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OZET

Bu proje calismasi etnobotanik caligmalarla 6zellikle Kayseri ve civarinda yara iyilestirici
amagcla kullanildig1 tespit edilen, Heracleum platytaenium Boiss. (HPM), Potentilla recta L. (PRec)ve
Potentilla reptans L. (PRep) ile Helianthemum canum (L.) Baumg (HCM) tiirleri {izerinde
yiriitiilmiistiir. Bitkilerin toprak tistii kisimlarinin %70’lik metanol ekstrelerinin in vitro/in vitro yara
iyi edici etkileri, oksidatif stres parametrelerine etkileri ve etkiden sorumlu bilesikleri incelenmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda in vivo yara iyilestirici etki tiim ekstrelerde belli diizeylerde
gozlenirken en yiiksek ve anlamli etkiyi PRep ekstresi gostermistir. Ayrica HCM ekstresi de ikinci
derecede aktif ekstre olarak bulunmustur. Sivi kromatografisi Kiitle Spektrometresi (SK-KS/KS)
yontemi kullanilarak tespit edilen ekstrelerin igermis olduklari tanen tiirevi bilesikler ve flavonoit
tirevlerinin bu etkilerden sorumlu olabilecegi diisiinilmektedir. Yapilan in vivo calismalarin
sonuclar1 fibroblast hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan elde edilen sonuglarla da uyum gostermektedir.
Antimikrobiyal aktivite c¢aligmalarinda ekstrelerin Staphyllococcus aureus ATCC 29213,
Pseudumonas aeroginasa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 90028, Stapyllococcus epidermidis
ATCC 3699 bakterilerine karsi Minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC) hesaplanmistir.
Ozellikle ekstreler S. epidermidis bakterisine kars1 en diisiik konsantrasyon olan 0,0625 mg/mL

konsantrasyonda bile yiiksek inhibisyon gdstermislerdir.

Sonug olarak, yapilan in vitro ve in vivo antienflamatuar etki ¢alismalarinda ekstrelerden
gozlenen aktivite ile tanen tiirevi bilesiklerin ve flavonoit tiirevlerinin varligi iliskilendirilmistir. Halk
arasinda yara iyilrstirici olarak kullanilan bu bitkilerin ekstreleri ile yapilacak ileri diizey etki,
giivenilirlik ve standardizasyon c¢alismalari belki de enflamasyonu azaltmaya yonelik yardimci bir

tedavinin bulunmasina kapi acabilir.

Anahtar Kelimeler: Heracleum platytaenium, Potentilla recta, Potentilla reptans, Helianthemum
canum, yara iyilestirici etki, anti-enflamatuvar aktivite, antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite,
SK-KS/KS



ABSTRACT

This project study was carried out with ethnobotanical studies, especially in Kayseri and in
the vicinity of Heracleum platytaenium Boiss, (HPM), Potentilla recta L. (PRec) and Potentilla
reptans L. (PRep) and Helianthemum canum (L.) Baumg (HCM) species, which was found to be used
for wound healing purposes. In vitro / in vitro wound healing effects, their effects on oxidative stress
parameters and their compounds responsible for their effects of 70% methanol extracts of aerial parts
of plants were investigated. As a result of the studies performed, the wound healing effect in vivo
was observed at certain levels in all extracts and showed the highest and significantly effective PREP
extract. In addition, the HCM extract was also found as the active extract at the second time. It is
believed that the tannin derivative compounds and flavonoid derivatives, which are contained in the
extracts determined by Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS), may be responsible
for these effects. The results of in vivo studies are also consistent with results from fibroblast cell
culture studies. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of all extracts were calculated for
antimicrobial activity studies against Staphylococcus aureus ATCC29213, Pseudomonas aeroginasa
ATCC 27853, Candida albicans ATCC 90028, and Stapyllococcus epidermidis ATCC 3699. In
particular, extracts showed high inhibition even at the 0.0625 mg / mL concentration, which is the
lowest concentration against the S. epidermidis.

In conclusion, in vitro and in vivo antiinflammatory activity studies, the activity observed in
extracts correlated with the presence of tannin derivative compounds and flavonoid derivatives. The
high level of efficacy to be achieved with the extracts of these plants, which are used as a wound
healing agent among the population, may lead to the availability of an adjunctive treatment for

relieving inflammation, perhