdag, 2000m M. Vural 4401 (GAZI)!
A6 Sivas, Yildiz Dagi, 2000m Sorger o958 7
A7 Gimiishane, Kale'ye 10km kala, 1500m It. Leyd. - 7
; ’ 1959:1696
A7 Gumushane-Bayburt yolu, 1650m Apold et al. - 7
A8 Erzurum, Oltu, 1350-1450m $S. Yildirml 14700 (HUB)! -
A8 Erzurum, Ispir, 1800m Barclay 706 - 7
A9 Kars, Kagizman, Denizgélii Koy, 1500m g' &:‘d”f 14699 (HUB)!
Bl Balikesir, Kaz Dagi Sint 1883:458 - 7
. . o A. Pamukguoglu .
B1 Balikesir, Edremit, Kozdag S. Yildinml 14729 (HUB)! -
B2 Kitahya, Murat Dagi, Gediz'in Ustl, 1600m D. 36734 - 7
B3 Isparta, Barla Dag1, 2250m g;‘;‘” ve ark., - 7
B3 Isparta, Sarkikaraagag, orman evleri park girisi 1100-1250m B. Mutlu 14711 (HUB)! -
B3 Isparta, Sarkikaraagag, Kizildag Milli Parki,1700m H. AltinézIa 2340 (HUB)! -
B3 Isparta, Baliktas Tepe- Silekkir Tepe arasi, 1630m H. AltinézIu 2798 (HUB)! -
Afyon, Suhut, Bagéren Koyi, Cakmaktepe gegcidi, yol A. Sezgin
B3 kenarlari, 1901m N. Ezer 04128 (HUEF)! | -
B3 Afyon, Cay-Yalvag dag yolu, korunmug orman, 1390m Z. Aytag 6385 (GAZI)! -
B4 Konya, Kadinhani, Ladik, 1080m A. Huber-Morath | 14246 (HUB)! -
B4 Konya, Ladik’'ten 3km sonra, bodur mese ormani H. Birand 137 (AEF)! -
B5 Nigde, Hasan Dagi, Taspinar'in agagisi, 1900m D. 19012 - 7
. . o Penther
B5 Kayseri, Erciyes Dagi, 1500-3000m Zederbauer - 7
B5 Yahyali, Aladag, Cinko maden yatag civari, 2500-2600m N. D?mlrkus 14714 (HUB)! -
H. Simbdl
B6 Sivas, Glrun-Sivas arasi, 1400m Stn&Hend. 5742 | - 7
B6 Sivas, Gokpinar arasi, 1600m Sorger 71-46-76 | - 7
B6 Sivas-Malatya arasi, kayaliklarda, 1620m H. Birand 125 (AEF)! -

K. Karamanoglu




Tablo 1 (devam): Kaynak verilere gore D. oleoides’in Turkiye’'deki yayiligi

Kare Toplandig: yer Kayit bilgileri Herbaryum no Kar):gak
Malatya, Dogansehir, Dedeyazi Koy, Kesis Dagi, kalker H. Pesmen | )
B6 tabanli alpin step, 1800-2200m S. Yildirnnmli 14728 (HUB)!
L . . Z. Aytag |
B6 Kayseri, Binboga Dagi, Sariz, Yalak, 1500-1700m H. Duman 14710 (HUB)! -
Kayseri, Pinarbagi, Kaynar, Hinzir Daginin giineyi, yamaglar, S. Yildirnmli | i
B6 1900m N. Celik 23336 (AEF)!
B6 Kayseri, Pinarbasi, Kaynar, Hinzir Dagi, 1750m N. Celik 1061 (AEF)! -
Kayseri, Akkisla, Ortakdy uzeri, Hinzir Dagi, Quercus ormani $S. Yidirmii
B6 tisti, yamaclar, 1850m N. Celik 1143 (AEF)! i
B6 Kayseri, Binboga Dagi, Sariz, Yalak, step, 1500-1700m g E;t?gan 4354 (GAZI)! -
Kayseri, Binboga Dagi, Sariz, Yalak, Tekke kayasi, step, H. Duman . i
B6 1600-2000m Z. Aytag 5132 (GAZ)
. . P N $S. Yidirml
B6 Kayseri, Akkisla, Ganiseyh Ulzeri, Hinzir Dagi, 2000m N. Celik 14719 (HUB)! -
Kayseri, Pinarbagi, Malak Gzeri, Hinzir Dagi, Cifte Tepe, $S. Yildirnmli . )
B6 1900m N. Celik 14720 (HUB)!
Kahramanmarasg, Goksun, Ericek, Berit Dagi, Arapgukuru Z. Aytac . )
B6 mevkii, 2200-2600m H. Duman 14701 (HUB)!
B7 Erzincan, Sipikér Dagi Sint. 1889:1271 - 7
B7 Erzincan, Spikér Dagi, 1676m Balls 1269A - 7
Erzincan, Kemah, Maksutusagi Kéyu usti, Munzur Daglari, )
B7 1300-1700m S. Yildirmli 14727 (HUB)!
B7 Erzincan, Kemaliye, Sarigigek, Subatan step, 1885m M.U. Ozbek 2068 (GAZI)! -
B7 Erzincan, Tepecik Kéyu, Munzur Daglari, 2100m M. Koyuncu 3968 (AEF)! -
B7 Tunceli, Ovacik, Karagél Vadisi, kaya ve tash alanlar, 1350m S. Yildirmli 14724 (HUB)! -
B7 Tunceli, Ovacik, Karagél Vadisi, 2000m $S. Yildirml 14704 (HUB)! -
B7 Tunceli, Ovacik, Dilap Yaylasi, 2250-2500m S. Yildirmli 14706 (HUB)! -
i . Ehrendorfer et
B8 Erzurum, Palandéken Dagi, 2900m al. 787-114-18a - 7
B9 Bitlis, Resadiye’ye 4km kala, 1800m D. 46071 - 7
A. Guner
- I -
B9 Van-Bahgesaray, 2600m, kayalik yamagclar H. Karaca 14702 (HUB)!
Cc2 Denizli, Babadag, 1650-2350m D. 249 - 7
, Dudley
C3 Burdur, Antalya’ya 20km kala, 1300m (D.35672) - 7
C3 Konya, Beysehir, Kurucuova, 1300m H. Altinézlu 3097 (HUB)! -
K. Karamanoglu
C3 Konya-Beysehir arasi, 1500m K. Baykal 1603 (AEF)! -
ya-seys ' G. Sezik (AEF)
M. Koyuncu
A. Gubukgu
c3 Konya, -Beysehir yolu, Beysehir'e 58km kala E. Yesilada 78001 (HUEF)! | -
ya, -Beysenir yolu, beys A. Basaran :
H. Kogak
c3 Isparta, Egirdir, Yaka kdyli, Camova mevkii istdi, 1600-1980m f\' gii’;‘f” 14715 (HUB)! | -




Tablo 1 (devam): Kaynak verilere gore D. oleoides’in Turkiye’'deki yayiligi

Kare Toplandig: yer Kayit bilgileri Herbaryum no Kary]lgak
C3 Isparta, Sarkikaraagag, Pinargdézi, 1600-1700m H. Pc.e.gmen 14698 (HUB)! -
A. Guner
C4 Antalya-Konya, 1370m fg itzenberger - 7
- s A.A. Dénmez
ca Ant?Iya, Alanya, Camlica Koéyu, Tanruda Mahallesi, Cigdem B. Mutlu 13453 (HUB)! )
Dagi, 1920m N
T. Agar
. - H. Sumbdl
C4 Antalya, Gazipasa, Cobanlar Koyl yaylasi, 1800-2000m S. Yildirml 14723 (HUB)! -
Konya, Taskent, dere boyunca, Kulakbendi-Ditren, Aktas,
Cc4 Eksielma Yaylasi mevkii $S. Yildinmli 14707 (HUB)! -
. A.M.Ozkan
| -
C4 Konya, Ermenek, Belpinari mevkii, 1880m G. Yilmaz 23635 (AEF)!
ca Konya, Ermenek, Giilnar yolu, Zeyve Vadisi, Yalindal Kéyii g%fﬁf’;i” 23636 (AEF)! | -
s - B. Sarer
C4 Konya, Seydisehir, Madenli Kdyd, Yalincak Tepe, 1720m M. Vural 3421 (GAZI)! -
cs Nigde, Aladaglar, 2440-3200m ‘é‘i%Od&G'bson - 7
C5 Nigde, Aladaglar, 2850m Findlay 230 - 7
cs Nigde, Cukurbag mevkii, Aladaglar, 1950m Z Aytag 7204 (GAZI)! | -
gae, o ' giar, N. Adigiizel ;
Nigde, Ulukisla, Ciftehan, Horozkdy, Kiziltepe, Geven gukuru )
c5 cevresi, taglik ve kayalik, 2500-2750m $- Yildinml 14725 (HUB)!
C5 Konya, Eregli, Aydos Dagi S. Erik 14693 (HUB)! -
Konya, Eregli, Aydos Dagi, Delimahmutlu-Calikkar arasi, S. Erik . )
C5 | 1500m H. Pesmen 14716 (HUB)!
C5 Konya, Eregli, Aydos Dagi, kayalik, 2300m S. Erik 14722 (HUB)! -
C5 icel, Gdzne, Ayvagedigi Kbyl asagdisi, 1100m S. Yildirnnmli 14726 (HUB)! -
C5 icel, Tirtar Kéyii iistii, 2200m M.K. Sakar 98032 (HUEF)! | -
C6 Maras, Agca Dagi, 1700m Sorger 73-15-76 | - 7
C6 Hatay, Nur Dagi, Yarpuz’'un 16km giney batisi, 2120m ?;JgéirfErben - 7
Kahramanmaras, Engizek Dagi, Hoyuktepe sirtlari, Astragalus )
€6 | stebi ve taslik alanlar, 1900-2000m H. Duman 2260 (GAZI)!
Kahramanmaras, Engizek Dagi, Korsulak-Kuglkyesil arasi,
€6 | taglik alanlar, 2300-2400m H. Duman 4253 (GAZIE | -
. o B. Yildiz
- I -
C6 Kahramanmaras, Cardak, Berit Dagi, bati yamag, 2000-2500m H. Pesmen 14697 (HUB)!
C6 Amanos, Pinus nigra ormani, 1500-1680m A. Huber-Morath 10901 (AEF)! -

K. Karamanoglu

AEF: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu; GAZI: Gazi Universitesi
Fen Fakiiltesi Herbaryumu; HUB: Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu;
HUEF: Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu; (!): Tarafimizdan
incelenen herbaryum 6rneklerini géstermektedir.
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Sekil 1: D. oleoides’in Turkiye'deki yayiligi

B : Bitkilerin “Flora of Turkey and The East Aegean Islands” ve incelenen

herbaryum kayitlarindaki toplama yerleri

®: Calisma materyallerimizin toplama yeri

2.1.1.5. Daphne Tiirlerine Verilen isimler

Turkce: Yiricik®, ezenteri®, coban supurgesi®, tasma®, sirrmagdu, sirrmbag,
kurtbagi, mezeryon, dafne, tavsan elmasi, dulaptal otu, develik, havaza,
kirkat, gdgce, gokce, yaygic, yaygic gokcesi, yazkis gokcek, tavuk cicegi®

havadana, mezeriyon, yabani taflan™®.

Diger diller: Daphne, Dwarf Bay, Camolea, Spurge Flax, Spurge Laurel,
Spurge Olive, Wild Pepper'!, Zu Shi Ma'%; Ruixanggen, Ai Tuotuo, Yuan

Hua®®; Jin yao dai, Mao-Rui-Xiang**.
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2.2. KIMYASAL BOLUM

Bu boélimde Daphne turlerinin kimyasal
bilesimi Uzerinde yapillan c¢alismalar, kimyasal

gruplarina gore siniflandirilarak incelenmisgtir.
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2.2.1. Daphne Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Caligmalar

Yapilan g¢alismalar Daphne tarlerinin baglica basit fenoller,

flavonoitler, kumarinler, lignanlar ve terpenik bilesikler bakimindan zengin

oldugunu gostermistir.

Daphne tirleri

Uzerinde vyapilan fitokimyasal

calismalar madde gruplarina goére siniflandirilarak tablolar halinde
sunulmustur (Tablo 2-32).
2.2.1.1. Fenilpropanoitler
R,0O
O O
OH
OH
Ri
OH
OH
Tablo 2: Daphne tirlerinden izole edilen basit fenoller
Bilesik R R, R3 R4 Tir adi Kaynak
Dafnenozit H H OMe H
Koniferin H OMe H H oleoides 15
Koniferinozit H OMe H Glu
arisanensis 16
Siringin OMe OMe H H
oleoides 15
arisanensis 16
Siringinozit OMe OMe H Glu
oleoides 15
Glu: B-Glukoz

13



HO

Tablo 3: Daphne tirlerinden izole edilen basit fenoller

Bilesik Tir adi Kaynak
giraldii 17
Dafnolon
odora 18
R3'
Ry
R; o}
Rs e}
Tablo 4: Daphne turlerinden izole edilen flavonoitler
Bilesik Rs R~ Ry Ra Turadi  Kaynak
genkwa 19
gnidioides 20
Apigenin OH OH H OH gnidium 21
odora 22
sericea 23
gnidioides 20
Apigenin 7-glukozit OH OGlu H OH gnidium 21
sericea 23
bholua 24
Genkvanin OH OMe H OH genkwa 25
gnidium 21
Glukogenkvanin OGlu OMe H OH giraldii 26
bholua 24
Luteolin OH OH OH OH genkwa 27
odora 28
Luteolin 4’-glukozit OH OH OH OGlu gnidioides 20
- . gnidioides 20
Luteolin 7-glukozit OH OGlu OH OH oleoides 29
Luteolin-7-metil eter OH OMe OH OH sericea 23
Luteolin-7-metil eter-5-3-D-glukozit OGlu OMe OH OH gquldll 30
sericea 23
Luteolin-3',7-dimetil eter-5-B-D-glukozit OGIlu OMe OMe OH sericea 23
genkwa 31
Yuankanin OGlu-Ksil OMe H OH giraldii 26
gnidium 32

Glu: B-Glukoz, Ksil: Ksiloz
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Tablo 5: Daphne turlerinden izole edilen flavonoitler

Bilesik Rs Rs Rs Rs Tir adi Kaynak
Kersetin 3-glukozit OGlu H H OH gnidioides 20
izoorientin H Glu H OH gnidium 33
. gnidioides 20
Izoviteksin H OGlu H H
sericea 23
Orientin H H Glu OH gnidium 33
Visenin 2 H Glu Glu H gnidioides 20
Glu: B-Glukoz
H;CO
HSCO (@)
| OCH;
H;CO | OCH;
OH

Tablo 6: Daphne turlerinden izole edilen flavonoitler
Bilesik Tiir ad Kaynak
Grantioidin oleoides 13

15



Rs

Tablo 7: Daphne turlerinden izole edilen flavonoitler

Bilesik Rs R- Tir adi Kaynak
Afzelesin OH OH
giraldii 34
5-O-metilafzelesin OMe OH
5-metoksi-7-f3-D-glukopiranozil-(-)-afzelesin OMe OGlu giraldii 30
Glu: B-Glukoz
OH
Tablo 8: Daphne tirlerinden izole edilen flavanlar
Bilesik R Tiir ad Kaynak
acutiloba 35
Dafnodorin A H giraldii 26
odora 22
genkwa 36
Dafnodorin B OH giraldii 26
odora 22

16



OH

OH
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OH
HO.
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Tablo 9: Daphne tirlerinden izole edilen flavanlar
Bilesik Tiir adi Kaynak
Dafnodorin C (1)

22
Dafnodorin D (2)

37
Dafnodorin E-F (3-4) odora 38

. 39

Dafnodorin G-I (5-7)

40

Dafnodorin J-L (8-10)

18



HO.

o
~
o O
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OH

1 2

Tablo 10: Daphne tlrlerinden izole edilen flavanlar

Bilesik Tiir adi Kaynak
Dafnodorin M (1)

acutiloba 35
Dafnodorin N (2)
HO O OH
OH o}
OH
1

OH
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HO

HO
OH
o
4 5
Tablo 11: Daphne tlrlerinden izole edilen flavanoller
Bilesik Tir adi Kaynak
2,5,7,4'-tetrahidroksiizoflavanol (1) gnidium 33
5, 7, 4'-trihidroksi-8-etoksikarbonil flavanol (2) genkwa 41
Genkvanol A (3) 42
Genkvanol B (4) genkwa 43
Genkvanol C (5) 44
Rs
AN
NS
Ry o o
Rs
Tablo 12: Daphne tlrlerinden izole edilen kumarinler
Bilesik Rs R, Rg Tar adi Kaynak
alboviana 45
alpina 45
cannabina 46
cneorum 45
gnidioides 20
gnidium 45
koreana 47
Dafnetin H OH OH laureola 45
mezereum 48
odora 49
oleoides 50
pontica 51
pseudosericea 45
sophia 45
tangutica 52
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Tablo 12 (devam): Daphne tlrlerinden izole edilen kumarinler

Bilesik Re R Rs Tir adi Kaynak
acuminata 53
Dafnetin-8-O-B-D-glukopiranozit H OH OGlu arisanensis 16
gnidioides 20
oleoides 13
acuminata
. 54
Z:bi(:]vellana a5
crfnnabina 45
cneorum 46
45
glomerata
e 45
gnidioides 20
Dafnin H OGlu OH gnidium 45
julia
kiusiana 45
. 45
oleoides
. 55
pontica 1
seudoseric 5
Ea 45
. 45
sophia
arisanensis 16
Dafnezit H OGlu OGlu giraldii 26
oleoides 55
8-0-B-D-glukopiranozil-(1-6)-B-D-glukopiranozit H OH OGIu-Glu giraldii 12
Asetil umbelliferon H OAC H nidioides 20
Eskulin OGlu__ OH H g
Soorere s
45
cneorum
lomerata 45
9 45
mezereum 48
Umbelliferon H OH H mucronata 56
oleoides 57
odora
seudoseric 28
Ea 45
. 45
sophia
Glu:B-Glukoz
AN
‘ o X
O N
OH
CHs
OH OH
Tablo 13: Daphne tirlerinden izole edilen bis-kumarinler
Bilesik R Tir adi Kaynak
Dafvazirin OH
oleoides 58
Metoksidafvazirin OMe
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Tablo 14: Daphne tirlerinden izole edilen bis-kumarinler

Bilesik Rs R, Tiir adi Kaynak

cannabina 46

giraldii 26

glomerata 45
Dafnoretin OMe OH gnidioides 20

mezereum 48

mucronata 56

tangutica 59
Dafnorin OMe OGlu mezereum 48

20
Demetildafnoretin OH OH gnidioides
Demetildafnoretin-7-O-glukozit OH OGlu oleoides 60
Glu:B-Glukoz
O
= N
(6]
o
AN
NN
RO (o] o

Tablo 15: Daphne tirlerinden izole edilen bis-kumarinler

Bilesik R Turadi  Kaynak
Dafnogitin H

giraldii 34
Lasiosefalin Me
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N
HO 0 0
0
X
N
Gluo ) )
OH
1 2

Tablo 16: Daphne tirlerinden izole edilen bis-kumarinler

Bilesik Tiir adi Kaynak
Dafnogirin (1) 34

giraldii
Dafnolin (2) 17

HO

cHoH O
(o] O
OH
OH H
OH

Tablo 17: Daphne tirlerinden izole edilen bis- ve tri-kumarinler

%

1 2

Bilesik Tir adi Kaynak
Glusamanin (1) oleoides 61
Triumbellin (2) mezereum 48
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Tablo 18: Daphne turlerinden izole edilen lignanlar

Bilesik R Tiradi Kaynak
oleoides 62
Dafnetisin H mezereum 48
tangutica 63
Dafnetisin-4"-O-a-D-glukopiranozit Glu oleoides 62
Glu: a-Glukoz
OCH;
Ry
\\\ R2
H
Ra
Rs
OCH,

Tablo 19: Daphne tirlerinden izole edilen lignanlar
Bilesik R1 R, Rs R4 Tiradi  Kaynak
(1R,2S,5R,6S)-2,6-bis(3-etil-4-hidroksi-5-
metoksifenil) -3,7-dioksabisiklo[3.3.0]oktan OH Et OH Et oleoides 64
Medioresinol OH H OH OMe
Pinoresinol OH H OH H odora 65
Pinoresinol-4-O-f3-D-glukopiranozit OH H OGlu H giraldii 66
Pinoresinol-di-O-glukozit OGlu H OH H pseudo- o

mezereum

giraldii 26
Siringaresinol OH OMe OH OMe mezereum 48

tangutica 59
Siringaresinol-4'-O-3-D-glukopiranozit OH OMe OGlu OMe tangutica 68
Siringaresinol-4,4'-O-bis-f-D-glukopiranozit OGlu OMe OGlu OMe giraldii 17

Glu: B-Glukoz
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OCH,

Tablo 20: Daphne tlrlerinden izole edilen lignanlar

Bilesik R Tiir ad Kaynak
N odora 65
Matairesinol H oleoides 57
Vikstromol OH odora 65
H3CO
O
Rs
HO
Ry
R4
Tablo 21: Daphne tirlerinden izole edilen lignanlar
Bilesik R, R, R; Tur adi Kaynak
4?(B-D-Gl.ukoplranoz.ll.)-g -hidroksi-3,3',4'- OMe OMe OGlu 64
trimetoksi-7,9-epoksilignan
Dafneligin OMe OMe OH oleoides
69
Taksiresinol OH OH OH
mezereum 48
Larisiresinol OH OMe OH
oleoides 69
Larisiresinol-4-O-f-D-glukopiranozit OH OMe OGlu giraldii 66

Glu:B-Glukoz
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H,CO

HO

OCH,

OH

Tablo 22: Daphne turlerinden izole edilen lignanlar

Bilesik R Tiir ad Kaynak
9-Butoksi-4,4'-dihidroksi-3,3'-dimetoksi-9,9'-epoksilignan  OBu

feddei 70
9-Etoksi-4,4'-dihidroksi-3,3'-dimetoksi-9,9'-epoksilignan OEt

OCHg
OH
O/\
OCH, o
HOH,C
CHj-CH, 0
< °
HO 0o
OCHg
1 2
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HaCO /<
NN
o e}
HO
H

H
[ L
\OCH3 |o
OH
3 4
o> HO

5 5 6
H3CO \ /
(0]
HO
H
H3;CO .
\\“\‘
OCHs;
HO
OH
7 8
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OH

H;CO
OCH
o J
H
HO
H
(0]
<O
[¢)
9 10

Tablo 23: Daphne tirlerinden izole edilen lignanlar
Bilesik Tiir adi Kaynak
(1R,2S,5R,6R)-6-(3-etil-4-hidroksi-5-metoksifenil)-2-(4-hidroksi-3,5- oleoides 64
dimetoksifenil)-3,7-dioksabisiklo[3.3.0]oktan (1)

mezereum 48
Dihidrosesamin (2)

tangutica 71
Epinortrakelogenin (3) holosericea 72
Feddeitisin (4) feddei 73
Genkdafin (5) genkwa 74
Izokubebin (6) feddei 70
izosalisifolin (7) giraldii 34
Odesmin (8) oleoides 50
(-)-Piperitol (9) tangutica 68
(+)-Sekoizolarisiresinol (10) odora 75
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2.2.1.2. Terpenler

CHO

Tablo 24: Daphne turlerinden izole edilen seskiterpenler

Bilesik Tiir ad Kaynak
Oleodafnal (1) oleoides 57
bholua 24

Oleodafnon (2) oleoides 57

Tablo 25: Daphne turlerinden izole edilen seskiterpenler

Bilesik R Tiir ad Kaynak
Anabsintin H

oleoides 76
Seemarin OH
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Ph

Tablo 26: Daphne turlerinden izole edilen diterpenler

Bilesik R R, Tir adi Kaynak
gnidium
Dafnetoksin H CH,OH laureola 77
mezereum
genkwa 78
Genkvadafnin OCO-Ph CH,OH
oleoides 57
Genkvadafnin-20-palmitat OCO-Ph CH,-OCO-(CHy)14-CH;  oleoides 57
Mezerein OH CH,OH mezereum 79
Ph: Fenil
Tablo 27: Daphne tlrlerinden izole edilen diterpenler
Bilesik R Tiir adi Kaynak
Gnidilatidin OH
oleoides 57
Gnidilatidin -20-palmitat OCO-(CHg)14-CHs
Ph: Fenil
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HO
1

OH

Tablo 28: Daphne tlrlerinden izole edilen diterpenler

OCO-(CHy)14-CH3

Bilesik Tar adi Kaynak
1,2-Dihidrodafnetoksin (1)
oleoides 57
Gnidisin-20-palmitat (2)
Ph: Fenil
Ry

Tablo 29: Daphne tlrlerinden izole edilen triterpenler
Bilesik R, R, R; R, Tir adi Kaynak
a-Amirin OH CHs H CHs; oleoides 80

gnidioides 20
B-Amirin OH H CHjs CH;

oleoides 55
B-Amirin asetat OAc H CHjs CH;

oleoides 55
Oleanolik asit OH H CHjs COOH
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Tablo 30: Daphne turlerinden izole edilen triterpenler

Bilesik R Tiir adi Kaynak
Tarakserol H

Tarakserol asetat OAc cannabina 81
Tarakseron 3=keto form

Tablo 31: Daphne turlerinden izole edilen triterpenler

Bilesik Tir adi Kaynak
Lupeol oleoides 80
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Tablo 32: Daphne tirlerinden izole edilen steroitler

Bilesik Tar adi Kaynak
B-Daukosterol (1) giraldii 26
acuminata 53
bholua 24
cannabina 46
genkwa 25
B-Sitosterol (2) giraldi 82
gnidioides 20
mucronata 56
oleoides 80
pontica 83
tangutica 84
Stigmasterol (3) oleoides 55
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2.3. KULLANILIS ve BiYOLOJIK AKTIVITE

Bu kisimda Daphne turlerinin  halk
arasinda tedavi amaciyla kullaniligi ve bu turler
Uzerinde vyapilan biyolojik aktivite g¢alismalar

derlenmisgtir.
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2.3.1. Daphne Turlerinin Halk arasinda ve Geleneksel Tedavi

Sistemlerinde Kullanihgi

Turkiye’de Daphne glomerata, D. gnidioides, D. mezereum,
D. mucronata, D. oleoides, D. pontica ve D. sericea olmak Uzere 7
Daphne tiiri yetismektedir’. Daphne tiirlerinin kullanilisi ile ilgili yayinlanan
genel kaynaklarda, Orta ve Bati Karadeniz'de D. oleoides kokleri toz edilip
sekerle karistirilarak sitma tedavisinde kullanildigi  kayithdir®.  Bati
Anadolu’da D. gnidioides yapraklari ile Origanum onites toprak Ustl
kisimlarindan birlikte pisirilerek elde edilen lapaya zeytin yagi ilave
edilmekte ve karin boélgesine 2-6 saat haricen uygulanarak karin agrilarini
gidermede kullaniimaktadir®. Kuzey-Bati Anadolu'da D. pontica govde
kabuklari karin kismina uygulanarak kuruyuncaya kadar bekletiimek
suretiyle ishali durdurmak igin kullaniimaktadir®. Akdeniz Bélgesinde D.
oleoides yaprak ve toprak Ustu kisimlarindan arpa unu veya tereyagi ile
pisirilerek elde edilen lapa haricen romatizma agrilarini gidermede ve yara
iyilestirici amacla kullaniimaktadir’. ic Anadolu’da, D. oleoides’in taze
dallarinin, agir yuk tasimaktan topal olmus hayvanlarin tedavisinde
kullaniimakta olduguna dair kayitlar bulunmaktadir. Gilnes dogmadan
once bu bitkiden alinan bir dalin, hasta hayvanin gégus derisinde agilan
bir delige sokuldugu, bir middet sonra dal sokulan delikten sari renkli bir
sivinin akmaya basladigi ve genellikle de hayvanin iyi oldugu literatUrlerde
kayithdir. Bu etkinin kabuklarda bulunan tahrig edici bir regineden ileri
geldigi distnilmektedir’®. Ayrica Anadolu'da D. mezereum’un idrar

artirici, terletici ve mishil etkilere sahip oldugu bilinmektedir®.

Daphne turlerinin dinyada genis bir yayilis alani géstermesi
nedeniyle dinyada farkl bodlgelerdeki, geleneksel ve halk tababetlerinde
de yaygin olarak kullanildigi goérulmektedir. Bu kullanihglar yukarida

bahsedilen tlkemizdeki kullanilislara benzer veya farkli olabilmektedir.
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Avrupa, Kuzey Amerika ve Bati Asya’da D. mezereum’un
tohumlarinin tlser ve romatizma tedavisinde, purgatif ve abortif amaclarla,
kabuklarinin ise yilan ve diger zehirli hayvanlarin sokmalarina karsi
kullanildigi kayithdir®. Homeopatik tedavide bitkinin etanollii ekstresinin
dilusyonlari uguk, egzama, alerji gibi c¢esgitli deri hastaliklarinin ve
nevraljinin tedavisinde kullanilmaktadir'®. Physicians’ Desk Reference for
Herbal Medicines’ta da kayith olan D. mezereum'un g¢iceklenme
doneminden 6once toplanmis kabuklarinin cildi canlandirici ve

halusinojenik olarak kullanildidi bildiriimektedir**.

Pakistan’da halk arasinda D. oleoides yapraklarindan
hazirlanan infuzyon belsogukluguna kargi, abseler Uzerine uygulanmak
suretiyle anti-enflamatuvar ve anti-infektif olarak; kokleri ise purgatif

amagcla kullaniimaktadir®®.

Cin halk tibbinda D. giraldii yapraklari agri ve romatizma
tedavisinde'?; D. odora koékleri karin agrisina, yara, ezik ve zehirli yilan
sokmalarina karsi; cicekleri ise bogaz, dis agrisi ve nevraljiye karsi*®;
koagulasyon bozukluklarinin ve dusmelerden meydana gelen ezik ve
incinmelerin tedavisinde®; D. tangutica kdkleri romatizma ve dis agrisinin
tedavisinde ve abortif amaglarla kullaniimaktadir®®. D. acutiloba’nin salg
bezi adenomlarinda, yara ve eziklerde; D. cannabina’nin purgatif amacla;
D. genkwa tomurcuklarinin ise ditretik, purgatif, antitussif, ekspektoran ve
antikanser olarak Cin tibbinda kullanildigi belirtiimektedir®>®’.

Tdm bu farmakolojik etkilerin yaninda, D. bholua’nin odunsu
kisimlarinin  tasidigi  selliloz k&gt dretiminde kullaniimakta; D.

mezereum’dan kirmizi ve yesil renkli boya elde edilmektedir**288°.
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2.3.2. Daphne Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Caligmalari
2.3.2.1. Analjezik ve Anti-enflamatuvar EtkKi

Lee ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, D. genkwa
cicek ve tomurcuklarindan izole edilen (-)-aptosimon’un RAW264.7
hiicrelerindeki siklooksijenaz (COX)-2 enzimi inhibisyonu ve nitrik oksit
sentaz indiksiyonu etkisi arastirimigtir. Calismada, (-)-aptosimon’un
tumor nekroz faktor-a (TNF- a), interlokin-4 (IL-4) ve interlokin-13 (IL-13)
Uretimini baskiladigi tespit edilmistir. Pro-enflamatuvar sitokinlerin salimini
engellemesine bagli olarak D. genkwanin anti-enflamatuvar amacla

kullanilabilecegi belirtilmistir®.

D. genkwa’nin gicek ve tomurcuklarindan izole edilen
apigenol, luteolol, genkvanin ve 7-metil luteolol’in ksantin oksidaz enzimi
uzerinde inhibitor etki gostererek Urik asit birikimini engelledigi ve gut
hastali§ina karsi kullanilabilecegi belirtiimistir®™. Ayni bitkinin metanollii
ekstresi Uzerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise, ekstrenin indiklenebilir

nitrik oksit sentaz (INOS) enzimini inhibe ettigi saptanmistir®.

Yesilada ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada, D.
oleoides subsp. oleoides etil asetat ekstresinin biyolojik aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama calismalari ile in vitro anti-enflamatuvar
aktivitesini degerlendirmek Uzere ekstre, fraksiyon ve izole edilen
bilesiklerin IL-1a, IL-1B ve TNF-a biyosentezi tzerindeki inhibitor etkileri
arastinimistir.  Calismada, diterpenoid yapisinda genkvadafnin, 1,2-
dehidrodafnetoksinin ve kumarin tlrevi dafnetinin anlami derecede anti-
enflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir. Diterpenoid yapisindaki
gnidilatin, gnidilatin-20 palmitat, genkvadafnin-20-palmitat ve gnidisin-20-
palmitat ile lignan yapisinda olan 6demsin, vikstromol ve matairezinol’in
orta derecede anti-enflamatuvar etki gostererek aktiviteyi arttirmaya

yardimci bilesikler olabilecegi belirtilmistir™.
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Klpeli ve ark. tarafindan yapilan bir gcalismada, D. pontica L.
kOk, govde, cicek ve yapraklarindan hazirlanan n-hekzan, dietileter, etil
asetat ve metanol ekstrelerinin in vivo anti-enflamatuvar aktivitelerini
arastirmak Uzere karragen-nedenli arka ayak o©demi, Prostaglandin
(PGEy)-nedenli arka ayak o6demi ve 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat
(TPA)-nedenli fare kulak 6demi deney modelleri; antinosiseptif aktivite
tayini icin p-benzokinon-nedenli kivranma testi uygulanmigtir. Koklerden
hazirlanan etil asetat ekstresi, karragen-nedenli arka ayak odemi
modelinde %22.7 ile %32.0 arasinda; PGE,-nedenli arka ayak 6deminde
ise %3.2 ile %27.3 arasinda anti-enflamatuvar etki gdstermistir. Ayni
sekilde TPA-nedenli kulak 6demini %47.8 oraninda inhibe ettigi tespit
edilmistir. Diger taraftan, govdeden hazirlanan etil asetat ekstresinin
karragen-, PGEz-nedenli arka ayak 6¢demi ve TPA-nedenli kulak 6dem
modellerinde sirasiyla %19.5-29.9; %5.3-23.9; %36.6 oranlarinda anti-
enflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak hicbir ekstrede

antinosiseptif etkiye rastlanmamistir®,

D. retusa govdesinden hazirlanan %75’lik etanollii ekstrenin
400 ve 800 mg/kg dozlarda ksilen-nedenli kulak 6demi olusturulmus
fareler ve karragen-nedenli arka ayak o6demi olusturulmus siganlar
uzerinde anti-enflamatuvar aktivite goOsterdigi  belirlenmigtir. ~ Ayni
calismada asetik asit nedenli kivranma ve hot plate testleri ile ekstrenin

analjezik etki gosterdigi saptanmistir®.

Harizi ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada, D. gnidium
yapraklarindan hazirlanan etil asetat ekstresinin fare makrofaj ve lenfosit
hicreleri Gzerindeki etkisi in vitro olarak degerlendirilmistir. Ekstrenin doz
badimli olarak lipopolisakkarit-nedenli IL-18, TNF-a, PGE, ve iNOS-II
yolakli nitrik oksit (NO) dretimini azaltarak makrofaj pro-enflamatuvar

fonksiyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir®.
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Sakuma ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada D. odora’dan
izole edilen dafnodorin A ve C’nin tavsan plateletlerinde, 12-lipoksijenaz
(LO) ve siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe ederek anti-enflamatuvar

etki gosterdigi tespit edilmistir®.

Craker ve Simon tarafindan yapilan bir ¢alismada, Daphne
turlerinden izole edilen ve tromboanjitis obliterans, anjina pektoris ve
romatizma tedavilerinde kullanilan kumarin yapisindaki dafnetoliin in vivo
deneylerde, analjezik, anti-enflamatuvar ve sedatif etkilerinin oldugu

belirtilmistir*’.
2.3.2.2. Antioksidan Etki

D. gnidium govdesinden ve vyapraklarindan hazirlanan
metanolll ekstreler ile bu ekstrelerden izole edilen kumarin yapisinda olan
dafnetin, dafnin, asetilumbelliferon ve dafnoretin’in; flavonoit yapisinda
olan apigenin, luteolin, kersetin, orientin, izoorientin, luteolin-7-O-glukozit,
apigenin-7-O-glukozit ve genkvanin bilesikleri ile a-tokoferol’in in vitro
antioksidan aktiviteleri degerlendiriimis ve izole edilen bilesiklerden
luteolin, dafnetin ve a-tokoferol’in ana ekstrelerden daha aktif oldugu
saptanmistir. Calismada, yaprak ekstresinin govde ekstresinden, gévde
ekstresinin ise dafnoretinden daha ylksek antioksidan aktivite gosterdigi

tespit edilmistir®’.

Yapilan bagka bir galismada, D. odora’dan izole edilen ana
biyoaktif bilesenlerden biri olan dafnetinin antioksidan etkisi tespit

edilmistir®®.
2.3.2.3. Antikanserojenik Etki

Ullah tarafindan yapilan bir ¢alismada, D. mezereum’un
yapisindaki diterpen esterlerin insan lenfositleri ve granulositleri Gzerinde

uyaricli etki gosterdigi ve diterpen ester yapisinda olan mezereinin
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farelerde P-388 ve L-1210 lI6semi hucrelerine kargi 50 pg dozda sitotoksik
etki gosterdigi tespit edilmistir'>.

D. genkwa bitkisinin ¢igekli tomurcuklarinda bulunan
genkvadafnin  ve yuanuasin isimli dafnan diterpen esterlerinin
promiyelositik HL-60 hicreleri  Uzerindeki  apoptotik  aktiviteleri
degerlendirildiginde her iki bilesigin de potent apoptotik etkileri saptanmig
ve bu bilesiklerin etkili antitimér bilesikler olabilecegi rapor edilmistir®™. D.
genkwa’dan izole elden dafnan tipi diterpen yapisindaki bilesiklerinden
genkvaninlerin ~ (genkvanin  A-L) HMEC endotel hucrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi ve timor hicreleri Gzerinde sitotoksik etkiye

sahip oldugu tespit edilmistir'®

. Yapilan bir mekanizma aydinlatma
calismasinda D. genkwa’'nin diterpen ester yapisindaki bilesiklerinin DNA
topoizomeraz-I inhibisyonu yaparak antitimor etki gosterdikleri ve yapidaki
orto-ester grubunun DNA topoizomeraz-l inhibisyonu icin gerekli bir grup
oldugu tespit edilmistir'®. Ayni bitki izerinde yapilan baska bir calismada
kok ekstresinden elde edilen total flavonoitlerin akciger kanseri
olusturulmus farelerde timoér gelisimini ve metastazi 6nleyici etkileri
degerlendirilmigtir. Total flavonoitlerin periferal lenfositleri timdr nedenli
azalmaya karsgi korudugu, lenfosit proliferasyonunu arttirdigi, tumor
gelisimi ve metastazini inhibe ettigi tespit edilmigtir. HPLC analizleri
dafnodorin B’nin total flavonoitler icerisindeki ana bilesen oldugunu ve

antitimor etkinin bu bilesikten kaynaklaniyor olabilecegini gdstermistir'%.

Ren ve ark. tarafindan yapilan bir gcalismada, D. tangutica’nin
yapisinda bulunan kumarinolignan yapisinda olan dafnetisin adli bilesigin
Walker-256 karsino-sarkoma hicrelerine karsl in vitro sitotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir'®.

Yazdanparast ve Sadeghi D. mucronata Uzerinde yaptiklari
bir c¢alismada, bitkiden izole edilen diterpen ester yapisindaki

gnidilatimonoin bilesiginin insan kanser hicrelerinden K562, CCRF-CEM,
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HL-60, MOLT-l6semi htcreleri, LNCaP-FGC-10 prostat kanser hucreleri
ile fare balb/c fiborosarkoma WEHI-164 hiicreleri Gizerinde purin biyosentez
yolagini etkileyerek anlamli derecede antiproliferatif etki gdsterdigini
saptamislardirt®.

Dagang ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, D.
feddei’den elde edilen diterpenlerin immunostimulan ve antineoplastik
etkilerinin oldugu; D. pontica bitkisinden hazirlanan c¢esitli polaritedeki

ekstrelerin sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir*®>.

2.3.2.4. Antimikrobiyal Etki

D. gnidium goévdesinden hazirlanan metanollu ekstrenin
Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsli antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirildiginde, ekstrenin Bacillus lentus ve Escherichia coli’'ye karsi
antibakteriyel etkisi tespit edilmigtir. Ekstreden izole edilen, kumarin turevi
bilesiklerden dafnetin, dafnin, asetilumbelliferon ve dafnoretin ile flavonoit
tirevi bilesiklerden luteolin, orientin, izoorientin, apigenin-7-O-glukozit,
genkvanin ile 2,5,7,4'-tetrahidroksiizoflavanol’un bakteri ve mantar
turlerine karsi etkisi degerlendirildiginde en etkili bilesiklerin dafnetin,

genkvanin ve 2,5,7,4'-tetrahidroksiizoflavanol oldugu belirlenmistir®>.

Ullah tarafindan yapilan bir calismada, D. gnidioides’ten izole
edilen flavonoitlerin Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, ve Klebsiella
pneumoniae suglarina kargi hafif antibakteriyel etkisinin bulundugu tespit

edilmistir'®.

D. odora koklerinin benzenli ekstresinden izole edilen
odorasin isimli bir bilesigin Asphelenchoides besseyi’e karsi nematisidal
etki gosterdigi saptanmistir®® *°. Ayni bitkinin kabuk ve koklerinden izole
edilen dafnodorin A, B ve C isimli spirobiflavonoitlerin antifungal ve

insektisit etkileri de arastirlmis ve dafnodorin A ve C’ nin, Pyricularia
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oryzae’ye karsi gugli antifungal; dafnodorin B’nin ise Spodoptera litura,
Callosobruchus chinensis ve Tetranycus urtica’ya karsi zayif insektisit etki
gosterdigi, dafnodorin A ve C’nin insektisidal etkisinin dafnodorin B’ye goére

daha zayif oldugu bulunmustur®’.
2.3.2.5. Antitlserojenik Etki

D. odora’dan izole edilen dafnodorinlerin doz badimli olarak
H'/K* ATPaz| inhibe ederek gastrik asit sekresyonunu ve stresin
olusturdugu, indukleyici gastrik lezyonlari azalttigi ve antitlser etki

gosterdigi saptanmistir'®.

2.3.2.6. Abortif Etki

Cin’de halk arasinda abortif amagla kullanilan D. genkwa’nin
koklerinden elde edilen diterpen yapisinda olan yuanhuasin ve
yuanhuadin  bilesiklerinin  maymunlarda abortif etki gosterdigi

saptanmistir®.

Klinik g¢aligsmalarda, 70-80 pg yuanhuasin ve 60 ug
yuanhuadinin intraamniyotik enjeksiyonlari  halinde abortif olarak

kullanildigi belirlenmistir®’.
2.3.2.7. Hipokolesterolemik Etki

Zhang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, D. giraldii
bitkisinden izole edilen dafnetoksin ve gniditrin’in  dusuk dansiteli
lipoprotein (LDL) reseptorleri tzerinde aktive edici etki gostererek plazma

LDL-kolesterol seviyelerini diistirdiigi belirlenmistir'®°.

2.3.2.8. Diger Etkiler

Niwa ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada, Daphne

turlerinden izole edilen dafnozitin tavsan ve siganlarda platelet
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agregasyonunu inhibe ettigi, kanin pihtilasma suresini uzattig

belirlenmistir'®.

Yapilan klinik calismalarda D. giraldi’den izole edilen

siringin’in, hemostatik etkiye sahip oldugu saptanmistir’,
2.3.2.9. Toksisite

Daphne tirleri ¢cok eski zamanlardan beri zehirli bitkiler
olarak bilinmektedir. Dahilen kullaniminin tehlikeli olmasina kargin D.
mezereum Anadolu’da halk arasinda mushil ve ¢ocuk districu olarak

kullanilmis oldugu kayithdir'™®,

Birkag gram kabuk ve birkag tane
meyvenin insan, kopek ve atlarda olduricti oldugu kaynaklarda
belirtiimistir’”. Bitkinin olgun meyvelerini frenk izimii sanarak yemeleri
nedeniyle zehirlenme en c¢ok cocuklarda gorilmekte ve 10-12 adet
meyvenin cocuklarda 6ldiriicii olabilecegi belirtimektedir''!.  Sadece
birkac meyvenin yenmesi ile agizda yanma, bulanti, karin agrisi, kusma ve
ishal olusmakta fazla miktarda meyvenin yenmesi durumunda ise
dermansizlik, titreme, solgunluk, pupillada genigsleme, kusma, ishal,
sindirim sistemi mukus membraninda su toplanmasi ve dokuntuler
gorulmektedir. Konvulzayonlar, istem digi kas kasilmasi, uyku basmasi

gibi belirtiler birka¢ giin stirmektedir**?.

Ozellikle D. laureola meyvelerini yiyen atlarin bagka birsey
yiyemedikleri, karin agrisi, sendeleyerek yurime, zor nefes alma gibi
belirtiler gosterdikleri ve devaminda vicut isisinin yikselmesi ile 6lumun
meydana geldidi ifade edilmistir. Olimden hemen 6nceki incelemelerde,
gastrointestinal bolgenin iltihaplandigi, sistigi ve kanlanmanin meydana

geldigi yapilan arastirmalarda tespit edilmistir®®.

Zirvi tarafindan yapilan bir galismada, D. acuminata’nin
yapisidaki dafnetol-8-glukozitin  kardiyotoksik etkiye neden oldugu
bildirilmistir>3.
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D. mezereum Uzerinde vyapilan c¢alismalarda, nemli
kabuklarinin cilde konmasi ile rezorbsiyon sonucu, toksik belirtiler
gorulmus, kabarciklar, isilik, kizariklik ve ¢ibanl bir iltihaplanma olugtugu
belirlenmistir'®. Icerdigi toksik diterpenler nedeniyle D. mezereum’un cilde
dogrudan temasi ile ciltte kizarikliga, uzun sureli maaruziyeti ile nekroza;
dahilen alindiginda mukoza tabakasinda hasara, bas agrisi, bas donmesi,
karin agrisi, kusma, ishal, spazm, tasikardi ve dolasim vyetersizligi
nedeniyle 6lume kadar giden ciddi sorunlara sebep oldugu literatlrde
kayrthdirtt,

Daphne tarlerinin tasidigi tahris edici regineden dolayi
dahilen veya haricen cok diisiik dozlarda kullanilmasi gerekmektedir'™ *”.
Doz asimi ile zehirlenmelerin gorildigu vakalarda ipeka surubu gibi bir
emetik kullanimi, laksatif ve bol sivi alinmasi, Kkortikosteroit veya

intravenodz kalsiyum glukonat uygulanmasi énerilmektedir'*2.
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2.4. YARA iYILESMESI iLE ILGIiLi GENEL BILGILER
2.4.1. Yara lyilesmesi

Fiziksel, kimyasal, termal radyasyon ve cerrahi nedenlere
badli veya kendiliginden gelisen doku butlinliganin bozulmasi yara olarak
isimlendirilir'*®. Hiicre ve dokular zedelendiginde yaralanmis dokunun
batanligundn yeniden olusturulmasi igin temel olarak U¢ fazda gelisen
biyolojik bir sire¢ baslar. Bu fazlar, karisik ve gesitli dokularla organize
etkilesim olusturan erken donem cevabi, epitel yenilenmesi ve cilt alti
dokularin onarimi geklinde gelisen enflamasyon, hicre sayisinda artisin
meydana geldigi proliferasyon ve iyilesen dokunun saglamlasma sureci

olan yeni olusum (remodeling) fazlaridir**.

Travma sonucu derinin epidermal, dermal ve damarsal
elemanlarinin butinligu bozulur. Butinlugu bozulan kan damarlari ve
dermisten aciga c¢ikan kolajen, trombosit agregasyonu icin ortam
olusturarak pihtilagsma mekanizmalarini aktive eder. Vazokonstruksiyon ile
hemostaz saglanir ve olugan pihti ile bakteriyel kontaminasyon ve sivi
kaybinin olusmasi engellenir. Yara bolgesine pek¢ok madde salinir ve bu
salinim sonucu sekonder vazodilatasyon, kapiller permeabilite artisi,
l6kositlerin bdlgeye cekilmesi ve aktivasyonu meydana gelir. Notrofiller,
akut enflamasyonu baslatmak Uzere yara bdlgesine gelen ilk I6kositlerdir.
Bu hucreler, bakterisidal ve fagositik 6zellikleri sayesinde, yara alanindaki
bakteriyel kontaminasyonu ve enfeksiyon olusumunu engelleyen
immunolojik bir rol oynarlar. Ayrica elastaz ve kolajenaz enzimleri gibi
proteazlarin salimina neden olarak hasarli ekstraselller matriks
elemanlarinin ve olu dokularin ortadan kaldiriimasina yardimci olurlar.
Monositlerin yara alanina gelmesiyle noétrofil infiltrasyonu yavas yavas
azalmaya basglar. Yara yerine gelen monositler aktive olarak makrofajlara
donasurler. Makrofajlar yara iyilesmesinde hucresel ve biyokimyasal

olaylari etkileyen bircok sitokin ve buyume faktorinin salimini aktive
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15116~ jyilesmenin  degisik basamaklarinda sitokinler, bliyiime

eder
faktorleri ve matriks proteinleri degisen oranda goérev alirlar. Yara
bdlgesindeki sitokinler ve blUyume faktoérleri, bircok hicreyi etkileyerek,
bunlari proliferasyon, migrasyon ve hiucre komponentlerinin sentezine
yonlendirir'*>*". Proliferasyon fazinda yeni olusan graniilasyon dokusu
yara alanini kaplar ve doku tamiri gerceklesmeye baslar. Granllasyon
dokusunda hemen her zaman bulunan makrofajlara ek olarak uygun
kemotaktik stimulus varliginda nétrofiller, eozinofiller, mast hlcreleri ve
lenfositler de gorilir®. Yaradaki makrofaj sayisi azalmaya basladiginda,
fibroblastlar, endotelyal hicreler ve keratinositler artar ve blyime
faktorlerinin  sentezi gergeklesir. Bu blylime faktoérleri, ekstraselller
matriks sentezini ve granulasyon dokusunun giglenmesi igin gerekli olan

damar olusumunu (anjiogenezi) stimile eder'>!91%°,

Anjiyogenez
iyilesmekte olan yaraya oksijen ve besin maddelerinin tasinmasi
yonunden hayati 6neme sahiptir. Fibroblastlar, iyilesmis yarada yirtiima
direncini saglayan ve onarilmis dokunun primer yapisal komponenti olan
kolajen sentezinden sorumludur. TGF-B, fibroblastlardan kolajen yapimini
aktive etmekle beraber kolajenin yikimini da engeller. Doku tamirinin son
fazi olan yeni olusum fazi sirasinda kolajen sentezinde azalma olmasina
ragmen, yaranin yirtilma kuvvetinde bir artis s6z konusudur. Yeni olusum

fazi yaralanma dncesi doku biitiinlii§ii saglanincaya dek siirebilir™*>*,

2.4.2. Yara iyilesmesinin tipleri
2.4.2.1. Birincil (primer) yara iyilegsmesi

Temiz bir insizyonda ve vyara kenarlari cerrahi dikigle
birlestirildiginde gorulen iyilesme, yara iyilesmesinin en az karmasik
ornegidir ve primer yara iyilesmesi olarak isimlendirilir. insizyon tipi
yaralarda az sayida epitel ve bag doku hiicresi yikilir. insizyon alani dardir
ve hemen fibrin ve kan hucreleri iceren pihti ile dolar. Yuzeydeki pihtinin
dehidrate olmasi ile yarayr orten ve dig ¢evreden izole eden kabuk
meydana gelir. Akut yangi hizla baslar, 6dem olusur. insizyon kenarlari
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notrofiller ve monositlerce infiltre edilir. Her iki yara kenarindaki epidermis
saatler icinde kalinlasir, kesi yerleri boyunca insizyon araliginin derinligine
dogru ilerler ve orta hatta birleserek devaml fakat ince bir tabaka
olustururt®122,

Yara kenarlari cerrahi dikigle birlestirildiginde sutur

reaksiyonu goruldr.

Sutur Reaksiyonu:

Sutur materyali uzamis ve kompleks bir reaksiyona sebep
olur. ilk 3 giuin icinde epidermis ve deri eklerininin epiteli situr boyunca
ilerleyen bir epitel tupU olusturur. Bir ya da iki gun i¢cinde mononukleer
hlcreler dermisteki tupu gevreler. Tupun olugmadigi alt kisimlarda situr,
granilasyon dokusu ve kolajen ile gevrelenir. Suturlarin yaklagsik onuncu
gunde alinmasi ile epitelyal tip dermis iginde izole olarak kalir ve guglu bir
yabanci cisim reaksiyonu uyandirir. Bir hafta icinde tamamen absorbe

edilir. Stturun ylizeyde biraktigi defekt rejenerasyon ile iyilesir'®.
2.4.2.2. ikincil (sekonder) yara iyilesmesi

Enflamatuvar Ulserasyon, abse olusumu, genis doku defekti
olan yuzey yaralanmalarinda, yuksek miktarda hicre ve doku kaybinin
oldugu durumlarda iyilesme sureci daha karmasiktir. Yaralanan organda
parenkimal hticrelerdeki kayiplar rejenerasyon ile iyilesmiyorsa, sekonder
iyilesme goralir. Olusan doku defekti alanlari erken dénemde asir
granilasyon dokusu, ge¢ dénemde ise skar dokusu ile doldurularak
iyilesme olusur. lyilesme slrecindeki temel olaylar birincil yara
iyilesmesinde gelisenle benzer olmakla beraber aradaki farklar
enflamasyon reaksiyonunun daha siddetli, grantlasyon dokusunun daha
fazla miktarda olugsu ve yara kontraksiyonudur. Yara kontraksiyonu,

fibroblastlarin miyofibroblastlara donismesiyle meydana gelir. Yara alani
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kUgullr. Gelisen skar dokusu baslangi¢cta pembedir. Damarsal yapilarin

azalmasi ile giderek solar**®1??,

2.4.3. Yara Tipleri
2.4.3.1. Akut yaralar

Akut yaralar gecici bir etkenin neden oldugu ve genellikle
kisa surede iyilesen vyaralardir. Bu vyaralarin iyilesmesini engelleyen
faktorler az sayidadir. Akut yara tipleri agik ve kapali yaralar olmak Uzere

ikiye ayrilir*®,

2.4.3.1.1. Acik yaralar

Eksizyon ve insizyon: Eksizyon, deri pargasini kesip ¢ikarmak; insizyon

ise bir hat Uzerine kesik atmak sureti ile olusturulmus yaralardir.

Laserasyon: Bir dokunun keskin olmayan bir cisimle asiri gerilmesi
sonucu yirtiimasidir. insizyon yarasinin tersine yara kenarlari genellikle

dizensizdir.

Abrazyon: Kazima ya da ovalama sonucu ylzey epitel hucrelerinin

dokulmesi ile meydana gelen yaradir.
Dil Yaralar: igne, civi gibi objelerin batmasiyla olusan yaralardir.

Delinme Yaralari: ince ve uzun bir cisimle olusmussa penetran, cisim

kendisine ¢ikis yeri bulmussa perforan yaralar olarak adlandirilir.

Atesli_Silah Yaralarn: Bir atesli silahtan c¢ikan objenin olusturdugu

yaralardir.
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2.4.3.1.2. Kapal yaralar

Kontizyon: Kunt uglu bir cisimle ezilme veya sikisma sonucu damarlarda

zedelenme ve kanin ekstravazasyonuyla karakterize bir durumdur.

Hematom: Deri alti dokularda damarlarda gelisen hasar sonucunda deri

altinda kan birikimidir.

Ezilme: Dokulara ya ¢ok buyuk miktarda bir gicln kisa slrede, ya da

daha az bir glictin uzun sirede uygulandigi durumlarda olusur.
2.4.3.2. Kronik yaralar

Kronik yaralar, surekli bir etkenin neden oldugu iyilesmeyen
veya yavas iyilesen (lic aydan daha uzun siirede) yaralardir. lyilesmeyi
engelleyen bircok sistemik ve lokal faktor s6z konusudur. Kronik yaralarda
siklikla enflamatuvar fazda uzama olur. Akut yaralarda anabolik ve
katabolik fazlar denge halindeyken kronik yaralarda bu denge
kaybolmustur ve katabolizma 6n plandadir. Kronik yaralarin buylk bir
kismi ya tamamen iyilesmez veya iyilesme sureci yillarca devam eder. Bu
durum hastalarda ciddi bir emosyonel ve fiziksel stres olusturmasi yaninda
hastaya ve bagli oldugu saglik guvence sistemine yuk olusturur. Kronik
yaralar etiyolojik nedenlere gore; basi yaralari, vaskuler yaralar, metabolik
yaralar (diyabetik ulserler), enfektif yaralar, enflamatuvar yaralar, malignite
yaralari, hematolojik yaralar, yanik, donma ve radyasyon yaralari olarak

siniflandirihrlartt®123:124

2.4.4. Yara lyilegsmesinin Olgiilmesi

2.4.4.1. In vitro Galigmalar

Hucre kultart tabanli yapilan in vitro galismalarda fibroblast,

keratinosit ve endotel hucreler yara iyilesme surecinin tespitindeki ana
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hedeflerdir. Proliferasyon strecindeki belirli biyomolekiller ELISA Kiti ile
125,126

tespit edilir

Yara iyilestirici  etkisi de@erlendirilecek olan test
numunelerinin iyilesme surecinde onemli rolt olan hyaluronik asit, kolajen
ve elastin gibi yapilarin enzimatik yikimina neden olan hyaluronidaz,
kolajenaz ve elastaz enzimleri Uzerindeki inhibitdr etkilerinin

degerlendirilmesi 6nemli parametrelerdir'®"*?®,

2.4.4.2. In vivo Calismalar

Yara iyilestirici etkinin belirlenmesi amaciyla fare, sican ve
kobay gibi kicik boyutta memeli hayvanlar tercih edilir. Hayvanlar
Uzerinde mekanik veya termal travma yoluyla spesifik yaralar

olusturulur*®®.

Cilt yizeyinde belirli bir alanda olusturulan insizyon, eksizyon
veya yanik yara modellerinde belirli araliklarla fotograflanan yara alanlari
AutoCAD gibi alan Olgmeye yarayan bilgisayar programlari kullanilarak
olculur*?®. Yara alanlari yaranin sablonunun transparan kopya kagidina
cikariimasi ve ardindan 1 mm? lik grafik kagidi Gizerine konularak karelerin
sayllmasi yontemi ile de 6lctilmektedir*?®. Olciilen alanlardan hareketle
yara kontraksiyonu hesaplanir. Alanda meydana gelen kigulme yara

iyilesmesinin gorsel ifadesidir.

Yara gerilim kuvvetinin 6lcilmesi, insizyon tipi yara
olusturulmus deney hayvanlari Uzerinde yapilan deneyleri kapsamaktadir.
Hayvanlarin sirt kisimlarinda steril cerrahi bisturi ile kesi yarasi
olusturulduktan sonra yara kenarlari cerrahi dikisle birlegtirilir. Test
numunelerinin yara gerilim kuvveti Uzerindeki etkisi, belirlenen bir sire
sonra dikiglerin alinmasi ve yara alanlarinin g¢ikarilarak tensiometre adi

verilen yara kuvvetini 6lgen cihazlarla élculiir. lyilesen dokudaki yirtiima
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kuvvetinin ylksek olmasi yaranin saglamliginin gostergesidir. Bu da

dokudaki kolajen olusumu hakkinda bilgi verir'*.
2.4.4.2.1. Histopatolojik incelemeler

Cikarilan yara bolgeleri, %10’luk formaldehit iginde saklanir.
Inceleme yapilacak bélgeden ince kesiler alinir. Hematoksilen-eozin, Per-
iodic Acid Schiff (PAS) ve Giemsa/Wright gibi boyalar kullanilarak boyanir
ve mikroskop altinda incelenir. Elde edilen goéruntuler degerlendirilerek

yaranin iyilesme siireci hakkinda bilgi edinilirt?®:31:132,

Epitelizasyon, fibroblast artisi ve damar olusumunun
mikroskopla degerlendirilebildigi bir baska deney modeli de korioallantoik
zar uzerinde olugturulan yara alaninin iyilesme surecinin incelenmesidir.
Yara iyilesmesinin hemen hemen butin evrelerinin takip edilebildigi bir

deney modeli olmasi acisindan oldukga dnemlidir'33,

2.4.4.2.2. Biyokimyasal Parametrelerin Olgiilmesi
Yara iyilesme surecinin  belirli  gunlerinde  yapilan

biyokimyasal analizlerde kullanilan parametreler DNA, protein igerigi,

heksozamin, glikozaminoglikan ve total kolajen 6lctimleridir3°-13413%,
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Kullanilan Bitkiler

Etnobotanik  kayitlarda

halk arasinda yara

iyilegtirici

amaclarla kullanildi§i tespit edilen Cichorium intybus L., Cistus creticus L.,

Daphne oleoides Schreber subsp. kurdica (Bornm.) Bornm., Daphne

oleoides Schreber subsp. oleoides, Helichrysum graveolens (Bieb.) Sweet

ve Viscum album L. subsp. album bitkilerinin toplandigi yerler, toplanma

tarihleri, teshislerini yapan arastirmacilar ve herbaryum kayitlari ile ilgili

bilgiler tablo halinde sunulmustur (Tablo 33).

Tablo 33: Calisma materyalleri ve kayit bilgileri

Bitki adi Familya Toplandig: yer Toplanma tarihi Teshis eden Herbl\ell(;yum
) o Konya-Altinekin- Prof.Dr. Hayri
Cichorium intybus L. Asteraceae 27.06.2009 GUE 2973
Borukkuyu DUMAN*
) ) ) Prof.Dr. Mecit
Cistus creticus L. Cistaceae Alanya-Mahmutlar | 22.05.2009 GUE 2974
VURAL*
Daphne oleoides Schreber )
) Bolkar Daglari- Prof.Dr. Hayri
subsp. kurdica (Bornm.) Thymelaeaceae 09.07.2009 GUE 2975
Meydan Yaylasi DUMAN*
Bornm.
Daphne oleoides Schreber Bolkar Daglari- Prof.Dr. Hayri
. Thymelaeaceae 09.07.2009 GUE 2976
subsp. oleoides Meydan Yaylasi DUMAN*
Helichrysum graveolens Uludag- 1. Oteller Prof.Dr. Hayri
. Asteraceae ) 19.07.2009 GUE 2977
(Bieb.) Sweet Bolgesi DUMAN*
Viscum album L. subsp. Prof.Dr. Hayri
Loranthaceae llgaz Dagi 10.06.2009 GUE 2978

album

DUMAN*

*: Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Balimi Ogretim Uyesi
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3.1.2. Kullanilan Madde ve Solvanlar

Kimyasal ve biyolojik aktivite deneylerinde kullanilan madde

ve solvanlar ve bunlarn temin edildigi firmalar asagidaki tabloda

verilmigtir.

Tablo 34: Deneylerde kullanilan madde ve solvanlar

Madde/Solvan

Temin edildigi firma

Madde/Solvan

Temin edildigi firma

Anisaldehit Sigma-Aldrich 123-11-5 L(-) hidroksiprolin Sigma-Aldrich 51-35-4

Asetik asit Merck 117950 Luteolin-7-O-glukozit Sigma-Aldrich 5373-11-5

Cerrahi ipek iplik Huaiyin Medical Madecassol® Bayer 00001199
Instruments

Clostridium histolyticum Sigma-Aldrich ChC-

kolajenaz enzimi EC.3.4.23.3 Metanol Merck 67-56-1

Dafnetin Sigma-Aldrich, 486-35-1 n-Butanol Merck Art. 988

Diklorometan Merck 75-09-2 n-Hekzan Merck Art. 4368

DMSO

Merck 67-68-5

N-Asetilglukozamin

Sigma-Aldrich 7512-17-6

DPPH

Sigma-Aldrich 1898-66-4

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

Sigma-Aldrich 78832-65-2

Epigallokatesin gallat

Sigma-Aldrich 989-51-5

N-(metoksistksinil)-Ala-
Ala-Pro-Val 4-nitroanilit
(MAAPVN)

Sigma-Aldrich 70967-90-7

Etanol Tekel p-Dimetilaminobenzaldehit | Sigma-Aldrich 100-10-7
Etil asetat Merck Art. 864 p-Nitroanilin Sigma-Aldrich 100-01-6
Evans Blue Sigma, E-2129 Potasyum hidroksit Sigma-Aldrich 1310-58-3

Folin Ciocalteu Fenol

Sigma-Aldrich F9252

1,2 Propilen glikol

Meck 57-55-6

Formik asit

Merck 1002531000

Sephadex-LH 20

Sigma-Aldrich 095K1220

Gallik asit

Sigma-Aldrich 149-91-7

Sigir hyaluronidazi

Sigma-Aldrich 37326-33-3

Glikol stearat

Gattefosse 083909

Sivi parafin

Sigma-Aldrich 8012-95-1

Hyaluronik asit

Sigma-Aldrich 9067-32-7

Silicagel 70-230 mesh, 60A°

Sigma-Aldrich 28.862-4

indometasin

Sigma-Aldrich 53-86-1

Silicagel G (ITK)

Merck

insan nétrofil elastaz
enzimi (HNE)

Sigma-Aldrich 9004-06-2

Sodyum borat

Sigma-Aldrich 1303-96-4

Kalay-2-klorur

Sigma-Aldrich 7772-99-8

Sodyum hidroksit

Merck 1310-73-2

Kalsiyum klorur

Sigma-Aldrich 1043-52-4

Sodyum hyaluronat

Sigma-Aldrich B1557

Karboksimetil seliiloz

Merck 9004-32-4

Sodyum karbonat

Merck 497-19-8

Kersetin 3-O-glukozit

Sigma-Aldrich, 482-35-9

Sodyum Klortur

Merck 7647-14-5

Ketasol Richter Pharma Sulfurik asit Merck 109074

Kieselgel 60 Fzs4 0.2mm | Merck; Art.5735 Tannik asit Sigma-Aldrich 1401-55-4
Kloramin T Sigma-Aldrich 7080-50-4 Triumbellin Guidechem, 131559-53-01
Kloroform Lab Scan Vanilin Sigma-Aldrich 121-33-5
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3.2.YONTEM

3.2.1. KIMYASAL CALISMALAR

3.2.1.1. Ekstraksiyon ve Fraksiyonlama

Calisma materyalleri Uzerinde kimyasal ve biyolojik
galismalarin yuaratulebilmesi amaciyla toplanan bitki kisimlari asamal
olarak ekstraksiyona tabi tutulmus, ilk asamada %85’lik metanol ile ekstre

edilerek in vivo 6n-aktivite testleri uygulanmistir (Ekstraksiyon-1).

ikinci asamada, yiiksek miktarda bitki kisimlari %85’lik
metanol ile ekstre edilmis ve metanolli ekstreler “Biyolojik Aktivite ile
Yonlendirilen Fraksiyonlama (BAYF)” yOontemine gore, etkili alt ekstre,
fraksiyon ve bilesik/lerin tespiti amaciyla, gesitli ¢oztculler ile ardi ardina
ekstre edilerek fraksiyonlandiriimistir (Ekstraksiyon-2). Bu kademede her
bir ¢ozucu ekstraksiyonunda, ekstraksiyonun tamamlanip
tamamlanmadi§i ince tabaka kromatografisi (ITK) ile kontrol edilmigtir
[Solvan sistemi: CHCI3: MeOH (80:20)].

3.2.1.1.1. Ekstraksiyon-1

3.2.1.1.1.1. Metanollti Ekstrelerin Hazirlanmasi

Kurutulduktan sonra toz edilen bitki kisimlarindan 50 gram
tartilarak 2 litre %85 metanol ile oda isisinda yarim saat manyetik
karistiricida 2 gun arayla 5 defa ekstre edildi. Bu yontem 6n denemelerde
kullanilan tim bitkiler i¢in ayri ayri uygulandi. Stzuldikten sonra alinan
ekstreler kendi aralarinda birlestirilerek algak basing altinda, rotavaporda
40°C sicaklikta yogunlastirildi ve vakumlu desikatorde algak basing altinda
kurutuldu ve “%85 MeOH ekstresi” elde edildi. Elde edilen ekstrelerin

miktarlari ve verimleri Tablo 35’ te sunulmustur.
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Tablo 35: Elde edilen ekstrelerin miktarlari ve verimleri

Bitki Adi Kullanilan Kisim Verim (%)
Toprak Ustu 16.28
Cichorium intybus Yaprak 14.97
Kok 23.71
Cistus creticus Toprak usti 25.44
Daphne oleoides subsp. kurdica Toprak Ustu 25.37
Daphne oleoides subsp. oleoides Toprak Ustu 19.12
Helichrysum graveolens Cicek 27.79
Viscum album subsp. album Yaprak 21.25

3.2.1.1.2. Ekstraksiyon-2

3.2.1.1.2.1. MeOH Ekstresinin BAYF Yontemine Gore

Fraksiyonlanmasi

D. oleoides subsp. kurdica (DOK) ve D. oleoides subsp.
oleoides (DOO) bitkilerinin toprak Ustu kisimlarindan hazirlanan %85’lik
MeOH’lG ekstrelerin aktif ¢cikmasi nedeniyle calismalarin bu kisimlar
Uzerinden yurutilmesine karar verilmistir. Bu amagla, 1000’er g DOK ve
DOO bitkilerinin kurutulmus kisimlari 8 L %85 metanol ile 2’ser gun arayla
5 defa ekstre edildi. Metanolll ekstreler alcak basing altinda, rotavaporda
40°C sicaklikta yogunlastinlarak koyu kahverengi renkte metanol (MeOH)
ekstreleri elde edildi (DOK-MeOH 182.29 g, %20.63 verim; DOO-MeOH
92.64 g, %18.53 verim).

Elde edilen yodun ekstreler Uzerinde ayni miktarda ve ayni

sirada asagidaki islemler uygulandi.
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Elde edilen metanolli ekstre tzerine 400 ml %85 metanol
konularak ¢ozunmesi saglandi ve BAYF teknigine gore ¢ozucu-¢cozlci

ekstraksiyonu ile fraksiyonlandi.

%85 Metanolde ¢ozinen ekstre 500’er ml n-hekzan ile 20
defa ekstre edildi. n-Hekzanl fazlar birlestirilip algak basing altinda 40°C
sicaklikta rotavaporda yogdunlastirildi. “n-Hekzan alt ekstresi” elde edildi
(DOK n-Hekzan 10.38 g, %5.29 verim; DOO-n-Hekzan 3.47 ¢,%4.20

verim).

n-Hekzan ile fraksiyonlama sonrasi kalan ekstre rotavaporda
kuruluga kadar yogunlastirildi. Uzerine 400 ml distile su eklenerek ayirma
hunisinde 500’er ml diklorometan ile 20 defa ekstre edildi. Diklorometanl
fazlar birlestirilip algak basing altinda, 40°C sicaklikta yogunlastiriidi.
“CH,CIl, alt ekstresi” elde edildi (DOK-CH,Cl, 14.16 g, %7.21 verim;
DOO-CH,CI; 9.96 g, %12.08 verim).

Diklorometanla ekstraksiyon sonrasi kalan sulu faz ayirma
hunisinde 500’er ml etil asetat ile 20 defa ekstre edildi. Etil asetatl fazlar
birlestirilip algak basing altinda, 40°C sicaklikta yodunlastirildi. “EtOAc alt
ekstresi” elde edildi (DOK-EtOAc 15.98 g, %8.14 verim; DOO-EtOAc
5.34 g, %6.48 verim).

Etil asetat ile ekstraksiyon sonrasi kalan sulu faz ayirma
hunisinde 500’er ml su ile doyurulmus n-Butanol ile 20 defa ekstre edildi.
n-Butanolli fazlar birlestirilip algak basing altinda, 40°C sicaklikta
yogunlastirildi. “n-BuOH alt ekstresi” elde edildi (DOK-n-BuOH 53.67 g,
%27.33 verim; DOO- n-BuOH 18.33 g, %22.24 verim).

n-BuOH ile ekstraksiyon sonrasi kalan sulu faz algak basing
altinda, 40°C sicaklikta yogunlastirildi, liyofilizatérde kurutuldu. “R-H,O alt
ekstresi” elde edildi (DOK-R-H,O 29.85 g, %15.20 verim; DOO-R-H,0
19.62 g, %23.80 verim).
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DOK
Toprak listii kisimlari
(1000 g)

Mekanik karistirici

50°C, 10 giin %85 MeOH (8 L)

DOK-MeOH
(182.29 g, %20.63)

+ MeOH:Su (85:15)
n-Hekzan (20 x 500ml)

MeOH:Su yog.
Bakiye DOK-n-Hekzan
+ Distile su (400 ml) (10.38 g, %5.29)
CH,CI, (20 x 500ml)
DOK-CH,CI; Sulu faz

(14.16 g, %7.21)
EtOAc (20 x 500ml)

DOK-EtOACc
Sulu faz
(15.98 g, %8.14)

n-BuOH (20 x 500ml)

DOK-R-H,O DOK-n-BuOH

(29.85 g, %15.20) (53.67 g, %27.33)

Sekil 2: Daphne oleoides subsp. kurdica (DOK)-MeOH Ekstresinin BAYF

Yoéntemine Gore Fraksiyonlanmasi
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DOO
Toprak listii kisimlari

(1000 g)
Mekanik karigtirici 0
50°C, 10 gtin %85 MeOH (8L)
DOO-MeOH

(92.64 g, %18.53)

+ MeOH:Su (85:15)
n-Hekzan (20 x 500ml)

MeOH:Su yog.

Bakiye DOO-n-Hekzan
+ Distile su (400 ml) (3.47g, %4.20)

CH,Cl, (20 x 500ml)

DOO-CH,Cl, Sulu faz

(9.96 g, %12.08)
EtOAc (20 x 500ml)

DOO-EtOAc
Sulu faz
(5.34 g, %6.48)

n-BuOH (20 x 500ml)

DOO-R-H,0 DOO-n-BuOH

(19.62 g, %23.80) (18.33 g, %22.24)

Sekil 3: Daphne oleoides subsp. oleoides (DOO)-MeOH Ekstresinin BAYF

Yoéntemine Gore Fraksiyonlanmasi
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3.2.1.1.3. Ekstre ve Alt Ekstrelerin Total Fenol Miktarlari Agisindan

Degerlendirilmesi

Fenolik bilesikler, antioksidan etki mekanizmasi ile lipit
peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Bu da hdcre hasarini engelleyerek
kolajen fibrillerin dayanikhligini arttirmakta ve yara iyilesmesine katki
saglamaktadir. Test edilen bitkilerin fenolik bilesikler bakimindan zengin
olmasi yara iyilestirici etkileri hakkinda bilgi verici olabilir*®**”. Bu amacla
Spanos ve Wrolstad tarafindan geligtirilen yontem, bazi dedisiklikler ile

uygulanmistir*3e.

0.5 g gallik asit 100 ml %10 etanol iginde c¢ozilerek
hazirlanan stok ¢dzeltisinden bir seri dilisyon ¢ozeltileri (0.05 mg/ml; 0.1
mg/ml; 0.15 mg/ml; 0.25 mg/ml ve 0.5 mg/ml) hazirlandi. Test
numunelerinden 10’ar mg tartilarak distile suyla 10 ml'ye tamamlandiktan
sonra; hem stok c¢ozelti dilisyonlarindan hem de numunelerden 100’er pl
alinarak tuplere konuldu ve her tipun icerisine 900 pl distile su; 5 ml Folin
Ciocalteu fenol ¢ozeltisi (1:10) ve 4 mL Na,COj3 c¢ozeltisi (75 g/l) eklenerek
karanllk yerde, oda sicakliginda 2 saat bekletildi. U.V.
spektrofotometresinde 765 nm’de Oncelikle stok c¢ozelti dilisyonlarinin
absorbanslari odlgulerek bir kalibrasyon grafigi olusturuldu. Daha sonra

numunelerin absorbans degerlerinden total fenol miktarlari hesaplandi.
3.2.1.1.4. Aktif Alt Ekstrelerin Kromatografik Yontemler ile Ayirimi

Calismalarimizda normal faz, silika jel kaph aliminyum

tabaka hazir plaklar kullaniimigtir.

Plak Ozellikleri: Kieselgel 60 Fas4 0.2 mm; Merck; Art.5735

Solvan Sistemleri:

1. Kloroform:Metanol (90:10)
2. Kloroform:Metanol (80:20)
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Kloroform: Metanol (70:30)

Kloroform:Metanol:Su (61:32:7)

Diklorometan

Diklorometan:Metanol (99:1)

Diklorometan:Metanol (98:2)

Diklorometan:Metanol (97:3)

Etil asetat:Formik asit:Asetik asit:Su (100:11:11:27)
10.n-Hekzan:Etilasetat (90:10)

11.n-Hekzan:Etilasetat (80:20)

12.n-Hekzan:Etilasetat (70:30)

© © N o 0o bW

Revelatorler: %5 H,SO,4 Reaktifi (t°C)
Vanilin-H,SO, Reaktifi (t°C)
Anisaldehit-H,SO, Reaktifi (t°C)
%5 KOH Reaktifi

Plaklar UV lambasi altinda 254 ve 366 nm dalga boylarinda incelenmistir.

3.2.1.1.4.1. D. oleoides subsp. kurdica (DOK) ve D. oleoides subsp.
oleoides (DOO) EtOAc alt ekstrelerinin silika jel kolon kromatografisi

ile ayirnmi

DOK ve DOO metanollii ekstrelerinin ¢esgitli ¢ozuculerle
fraksiyonlanmasi sonucunda elde edilen ekstreler ile yapilan aktivite
calismalari neticesinde EtOAc alt ekstrelerinin yara iyilesmesini énemli
Olcide hizlandirdigi tespit edilmistir. Bu amacla daha ileri ¢alismalarin
EtOAc alt ekstreleri Uzerinde yapilmasi planlanmistir. Bu alt ekstrelerin
fraksiyonlarini elde etmek Uzere kolon kromatografisi yéontemlerinden
yararlaniimigtir. Silika jel kolonda vyapilan fraksiyonlama ve ayirim
calismalari ile fraksiyonlar elde edilmistir. Kullanilan kolon sisteminin

Ozellikleri agagidaki gibidir.

60



Kullanilan kolon sistemi

Kolon Bovyutlari 4 x20cm

Adsorban : Silica gel 70-230 mesh, 60A°

Solvan Sistemi  :CHClI3; CHCI3:MeOH(95:5); CHCI3:MeOH(90:10)

Akis Hizi :1.5-2 ml/dk
Materyal :2 g EtOACc alt ekstresi

Toplanan Fraksiyon Miktari: 50 ml

Kolonun hazirlanmasi

25 g silika jel yeterli miktarda kloroform ile karistirilarak
suspansiyon haline getirildi ve cam kolona hava boslugu kalmayacak
sekilde kolon kenarlarindan yavasga vurularak dolduruldu. Kolondaki

adsorbanin iyice yerlesmesi igin kolon agzi kapatilarak 12 saat bekletildi.

2 g numune 1 g silika jel ile homojen bir sekilde katistirildi ve
her bir deney numunesi ayri ayri kolona tatbik edildi. Elde edilen
fraksiyonlar Uzerinde biyolojik aktivite ve fitokimyasal c¢alismalarin
yapilabilmesi icin yeterli miktar elde edilene kadar ayni iglem birka¢ kez
daha tekrarlandi. Kolondan alinan fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi. ITK
analizleri sonucunda ayni madde gruplarini igerdigi tespit edilen
fraksiyonlar birlestirildi. Her iki alt tirden de 4’er fraksiyon elde edildi. Elde

edilen fraksiyonlar ve kuru agirliklari Sekil 4 ve 5’te sunulmustur.
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3.2.1.1.4.2. DOK-EtOAc Fr. (22-39) ve DOO-EtOAc Fr. (19-27)
Fraksiyonlarindan Ters Faz-Yuksek Basingh Sivi Kromatografisi (RP-

HPLC) Teknigi Kullanilarak Aktif Bilesiklerin izolasyonu

DOK-EtOAc Fr. (22-39) ve DOO-EtOAc Fr. (19-27)nin
biyolojik aktivite deneylerinden en yuksek aktiviteyi gostermesi nedeniyle
bu fraksiyonlardan Ters Faz-Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi teknigi
kullanillarak ayirma iglemlerinin  surdUrdlmesine karar verilmistir.

Analizdeki kromatografik sartlar asagida sunulmustur.

Kromatografik Sartlar

Cihaz: Dionex Ultimate 3000 HPLC, PN: 5722.0025
HPLC Kolon: Phenomenex, Luna 5u C18, 150 x 10 mm
Enjektor: TITANhp-Rheodyne enjektor

Pompa: Ultimate 3000 HPLC pompa

Mobil Faz: MeOH:H,0 (30->100:70->0)

Akis hizi: 2 ml/dk

Dedekt6r: Ultimate 3000 DAD

Dalga boyu: 220 nm, 254 nm, 280 nm, 331 nm

Madde konsantrasyonu: 50 mg/ml

Enjeksiyon hacmi: 200 pl

Analiz stresi: 50 dk

DOK-EtOAc Fr. (22-39) ve DOO-EtOAc Fr. (19-27)
fraksiyonlari metanol igerisinde ¢ozulerek 200 pl kolona enjekte edildi. Alt
fraksiyonlar fraksiyon kollektort kullanilarak toplandi. Cézlcu algak basing
altinda rotavaporda 40°C’yi agsmayan sicaklikta yogunlastirildi. Elde edilen

bilesikler ve kuru agirliklari Sekil 4 ve 5’'te sunulmustur.
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€9

DOK-EtOAc

29

fraksiyonlar/bilegikler

Silica gel
70-230 mesh, 60A°
CHCI;:MeOH
(100:0) (95:5) (90:10)

1034.5 mg, %51.73 I

Fr. (1-8)
169.7 mg, %8.49

Fr. (9-15)
122.3 mg, %6.12

Fr. (16-21)
153.5 mg, %7.68

RP-HPLC
MeOH:H,0

Fr. (22-39) | (30>100:70>0)

kristalizasyon

DOK-1
24.5 mg, %1.23

DOK-2
12.5 mg, %0.63

DOK-3
119.8 mg, %5.99

J

— Biyolojik aktivite deneylerinde etkisiz ¢cikan fraksiyonlar/bilesikler

‘ \| — Biyolojik aktivite deneylerinde aktif ¢gikan fraksiyonlar/bilesikler

Sekil 4: DOK-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon ve ters faz yuksek basingli sivi kromatografisi ile elde edilen
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DOO-EtOAc
29 Silica gel
70-230 mesh, 60A°
CHCI;:MeOH

(100:0) (95:5) (90:10)

Fr. (1-6)
77.7 mg, %3.89

Fr. (7-18)
178.2 mg, %8.91

Fr. (19-27)

=N

1181.9 mg, %59.09 JJ

Fr. (28-33)
476.4 mg, %23.82

RP-HPLC
MeOH:H,O
(30>100:70->0)

DOO-1
23.8 mg, %1.19

2\
DOO-2
177.2 mg, %8.86

— Biyolojik aktivite deneylerinde etkisiz ¢ikan fraksiyonlar/bilesikler

| \” — Biyolojik aktivite deneylerinde aktif ¢gikan fraksiyonlar/bilesikler

Sekil 5: DOO-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon ve ters faz ylksek basingli sivi kromatografisi ile elde edilen

fraksiyonlar/bilesikler



3.2.2. BiYOLOJIK AKTIVITE CALISMALARI
3.2.2.1. Deney Protokolu
3.2.2.2. Deney Hayvanlari

Deneylerde Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvarrndan temin edilen 160-180 g agdirhginda erkek
Sprague&Dawley sigcanlar ve 25-30 g agirhginda erkek Swiss Albino
fareler kullanildi. Hayvanlarin ortama adapte olabilmesi icin deneye
bagslamadan 6nce laboratuvar sartlarinda en az U¢ gun beklendi. Bu
bekleme siresince hayvanlar standart pellet yem ve su ile beslendiler, 12
saat aydinlik 12 saat karanlik uygulamasi yapilan laboratuvarda oda

sicakliginda barindirildilar. Deneylerde her grupta alti hayvan kullanildi.
3.2.2.3. Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Test numunelerinden hazirlanan merhemler; %1 oraninda
ekstre/fraksiyon icerecek sekilde Madecassol® pomat’ in bazi olan glikol
sterarat: 1,2 propilen glikol: sivi parafin (3:6:1) kullanilarak hazirlandi. Etkili
bulunan alt ekstrelerde doz bagimh etkinin arastirimasi amaciyla, %1, 3
ve 5lik oranlarda merhemler hazirlandi. Yapilan aktivite deneylerinde
etkinin doz bagimh olmadiginin tespit edilmesi nedeniyle alt ekstre,
fraksiyon ve izole edilen bilesikler sadece %1’lik formulasyonlar halinde

kullanildi.

Anti-enflamatuvar aktivite deney modelinde, test numuneleri
%0.5’lik sodyum karboksimetil seliloz (CMC) c¢Ozeltisi icerisinde, gerekli
durumlarda ultrasonik banyo yardimiyla siUspanse edildi ve deney
hayvanlarina 6zel mide gavaji vasitasiyla oral yolla uygulandi. Kontrol
grubu hayvanlarina ise sadece test numunelerinin hazirlanmasinda
kullanilan %0.5’lik CMC verildi.

3.2.2.4. Referans Madde

Yara iyilestirici aktivite deneylerinde sonugclarin

karsilastiriimasi amaciyla, standart yara iyilestirici madde olarak; referans

65



madde grubundaki her deney hayvaninin yarasi Uzerine haricen 500’er mg

Madecassol® pomat uygulandi.

Anti-enflamatuvar etkinin degerlendiriimesinde referans
madde olarak %0.5’lik CMC iginde hazirlanmig 10 mg/kg indometasin;
antioksidan etkinin degerlendiriimesinde referans madde olarak kersetinin
metanolde hazirlanan bir seri dilisyon ¢o6zeltisi kullanildi. Hyaluronidaz
enzim inhibisyonu deneyinde 100 pg/ml konsantrasyonda tannik asit;
Kolajenaz ve elastaz enzim inhibisyonu deneylerinde 100 pg/mi

konsantrasyonda epigallokatesin gallat referans madde olarak kullanildi.

3.2.2.5. Biyolojik Aktivite Deneyleri
3.2.2.5.1. in vivo Aktivite deneyleri
3.2.2.5.1.1. Yara Olusturma Modelleri

3.2.2.5.1.1.1.Cizgisel insizyon Yara Modeli

Cizgisel insizyon yara modelinde deney suresince uygulanan
merhemlerin kolajen yapimi ve yara gerilimini arttirici etkisi, Lodhi ve ark.
ile Suguna ve ark.’nin yéntemi kullanilarak degerlendirilmistir®4°.

Sigcanlara zayif eter anestezisi altinda intraperitonal yolla
0.15 cc Ketasol® enjeksiyonu ile genel anestezi yapildi. Sirt kisimlarinin
orta hattindan 2 cm uzaklikta bisturi ile iki adet 5 cm’lik gizgisel insizyon
yarasi olusturuldu. Cerrahi ipek iplikle esit araliklarla 3 adet dikis atildi. 9
gln boyunca gunde bir defa 500’er mg ekstre/fraksiyon iceren merhem
formulasyonlari haricen yaralara uygulandi. 9. gin sonunda dikigler alindi.
10. gun hayvanlar eter anestezisi ile olduruldu. Yara olusturulan bélgeler
yara kenarlarinin 2’ser cm uzagindan cerrahi makasla kesildi. Yaralardan
biri histopatolojik incelemeler i¢in ayrildi. Diger yaranin tensiometre ile

gerilim kuvveti dlcildu**.
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Cizgisel insizyon yara modelinde yuzde gerilme kuvveti

hesaplanirken asagidaki formal kullaniimistir.

(T-BM)
% Gerilme kuvveti: ——  x 100
BM

BM: Baz merhem uygulanan grubun gerilme kuvveti ortalamasi
T: Test numunesi uygulanan grubun gerilme kuvveti ortalamasi

3.2.2.5.1.1.2.Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Dairesel eksizyon yara modelinde gin asiri Olgulen yara
alanlarindaki kigulmenin tespiti icin Sadaf ve ark. tarafindan gelistirilen
yéntem bazi degisiklikler yapilarak farelerde uygulanmistir*?,

Farelere zayif eter anestezisi altinda intraperitonal yolla 0.01
cc Ketasol® enjeksiyonu ile genel anestezi yapildi. Biopsi punch ile 5 mm
¢apinda dairesel eksizyon yarasi olusturuldu ve 12 gun boyunca 500’er
mg ekstre/fraksiyon igceren merhem formulasyonlari haricen yaralara
uygulandi. Yara alanlarinin her gun dijital fotograf makinesi ile resimleri
cekildi ve AutoCAD programi kullanilarak yara alanlarindaki kigilme

hesaplandi**.

Dairesel eksizyon yara modelinde, yara alanlarindaki
kigulmelerin degerlendirildigi yuzde kontraksiyon oranlari hesaplanirken

asagidaki formal kullaniimigtir.

(BM-T)
% Kontraksiyon:— x 100
BM

BM : Baz merhem uygulanan grubun yara alani ortalamasi

T : Test numunesi uygulanan grubun yara alani ortalamasi
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3.2.2.5.1.1.3. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojk incelemeler igin derinin tim katmanlarini igeren
uygun buyudklukteki oOrnekler %10’luk tamponlu formaldehitte tespit
edilerek rutin doku takibine alindi ve parafinde bloklandi. Parafin
bloklardan alinan 5 pm kalinhgindaki kesitler lama transfer edilerek
hematoksilen-eozin (HE) ve Van Gieson (VG) boyalari ile boyandi. Isik
mikroskobu (Olympus CX41 baglh Kameram® Dijital Image Analiz Sistemi)
altinda incelenen dokularda epidermal ve dermal re-modelleme hafif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olmak Uzere derecelendirildi. Epidermis re-
epitelization veya ulser; dermis ise fibroblast proliferasyonu, mononukleer
ve/veya polimorfonikleer hicreler, neovaskularizasyon ve kolajen birikimi
yonidnden incelendikten sonra epidermal ve/veya dermal re-modelleme
evrelendirildi. Van Gieson boyanmis kesitlerde kolajen birikimi ortaya
kondu. Tum bu incelemelerin ardindan tum gruplarda yara iyilesmesi ile
ilgili  bulgular birlestirildi ve iyilesme agsamalarindan enflamasyon,

proliferasyon ve re-modelleme yoniinden evrelemeye gidildi*****>.

3.2.2.5.1.1.4. Kolajen Bag Dokunun Saptanmasi
Hidroksiprolin Tayini

Ekstraseluler matriks elemanlarindan biri olan kolajen
hicrelere destekleyici bir iskelet olusturan ve yara iyilesmesinde rol
oynayan ana yapisal bir proteindir. Dokulardaki kolajen miktari kolajenin
yapisinda bulunan hidroksiprolinin olgimu ile belirlenir. Hidroksiprolin
miktarinin fazla olmasi dokuda kolajenin fazla oldugunu gésterir**?. Bu
amacla Woessner tarafindan gelistirilen yontem cesitli modifikasyonlar

146,147

yapilarak galisiimistir

Hidroksiprolin standartinin 6l¢imu igin 5 mg hidroksiprolin 50
ml 0.001 N HCI'de ¢dzulerek hazirlanan stok ¢dzeltisinden bir seri dilisyon
coOzeltileri (0.5 pg/ml; 1 pg/ml; 1.5 pg/ml; 2 pg/ml ve 2.5 pg/ml) hazirlandi.
Her ¢ozeltiden 2 ml tlplere alind1.
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Diger taraftan olcUmu yapilacak dokular tartildi, agzi kapakl
pyrex tuplere konuldu. Uzerine 5 ml 6 N HCl ilave edildi. 130°C’de 3 saat
hidroliz edildi. indikatér olarak birka¢ damla %0.02'lik metil kirmizisi
eklendi. C6zeltinin rengi sariya donene kadar pH 6-7 arasinda olana kadar
2.5 N NaOH eklendi.

Hem standart hem de test cozeltilerinden 2 ml alindi. 1ml
taze hazirlanmig Kloramin T eklendi. 20 dk oda isisinda bekletildi. 1 ml
perklorik asit eklendi. 1 ml taze hazirlanmis 0.2 g/ml p-
dimetilaminobenzaldehit c¢oOzeltisi eklendi. Tabakalanma kayboluncaya
kadar calkalandi. 60°C su banyosunda 20 dk bekletildi. 5 dk musluk

suyunda sogutuldu. Cozeltilerin absorbansi 557 nm’de 6lgiildi™’.

3.2.2.5.1.2. Antienflamatuvar Aktivite Tayini

Asetik Asit-Nedenli Kapiller Permeabilite Artisinin inhibisyonu
(Whittle Yontemi)

Asetik  asit, kapiller damarlarin  proteinlere  olan
permeabilitesinin artisina neden olarak plazmanin kapilerlerden vicut
bogsluklarina eksudasyonuna yol agar. Bu durumda antienflamatuvar
amagcla kullanilan test numunesinin eksudasyonu inhibe etmesi istenen bir
durumdur. Whittle’in deney hayvanlarinda uygulanmak Uzere geligtirdigi
modelde, asetik asit ile olusturulan eksudasyonun tespit edilmesi amaciyla
proteine baglanma yetenegdine sahip Pontamine Sky Blue veya Evans
Blue gibi boyar maddelerden vyararlaniimaktadir. Toplanan abdominal
eksudadan ekstre edilen boyar maddenin renk yogunlugu
spektrofotometrik yontemle Olgllerek test numunesinin  sagladigi
inhibisyon antienflamatuvar aktivite olarak degerlendirilmektedir*®.

Yara iyilesmesinin erken yanitlarindan biri de akut iltihabi
surectir. iltihabi yanita, sinirlh doku zedelenmesinin de eslik etmesi

nedeniyle bu sltre¢ ¢ok kontrolli ve dengeli bir bicimde gelisir. Fagositoz
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sonucu lizozomal enzimlerin ekstraseluler bosluga sizmasi, lipit
membranlarin erimesine neden olur. Bu sirada olusan arasidonik asit
metabolitleri dogrudan endotel zedelenmesi ile doku hasari olusturur. Bu
nedenle yara iyilesmesinde akut iltihabin seyri ve bu strecin kontrolll bir
sekilde devam ettiginin gozlenebilmesi amaci ile ¢alisma materyallerinin
anti-enflamatuvar aktiviteleri asetik asit-nedenli kapiller permeabilite
artisinin  inhibisyonuna  dayanan  Whittle  metodu  kullanilarak

degerlendirildi**®.

Farelere test numuneleri ve referans olarak kullanilan
indometasin uygulandiktan 30 dakika sonra her farenin marjinal kuyruk
venasina %4’luk Evans Blue ¢ozeltisinden 0.1 ml enjekte edildi. 10 dakika
sonra %0.5’lik asetik asit ¢ozeltisinden 0.4 ml intraperitonal yolla
uygulandi. Hayvanlar 20 dakika sonra servikal dislokasyonla olduraldu.
Periton acildi ve icerigi, distile su ile yikanarak iginde 0.1 N NaOH bulunan
10 ml’lik balon jojelere aktarildi ve distile su ile 10 mlI' ye tamamlandi.
Boyanin absorbansi 590 nm’de Beckman Due Spektrofotometre

kullanilarak ol¢uldd.

Boyar madde olarak kullanilan Evans Blue’nun degisik
konsantrasyonlarda (2.5 pg/ml, 5 yg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 ug/ml, 25
pg/ml) bir seri ¢ozeltisi hazirlanarak Lambert-Beer kanunu esasi ile 590
nm’de absorbanslari olguldi ve bir kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Eksudadan ekstre edilen boyar maddenin absorbansi dl¢uldi

ve asagidaki formul kullanilarak iltihaplanmanin inhibisyonu hesaplandi:

. (Aa—Av)
% Inhibisyon = x 100
Aa

A : Kontrol grubundaki boyar maddenin absorbansi

Ay : Test numunesi uygulanan guruptaki boyar maddenin absorbansi
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3.2.2.5.2. In vitro Aktivite deneyleri

3.2.2.5.2.1. Antioksidan Aktivite Tayini
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Gzerinden serbest radikal stpurtci
etki tayini

Yara iyilesmesinde antioksidan etkinin ©6nemi oldukca
bayuktur. Antioksidan etki saglayan bilesikler lipit peroksidasyonunu inhibe
ederek hicre hasarini 6nlemekte ve kolajen fibrillerin dayanikhligini
arttirmaktadir. Test edilen bitkilerin antioksidan etki bakimindan
degerlendiriimesi yara iyilestirici etkileri hakkinda bilgi vermesi agasindan

136,137 Bu

onemlidir nedenle calismamizda, antioksidan aktivitenin

degerlendiriimesi amaciyla DPPH Uzerinden serbest radikal stupirtci etki
tayinine dayanan yontem kullanilmistir**®.

Test numuneleri metanolde c¢o6zuldikten sonra 80 pg/ml
konsantrasyonda metanolde hazirlanmis olan DPPH cozeltisi ile
karigtinldi. 30 dakika inkibasyonun ardindan DPPH ¢o6zeltisinin rengi 517

nm’de spektrofotometre kullanilarak dlgulda.

Antioksidan aktivite sonuglari DPPH inhibisyonunun yluzdesi

olarak asagidaki denkleme gdre hesaplandi.

. (Aa—Ab)
% Inhibisyon = x 100
Aa

A, : Kontrol grubunun absorbans degeri

Ap : Test numunesinin absorbans degeri
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3.2.2.5.2.2. Hyaluronidaz, Kolajenaz ve Elastaz Enzim inhibisyonunun

Olcilmesi

Ekstraseluler matriks; kolajen, elastin ve fibronektin gibi
proteinlerden olusur. Ozellikle kolajen hiicrelere destekleyici bir iskelet
olusturan ana yapisal bir proteindir. Elastin doku igin gerekli esnekligi,
hyaluronik asit ise suyun tutulmasina neden olarak yapilarin devamlihgini
saglar. Hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz, ekstraselliler matriks
proteinlerinin enzimatik yikimina neden olan metalloproteinaz enzimlerdir.
Normal fizyolojik kosullarda bu endojen inhibitérler dokularin saghkh
yapisini korumaktadirlar. Ancak dengenin metalloproteinazlardan yana
bozulmasi bagd doku makromolekullerinin kontrolsiizce yikimina,
dolayisiyla yara iyilesmesinde gecikmeye, akcigerlerde ve kardiyovaskuler
sistemde rahatsizliklara neden olmaktadir. Bu enzimler, TGF-3, PDGF,
fibronektin, a-1 antiproteaz ve a-2 makroglobin’in yikimina da neden
olarak kronik yaralarin patofizyolojisinde énemli rol oynamaktadirlar*?”*%8,
Yapilan galigmalarda iyilesmeyen kronik yaralardaki metalloproteazlarin
miktarinin fazla oldugu tespit edilmistir. Bu enzimlerin minimal seviyede
tutulmasinin  duzgin vyara iyilesmesi igin gerekli olabilecegi

disinilmektedir'®°.

3.2.2.5.2.2.1. Hyaluronidaz Enzim inhibisyonunun Ol¢ilmesi

Calismamizda anti-hyaluronidaz aktivitenin  belirlenmesi
amaciyla Lee ve Choi (1999) ve Shasrabudhe ve Deodhar (2010)
tarafindan geligtirlen sodyum hyaluronattan salinan N-asetilglukozamin
miktarinin belirlenmesi ile dlciiimesine dayali ydntem uygulanmistirt?°*,

50 ul sigir hyaluronidazi (7900 dnite/ml) 0.1 M asetat
tamponunda ¢ozuldu (pH 3.6). Bu ¢ozelti iki farkh konsantrasyonda %5
DMSO icinde ¢ozunmus 50 ul test numunesi c¢ozeltisi ile katistirildi.
Kontrol grubu icin 50 pl %5 DMSO kullanildi. 37°C’ de 20 dakika
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inkibasyonun ardindan karisima 50 pl kalsiyum klortr (12.5 mM) ilave
edildi ve tekrar 37°C’ de 20 dakika inkiibasyona birakildi. 250 pl sodyum
hyaluronat (1.2 mg/ml) eklendi ve 37°C’ de 40 dakika inklbe edildi.
Karigsima 50 pl 0.4 M NaOH ve 100 pl 0.2 M sodyum borat ilavesinden
sonra 3 dk kaynayan su banyosunda bekletildi. Soguduktan sonra 1.5 ml
p-dimetilaminobenzaldehit c¢ozeltisi eklendi ve 37°C'de 20 dakika
inkiibasyona  birakildi.  Cozeltinin  absorbansi  Beckmann  Due

Spektrofotometre kullanilarak 585 nm’de dl¢uldu.
3.2.2.5.2.2.2. Kolajenaz Enzim inhibisyonunun Olciilmesi

Clostridium histolyticum kolajenaz enzimi (ChC) 0.8 Unite/ml
olacak sekilde 50 mM tris tamponu (10 mM CaCl, ve 400 mM Nacl ile)
icinde ¢ozuldd. Substrat N-[3-(2-furil) akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA)
ayni tampon i¢inde 2 mM olacak sekilde hazirlandi. 25 yL tampon, 25 yL
test numunesi ve 25 pL enzim her kuyucuya eklendi. 15 dakika
inkibasyona birakildi. 50 pL substrat eklendi. Absorbans 340 nm'de

olculdu™?. Her bir érnek icin tic tekrar yapild.

Kolajenaz enzim inhibisyonu asagidaki formule goére hesaplandi:

. (Aa—Av)
% Inhibisyon = x 100
Aa

A, : Kontrol grubunun absorbans degeri

Ay : Test numunesinin absorbans degeri
3.2.2.5.2.2.3. Elastaz Enzim inhibisyonunun Olciilmesi

Test numuneleri ve insan notrofil elastaz enzimi (HNE) (17
mU/ml) 0.1M tris-HCI tamponu (pH 7.5) ile 25°C’de 5 dakika inkiibasyona
birakildi. Karigima HNE’nin substrati N-(metoksisuksinil)-ala-ala-pro-val 4-
nitroanilit (MAAPVN) (500 IM) eklendi ve 37°C’'de 1 saat inkiibasyona
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birakildi. Daha sonra karisima 1 mg/ml soya tripsin inhibitora eklendi.

Nitroanilin olusumuna bagl olarak 405 nm’de absorbsiyon 6l¢tldi*>.

Elastaz enzim inhibisyonu asagidaki formule gore hesaplandi:

. (Aa—Ap)
%Inhibisyon = —  x 100
Aa

A, : Kontrol grubunun absorbans degeri

Ay : Test numunesinin absorbans degeri
3.2.2.6. istatistiksel Degerlendirmeler

Deney sonuglari degerlendirilirken tek yonla “ANOVA’
testini igceren “Instat” (Windows) istatistik programi ve aktif ¢cikan ekstre
ve fraksiyonlarda ayrica Students-Newman-Keuls posthoc testi

kullanild.

Kontrol ve referans grubu ile karsilastirlan deney

sonugclarindaki istatistiksel belirginlik asagidaki sekillerle ifade edildi:

* 1p<0,05 * :p<0,01; **:p<0,001

p_
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4. BULGULAR

Bu bolim “‘Kimyasal Deney
Bulgulari”, “Biyolojik Aktivite Deney Bulgular” ve
“Histopatolojik Deney Bulgular1” olmak Uzere U¢ ana
baslik altinda toplanmistir. Sonuglarin daha agik bir
sekilde degerlendiriimesi amaciyla bulgular tablo,

grafik ve fotograflar halinde sunulmustur.
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4.1. KIMYASAL DENEY BULGULARI

4.1.1. Total Fenol Miktar Tayini

D. oleoides subsp. kurdica (DOK) ve D. oleoides subsp.

oleoides (DOO) ekstre ve alt ekstreleri Uzerinde yapilan total fenol miktar

tayini sonuglari asagida tablo halinde sunulmustur (Tablo 36).

Tablo 36: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) ve D. oleoides subsp.

oleoides (DOO) ekstre ve alt ekstrelerinin total fenol miktarlari

Ekstre ve Alt Ekstreler

Total Fenol Miktarlari
(mg GA/g £ O.S.H.)

DOK-MeOH 117.43 +1.25
DOK-n-Hekzan 7.42+1.13

DOK-CHCl, 191.00 + 1.36
DOK-EtOAc 221.00+1.01
DOK-n-BuOH 101.71 +1.28
DOK-R-H;0 42.6+ 1.53

DOO-MeOH 119.57 £ 0.98
DOO-n-Hekzan 457 +1.22

DOO-CH,Cl, 88.86 + 0.92
DOO-EtOAc 169.57 £ 1.03
DOO-n-BuOH 11457 £1.19
DOO-R-H,0 123.86 + 1.42

0O.S.H.= Ortalama Standart Hata
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4.1.2. Yapi Tayini

Biyolojik aktivite deneylerinde aktif oldugu tespit edilen
fraksiyonlardan cesitli kromatografik yontemler kullanilarak etkiden
sorumlu oldugu dusinilen bilesiklerin izolasyonu yapilmistir. izole edilen

bilegiklerin yapisi spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatiimigtir.
4.1.2.1. DOK-1 (Dafnetin) Bilesiginin Yapi Tayini

DOK-1 kodlu bilesik fraksiyondan beyaz renkte, igne seklinde
kristaller halinde ayrild1.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 6

13C-NMR (100 MHz, MeOD): Sekil 7

13C-NMR DEPT 45 (100 MHz, MeOD): Sekil 8
HOMO-COSY *H-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 9

FTMS: Sekil 10, 11

'"H-NMR, 'C-NMR ve  FTMS verileri birlikte
degerlendirildiginde molekul formult CgHgO4 olarak belirlendi.
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Beyaz toz gorinuminde olan DOK-1 bilesiginin UVsgs'da
sari-kahverengi leke verdigi gozlendi. % 5’lik KOH reaktifi puskurtaldikten
sonra tekrar UVags'da incelenen ITK plaginda bilesigin bu defa mavi-yesil
fluoresans verdigi tespit edildi. Bu bulgularin yani sira, 'H-NMR
spektrumunda aromatik sahada bir proton siddetinde ve dublet olarak
siraslyla goéralen & 6.12; 6.78; 7.13 ve 7.78 sinyalleri birlikte
degerlendirildiginde bilesigin basit kumarin yapisinda oldugu duisunulda.
COSY spektrumunda & 6.12 (d, J: 9.6 Hz); ve 7.78 (d, J: 9.6 Hz)de
gorulen sinyaller ve 6 7.13 (d, J: 8.8 Hz) ve 6.78 (d, J: 8.8 Hz)'de gorllen
sinyaller arasinda etkilesim goruldugunden etkilesen protonlarin birbirine
komsu oldugu ve etkilesme sabiti (J) degerlerinden bulunduklari konuma
gore orto pozisyonunda bulunduklari anlasildi. Dolayisiyla, 6.12 ve 7.78
ppm’de gorulen sinyallerin 3. ve 4. konumlardaki; 7.13 ve 6.78 ppm’de
gorulen sinyallerin ise 5. ve 6. konumdaki protonlarin sinyalleri oldugu

kanisina varildi.

13C-NMR spektrumunda bilesigin 9 karbonlu oldugu tespit
edildi. 112.2, 120.2 ve 113.8 ppm’de gorulen karbon sinyallerin sirasiyla
3., 5. ve 6. konumlardaki karbonlara; 146.7 ppm’deki sinyalin ise uzaysal
konumunun 2. konumdaki karbonile yakinhigi nedeniyle 4. pozisyondaki
karbona ait oldugu sonucuna varildi. DEPT 45 spektrumunda gortlen
sinyallerin 3., 4., 5. ve 6. konumlardaki proton tasiyan karbonlara isaret
ettigi tespit edildi.

Kutle spektrumununda molekdl agirhdginin 178 oldugu
belirlenen “DOK-1” bilesiginin tim spektroskopik analiz sonuglari beraber
degerlendirildiginde bilesigin basit kumarin yapisinda “dafnetin” oldugu
tespit edildi. Elde edilen veriler Tablo 37°de sunulmustur. Bu veriler

literatiirde kayitli olan bilgilerle uyum gdstermektedir™>*.
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Tablo 37: DOK-1 (Dafnetin) Bilesiginin *H-NMR (400 MHz, MeOD) ve **C-
NMR (100 MHz, MeOD) Verileri

Konum On, ppm (J, Hz) Oc, ppm
2 - 163.5
3 6.12 d (9.6) 112.2
4 7.78 d (9.6) 146.7
5 7.13d (8.8) 120.2
6 6.78 d (8.8) 113.8
7 - 151.1
8 - 133.5
9 - 144.9
10 - 113.9
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Sekil 11: DOK-1 (Dafnetin) Bilesiginin FTMS Spektrumu



4.1.2.2. DOK-2 (Demetildafnoretin-7-O-glukozit) Bilesiginin Yapi
Tayini

Aktivitesi belirlenen fraksiyondan RP-HPLC yontemi ile sari
renkli DOK-2 kodlu bilesik izole edildi.

5 4
6 N 3
—0
f (6]
8 l'

IH-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 12, 13

13C-NMR (100 MHz, MeOD): Sekil 14
HOMO-COSY *H-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 15

FTMS: Sekil 16, 17

'H-NMR, ’C-NMR ve FTMS verileri  birlikte

degerlendirildiginde molekul formulu C,4H2001, olarak belirlendi.

Sari toz gériinimunde olan DOK-2 bilesiginin UV3s6'da parlak
mavi fluoresans verdigi gézlendi. *H-NMR spektrumunda & 6.36 (d, J=9.6
Hz) ve 7.95 (d, J=9.6 Hz)te gorulen kumarin iskeletinin tipik 3' ve 4
konumlarindaki dublet sinyalleri®® yapinin  kumarin  olabilecegini
dugundurdu. Aromatik sahada & 6.36 ve 7.95 araliginda, DOK-1

bilesiginde godrulen sinyal degerlerine ¢ok yakin oldugu ve Ust Uste
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cakistigl tespit edilen singlet ve dublet sinyallerin gorilmesi nedeni ile
bilesigin dikumarin yapisinda olabilecegi dustnuldd. & 7.70 ve 7.45'te
gorulen singlet sinyaller, sirasiyla 4. ve 5. konuma ait sinyaller olup
kumarinin 3. ve 6. konumlarinin hidrojen tagsimadigini gosterdi. HOMO-
COSY spektrumunda etkilesen 6.36 ppm ile 7.95 ppm’deki sinyallerin 3' ve
4'; 715 ppm ile 7.65 ppm’deki etkilesen sinyallerin ise 5' ve 6
pozisyonlarindaki  protonlara ait oldugu tespit edildi. H-NMR
spektrumunda 6 5.10 (d, J=7.7 Hz)'da gorulen anomerik proton rezonansi
DOK-2'nin glikozidik bir yapiya sahip oldugunu agikladi. Etkilesme sabiti
(J) degeri yaninda seker sinyaline ait karbon rezonanslari ve literattr
verileri, glikozit yapisinin B-glukoz oldugunu go6sterdi. HOMO-COSY
spektrumunda 3.30 ile 3.80 ppm aralhigindaki glukoz protonlarinin kendi

icinde etkilestikleri tespit edildi.

3C.NMR spektrumunda bilesigin 24 karbonlu oldugu
belirlendi. 8 160.2 ve 160.4’de gorulen sinyaller a, B doymamis lakton
karbonilinin karbonlarina ait karakteristik pikleri gosterdiginden® dimer

kumarin yapisini dogrulamaktadir.

FTMS verileri ile bilesigin molekil agirhginin 500 oldugu

belirlendi.

TUm spektroskopik analiz sonuglari beraber
degerlendirildiginde “‘DOK-2” bilegiginin dikumarin yapisinda
“‘Demetildafnoretin-7-O-glukozit” oldugu tespit edildi. D. oleoides’ten daha
once Demetildafnoretin-7-O-glukozit bilesigi izole edilmistir. Literatir
bilgileri DOK-2 bilesiginden elde edilen spektroskopik veriler ile
karsilastirildiginda uyum gostermektedir®® (Tablo 38).
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Tablo 38: DOK-2 (Demetildafnoretin-7-O-glukozit) Bilesiginin *H-NMR (400

MHz, MeOD) ve *C-NMR (100 MHz) Verileri

Konum On, ppm (J, Hz) Oc, ppm
2 - 160.2
3 - 136.1
4 7.70 s 130.9
5 7.45s 111.6
6 - 145.4
7 - 149.7
8 6.90 s 104.8
9 - 151.3
10 - 112.6
2' - 160.4
3 6.36 (9.6) 116.2
4' 7.95d (9.6) 144.7
5' 7.65d (8.8) 130.5
6' 7.15dd (8.8; 2.5) 114.9
7' - 158.7
8’ 7.05d (2.5) 104.6
9' - 155.8
10' - 112.6
1" 5.10d (7.7) 103.2
2" 74.8
3" 77.6
4" 3.30-3.80 m 711
5" 78.5
6" 61.1
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Sekil 16: DOK-2 (Demetildafnoretin-7-O-glukozit) Bilesiginin FTMS Spektrumu
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Sekil 17: DOK-2 (Demetildafnoretin-7-O-glukozit) Bilesiginin FTMS Spektrumu



4.1.2.3. DOK-3 (Luteolin-7-O-glukozit) Bilegiginin Yapi Tayini

Sari renkli DOK-3 kodlu bilesik RP-HPLC yodntemi ile izole
edildi.

'H-NMR (400 MHz, CD3;0OD): Sekil 18

ESMS: Sekil 19

ITK plaginda agik sari, vanilin-H,SO, reaktifi ile sari-turuncu

renk elde edildi.

'H-NMR spektrumunda & 7.40°'da (d, J=1.8 Hz); 7.41’de (d,
J=8.0 Hz) ve 6.90da (d, J=8.0 Hz) gorilen sinyallerin 2', 5 ve 6
konumlarindaki aromatik protonlara ait oldugu dusunuldu. Bu protonlar 3'
ve 4' konumlarindan disubstitie benzen halkasina isaret etmektedir.
5.12'de (d, J=7.8 Hz) gorllen sinyal bir glukoz fonksiyonunun anomerik
protonuna aittir. 3.20-3.90 ppm araliginda multiplet gértinen pikler glukoza
ait diger protonlar igin karakteristiktir. Etkilesme sabiti (J) degeri ve literatur

verileri, glikozit yapisinin B-glukoz oldugunu gésterdi*>>.
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Katle spektrumunda izole edilen bilesigin molekuler iyon

pikinin 449°da ¢iktigi gorulda.

Tim

spektroskopik analiz

sonuglari

beraber

degerlendirildiginde “DOK-3” bilesiginin flavonoit yapisinda “Luteolin-7-O-

glukozit” oldugu tespit edildi (Tablo 39). Elde edilen veriler literatiirde

kayitli olan bilgilerle uyum gostermektedir

Tablo 39: DOK-3 (Luteolin-7-O-glukozit) Bilesiginin *H-NMR (400 MHz,

CD30D) Verileri

Konum On, ppm (J, Hz)
2 -
3 6.60 s
4 -
5 -
6 6.46 d (1.8)
7 -
8 6.80 d (1.8)
9 -
10 -
1' -
2' 7.40d (1.8)
3' -
4' -
5' 6.90 d (8.0)
6' 7.41dd (8.0; 1.8)
1" 5.12 d (7.8)
o
3"
4" 3.20-3.90 m
5
6"
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Sekil 18: DOK-3 (Luteolin-7-O-glukozit) Bilesiginin *H-NMR (400 MHz, CD;0OD) Spektrumu
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Sekil 19: DOK-3 (Luteolin-7-O-glukozit) Bilesiginin ESMS Spektrumu



4.1.2.4. DOO-1 (Triumbellin) Bilesiginin Yapi Tayini

Sarimsi-beyaz renkte DOO-1 kodlu bilegik RP-HPLC yontemi

ile izole edildi.

IH-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 20, 21

13C-NMR (100 MHz, MeOD): Sekil 22
HOMO-COSY *H-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 23

FTMS: Sekil 24, 25

'H-NMR, ’C-NMR ve FTMS verileri  birlikte

degerlendirildiginde molekul formula Cs3H24013 olarak belirlendi.

Sarimsi-beyaz toz goériniminde olan DOO-1 bilesiginin
UVsss'da mavi fluoresans verdigi gozlendi. DOK-2 bilesiginin
spektrumlarinda gorilen sinyallere oldukgca benzer sinyaller DOO-1
bilesigi icin de tespit edildi. *H-NMR spektrumunda sirasiyla gorilen &
6.05-8.05 arasindaki yogun sinyaller yapinin trikumarin olabilecegini

disundirdd. 6.30 ile 8.05 ppm’de goérilen dublet sinyallerin 3' ve 4'
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konumlarindaki protonlara isaret ettigi, 7.70 ve 7.05 ppm’de godzlenen
dublet sinyallerin ise 5' ve 6' pozisyonlardaki protonlari gosterdigi tespit
edildi. Yine benzer sekilde 6.30 ve 7.95 ppm’de gorllen dublet sinyallerin
3" ve 4"; 7.60 ve 7.05 ppm’de gozlenen dublet sinyaller ise 5" ve 6"
pozisyonlardaki  protonlara ait oldugu belirlendi. HOMO-COSY
spektrumunda 6.30 ile 8.05; 7.70 ile 7.05; 6.30 ile 7.95 ve 7.60 ile 7.05
ppm’de gozlenen sinyallerin birbirleri ile etkilestidi, dolayisiyla s6z konusu
protonlarin birbirlerine komsu oldugu goruldu. 7.05 ppm’de gorulen singlet

sinyalin ise 8' konumundaki protona ait oldugu tespit edildi.

5.56 ppm’de (d, J=1.8 Hz) gorilen dublet sinyalin ramnozun
anomerik protonuna; 1.20 ppm’de (d, J=3.0 Hz) gdérulen ¢ proton

siddetindeki dublet sinyalin ise ramnozun 6™ konumundaki metil

protonlarina ait oldugu belirlendi.

13C-NMR spektrumunda bilesigin 33 karbonlu oldugu tespit
edildi. 162.9, 163.3 ve 161.5 ppm’de gorulen sinyallerin GU¢ kumarin
cekirdeginin 2. konumundaki oksijen bagli karbonlara ait olabilecegi
kanisina varildi. 161.5 ppm’de gorulen ikinci sinyalin ramnoz bagh 7.
karbona ait oldugu belirlendi. Ramnozun 1. konumdaki karbon atomunun
sinyali 99.8 ppm’de goézlenirken, 18.0 ppm’deki sinyalin ramnozun 6.

konumdaki karbon atomuna ait oldugu anlasildi.

FTMS spektrumunda elde edilen veriler ile bilesigin molekul
agirhginin - 628 oldugu tespit edildi. Tum  veriler beraber
degerlendirildiginde “DOO-1” bilesiginin trikumarin yapisinda “triumbellin”
oldugu tespit edildi. Triumbellin bilesigi daha o©nce Kreher ve ark.
tarafindan D. mezereum’dan izole edilmistir. Bulgular literatlirde kayith

olan bilgilerle uyum géstermektedir*® (Tablo 40).
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Tablo 40: DOO-1 (Triumbellin) Bilesiginin *H-NMR (400 MHz, MeOD) ve

13C-NMR (100 MHz, MeOD) Verileri

Konum O, ppm (J, Hz) Oc, ppm
2 - 162.9
3 - 137.8
4 7.85s 131.0
5 7.70d (8.8) 130.6
6 7.35d (8.8) 112.7
7 - 161.5
8 - 114.8
9 - 151.9
10 - 111.5
1’ - -

2 - 163.3
3 6.30d (9.5) 115.3
4 8.05d (9.5) 144.7
5 7.70d (9.2) 132.6
6’ 7.05d (9.2) 114.9
7 - 158.7
8 7.05s 105.5
9 - 156.8
10° - 116.2
1” - -

2" - 161.5
3’ 6.30d (9.5) 112.4
4’ 7.95d (9.5) 145.4
5” 7.60d (8.6) 130.4
6” 7.05d (8.6) 112.8
7" - 158.1
8” - 107.3
9” - 154.9
10” - 114.1
(e 5.56 d (1.8) 99.8
27 3.53m 72.0
3" 71.0
4” 3.35m 73.6
5" 71.0
6" 1.20d (3.0 18.0
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MW=? EPSRC National Centre Swansea Prof S Sarker
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Sekil 24: DOO-1 (Triumbellin) Bilesiginin FTMS Spektrumu



L0T

W="? EPSRC National Centre Swansea Prof S Sarker
(MeOH)/MeOH + NH40Ac LTQ Orbitrap XL 25/03/2011 12:31:26
646.1552 NL:
100 1.52E6
90 WOLSAROQ070-OE-HNESP#10-
12 RT:0.99-1.17 AV:3T:
80 Observed Data FTMS + p NSI Full ms
§ 20 [120.00-2000.00]
©
2 60
>
£ 50
o
.% 40 647.1584
@ 30
o
20 651.1101
10 648.1611 652.1135
0 - .
646.1555 NL:
100 1.58E4
90 CazH24013NH4 5 4
. . C33H2 O13 Ny
80 Theoretical Isotope Model: [M + NH4]+ b (gss. s /p:40) Chrg 1
70 R: 100000 Res .Pwr . @FWHM
60
50
40 647.1590
30
20
10 648.1615
644 646 648 650 652 654

m/z

Sekil 25: DOO-1 (Triumbellin) Bilesiginin FTMS Spektrumu




4.1.2.5. DOO-2 (Kersetin-3-O-glukozit) Bilegiginin Yapi Tayini

Sari renkli DOO-2 kodlu bilesik RP-HPLC yodntemi ile izole
edildi.

IH-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 26, 27
13C-NMR (100 MHz, MeOD): Sekil 28
HOMO-COSY *H-NMR (400 MHz, MeOD): Sekil 29

FTMS: Sekil 30-34

'H-NMR, ’C-NMR ve FTMS verileri  birlikte

degerlendirildiginde molekul formula C,1H200;, olarak belirlendi.

ITK plaginda agik sari, UVsg'da sari-turuncu renk elde
edildigi icin izole edilen bilesigin flavonoit yapisinda bir bilesik olabilecegi

dasundlda.
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'H-NMR spektrumunda & 6.20, 6.40, 7.70, 6.90 ve 7.57'de
gorilen sinyallerin flavonoit ¢ekirdeginin sirasiyla 6, 8, 2', 5 ve 6
konumlarindaki protonlara ait oldugu kanisina varildi. HOMO-COSY
spektrumunda 6.90 ve 7.57 ppm'de etkilestigi gorulen sinyallerin
birbirlerine komsu olmalari dolayisiyla &' ve 6' konumlarindaki protonlara
ait oldugu sonucuna varildi. & 5.10'da (d, J=7.7 Hz) gorllen sinyalin
glukozun anomerik protonununa; 3.20-3.90 ppm arahdinda multiplet
gOrunen sinyallerin ise glukoza ait diger protonlara ait oldugu belirlendi.
Etkilesme sabiti (J) degeri ve literatlr verileri, glikozit yapisinin B-glukoz
oldugunu gosterdi. HOMO-COSY spektrumunda da glukoz protonlarinin

birbirleri ile etkilestigi gorulmektedir.

13C-NMR spektrumunda bilesigin 21 karbonlu oldugu
belirlendi. 179.4 ppm’de gorulen sinyalin 3. konumdaki oksijen bagli
karbon; 163.0 ve 166.7 ppm’de gorulen sinyallerin ise 5. ve 7.
konumlardaki hidroksillerin bagli oldugu karbonlar olabilecegi dusunuldu.
Yine benzer sekilde 3' ve 4' konumlarindaki hidroksiller nedeni ile bu
karbonlarin sinyalleri 145.9 ve 149.9 ppm’de go6zlendi. 100.2 ppm’de
gorilen sinyalin glukozun 1 numarali karbon atomuna ait oldugu sonucuna
varildi. 62.5 ppm ile 75.7 ppm arasinda gorulen diger sinyallerin glukozun

2-6. karbonlarina ait oldugu belirlendi.

FTMS spektrumunda elde edilen veriler ile bilesigin molekil

agirhginin 464 oldugu tespit edildi.

TUm spektroskopik analiz sonuglari beraber
degerlendirildiginde “DOO-2” bilesiginin flavonoit yapisinda “kersetin-3-O-
glukozit” oldugu belirlendi. Elde edilen veriler Tablo 41°’de sunulmusgtur. Bu

veriler literatiirde kayitli olan bilgilerle uyum géstermektedir'*°.
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Tablo 41: DOO-2 (Kersetin-3-O-glukozit) Bilesiginin *H-NMR (400 MHz,

MeOD) ve *C-NMR (100 MHz, MeOD) Verileri

Konum On, ppm (J, Hz) Oc, ppm
2 - 158.5
3 - 135.6
4 - 179.4
5 - 163.0
6 6.20 d (2.0) 104.4
7 - 166.7
8 6.40 d (2.0) 95.0
9 - 159.0
10 - 105.5
1 - 123.3
2' 7.70d (2.0) 116.1
3 - 145.9
4' - 149.9
5' 6.90 d (8.0) 117.6
6' 7.57 dd (7.5; 2.0) 123.1
1" 5.10d (7.7) 100.2
2" 75.7
3" 78.1
4" 3.30-3.80 m 71.2
5" 78.3
6" 62.5
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(MeOH)/MeOH + NH40Ac

MW=4647? EPSRC National Centre Swansea Prof S Sarker

LTQ Orbitrap XL 26/01/2011 11:37:30

WOLSAR066-OE-HNESP #16-31 RT: 0.82-1.20 AV: 15 SM: 7G NL: 1.23E6
T: FTMS + p NSI Full ms [120.00-2000.00]
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Sekil 30: DOO-2 (Kersetin-3-O-glukozit) Bilesiginin FTMS Spektrumu
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(MeOH)/MeOH + NH40Ac
WOLSAR066-OE-HNESP #17-31 RT: 0.82-1.20 AV: 15 SM: 7G NL: 1.23E6
T: FTMS + p NSI Full ms [120.00-2000.00]
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Sekil 31: DOO-2 (Kersetin-3-O-glukozit) Bilesiginin FTMS Spektrumu
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4.2, BiYOLOJIK AKTiVITE DENEY BULGULARI

Tarkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan
bazi bitkilerden hazirlanan ekstrelerin ve daha ileri ¢alismalarin
yurUtilmesi amaci ile segilen D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides
subsp. oleoides bitkilerinden elde edilen alt ekstre, fraksiyonlar ve izole
edilen bilesiklerin yara iyilestirici, anti-enflamatuvar ve antioksidan etkileri,
sonuclarin daha kolay goézlenebilmesi bakimindan tablo ve grafikler

halinde sunulmustur.
4.2.1. Yara Olugturma Deney Modelleri
4.2.1.1. Gizgisel insizyon Yara Modeli

Tlrkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan
bazi bitkilerden hazirlanan ekstrelerin ve daha ileri c¢alismalarin
yurUtilmesi amaci ile secilen D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides
subsp. oleoides bitkilerinden elde edilen alt ekstreler, fraksiyonlar ve izole
edilen bilesiklerin insizyon yara modeli tzerindeki etkileri asagidaki tablo
ve grafiklerde sunulmustur (Tablo 42-48; Sekil 35, 36).

Tablo 42: Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amagla kullanilan bazi

bitkilerin insizyon yara modeli Gizerindeki etkileri

eterv “om | D209 | k0 SH. | geriim)
Baz Merhem 15.21 +1.66 7.04
Negatif Kontrol 14.21+1.53 -
Toprak st 1 18.66 +1.11 22.68
Cichorium intybus Yaprak 1 19.68 £1.25 29.39
Kok 1 22.56 £ 0.95 48.32%**
Cistus creticus Toprak Usti 1 16.96 £ 1.52 11.51
Daphne oleoides subsp. kurdica Toprak Usti 1 21.23+1.29 39.58*
Daphne oleoides subsp. oleoides Toprak Usti 1 20.41+1.94 34.19*
Helichrysum graveolens Cicek 1 19.79 + 1.47 30.11*
Viscum album subsp. album Yaprak 1 18.04 £1.82 18.61
Madecassol® 23.96 + 1.03 57.53%*

*:p<0.05;*:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo 43: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) toprak ustu kisimlarinin %85

metanolli ekstresinden elde edilen alt ekstrelerin insizyon yara modeli

Uzerindeki etkileri

Materyal Doz (%) | Yara gerilme kuvveti + O.S.H. (%Yara gerilimi)
Baz Merhem 14.26 £ 2.01 7.87
Negatif Kontrol 13.22 + 2.47 -
DOK-n-Hekzan 1 15.63+2.20 9.61
DOK-CH,Cl, 1 15.80 £ 1.49 10.79
1 19.44 £ 1.63 36.33**
DOK-EtOAc 3 19.69+1.18 38.08**
5 19.31+£1.26 35.41*
DOK-n-BuOH 1 18.78 £ 1.38 31.69*
DOK-R-H,0O 1 16.04 £1.89 12.48
Madecassol® 1 21.40 +1.15 50.07%**

*:p<0.05;*:p<0.01; ** . p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans

merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastinlarak degerlendirildi.

Tablo 44: DOK-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile

elde edilen fraksiyonlarin insizyon yara modeli Uzerindeki etkileri

Materyal Doz (%) Yara gerilme kuvveti + O.S.H. (%Yara gerilimi)

Baz Merhem 10.21 +1.86 3.76
Negatif Kontrol 9.84+1.72 -
DOK-Fr. (1-8) 1 10.94 + 1.65 7.15
DOK-Fr. (9-15) 1 10.07 £ 1.92 -
DOK-Fr. (16-21) 1 11.19 +2.19 9.59
DOK-Fr. (22-39) 1 13.81+£1.50 35.26**
Madecassol® 1574 £1.21 54.16%**

*:p<0.05;**:p<0.01; **: p <0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata

Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans

merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo 45: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin insizyon yara
modeli Uzerindeki etkileri

Materyal Doz (%) Yara gerilme kuvveti = O.S.H. (%Yara gerilimi)
Baz Merhem 8.85 + 2.06 3.99
Negatif Kontrol 851+211 -
Dafnetin 1 10.06 £ 1.87 13.67
Luteolin-7-O-glukozit 1 12.38+1.48 39.89**
Madecassol® 14.07 £ 0.95 58.98***

*:p<0.05; **:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yiizde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilagtirilarak degerlendirildi.

16
14
12
10

Yara gerilme kuvveti (N)

o N B O

Sekil 35: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin insizyon yara modeli
Uzerindeki etkileri (*: p <0.05; ** : p <0.01; ***: p < 0.001)
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Tablo 46:

D. oleoides subsp. oleoides (DOO) toprak ustl kisimlarinin

%85 metanolll ekstresinden elde edilen alt ekstrelerin insizyon yara

modeli Uzerindeki etkileri

Materyal Doz (%) Yara gerilme kuvveti + O.S.H. (%Yara gerilimi)
Baz Merhem 13.10 £1.98 9.72
Negatif Kontrol 11.94 +1.59 -
DOO-n-Hekzan 1 1492 +£2.13 13.89
DOO-CH,Cl, 1 15.39+ 1.53 17.48
1 17.15+1.84 30.92*
DOO-EtOAC 3 17.72 £ 1.56 35.27*
5 17.48 £1.49 33.44*
DOO-n-BuOH 1 16.69 £ 1.75 27.40*
DOO-R-H,0 1 15.20£2.18 16.03
Madecassol® 1 20.80+1.61 58.78***

*:p<0.05;**:p<0.01; ***: p <0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastinlarak degerlendirildi.

Tablo 47: DOO-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile

elde edilen fraksiyonlarin insizyon yara modeli Gizerindeki etkileri

Materyal Doz (%) Yara gerilme kuvveti = (%Yara gerilimi)
O.S.H.
Baz Merhem 12.28 £ 2.19 2.59
Negatif Kontrol 11.97 £2.30 -
DOO-Fr. (1-6) 1 12.74 +2.17 3.75
DOO-Fr. (7-18) 1 14.14 £ 1.79 15.15
DOO-Fr. (19-27) 1 15.90 £ 1.58 29.48**
DOO-Fr. (28-33) 1 13.71 +1.83 11.64
Madecassol® 17.66 + 1.42 43.81%*

*:p<0.05;*:p<0.01; **: p <0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo 48: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilegiklerin insizyon yara
modeli Gzerindeki etkileri

Materyal Doz (%) Yara gerilme kuvveti (%Yara gerilimi)
+ O.S.H.

Baz Merhem 10.16 £ 2.40 1.80

Negatif Kontrol 9.98 + 2.25 -

Triumbellin 1 1091 +1.74 7.38

Kersetin-3-O-glukozit 1 1343 +1.21 32.19*

Madecassol® 14.79 £ 0.76 45 57+

*:p<0.05; *:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde yara gerilimi: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.

% Kk %

Yara gerilme kuvveti (N)

Sekil 36: DOO-Fr. (19-27)'den izole edilen bilesiklerin insizyon yara modeli
Uzerindeki etkileri (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; ***: p < 0.001)
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4.2.1.2.Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Tarkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan
bazi bitkilerden hazirlanan ekstrelerin ve daha ileri c¢alismalarin
yurUtilmesi amaci ile segilen D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides
subsp. oleoides bitkilerinden elde edilen alt ekstreler, fraksiyonlar ve izole
edilen bilesiklerin eksizyon yara modeli Gizerindeki etkileri asagidaki tablo
ve grafiklerde sunulmustur (Tablo 49-55; Sekil 37, 38).
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Tablo 49: Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan bazi bitkilerin eksizyon yara modeli Uzerindeki etkileri

Yara alani (mm?) O.S.H. (%Kontraksiyon)

Materyal Kullanilan Doz (%)
kisim 0. gun 2.gun 4. gun 6. gun 8. gun 10. glin 12. glin
Bz Merh 20144263 18.35+1.56 16.15+2.43 14.58+2.30 9.74+1.91 4.50+1.22 2.79+0.06
az Merhem s (2.60) (4.78) (8.36) (6.70) (10.89) (9.71)
Negatif Kontrol 21.45:3.61 18.84+3.08 16.96+2.19 | 15.91+1.64 | 10.44%1.41 5.05+0.56 3.090.37
o 16.93+2.86 14.77+2.61 13.31%2.46 8.58+1.29 4.02+0.76 2.010.48
+
Toprak tstd 1 20.50£2.54 (7.74) (8.54) 8.71) (11.91) (10.67) (27.96)
o 17.59+3.18 15.29+2.49 13.77%2.20 8.48+1.37 3.98+0.65 1.94%0.55
Cichorium intybus Yaprak 1 20.46+3.21 (@.14) (5.33) (5.56) (12.04) (11.56) (30.47)
) 16.71%2.79 13.59+2.96 11.58+1.60 4.91+1.71 1.42+0.96 0.370.22
+
Kok 1 21.42:3.10 (8.94) (15.85) (20.58) (49.59)* (68.44)™ (86.74)*
. . o 17.55+2.89 14.46+2.26 13.27+1.37 7.92+1.64 3.630.23 2.29+0.02
+
Cistus creticus Toprak Ustl 1 20.1242.09 (4.36) (10.46) (8.98) (18.69) (19.33) (17.92)
Daphne oleoides subsp. R 16.91+£2.48 14.75+£1.27 11.93+£2.06 6.88+1.65 2.21+0.14 0.50+0.03
kurdica Toprak tstu 1 21.26£2.33 (7.85) (8.67) (18.18) (29.36) (50.89)* (82.08)+
Daphne oleoides subsp. o 16.77+2.96 14.50+2.14 11.72+1.23 7.61+1.83 2.02+0.54 0.81+0.09
oleoides Toprak tstd 1 19.96:2.18 (8.61) (10.22) (19.62) (21.87) (55.11)* (70.97)*
. . 17.49:2.64 | 14.14:2.11 11.35¢1.27 6.55:1.13 2.330.80 0.96£0.12
Helichrysum graveolens Cicek 1 19.58+2.10 (4.69) (12.45) (22.15) (32.75)* (48.22)* (65.59)*
Viscum album subsp. . 17.383.17 15.46+2.09 12.96+1.89 8.71+1.51 3.970.13 2.35:0.05
album Yaprak 1 19.64£2.45 (5.29) 4.27) (12.99) (10.57) (11.78) (15.77)
15.89+2.25 12.94+1.64 8.76+1.81 3.75:0.18 1.05£0.03 0.000.00
®
Madecassol 20.37+2.60 (13.41) (19.88) (39.92)* (61.49)* (76.67)* (100.00)**

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

degerlendirildi.




Tablo 50: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) toprak ustl kisimlarinin %85 metanollii ekstresinden elde edilen alt

ekstrelerin eksizyon yara modeli Uzerindeki etkileri

Yara alani (mm?) O.S.H. (%Kontraksiyon)
Materyal Doz (%)
0. gun 2.gun 4. gun 6. gun 8. gun 10. guin 12. gun
Baz Merhem 19194201 17.032.16 14.94%2.27 13.05+1.86 6.37£1.20 4.59+1.67 2.660.47
T (5.18) (7.15) (2.90) (11.40) - (10.74)
Negatif Kontrol 19.50+2.25 17.9622.03 16.09+1.96 13.44+1.51 7.19+1.09 4.36+1.73 2.98+0.62
DOK-n-Hekzan L 20.14+1.89 15.72+1.53 15.03+2.33 12.29+1.68 6.15+1.59 4.11+0.99 2.17+0.88
T (7.69) - (5.82) (3.45) (10.46) (18.42)
DOK-CH,Cl, L 90,0141 57 15.30£1.19 13.51+1.59 13.47+1.31 5.86+1.15 3.76+0.36 2.19+0.32
R (10.16) (9.57) - (8.01) (18.08) (17.67)
14.67+1.72 12.37+1.11 9.97£1.10 5.04+0.47 2.97+0.60 1.07+0.09
1 19.49+1.88
(13.86) (17.20) (23.60) (20.88) (35.29)* (59.77)*
14.38+1.94 12.98+1.13 10.22+1.66 5.37+1.10 3.19+0.88 1.18+0.19
DOK-EtOAc 3 19.56+1.29
(15.56) (13.12) (21.69) (15.69) (30.50)* (55.64)*
15.57+1.68 13.59+1.57 11.59+1.29 4.79£1.15 3.42£1.53 1.340.11
5 20.03+1.46
(8.57) (9.04) (11.19) (24.80) (25.49) (49.62)*
DOK-n-BuOH L 19.2941.16 13.96+1.14 13.08+1.54 10.28+1.44 5.13+1.04 3.17+0.23 1.27+0.14
T (18.03) (12.45) (21.23) (19.47) (30.94)* (52.26)**
DOK-R-H,0 L 10.2541.08 15.20+1.97 14.31%1.16 12.071.24 5.64£1.27 4.16+0.78 2.14+0.47
T (10.75) (4.22) (7.51) (11.46) (9.36) (19.55)
Madecassol® L 19.4041.19 14.57+1.05 11.09+1.67 5.50£1.03 1.300.35 0.65+0.08 0.00£0.00
T (14.45) (25.77) (57.85)** (79.59)* (85.84)*** (100.00)*+*

*:p<0.05; **:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata

Yuzde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Alt ekstre ve referans merhem gruplari baz merhem grubuyla
B karsilastirilarak degerlendirildi.
\l
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Tablo 51: DOK-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin eksizyon yara modeli

Uzerindeki etkileri

Yara alani (mm?) O.S.H. (%Kontraksiyon)

Materyal Doz (%) 0. giin 2.gun 4. gin 6. gun 8. guin 10. guin 12. gin

Baz Merhem 19.25+2.04 17.(31:_3:;).85 16.(?;;).31 13.(12.;;21).23 7.?;{.21.)04 4(1?821)19 3.?21(-’%)56
Negatif Kontrol 19.62+2.27 18.04+1.44 16.25+1.37 13.67+1.13 8.28+£1.15 4.79+1.10 3.49+0.56
DOK-Fr. (1-8) 1 19.43+2.43 17'(%)?5)'35 15'(2;31)' * 13'(125.3:51)'04 7'?;33')18 3.(5121%3;)34 2.?3-221‘)28
DOK-Fr. (9-15) 1 19.61+2.07 15'(88?511)'32 13(?:;')21 1&5.9;;91).34 68;%2;)35 3.(51?84.1;9 23?;&;2
cocrrgez | 1| werers | 000 | 240 | s | SR | Sene | Ceven
porcrr 23 | 1| assesaao | B0 | NG TR | Saaen | Ceear | arene
o | st | e | Sy | e | ma | e

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




Tablo 52: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin eksizyon yara modeli Uzerindeki etkileri

Yara alani (mm?) O.S.H. (%Kontraksiyon)

Materyal Doz (%)
0. gun 2.gun 4. giin 6. gun 8. gun 10. giin 12. giin
16.76+1.82 15.61+1.24 13.29+1.44 8.21+1.16 4.83:0.87 3.09:0.62
Baz Merh 19.64+2.1
az Merhem 9.64£2.10 (7.66) (L.76) (7.41) (1.08) (5.66) (5.21)
Negatif Kontrol 19.35+2.31 18.15+1.73 15.89+1.32 13.49+1.25 8.30+1.28 5.12+1.07 3.26:0.68
16.22+1.25 15.05+1.14 13.12+1.21 7.43+1.36 3.95+0.79 2.25+0.36
Dafnetin 1 19.18+2.13
(3.22) (6.41) (1.28) (9.50) (18.22) (27.18)
15.92+1.15 14.01+1.16 11.12+1.23 5.58+1.05 2.79:0.16 1.2040.12
Luteolin-7-O-glukozi 1 19.50+2.04
uteolin-7-O-glukozit 9.50:2.0 (5.01) (6.41) (16.33) (32.03)* (42.24)* (6L.17)*
15.16+1.20 12.57+1.10 8.03:0.51 3.41:0.56 1.18+0.29 0.00+0.00
M [® 19.24+2.17
adecasso o (9.55) (19.47) (39.58)* (58.47)* (75.57)* (100.00)++

*:p<0.05;*:p<0.01; **:p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata

Yuzde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Bilesik ve referans merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak

degerlendirildi.

25
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'g Sekil 37: DOK-Fr. (22-39)’dan izole edilen bilesiklerin eksizyon yara modeli Gzerindeki etkileri



ekstrelerin eksizyon yara modeli Uzerindeki etkileri

Tablo 53: D. oleoides subsp. oleoides (DOO) toprak ustld kisimlarinin %85 metanolli ekstresinden elde edilen alt

Yara alani (mm®) O.S.H. (%Kontraksiyon)

Materyal Doz (%) = = — — — = =
0. gun 2.9ln 4. gun 6. gun 8. gun 10. gun 12. gun
Baz Merhem 20,0242 51 17.59+2.50 14.93+2.09 12.98+1.74 8.33+1.61 5.83+1.14 3.26+0.29
(3.51) (2.03) (9.67) (6.09) (7.31) (8.43)
Negatif Kontrol 19.98+2.11 18.23+2.15 15.24+2.04 14.37x1.51 8.87x1.10 6.29+£1.84 3.56+0.67
DOO-n-Hekzan 1 19.5141.96 16.65+1.94 14.05+2.17 12.54+1.22 8.35+1.50 5.35+1.04 2.76+0.66
(5.34) (5.89) (3.39) - (8.23) (15.34)
DOO-CH,ClI, 1 19 16+1.76 16.15+1.81 13.33%1.95 12.68+1.78 7.97+1.39 5.29+0.96 2.83+£0.52
(8.19) (10.72) (2.31) (4.32) (9.26) (13.19)
1 19.85 + 1.85 16.09+1.69 13.22+1.48 10.57+1.67 6.84+1.40 3.58+0.82 1.39+0.09
(8.53) (11.45) (18.57) (17.89) (38.59)* (57.36)**
3 16.63+1.84 13.79+1.76 10.95%1.39 5.88+0.73 3.42+0.51 1.64 £0.11
DOO-EtOAC 1929+1.72 (5.46) (7.64) (15.64) (29.41)* (41.34)** (49.69)*
5 19.44+1.93 15.51+1.53 12.02+2.13 10.53+1.18 6.14+0.95 3.76x0.73 1.57+0.03
(11.82) (19.49) (18.88) (26.29) (35.51)* (51.84)**
DOO-n-BuOH 1 20104213 14.93+1.99 12.29+1.72 10.58+1.37 6.59+1.17 3.55+0.19 1.70+0.25
(15.12) (17.68) (18.49) (20.89) (39.12)* (47.85)**
DOO-R-H,0 1 19.98+1.41 15.87+2.04 13.65+1.29 11.52+1.55 7.47+1.43 5.04+0.62 2.88+0.83
(9.78) (8.57) (11.25) (10.32) (13.55) (11.66)
Madecassol® 1 20 2342 25 14.18+1.86 11.88+1.46 7.59+1.03 2.04+0.26 1.09+0.11 0.00+0.00
T (19.39) (20.43) (41.53)* (75.51)** (81.30)*** (100.00)***

— karsilagtirilarak degerlendirildi.

0€

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




Tablo 54: DOO-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin eksizyon yara modeli

Uzerindeki etkileri

Yara alani (mm?) O.S.H. (%Kontraksiyon)
Materyal Doz (%)
0. gun 2.gun 4. gin 6. gun 8. gun 10. gun 12. gun
18.15+1.80 16.08+1.70 13.44+1.72 8.42+1.39 4.36+0.20 3.14+0.51
Baz Merhem 19.14+2.30
(0.77) (8.43) (2.82) (3.66) (13.15) (8.99)
Negatif Kontrol 19.39+2.12 18.29+1.69 17.56+1.48 13.83+1.31 8.74+1.18 5.02+0.56 3.45+0.81
17.13+1.26 15.17+1.31 12.38+1.43 7.36+1.28 3.92+0.62 2.96+0.56
DOO-Fr. (1-6) 1 19.42+2.18
(5.62) (5.66) (7.89) (12.59) (10.09) (5.73)
16.85+1.31 15.10+1.05 11.89+1.23 6.94+0.26 4.02+0.41 2.83+0.34
DOO-Fr. (7-18) 1 19.57+2.22
(7.16) (6.09) (11.53) (17.58) (7.79) (9.87)
18.02+1.34 14.26+1.14 11.45+1.90 5.67+1.15 2.63+0.48 1.78+0.22
DOO-Fr. (19-27) 1 19.09+2.07
(0.72) (11.32) (14.81) (32.66)* (39.68)* (43.31)**
17.21+1.18 15.34+1.06 12.31+1.08 6.86+0.67 3.96+0.29 2.82+0.70
DOO-Fr. (28-33) 1 19.51+1.89
(5.18) (4.60) (8.41) (18.53) (9.17) (10.19)
® 16.43+1.36 13.24+1.39 9.15+0.58 4.48+0.42 1.56+0.12 0.00+0.00
Madecassol 19.35+1.96
(9.48) (17.66) (31.92)* (46.79)** (64.22)** (100.00)***

*:p<0.05; **:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata

TET

Yuzde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Fraksiyon ve referans merhem gruplari baz merhem grubuyla
karsilastirilarak degerlendirildi.



Tablo 55: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin eksizyon yara modeli Gzerindeki etkileri

Yara alani (mmz) 0O.S.H. (%Kontraksiyon)
Materyal Doz (%) " " - " ” ” =

0. gln 2. gln 4. gln 6. gln 8. gln 10. glin 12. gin
17.88+t1.70 | 15.92+1.63 | 12.85+152 | 7.79+1.21 4.02t0.87 | 3.28:0.43

Baz Merhem 19.38+2.15 (2.40) (0.69) (8.61) (2.38) (12.42) (12.53)
Negatif Kontrol 19.23+2.09 | 18.32+1.76 | 16.03:1.65 | 14.06+1.04 | 7.98+1.25 4.59+0.83 3.75:0.61
. . 16.37+1.14 | 14.65:1.22 | 11.79+1.13 | 7.01+1.07 3.24:0.79 | 2.51:0.34

Triumbellin 1 19.402.11 (8.45) (7.98) (8.25) (10.01) (19.40) (23.48)
) . 16.26+1.47 | 13.82¢1.17 | 10.72+1.15 | 5.10+1.03 2.1810.26 | 1.14%0.18
Kersetin-3-O-glukozit ! 20.06+2.19 (9.06) (13.19) (16.58) (34.53)* (4577 | (65.29)
® 15.31+1.18 | 13.05:1.26 | 8.06£0.41 3.18+0.52 1.2520.09 0.00£0.00
Madecassol 19.42+1.87 (14.37) (18.03) (37.28)* (59.18)** (68.91)** (100.00)***

CET

*:p<0.05;*:p<0.01; **:p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
Yuzde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Bilesik ve referans merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak
degerlendirildi.
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Sekil 38: DOO-Fr. (19-27)'den izole edilen bilesiklerin eksizyon yara modeli Gzerindeki etkileri




4.2.1.3. Histopatolojik inceleme Sonuglari

Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan
bazi bitkilerden hazirlanan ekstrelerin ve daha ileri c¢alismalarin
yurUtilmesi amaci ile segilen D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides
subsp. oleoides bitkilerinden elde edilen alt ekstreler, fraksiyonlar ve izole
edilen bilesikler ile tedavi edilen dokular Uzerinde yapilan histopatolojik
incelemeler asagidaki tablo ve resimlerde sunulmustur (Tablo 56-62;
Resim 3-9).
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Tablo 56: Turkiye'’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan bazi bitkilerin ekstreleri ile tedavi edilen yara

dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci lyilesme fazlari
Gruplar Kullanilan
S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF
kisim
Baz Merhem +++ +++ - ++ + ++ ++ ++ ++ ++ -
Negatif Kontrol R it - -+ + + ++ -+ -+ -+ -
Toprak ++/+++ ++ - ++/+++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
Ustd
Cichorium intybus Yaprak ++/+++ -[+ + ++/+++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -1+
Kok +/++ - +/++ ++ +/++ +++ + + +/++ +/++ +/++
. . Toprak +++ ++/+++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++/+++ ++ -
Cistus creticus o
asta
Daphne oleoides Toprak ++ - + ++ ++ +H++ + ++ + ++ +H++
subsp. kurdica st
Daphne oleoides Toprak ++ - +/++ ++ ++ ++ + +++ + ++ +
subsp. oleoides st
Helichrysum icek ++ - + ++/+++ ++ ++ + | 4+ + ++ +
ice
graveolens Gie
Viscum album subsp. +++ ++/+++ - ++/+++ + ++ ++ ++ ++/+++ ++ -
Yaprak
album
Madecassol® + - ++/+++ ++ ++ +/++ -I+ +/++ + +/++ ++

VET

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak lizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononikleer hiicreler, PM: Polimorfoniikleer hiicreler, NV: Neovaskilerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF:
Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.




Resim 3: Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan bazi
bitkilerden hazirlanan ekstreler ile tedavi edilen yara dokularinin

histopatoloji sonugclari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. C. intybus toprak Usti, 4. C. intybus yaprak, 5. C. intybus kok,
6. C. creticus, 7. D. oleoides subsp. kurdica, 8. D. oleoides subsp. oleoides, 9. H. graveolens, 10.
V.album subsp. album, 11. Madecassol; A: Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis;
B: Van Gieson ile boyanmis dermis. A kodlu resimlerin orijinal biyttmesi x 100 olup blyttme bari
120 pum, B kodlu resimlerin orijinal buyttmesi x 400 olup buyitme bari 40 um. Bilgiler her gruptaki
6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak sekilderdir.

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

135



9€T

Tablo 57: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) toprak Ustu kisimlarinin %85 metanolli ekstresinden elde edilen alt ekstreler

ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci

iyilesme fazlari

Gruplar Doz (%)
S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF

Baz Merhem ++[+++ ++[+++ - ++/+++ + ++ +++ ++ ++/+++ ++ -
Negatif Kontrol +++ +++ - ++/+++ + ++ +4+/+++ ++ ++/+++ ++ -
DOK-n-Hekzan 1 +++ ++[+++ -1+ ++/+++ + ++ +4+/+++ ++ ++/+++ ++ -+
DOK-CHCl; 1 ++ ++ -I+ ++H/+++ | ++ ++ ++ +H[+++ | [+ ++/+++ [+

1 +4+/+++ -/+ +/++ ++/+++ +++ ++/+++ ++ ++ ++ ++/+++ +/++
DOK-EtOACc 3 ++ - +/++ ++/+++ ++/+++ ++ +/++ ++ ++/+++ ++/+++ +/++

5 ++/+++ +/++ + ++/+++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
DOK-n-BuOH 1 ++/+++ +/++ -/+ ++ +/++ +/++ ++ ++ ++/+++ ++ -/+
DOK-R-H>O 1 +4+/+++ ++ -/+ ++/+++ ++ ++ ++ ++ ++/+++ ++/+++ -/+
Madecassol® ++ - ++/+++ ++ +++ ++ +/++ ++ ++ ++ ++

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak Uzere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononukleer hucreler, PM: Polimorfonikleer hiicreler, NV: Neovaskulerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF:
Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.




Resim 4: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) toprak Ustlu kisimlarinin %85

metanolli ekstresinden elde edilen alt ekstreler ile tedavi edilen yara

dokularinin histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. DOK-n-Hekzan, 4. DOK-CH,Cl,, 5. DOK-EtOAc (%1), 6.
DOK-EtOAc (%3), 7. DOK-EtOAc (%5), 8. DOK-n-BuOH, 9. DOK-R-H,0, 10. Madecassol; A:
Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; B: Van Gieson ile boyanmis dermis. A kodlu
resimlerin orijinal blylitmesi x 100 olup biyttme bari 120 um, B kodlu resimlerin orijinal blyltmesi
X 400 olup blylitme bari 40 um. Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak
sekilderdir.

c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononikleer hucreler, nv:
Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfonikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu, u:Ulser
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Tablo 58: DOK-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar ile tedavi edilen

yara dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci lyilesme fazlari
Gruplar
S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF

Baz Merhem ++[+++ | A+ | -/ ++ + ++ ++ ++ +4+/+++ ++ -+
Negatif Kontrol +++ ++/+++ | - ++/+++ || + ++ ++/+++ | ++ ++/+++ ++ -
DOK-Fr. (1-8) ++/+++ | + +/++ ++/+++ | ++ ++/+++ | H/++ +4+/+++ | ++ ++/+++ +/++
DOK-Fr. (9-15) ++ + +/++ ++/+++ | ++ ++ +/++ ++ ++ ++ +/++
DOK-Fr. (16-21) ++ -/+ ++ ++ ++ ++ +/++ +/++ +++ ++ +++
DOK-Fr. (22-39) +/++ - ++ +H/+++ || |+ + +/++ +++ ++ ++
Madecassol

+/++ - ++/+++ | ++ +++ +/++ + +/++ +++ ++ ++

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak lizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP:
Fibroblast proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononikleer hicreler, PM: Polimorfontikleer hiucreler, NV: Neovaskilerizasyon, EF:
Enflamasyon fazi, PF: Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.



elde edilen fraksiyonlar ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji

sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. DOK-Fr. (1-8), 4. DOK-Fr. (9-15), 5. DOK-Fr. (16-21), 6.
DOK-Fr. (22-39), 7. Madecassol; A: Hematoksilen-eozin ile boyanmig epidermis ve dermis; B: Van
Gieson ile boyanmig dermis. A kodlu resimlerin orijinal blyttmesi x 100 olup blyitme bari 120 pm,
B kodlu resimlerin orijinal biyttmesi x 400 olup blyitme bari 40 um. Bilgiler her gruptaki 6’sar
hayvanin ortalamasini yansitacak sekilderdir.

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

139



ovT

Tablo 59: DOK-Fr. (22-39)’dan izole edilen bilesikler ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci lyilesme fazlari

Gruplar

S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF
Baz Merhem ++ + +/++ ++[+++ ++ ++ +/++ ++ ++ +4+/+++ +/++
Negatif Kontrol +++ +++ - +++ + [+ | A+ +++ +++ +++ -
Dafnetin ++/+++ |+ +/++ [+ || ++ ++ ++ ++ ++ ++[+++ +/++
Luteolin-7-O-glukozit ++ -1+ ++ +H+++ | A | +++ ++ ++ +H/+++ ++
Madecassol® + - ++/+++ ++ ++ ++ -[+ +/++ +/++ ++ ++

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak Uzere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononikleer hiicreler, PM: Polimorfonikleer hiicreler, NV: Neovaskilerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF:
Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.



Resim 6: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesikler ile tedavi edilen yara
dokularinin histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. Dafnetin, 4. Luteolin-7-O-glukozit, 5. Madecassol; A:
Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; B: Van Gieson ile boyanmis dermis. A kodlu
resimlerin orijinal blyitmesi x 100 olup buyttme bari 120 ym, B kodlu resimlerin orijinal blyltmesi
X 400 olup blylitme bari 40 pym. Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak
sekilderdir.

c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononikleer hucreler, nv:
Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfoniikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu, u:Ulser
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Tablo 60: D. oleoides subsp. oleoides (DOO) toprak Ustl kisimlarinin %85 metanolli ekstresinden elde edilen alt

ekstreler ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci iyilesme fazlari
Gruplar Doz (%)
S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF

Baz Merhem ++ + +/++ ++/+++ | + ++/+++ | 4+ |+ ++ ++/+++ +/++
Negatif Kontrol +/++ + +/++ ++/+++ || + ++ ++ ++ ++ +4+/+++ +
DOO-n-Hekzan 1 +/++ - ++ ++/+++ | + +H/+++ | ++ ++H/+++ | ++ ++/+++ +/++
DOO-CH,Cl» 1 ++ - ++ ++/+++ || ++ ++ +/++ +/++ +/++ +4+/+++ ++

1 ++ - ++ ++ ++ ++ + +/++ +/++ ++/+++ ++
DOO-EtOAC 3 ++ - ++ ++ +++ ++ + +++ +/++ ++ ++

5 +/++ - ++ ++/+++ | ++ ++ + +/++ + ++/+++ ++
DOO-n-BuOH 1 +H+++ || - ++ [+ | A | +++ ++ ++ ++/+++ ++
DOO-R-H,0O 1 ++ -1+ ++ ++ ++ +/++ + +/++ ++ ++/+++ ++
Madecassol® + - +4+/+++ | ++ +++ +/++ -[+ +++ + ++ ++/+++

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak lizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononukleer hucreler, PM: Polimorfonikleer hiicreler, NV: Neovaskulerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF:
Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.




Resim 7: D. oleoides subsp. oleoides (DOO) toprak Ustu kisimlarinin %85
metanolli ekstresinden elde edilen alt ekstreler ile tedavi edilen yara

dokularinin histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. DOO-n-Hekzan, 4. DOO-CHCl,, 5. DOO-EtOAc (%1), 6.
DOO-EtOAc (%3), 7. DOO-EtOAc (%5), 8. DOO-n-BuOH, 9. DOO-R-H,0, 10. Madecassol; A:
Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; B: Van Gieson ile boyanmis dermis. A kodlu
resimlerin orijinal biyitmesi x 100 olup buyttme bari 120 ym, B kodlu resimlerin orijinal blyitmesi
x 400 olup buyutme bari 40 pm. Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak
sekilderdir.

c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononikleer hucreler, nv:
Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfonikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu, u:Ulser
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Tablo 61: DOO-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar ile tedavi edilen yara

dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci lyilesme fazlari
Gruplar
S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF
++ - ++ ++/+++ + +/++ +/++ +/++ +/++ ++ +/++
Baz Merhem
. ++[+++ + +/++ ++/+++ + ++[+++ ++ ++ ++ +4+/+++ +/++
Negatif Kontrol
DOO-Fr. (1-6) ++ - ++ ++/+++ ++ ++ ++ ++ +/++ ++ ++
DOO-Fr. (7-18) ++ - ++ ++/+++ ++ ++ +/++ ++ +/++ ++ ++
DOO-Fr. (19-27) + - ++ ++/+++ ++/+++ ++ +/++ +/++ +/++ ++/+++ ++
DOO-Fr. (28-33) + - ++ ++/+++ ++ ++ + +/++ + ++/+++ ++
®
Madecassol 4+ - ++ ++ —— 4+ + 4+ + ++ ++

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak Uizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononikleer hiicreler, PM: Polimorfoniikleer hiicreler, NV: Neovaskilerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF:
Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.




elde edilen fraksiyonlar ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji

sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. DOO-Fr. (1-6), 4. DOO-Fr. (7-18), 5. DOO-Fr. (19-27), 6.
DOO-Fr. (28-33), 7. Madecassol; A: Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; B: Van
Gieson ile boyanmig dermis. A kodlu resimlerin orijinal blyttmesi x 100 olup blyitme bari 120 pm,
B kodlu resimlerin orijinal biyttmesi x 400 olup blyitme bari 40 um. Bilgiler her gruptaki 6’sar
hayvanin ortalamasini yansitacak sekilderdir.

c: Kolajen, dl: Dermal lipoit materyal birikimi, f: Fibroblast, mn: Mononikleer hucreler, nv:
Neovaskiilerizasyon, pm: Polimorfoniikleer hiicreler, re: Re-epitelizasyon, s: Yara Kabugu, u:Ulser
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Tablo 62: DOO-Fr. (19-27)’den izole edilen bilegikler ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

Yara lyilesme Siireci lyilesme fazlari
Gruplar
S ) RE FP CD MN PM NV EF PF RF

Baz Merhem AR | -1+ PRI, W i ++ AR |+ ++ -1+
Negatif Kontrol it + -+ HHAHE | [+ | A | A | R — -1+
Triumbellin A | -[+ [+ |+ ++ ++ ++ ++ ++ -1+
Kersetin-3-O-glukozit AR s + At | 4+ | ++ ++ ++ [+ +
Madecassol® et - ++ ++ o+ +++ + +H+ +H+ ++ ++

*HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak lizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononikleer hiicreler, PM: Polimorfonikleer hiicreler, NV: Neovaskilerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF:
Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi.



Resim 9: DOO-Fr. (19-27)'den izole edilen bilesikler ile tedavi edilen yara

dokularinin histopatoloji sonuglari

1. Baz Merhem, 2. Negatif Kontrol, 3. Triumbellin, 4. Kersetin-3-O-glukozit, 5. Madecassol; A:
Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; B: Van Gieson ile boyanmis dermis. A kodlu
resimlerin orijinal blyitmesi x 100 olup buyttme bari 120 um, B kodlu resimlerin orijinal blyltmesi
X 400 olup blyitme bari 40 pym. Bilgiler her gruptaki 6’sar hayvanin ortalamasini yansitacak
sekilderdir.

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

147



4.2.1.4. Dokulardaki Hidroksiprolin Miktarinin Hesaplanmasi

Tarkiye'de halk arasinda yara iyilestirici amagla kullanilan
bazi bitkilerden hazirlanan ekstreler ve daha ileri galismalarin yaratalmesi
amaci ile secilen DOK ve DOO bitkilerinden elde edilen alt ekstreler,
fraksiyonlar ve izole edilen bilesikler ile tedavi edilen dokulardaki
hidroksiprolin miktari asagidaki tablo ve grafiklerde sunulmustur (Tablo 63-
69; Sekil 39, 40).

Tablo 63: Turkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amagla kullanilan bazi
bitkilerden hazirlanan %85 metanolli ekstre merhemleri ile tedavi edilen

dokulardaki hidroksiprolin 6lgim sonuglari

Materyal Kullanilan kisim Hidroksirgclngle(.ug/mg) *
Baz Merhem 10.23 +2.03
Negatif Kontrol 6.84 +1.76
Toprak Ustl 20.40+1.89
Cichorium intybus Yaprak 17.54+£1.90
Kok 27.92 £1.27*
Cistus creticus Toprak Usti 17.84+2.48
Daphne oleoides ssp. kurdica Toprak Ustl 31.31 £ 1.36***
Daphne oleoides ssp. oleoides Toprak Ustl 26.75 £ 1.24**
Helichrysum graveolens Cicek 23.51 +1.41*
Viscum album subsp. album Yaprak 12.34 +1.87
Madecassol® 42.17 + 1.09%

*:p<0,05;*:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Tablo 64: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) toprak ustu kisimlarinin %85
metanollil ekstresinden elde edilen alt ekstrelerin merhemleri ile tedavi

edilen dokulardaki hidroksiprolin 6lgim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) £ O.S.H.
Baz Merhem 9.15+1.64

Negatif Kontrol 7.72+1.10
DOK-n-Hekzan 19.83+1.74
DOK-CH,Cl, 22.70£2.20
DOK-EtOAc 32.77 £ 0.86***
DOK-n-Butanol 21.12 +1.96
DOK-R-H,0O 10.37 £ 1.29
Madecassol® 40.14 + 0.63**

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

Tablo 65: DOK-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile
elde edilen fraksiyonlarin merhemleri ile tedavi edilen dokulardaki

hidroksiprolin 6lgim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) £ O.S.H.
Baz Merhem 8.27x1.73

Negatif Kontrol 5.49 +1.80

Fr. (1-8) 11.13 +2.62

Fr. (9-15) 16.36 + 1.22

Fr. (16-21) 13.15+1.77

Fr. (22-39) 25.12 + 0.89**
Madecassol® 44.18 £ 0.76***

*:p<0,05;*:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Tablo 66: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilegiklerin merhemleri ile

tedavi edilen dokulardaki hidroksiprolin élgim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) £ O.S.H.
Baz Merhem 12.35+1.45

Negatif Kontrol 10.91 +1.36

Dafnetin 21.76 +1.81
Luteolin-7-O-glukozit 40.33 + 1.01%**
Madecassol® 49.39 + 0.58**

*:p<0,05;*:p<0,01; **: p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Sekil 39: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin merhemleri ile tedavi

edilen dokulardaki hidroksiprolin 6lgim sonuglari (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; *** :
p < 0.001)
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Tablo 67: D. oleoides subsp. oleoides (DOO) toprak ustl kisimlarinin %85

metanollil ekstresinden elde edilen alt esktrelerin merhemleri ile tedavi

edilen dokulardaki hidroksiprolin 6lgim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) £ O.S.H.
Baz Merhem 10.43+1.84
Negatif Kontrol 9.32+1.37
DOO-n-Hekzan 17.96 £ 1.40
DOO-CH,Cl, 9.21+£1.06
DOO-EtOAcC 29.13 £ 0.85*
DOO-n-Butanol 15.69 £ 1.43
DOO-R-H,0 12.62 £ 1.95

Madecassol®

45.24 + 0.48***

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

Tablo 68: DOO-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile

elde edilen fraksiyonlarin merhemleri ile tedavi edilen dokulardaki

hidroksiprolin 6lgim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) = O.S.H.
Baz Merhem 8.42 +2.25
Negatif Kontrol 13.85+1.86
DOO-Fr. (1-6) 15.16 + 2.01
DOO-Fr. (7-18) 12.76 £1.96

DOO-Fr. (19-27)

21.13 +1.10**

DOO-Fr. (28-33)

10.69 = 2.17

Madecassol®

48.23 £ 0.94***

*:p<0,05;**:p<0,01; **: p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Tablo 69: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin merhemleri ile

tedavi edilen dokulardaki hidroksiprolin élgim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) £ O.S.H.
Baz Merhem 11.74 +£1.93
Negatif Kontrol 5.18 £1.80
Triumbellin 18.50 £ 2.42

Kersetin-3-O-glukozit

32.73 + 1.20***

Madecassol®

44,63 £ 1.08***

*:p<0,05;**:p<0,01; **: p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Sekil 40: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin

tedavi edilen dokulardaki hidroksiprolin 6lgum sonuglari (*: p < 0.05; ** : p <

0.01; **: p < 0.001)
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4.2.1.5. Kapiller Permeabilite Artisina Dayanan Odemin Olgiilmesi
(Whittle Yontemi)

Tarkiye'de halk arasinda yara iyilestirici amagla kullanilan
bazi bitkilerden hazirlanan ekstreler ve daha ileri galismalarin yurutilmesi
amaci ile secilen DOK ve DOO bitkilerinden elde edilen alt ekstreler,
fraksiyonlar ve izole edilen bilesiklerin Whittle yontemi Uzerindeki doza
bagli aktiviteleri asagida tablo ve grafiklerde gosterilmigtir (Tablo 70-76;
Sekil 41, 42).

153



Tablo 70: Turkiye'de halk arasinda yara iyilestirici amacla kullanilan bazi

bitkilerden hazirlanan %85 metanollii ekstrelerin  Whittle ydntemi
tzerindeki etkileri
Evans blue
Kullanilan Doz v . Inhibisyon
Materyal Kisim (malkg) konsantrasyonu %)
0
9% | (ugimn £ 0.S.H
Kontrol - 10.03 £ 0.79
50 10.23+£0.77 -
L 100 8.51+0.83 15.15
Toprak Usti
200 8.15+0.97 18.74
400 8.31+ 0.93 17.15
50 8.43+0.79 15.95
. . . 100 8.31+ 0.58 17.15
Cichorium intybus Yaprak
200 9.11+ 0.45 9.17
400 8.95 + 0.94 10.77
50 8.81+ 0.55 12.16
Kk 100 7.71 + 037 23.13
200 7.23+0.20 27.92*
400 8.73+0.62 12.96
50 10.11 £ 0.82 -
. . . 100 8.56 + 0.67 14.66
Cistus creticus Toprak Usti
200 8.11+0.44 19.14
400 9.36 + 058 6.68
50 9.36 + 058 6.68
Daphne oleoides L 100 7.55+0.38 24.73*
. Toprak Ustl
subsp. kurdica 200 6.09 + 0.89 39.28**
400 8.14+0.43 18.84
50 9.04 £+ 0.91 9.87
Daphne oleoides L 100 8.87 + 0.59 11.57
. Toprak usti
subsp. oleoides 200 7.67 £0.22 23.53*
400 8.87 + 0.69 11.57
50 8.75+0.71 12.76
Helichrysum Cicek 100 7.89 + 0.56 21.64
graveolens ¢ 200 6.31+0.34 37.09***
400 8.28 + 0.46 17.45
50 10.19+0.91 -
Viscum album subsp. 100 7.44 +0.88 25.82*
Yaprak
album 200 6.98 + 0.51 30.41*
400 9.15+0.61 8.77
Indometasin 10 5.63+0.16 43.87**

*:p<0,05;*:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Tablo 71: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) toprak ustl kisimlarinin %85

metanolli ekstresinden elde edilen alt ekstrelerin Whittle yontemi

Uzerindeki etkileri

Evans blue konsantrasyonu P o

Materyal Doz (mg/kg) (ug/ml) + O.S.H. Inhibisyon (%)
Kontrol 11.28 + 0.59

100 11.35+0.85 -
DOK-n-Hekzan

200 10.75£0.76 4.69

100 11.12 £ 0.73 142
DOK-CH,Cl,

200 10.91£0.74 3.28

100 9.20 £ 0.91 18.44
DOK-EtOAc

200 7.88+0.31 30.14**

100 9.55 + 0.68 15.34
DOK-n-BuOH

200 8.65 + 0.46 23.32*

100 10.85+0.64 3.81
DOK-R-H,0

200 10.13 £ 0.59 10.19
Indometasin 10.0 6.65 £ 0.39 41.05%**

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

Tablo 72: DOK-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile

elde edilen fraksiyonlarin Whittle yontemi Gizerindeki etkileri

Materyal (ng(;Iig) Evans(:)gll;rill;oinga-lgt-ﬁsyonu inhibisyon (%)
Kontrol 9.96 £ 0.81

DOK-Fr. (1-8) 200 8.59 + 0.79 13.76
DOK-Fr. (9-15) 200 11.07 £ 0.96 -
DOK-Fr. (16-21) 200 9.10 £ 0.88 8.63
DOK-Fr. (22-39) 200 6.74 £ 0.62 32.33**
Indometasin 10.0 4.44 +0.43 55.42%**

*:p<0,05;*:p<0,01; **:p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Tablo 73: DOK-Fr. (22-39)dan izole edilen bilesiklerin Whittle yontemi
uzerindeki etkileri

Materyal Doz (mg/kg) Evans(f;l;rill;zn(s)a.lgt.ﬁsyonu inhibisyon (%)
Kontrol 10.43+0.72

Dafnetin 200 8.11+0.84 22.24
Luteolin-7-O-glukozit 200 6.84 + 0.44 34.42%
Indometasin 10.0 5.06 + 0.36 51.50%**

*:p<0,05;**:p<0,01; **: p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Sekil 41: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin Whittle ydntemi
Uzerindeki etkileri (*: p < 0.05; ** : p < 0.01; *** : p < 0.001)
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Tablo 74: D. oleoides subsp. oleoides (DOO) toprak Ustu kisimlarinin %85
metanolli ekstresinden elde edilen alt ekstrelerin Whittle yodntemi

Uzerindeki etkileri

Evans blue konsantrasyonu N
Materyal Doz (mg/k Inhibisyon (%
y z (mg/kg) (ug/ml) + O.S.H. nhibisyon (%)

Kontrol 10.24 + 0.38

100 10.31+ 0.77 -
DOO-n-Hekzan

200 9.65 +0.85 5.76

100 10.89 + 0.69 -
DOO-CH,ClI,

200 9.18 £ 0.42 10.35

100 8.46 £ 0.91 17.38
DOO-EtOAc

200 7.46 £ 0.15 27.15**

100 8.58 +0.71 16.21
DOO-n-BuOH

200 7.95+0.25 22.36

100 10.94 + 0.89 -
DOO-R-H,0O

200 8.69 + 0.57 15.14
Indometasin 10.0 5.65 + 0.28 44 .82%**

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

Tablo 75: DOO-EtOAc alt ekstresinden silika jel kolon kromatografisi ile

elde edilen fraksiyonlarin Whittle yontemi Gizerindeki etkileri

Materyal (ng(;Ifg) Evans&il;;;ll;oingz-igtﬁsyonu inhibisyon (%)
Kontrol 11.77 £ 0.98

DOO-Fr. (1-6) 200 10.91+£0.79 7.31
DOO-Fr. (7-18) 200 9.50+0.84 19.29
DOO-Fr. (19-27) 200 7.85+0.57 33.31*
DOO-Fr. (28-33) 200 11.95+0.91 -
Indometasin 10.0 6.17 £0.23 47.58***

*:p<0.05;**:p<0.01; **: p <0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Tablo 76: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilegiklerin Whittle yontemi
Uzerindeki etkileri

Materyal Doz (mg/kg) Evans;ﬁglltljrill;c;ngég;a.syonu inhibisyon (%)
Kontrol 10.91 £ 0.63

Triumbellin 200 9.26 £ 0.56 15.12
Kersetin-3-O-glukozit 200 7.43 +£0.47 31.89**
Indometasin 10.0 6.42 +0.18 41.15%**

*:p<0.05;*:p<0.01; **: p <0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Sekil 42: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilegiklerin Whittle ydntemi
Uzerindeki etkileri (*: p < 0.05; ** : p < 0.01; ***: p < 0.001)

158



4.2.1.6. Antioksidan Aktivite Sonuglari

D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides
bitkilerinden elde edilen ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve bilesiklerin DPPH

radikal supurucu etkileri agsagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 77).

Tablo 77: D. oleoides subsp. kurdica (DOK) ve D. oleoides subsp.
oleoides (DOO) bitkilerinden elde edilen ekstre, alt ekstre, fraksiyon ve

bilesiklerin antioksidan aktivite deneyindeki ICso degerleri

Materyal ICso (Lg/mlI)
DOK-MeOH 95.98
DOK-n-Hekzan 103.81
DOK-CH,Cl, 10.61
DOK-EtOAc 26.70
DOK-BUOH 627.36
DOK-R-H,0 1560.84
DOK-Fr. (1-8) 43.51
DOK-Fr. (9-15) 37.28
DOK-Fr. (16-21) 67.73
DOK-Fr. (22-39) 29.35
Dafnetin 27.12
Luteolin-7-O-glukozit 18.21
DOO-MeOH 230.62
DOO-n-Hekzan 183.41
DOO-CH,CI, 131.30
DOO-EtOAC 89.53
DOO-BuOH 371.77
DOO-R-H,0O 924.00
DOO-Fr. (1-6) 57.65
DOO-Fr. (7-18) 68.54
DOO-Fr. (19-27) 43.92
DOO-Fr. (28-33) 51.17
Triumbellin 26.33
Kersetin-3-O-glukozit 20.15
Referans (Kersetin) 2.14
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4.2.1.7. Hyaluronidaz Enzim inhibisyonu Sonuglari

D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides
bitkilerinden izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz enzim inhibisyonu
Uzerindeki etkileri agsagidaki tablolarda sunulmustur (Tablo 78-79; Sekil 43,
44).

Tablo 78: DOK-Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz enzim

inhibisyonu Uzerindeki etkileri

Materyal Konsantrasyon (ug/ml) % Inhibisyon
(Ortalama + O.S.H.)

50 8.29+1.13
Dafnetin

100 18.34+1.08

50 29.10 £ 1.27
Luteolin-7-O-glukozit

100 41.41 + 0.96*
Tannik asit 100 85.24 £ 0.82***

*:p<0,05;*:p<0,01; **: p<0,001; O.S.H.: Ortalama Standart Hata
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Dafnetin Luteolin-7-O-glukozit Tannik asit

Sekil 43: DOK-Fr. (22-39)’dan izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz enzim
inhibisyonu tzerindeki etkileri (100ug/ml) (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; ** : p <
0.001)
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Tablo 79: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz enzim
inhibisyonu Uzerindeki etkileri

Materyal Konsantrasyon (pug/ml) % Inhibisyon
(Ortalama = O.S.H.)

50 20.01+1.16
Triumbellin

100 25.23+1.09

50 38.16 + 0.76*
Kersetin-3-O-glukozit

100 63.02 £ 0.51**
Tannik asit 100 89.38 £ 0.43***

*:p<0.05;**:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Sekil 44: DOO-Fr. (19-27)'den izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz enzim

inhibisyonu Gzerindeki etkileri (100ug/ml) (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; *** : p <
0.001)
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4.2.1.8. Kolajenaz Enzim inhibisyonu Sonuglari

D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides
bitkilerinden izole edilen Dbilesiklerin kolajenaz enzim inhibisyonu
Uzerindeki etkileri asagdidaki tablo ve grafiklerde sunulmustur (Tablo 80,
81; Sekil 45, 46).

Tablo 80: DOK- Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin kolajenaz enzim
inhibisyonu Uzerindeki etkileri

% Inhibisyon

Materyal Konsantrasyon /ml
Y yon (ug/m) (Ortalama = O.S.H.)
50 14.25+1.18
Dafnetin
100 27.15+1.21
50 28.63 +£1.04
Luteolin-7-O-glukozit
100 68.12 £ 0.71**
Epigallokatesin gallat 100 39.08 + 0.98**

*:p<0.05;*:p<0.01; **:p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Sekil 45: DOK- Fr. (22-39)'dan izole edilen bilesiklerin kolajenaz enzim

inhibisyonu tzerindeki etkileri (100pg/ml) (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; ** : p <
0.001)
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Tablo 81: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin kolajenaz enzim
inhibisyonu Uzerindeki etkileri

% Inhibisyon

Materyal Konsantrasyon (ug/ml)
(Ortalama = O.S.H.)

50 10.29+1.84
Triumbellin

100 13.24+£1.19

50 33.53 £ 0.96*
Kersetin-3-O-glukozit

100 57.10 + 0.92**
Epigallokatesin gallat 100 42.07 £ 0.80**

*:p<0.05;**:p<0.01; **: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Sekil 46: DOO-Fr. (19-27)'den izole edilen bilesiklerin kolajenaz enzim

inhibisyonu uzerindeki etkileri; (100pg/ml) (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; ** : p <
0.001)
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4.2.1.9. Elastaz Enzim inhibisyonu Sonuglari

D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides
bitkilerinden izole edilen bilesiklerin elastaz enzim inhibisyonu tzerindeki
etkileri asagidaki tablo ve grafiklerde sunulmustur (Tablo 82, 83; Sekil 47,
48).

Tablo 82: DOK-Fr. (22-39)dan izole edilen bilesiklerin elastaz enzim

inhibisyonu Uzerindeki etkileri

Materyal Konsantrasyon (ug/ml) % Inhibisyon
(Ortalama = O.S.H.)

50 15.23+1.16
Dafnetin

100 18.10+1.26

50 20.24 +1.43
Luteolin-7-O-glukozit

100 32.11+1.35
Epigallokatesin gallat 100 85.05 £ 1.04***

*:p<0.05;*:p<0.01; **:p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Sekil 47: DOK-Fr. (22-39)dan izole edilen bilesiklerin elastaz enzim
inhibisyonu Uzerindeki etkileri; (100ug/ml) (* : p < 0.05; ** : p < 0.01; *** : p <
0.001)
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Tablo 83: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin elastaz enzim

inhibisyonu Uzerindeki etkileri

Materyal Konsantrasyon (ug/ml) % Inhibisyon
(Ortalama = O.S.H.)

50 6.13+1.19
Triumbellin

100 8.11+1.23

50 18.43+1.21
Kersetin-3-O-glukozit

100 39.08 +1.36
Epigallokatesin gallat 100 81.01 +1.01***

*:p<0.05;*:p<0.01; **: p <0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Sekil 48: DOO-Fr. (19-27)den izole edilen bilesiklerin elastaz enzim
inhibisyonu Uzerindeki etkileri; (100ug/ml) (*: p < 0.05; ** : p < 0.01; *** : p <
0.001)
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5. TARTISMA

Fiziksel, kimyasal, termal radyasyon ve cerrahi nedenlere
bagli veya kendiliginden gelisen doku buatunlagunin bozulmasi yara olarak
tanimlanir. Yaralarin mumkun oldugu kadar herhangi bir sekel ya da iz
birakmadan, dusuk maliyet ile hizla iyilesmesini, Ozellikle yasam
kalitesini olumsuz etkileyen diyabetik ayak yaralari gibi gl¢ kronik
sorunlarin etkin bir sekilde tedavisini saglayabilecek maddelere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla gerek sentetik kaynakli molekuller gerekse de
biyolojik kaynakli dogal Urlnlerden yararlanmak Uzere kapsaml bilimsel

arastirmalar yurutulmektedir.

Anadolu halk kudltirinde, yara ve yanik tedavisinde
yararlanilan bitkisel ve hayvansal materyaller kullanilarak hazirlanmis
zengin bir bilgi birikimi bulunmaktadir. Turkiye’de bircok bitkinin halk
arasinda yara iyilestirici amagla yaygin olarak kullanildidi yapilan
etnobotanik calismalarda tespit edilmistir™®. Asteraceae, Boraginaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Hypericaceae, Liliaceae, Malvaceae,
Pinaceae, Ranunculaceae gibi pek cok familyaya ait baz tlrler yara
iyilestirici amacla halk ilaci olarak kullaniimaktadir*®*°7°,

Calismamizda halk arasinda yara iyilestirici amagla siklikla
kullanildigi tespit edilen bitkilerden Cichorium intybus, Cistus creticus,
Daphne oleoides subsp. kurdica, Daphne oleoides subsp. oleoides,
Helichrysum graveolens ve Viscum album subsp. album bitkilerinin 6n
denemelerde aktiviteleri degerlendirilmistir. C. intybus, D.oleoides subsp.
kurdica, D. oleoides subsp. oleoides, H. graveolens bitkilerinden
hazirlanan %85’lik metanolli ekstrelerin  6n denemelerde anlamli
derecede etkili oldugu belirlenmistir (Tablo 42, 49, 56, 43, 70). Bundan
sonraki asamada, c¢alismalarimiz yara iyilestirici aktivitesi yuksek bulunan
D. oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides bitkileri

lizerinde “Biyolojik Aktivite ile Yonlendirilen Fraksiyonlama ve izolasyon

166



teknikleri (BAYF) " uygulanarak yuratilmustur.  Etkili fraksiyonlardaki
bilegiklerin kimyasal yapilarinin aydinlatiimasi amaciyla spektroskopik

yontemlerden yararlaniimistir.

Calismamizda 6n denemelerde kullaniimak Uzere hazirlanan
tum ekstreler ve D. oleoides subsp. kurdica (DOK) ile D. oleoides subsp.
oleoides (DOOQ) bitkilerinin ekstrelerinden elde edilen alt ekstreler %1
konsantrasyonda olacak sekilde glikol sterarat: 1,2 propilen glikol: sivi
parafin (3:6:1) icinde hazirlanmis ve hayvanlarin sirt kisminda olusturulan
yaralara uygulanmigtir. Her iki alt tirden de yara iyilegtirici aktivitesinin
yuksek oldugu belirlenen etil asetat alt ekstrelerinin doz bagimh etkisinin
tespit edilebilmesi amaciyla bu alt ekstrelerin %71’lik merhemlerinin
yaninda, %3’luk ve %5’lik merhemleri de ayni deneylerde uygulanmis ve
etkinin doz bagimli olmadi§i saptanmistir. Bundan sonraki ¢alismalarimiz
elde edilen fraksiyonlarin ve bilesiklerin yara iyilestirici aktivite

modellerinde %1’lik merhemler halinde uygulanmasiyla devam etmistir.

Yara iyilestirici aktivitenin degerlendiriimesi amaciyla iki farkli
in vivo aktivite yontemi kullaniimigtir. Dairesel eksizyon yara modelinde
deney hayvanlarinin sirt kisimlarinda olusturulan yaralar tzerine 12 gin
boyunca uygulanan test numunelerinin epitel olusumu Uzerindeki etkileri
yara alanlarinin kagulme oranlari hesaplanarak tespit edilmistir. Epitel
olusumunda proliferatif etki gdstererek yara iyilesmesine katkida bulunan
materyallerin yara alti dokularinda da duzgun iyilesme sureci gosterip
gOstermediginin belirlenmesi, kolajen olusumu ve saglamhgi hakkinda bilgi
vermesi nedeniyle siganlarda gizgisel insizyon yara modeli ¢alisiimistir. Bu
deneyde, hayvanlarin sirt kisimlarinda olugturulan gizgisel insizyon
yaralarinin 10 gun boyunca test numuneleri ile tedavisinin ardindan
gerilme siddetine kargl saglamlik dereceleri dl¢giimustir. DOK ve DOO
bitkilerinin toprak Ustu kisimlarindan hazirlanan metanolli ekstrelerin
dairesel eksizyon yara modelinde sirasiyla %82.08 ve %70.97 oranlarinda

kontraksiyon sagladigi, cizgisel insizyon yara modelinde ise sirasiyla
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%39.58 ve %34.19 oranlarinda yara kuvvetini arttirdigi tespit edilmistir
(Tablo 42, 49).

Yaranin hizli bir sekilde iyilesmesi igin gerekli olan 6nemli
ekstraseluler matriks proteinlerinden biri kolajendir. Calismamizda yara
alanindaki kolajen miktarinin tespit edilmesi igin kolajeni olugturan
aminoasitlerden olan hidroksiprolinin dokudaki miktari &lgUImustar.
Hazirlanan merhemler ile tedavi edilen dokularin hidroksiprolin dizeylerine
bakildiginda, DOK ve DOO bitkilerinin metanolll ekstrelerinden hazirlanan
merhemlerin dokulardaki hidroksiprolin dtzeyini anlamli derecede arttirdigi
belirlenmistir (Tablo 63).

Yara iyilesmesinin erken doneminde gorilen akut iltihabi
yanitin uzun sure devam etmesi sonucu olugan arasidonik asit
metabolitleri endotel zedelenmesi ile doku hasari olusumuna neden
olabilmektedir. Bu nedenle ekstrelerin yara iyilesmesinin ilk evresindeki
enflamatuvar yanit Uzerindeki etkileri, akut anti-enflamatuvar aktivite
degerlendirme yontemi olan asetik asit-nedenli kapiller permeabilite
artisinin  inhibisyonuna dayanan  Whittle  Yontemi  kullanilarak
arastinlmistir. Her iki ekstrenin de Whittle Yontemi tzerinde 200 mg/kg
dozda %39.28 ve %23.53 inhibisyon degerleri ile anti-enflamatuvar etkiye

sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 70).

Antioksidan etkili bilesikler lipit peroksidasyonunu inhibe
etmek suretiyle hiucre hasarini Onleyerek vyara iyilesmesine katki

saglamaktadirt>®*%7.

Caligsmamizda antioksidan aktivitenin
degerlendiriimesi amaciyla DPPH Uzerinden serbest radikal stupurtcu etki
tayinine dayanan yéntem kullanilmistir'*®. Bu deneyde, DOK metanollii
ekstresinin ICsp degerinin 95.98 pg/ml; DOO metanolli ekstresinin ise ICs

degerinin 230.62 pg/ml oldugu tespit edilmistir (Tablo 77).
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Her iki alt tirin metanol ekstrelerinin aktif gikmasi nedeniyle,
bu ekstreler BAYF calismalari kapsaminda once “sivi-sivi ekstraksiyonu”
teknigi ile artan polaritede c¢ozlculer ile ekstre edilerek
fraksiyonlandinimigtir. DOK ve DOO etil asetat alt ekstrelerinden
hazirlanan %1’lik merhem formulasyonlarinin insizyon yara modelinde
sirasiyla %36.33 ve %30.92 (Tablo 43, 46); eksizyon yara modelinde ise
%59.77 ve %57.36 (Tablo 50, 53) oranlarinda etki goOsterdigi tespit
edilmistir. Etil asetat alt ekstreleri kullanilarak hazirlanan merhemler ile
tedavi edilen dokularin hidroksiprolin duzeyleri DOK-EtOAc Fr. igin 32.77
png/mg; DOO-EtOAc Fr. igin 29.13 ug/mg olarak belirlenmistir (Tablo 64,
67). Her iki alt ekstrenin de anti-enflamatuvar aktivite tayin yonteminde
200 mg/kg dozda sirasiyla %30.14 ve %27.15 inhibisyon ile oldukca etkili
oldugu saptanmistir (Tablo 71, 74). Antioksidan aktivite deneyinde DOK-
EtOACc alt ekstresinin ICso degeri; 26.70 pg/ml; DOO-EtOAc alt ekstresinin
ICs0 degeri 89.53 ug/ml olarak tespit edilmistir (Tablo 77).

Biyolojik aktivite sonuclari, metanolli ekstrelerden elde
edilen etil asetat alt ekstrelerinin ¢izgisel insizyon ve anti-enflamatuvar
aktivite deneyleri ile hidroksiprolin dizeyindeki etkilerinin hemen hemen
ayni kaldigini, dairesel eksizyon yara modelinde aktivitelerin bir miktar
azaldigini gostermigtir. Alt ekstrelerin antioksidan etkilerinin ise arttigi
belirlenmistir. Etkiden sorumlu bilesiklerin tespiti amaciyla aktif ¢ikan etil
asetat alt ekstreleri silika jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlanmis ve
biyolojik aktivite deneylerinde DOK-Fr.(22-39) ile DOO-Fr.(19-27)
fraksiyonlari etkili bulunmustur. Bu iki fraksiyon cizgisel insizyon yara
modelinde sirasiyla %35.26 ve %29.48 (Tablo 44, 47); dairesel eksizyon
yara modelinde sirasiyla %47.87 ve %43.31 oranlarinda iyilesme
saglayarak (Tablo 51, 54); anti-enflamatuvar aktivite deneyinde sirasiyla
%32.33 ve %33.31 (Tablo 72, 75) oranlarinda inhibisyon yaparak etkili
bulunmustur. Fraksiyonlardan elde edilen merhemler ile tedavi edilen

dokulardaki hidroksiprolin diizeyleri ise 25.12 ve 21.13 pg/mg olarak tespit
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edilmistir (Tablo 65, 68). ikinci fraksiyonlama iglemi ile DOK’un antioksidan
etkisi bir miktar diserken, DOO’nun antioksidan etkisi biraz ylukselmistir
(Tablo 77). Antioksidan etkinin disinda elde edilen fraksiyonlarin biyolojik
aktivite sonugclar etil asetat alt ekstrelerinin deneysel sonuglarina paralellik

gostermistir.

Etkiden sorumlu bilesik/lerin izolasyonu amaciyla Ters faz-
yuksek basingli sivi kromatografisi (RP-HPLC) teknigi kullaniimistir. Etkili
fraksiyonlardan DOK-Fr.(22-39) fraksiyonundan “Dafnetin,
Demetildafnoretin-7-O-glukozit ve Luteolin-7-O-glukozit”; DOO-Fr.(19-
27) fraksiyonundan “Triumbellin ve Kersetin-3-O-glukozit” izole
edilmistir. Yapilan literatlr taramalarinda kumarin yapisinda olan dafnetin
ve dafnoretin-7-O-glukozit ile flavonoit yapisinda olan luteolin-7-O-glukozit
bilesiklerinin  Daphne oleoides'ten™*>*®:  triumbellin  bilesiginin  D.
mezereum’dan®®; kersetin-3-O-glukozit bilesiginin ise D. gnidioides’ten®
daha once izole edildigi tespit edilmistir. Bu c¢alismada triumbellin ve
kersetin-3-O-glukozit bilesikleri D. oleoides turinden ilk defa izole

edilmistir.

Demetildafnoretin-7-O-glukozit  bilesiginin  DOK-Fr.(22-39)
fraksiyonunda olduk¢a dugik miktarda bulunmasi nedeniyle DOK-Fr.(22-
39) ve DOO-Fr.(19-27) fraksiyonlarinda daha yuksek miktarda bulunan
dafnetin, luteolin-7-O-glukozit, triumbellin ve kersetin-3-O-glukozit
bilesiklerinin etkiden sorumlu bilesikler olabilecegi dusunulmustur.
Fraksiyonlarda miktarlarinin daha fazla oldugu tespit edilen bu bilesiklerin
biyolojik aktivitelerinin degerlendiriimesi amaciyla ticari firmalardan temini
saglanmis ve in vivo biyolojik aktivitelerinin yaninda in vitro enzim
deneyleri yapilarak etkiden sorumlu oldugu dusunudlen bilesiklerin etki

mekanizmalari aydinlatiimaya c¢aligiimistir.

Cizgisel insizyon yara modelinde luteolin-7-O-glukozit ile

kersetin-3-O-glukozitin yara gerilme kuvvetini sirasiyla %39.89 ve %32.19
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oraninda arttirdig1 (Tablo 45, 48); dairesel eksizyon yara modelinde ise
ayni bilesiklerin yara alanlarinda sirasiyla %61.17 ve %65.29 oranlarinda
kiculmeyi sagladigi tespit edilmistir (Tablo 52, 55). Luteolin-7-O-glukozit
ve Kkersetin-3-O-glukozit ile tedavi edilen dokulardaki hidroksiprolin
duzeylerinin sirasiyla 40.33 pg/mg ve 32.73 pg/mg oldugu belirlenmistir
(Tablo 66, 69). Enflamasyonun yuzde inhibisyon degeri luteolin-7-O-
glukozit igin %34.42; kersetin-3-O-glukozit igin %31.89 olarak olgulmustur
(Tablo 73, 76). Bilesiklerin DPPH radikal sUpuricu etkilerinin tayini
amaciyla hesaplanan ICs, degerleri ise sirasiyla 18.21 ve 20.15 pg/ml

olarak belirlenmistir (Tablo 77).

Calismamizda yapilan histopatolojik analizler, yara iyilestirici
aktivitenin hucresel ve yapisal duzeyde degerlendiriimesine katki
saglamigtir. Hematoksilen-eozin ile boyanmis deri kesitleri 151k mikroskobu
altinda incelenmistir (Tablo 56-62 ve Resim 3-9). Tum histopatolojik
bulgular birlikte dederlendirildiginde, negatif kontrol grubunun enflamasyon
fazinda kaldigi belirlenmigtir. Epitelizasyonun kenarlardan ortaya dogru
gelismeye basladigi fakat hala oldukga genis bir Ulser bdlgesinin oldugu
tespit edilmistir. Bu bolgelerin Gzerinde yara alani ile temas halinde olan
yara kabugunun varhdi dikkati ¢cekmistir. Yara alaninda fibroblastlarin
artigi gozlenirken, dermiste hlcre ici ve hlcreler arasi pargalanmalar fark
edilmistir. Van Gieson boya uygulanan kesitlerde ise yara bolgesindeki

kolajen liflerin henliz demetler halini almadigi gérulmagtur.

lyilesmenin orta derecede gérildiigu calisma gruplarinda re-
epitelizasyonun kismen tamamlandigi gozlenmistir. Dermal bdlgelerde
makrofajlar ve fibroblastlarin agirlikta oldugu hicresel yapilar tespit
edilmistir. Kontrol gruplarina oranla daha az sayida mononukleer hiicreler
gozlenirken, neovaskilarizasyonun belirgin oldugu goérulmastir. Van
Gieson boya uygulanan kesitlerde ise kolajen sentezinin arttigi ve kolajen
liflerin demet olusturmaya bagladiklar dikkati cekmistir.
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Epidermal ve dermal re-modelizasyon bakimindan en iyi
gruplar olan DOK-EtOAc, DOK-Fr. (22-39), luteolin-7-O-glukozit ile DOO-
EtOAc, DOO-Fr. (19-27), kersetin-3-O-glukozit ve referans gruplarinda re-
epitelizasyonun tam olarak tamamlandigi ve dermal butlinligun buyuk
¢cogunlukla saglandigi belirlenmigtir. Yara alanindaki fibroblast miktarinda
ve kolajen sentezinde artis tespit edilmistir. Elde edilen histopatolojik
bulgular cizgisel insizyon ve dairesel eksizyon deney modellerinde elde

edilen bulgular ile paralellik gostermistir.

Hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri yara
iyilesmesinde 6nemi olan hyaluronik asit, kolajen ve elastinin enzimatik
yikimina neden olan metalloproteinaz enzimlerdir. Bu enzimlerin minimal
seviyede tutulmasi yara iyilesmesinin dizgun olmasi bakimindan son
derece 6nemlidir*®°. Yara iyilestirici aktiviteye sahip fraksiyonlardan izole
edilen bilesiklerin in vitro hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzim
inhibitor etkileri, yara iyilegtirici aktivite mekanizmasini aydinlatmak
amaciyla degerlendirilmigtir. Bilegiklerin hyaluronidaz enzim inhibisyonu
uzerindeki etkileri 100 pg/ml dozda luteolin-7-O-glukozit igin %41.41;
kersetin-3-O-glukozit icin %63.02 (Tablo 78, 79; Sekil 43, 44); kolajenaz
enzimi tzerindeki inhibitor etkileri sirasiyla %68.22 ve %63.10 (Tablo 80,
81; Sekil 45, 46) olarak belirlenmistir. Ancak bilesiklerin elastaz enzimi
uzerinde anlamh derecede inhibitor etkiye sahip olmadiklari tespit
edilmistir (Tablo 82, 83; Sekil 47, 48).

Yara iyilesme slreci birbirini takip eden bir zincirden
olusmaktadir. Zedelenmeye kargi gelisen vaskuler ve hucresel yanit akut
iltihabi surectir. Bu, yara iyilesmesinin erken cevabi olan enflamasyon
fazini olusturur. Bu ilk faz hemostaz ile baslar. Hemostaz, butlinlagu
bozulan kan damarlari ve dermisten aciga ¢ikan kolajenin, trombosit
agregasyonunun aktive oldugu pihtilasma mekanizmasidir ve yara
alaninin bakteriyel kontaminasyona karsi korunmasi ve iyilesmesi igin

gerekli olan sivi kaybinin engellenmesi acisindan oldukca 6nemlidir'®.
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lyilesme siirecinde enflamasyon cevabi nétrofil ve l6kositlerin yara alanina
toplanmasi ile devam eder. Enflamasyon dis ve i¢ etkenlere karsi
damarsal bag dokunun kompleks reaksiyonudur. Bir yandan zararli etkeni
ortadan kaldirirken bir yandan da onarimi saglayan bir sure¢ baslatiimaya
calisiir'?®%° Ancak uzamis bir enflamasyon siireci yara iyilesmesi icin
istenmeyen  bir durumdur. Cunkl, enflamasyon tam olarak
engellenemezse hucre nekrozu gorulir ve bu da hasar olugsmus stabil ve
labil hiicreli dokularda bakteriyel abseyle sonuglanir*®®. Bu nedenle yara
iyilesmesinde enflamasyon sirecinin kisa sirmesi istenir. lyilesme
surecinin ilk fazinda anti-enflamatuvar etki gostererek bu sirenin
kisalmasini saglayan maddeler yara iyilesmesine yardimci olabilir.
Calismamizda DOK ve DOO bitkilerinin ekstre, alt ekstre ve fraksiyonlari
ile bu bitkilerden izole edilen flavonoitlerin anlamli derecede anti-
enflamatuvar etki gosterdikleri ve yara sonuglarini destekledikleri tespit

edilmistir.

Doku hasarina neden olan baslica etkenlerden bir tanesi de
serbest radikaller ve oksidatif reaksiyon Urlnleridir. Yara alaninda uretilen
yuksek miktardaki serbest radikaller yara iyilesme surecinde bag doku
hasari olusumuna neden olmaktadir. Oksidatif hasari ortadan kaldirmak
amaciyla cesitli antioksidanlar kullaniimaktadir'*°. Ekstre ve alt ekstrelerin
fenolik bilesikler bakimindan zengin olmasi antioksidan aktivite ile iligkilidir.
Bu nedenle calismamizda DOK ve DOO bitkilerinden hazirlanan ekstre ve
alt ekstreler Uzerinde total fenol miktar tayini yapiimistir. Elde edilen
sonuclar, DOK-EtOAc ve DOO-EtOAc alt ekstrelerinin total fenol
miktarlarinin diger ekstrelerden daha fazla oldugu (sirasiyla 221.00 ve
169.57 mg GA/g) tespit edilmistir (Tablo 36).

Ekstraselller matriks elemanlarinin sentez, depolanma ve
yapisal degisikligi ile taslagin olusturulmasi, granilasyon dokusundan skar
olusumu ile devam eder. Ekstraselller matriksin G¢ temel bileseni, yapinin

saglamhgini saglayan fibréz yapisal proteinler, kaydirici sulu jeller ve
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hucreleri birbirine baglayan glukoproteinlerdir. Ekstraseliler matriks
elemanlarinin parcalanmasi fibroblast, makrofaj, nétrofil ve bazi epitel
hicreleri tarafindan sentezlenen metalloproteinaz enzimleri tarafindan
saglanir. Bu enzimlerin sentez ve sekresyonlari buylume faktorleri,
sitokinler, fagositoz ve fiziksel stresle kontrol edilmektedir’®®. Zedelenme
alaninda ve doku hasari onariminda ekstraselller matriks taslaginin
olusumu icin metalloproteinazlar gorev vyaparlar. Metalloproteinazlar
zedelenme alaninda artiklarin uzaklastiriimasini ve hasar gérmemis bag
dokudaki kolajenleri parcalayarak yaranin kapatilmasi igin gereken bag
dokunun yapimini saglamaktadir. Ancak dokuda ileri derecede tahrip edici
guclerinden dolay1r etkileri olduk¢ga kontrolludur. Yara alaninda
kontrolslizce etkin olmalari durumunda yeni olusturulmaya caligilan bag
dokunun metalloproteinazlar tarafindan yikilmasi nedeniyle igleri bittiginde

hizli bir sekilde inhibe edilmeleri gerekir'®

. Kronik yaralarin iyilesme
surecini  engelleyen  6nemli  faktorlerden  biri  metalloproteinaz
enzimlerinden kolajenaz enziminin aktivitesinin kontrolsuizce devam
etmesidir'®*™*®2. Bu gibi durumlarda yaralarin hizli bir sekilde iyilesmesini
saglamak Uzere kolajenaz enzim inhibisyonu etkisine sahip maddelerden
yararlanilabilir. Calismamizda luteolin-7-O-glukozit ve kersetin-3-O-
glukozit bilesiklerinin kolajenaz enzimi Uzerinde inhibitor etkileri ile yara
iyilesmesine destek oldugu tespit edilmistir. lyilesen dokularda kolajen
miktarindaki artisin bir gostergesi olan hidroksiprolin tayini sonuglari da
luteolin-7-O-glukozit ve kersetin-3-O-glukozit bilesiklerinin yara alanlarinda
kolajen miktarini arttirarak yara iyilegtirici etkiye sahip olduklarini
g6stermistir. iki deney sonucunun biribirini desteklemesi bilesiklerin
kolajenaz enzimini inhibe ederek ortamdaki kolajen miktarini arttirdigini ve
artan kolajen miktarinin da insizyon yara modelinde yara geriliminde artiga
neden olarak iyilesen yaranin saglamligina katkida bulunmus olabilecegi

fikrini ortaya koymustur.
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Cesitli  bitkilerden izole edilen flavonoitlerin aktiviteleri

lizerinde yapilan calismalarda luteolin ve glikozitlerinin antioksidan®®**°’;

I168-175 |176-180 |181,182 |l83 v

antibakteriye , antivira , antifunga , antiplazmodia e

antikanser'®+188

calismalarinda bu bilesiklerin NF-Kappa B, COX-2, LOX ve INOS
|189-192

etkilerinin bulundugu tespit edilmigtir. ~ Yapi aktivite

inhibisyonu yapara
193-202

anti-enflamatuvar etki gosterdikleri de

belirlenmistir Kersetin ve glikozitlerinin de benzer sekilde

204208 o antikanser etkileri®®*2 yapilan

antioksidan®®, anti-enflamatuvar
calismalarla tespit edilmistir. Arastirma grubumuz tarafindan yapilan bir
calismada Sambucus ebulus yapraklarindan hazirlanan metanollu
ekstrenin yara iyilestirici etkisi biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
ve izolasyon teknigi kullanilarak degerlendiriimis ve etkili bulunan
fraksiyonda kersetin-3-O-glukozit bilesiginin ana bilesik oldugu tespit
edilmistir’®®. Song ve ark. ile Saragusti ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, kersetin ve glikozitlerinin metalloproteinaz enzimleri tzerinde

inhibitdr etkiye sahip olduklari belirlenmistir?*42*

. Gahgsmamizda elde
edilen bulgular daha 6nce yapilan g¢alismalardan elde edilen sonuglar ile

paralellik gostermektedir.

Daphne tirleri Gzerinde yapilan aktivite ¢alismalarinda D.
oleoides subsp. oleoides, D. genkwa, D. pontica, D. retusa, D. gnidium ve
D. odora turlerinin antienflamatuvar etkiye sahip olduklar tespit
edilmistir’°**99¢_Yesilada ve ark., D. oleoides subsp. oleoides etil asetat
ekstresinden anti-enflamatuvar aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama
calismalari ile dafnetin bilesigini izole etmisler ve bilesigin IL-1a, IL-1B ve
TNF-a biyosentezi uzerindeki anlamli derecede inhibitor etkiye sahip
oldugunu tespit etmislerdir®. TNF-a ve IL-1in fibroblastlardan
metalloproteinaz  enzimlerinin  Uretimini  indUkledigi  bilinmektedir.
Calismamizda, dafnetin bilesiginin TNF-a, IL-1a ve IL-1B biyosentezi
Uzerinde inhibitor etki gOstererek hem anti-enflamatuvar hem de

metalloproteinaz inhibisyonu etkisiyle yara iyilesmesine katkida bulunmasi
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beklenmistir. Ancak, c¢alismamizda elde edilen sonuglar, metanol
ekstrelerinin fraksiyonlama islemleri ile yara iyilestirici etkilerinin bir miktar
azaldigini fakat en son saflastirma basamadinda etki derecelerinin
yukselerek flavonoitler Uzerinde toplandigini gostermigtir. Fraksiyonlarda
bulunan kumarinlerin kanin pihtilagsmasini geciktirmek suretiyle yara
iyilesmesinin ilk fazinda gergceklesen hemostaz evresinde yavaslama
meydana getirerek yara iyilegtirici etkiyi dusurmus olabilecegi

dusundimustar.

Deiana ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada, D. gnidium
govde ve yapraklarindan izole edilen luteolin, dafnetin ve a-tokoferol ile D.
odora’dan izole edilen dafnetinin ylksek antioksidan aktivite gosterdigi
tespit edilmistir®. Calismamizda elde ettigimiz deneysel sonuclar dafnetin
bilesiginin 27.12 pg/ml 1Cso degeriyle antioksidan etki gosterdigini
dogrulamaktadir (Tablo 77). Yine etkili fraksiyonlardan izole ettigimiz ve
antioksidan aktivitelerinin ylksek oldugu belirlenen flavonoit yapisindaki
luteolin-7-O-glukozit ve kersetin-3-O-glukozit bilesiklerinin antioksidan

etkileri ile yara iyilestirici etkiye katki sagladiklari disunalmustar.

Enfeksiyona bagli olarak yara bdlgesinde artan bakteriler
yara iyilesmesini geciktiren bir baska nedendir. Daphne turleri Gzerinde
yapilan ¢alismalar D. gnidium, D. gnidioides ve D. odora tlrlerinden izole
edilen kumarin ve flavonoit yapisindaki bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteye

132033106107 - 1 pleoides’ten izole edilen

sahip oldugunu gostermistir
kumarin ve flavonoit yapidaki bilesiklerin de antimikrobiyal etki gdstererek

yara iyilesmesini destekledigi de dusunulmektedir.
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6.SONUC

Tarkiye’de halk arasinda yara iyilestirici amacgla kullanildigi
tespit edilen bitkiler Uzerinde yapilan yara iyilestirici aktivite tarama
calismalarinda, Daphne oleoides subsp. kurdica (DOK) ve Daphne
oleoides subsp. oleoides (DOO) bitkileri arastirma materyalleri olarak
secilmistir. Daphne tiurleri Uzerinde yapilan pek ¢ok biyolojik aktivite
calismasi olmasina ragmen bu turlerin yara iyilestirici etkilerinin

degerlendirildigi herhangi bir galisma bulunmamaktadir.

Calismamizda DOK ve DOO bitkilerinin toprak Ustl
kisimlarindan izole edilen flavonoit yapisindaki bilesiklerden sirasiyla
Luteolin-7-O-glukozit ve Kersetin-3-O-glukozit’in bulundugu
fraksiyonlarin yara iyilestirici, anti-enflamatuvar ve antioksidan etkiye sahip
oldugu tespit edilmigtir. Bu iki bilesik Gzerinde yapilan in vitro enzim
inhibisyonu deneylerinde her iki bilesigin de hyaluronidaz ve kolajenaz
enzimi inhibisyonu yaparak yara iyilestirici etki gosterdigi belirlenmistir. Bu
bilesiklerin anti-enflamatuvar ve antioksidan etkileri ile de yara iyilesme

surecine katkida bulundugu tespit edilmigtir.

Yapilan bu galisma ile Ulkemizde genis yayilis gOsteren ve
yara iyilestirici amacla halk ilaci olarak kullanilan DOK ve DOO bitkilerinin
kullaniminin  dogrulugu bilimsel platformda kanitlanmigtir. Flavonoit
yapisindaki bilegiklerin yara iyilegtirici etkiden sorumlu oldugu tespit

edilmistir.
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7.0ZET

Tiirkiye’de Halk Arasinda Yara lyilestirici Amagla Kullanilan Bazi

Bitkilerin Aktiviteleri Uzerinde Arastirmalar

Tarkiye'de yapilan etnobotanik calismalarda bir¢ok bitkinin
halk arasinda yara iyilestirici amacgla yaygin olarak kullanildigi kayithdir.
Calismamizda halk arasinda yara iyilestirici amacgla siklikla kullanildigi
tespit edilen bitkilerden Cichorium intybus, Cistus creticus, Daphne
oleoides subsp. kurdica, Daphne oleoides subsp. oleoides, Helichrysum
graveolens ve Viscum album subsp. album bitkilerinin yapilan 6n
denemelerle aktiviteleri degerlendirilmis ve C. intybus, D.oleoides subsp.
kurdica, D. oleoides subsp. oleoides, H. graveolens bitkilerinden
hazirlanan %85’lik metanollti ekstrelerin anlamli derecede etkili oldugu
saptanmigtir. Calismalarimiz yara iyilestirici aktivitesi yuksek bulunan D.
oleoides subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides bitkileri Gzerinde
“Biyolojik Aktivite ile Yonlendirilen Fraksiyonlama ve izolasyon teknikleri
(BAYF)” kullanilarak vyirutilmastir.  /n vivo yara iyilestirici ve anti-
enflamatuvar aktivite deneylerinde aktivitesi yuksek c¢ikan D. oleoides
subsp. kurdica ve D. oleoides subsp. oleoides metanollii ekstrelerinden
elde edilen etil asetat alt ekstrelerinin silika jel kolon kromatografisi
yontemiyle ayirimi saglanmis, elde edilen fraksiyonlarin etkileri ayni deney
modelleri kullanilarak degerlendirilmistir. Aktif oldugu tespit edilen
fraksiyonlardan RP-HPLC teknigi kullanilarak Dafnetin, Demetildafnoretin-
7-O-glukozit, Luteolin-7-O-glukozit, Triumbellin ve Kersetin-3-O-glukozit
bilesikleri izole edilmistir. /n vivo yara iyilestirici ve anti-enflamatuvar
aktivite deneylerinde etkili oldugu tespit edilen Luteolin-7-O-glukozit ve
Kersetin-3-O-glukozit bilesiklerinin etki mekanizmasini aydinlatmak Gzere
yapilan in vitro deneylerde her iki bilesigin de hyaluronidaz ve kolajenaz
enzimlerini inhibe ederek yara iyilesmesine katkida bulundugu tespit

edilmistir.
Anahtar kelimeler: Daphne, Enflamasyon, Flavonoit, Kumarin, Yara.
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8.SUMMARY

Researches on the Activities of Some Plants Used for Wound Healing
in Turkish Folk Medicine

In the ethnobotanical studies, several plants were reported to
be used for wound healing in Turkish folk medicine. Among the frequently
used-plants for wound healing in folk medicine Cichorium intybus, Cistus
creticus, Daphne oleoides subsp. kurdica, Daphne oleoides subsp.
oleoides, Helichrysum graveolens and Viscum album subsp. album were
selected as the plant materials of this study. Cichorium intybus, Daphne
oleoides subsp. kurdica, Daphne oleoides subsp. oleoides and
Helichrysum graveolens were found to be significantly active in the pre-
screening tests. Our researches proceeded by using “Biological Activity
Guided Fractionation and Isolation Assays” on D. oleoides subsp. kurdica
ve D. oleoides subsp. oleoides of which both have high wound healing
activity. Ethyl acetate subextracts prepared from the methanolic extracts of
D. oleoides subsp. kurdica and D. oleoides subsp. oleoides were shown to
possess the highest wound healing and anti-inflammatory activities in the
in vivo assays. Therefore, the ethyl acetate fractions were subjected to
silicagel column chromatography to give subfarctions which were also
applied on the same experimental models in order to be tested
biologically. From the active subfractions Daphnetin,
Demethyldaphnoretin-7-O-glucoside, Luteolin-7-O-glucoside, Triumbellin
and Quercetin-3-O-glucoside were isolated by using RP-HPLC method.
The flavonoid type compounds, Luteolin-7-O-glucoside and Quercetin-3-
O-glucoside, which were found to be active in in vivo models, were also
tested in in vitro enzymatic assays in order to elucidate the mechanism of
action. Both compounds were found to possess hyaluronidase and
collagenase enzyme inhibitory activities which could contribute the wound

healing effect.

Keywords: Daphne, Inflammation, Flavonoid, Coumarin, Wound.
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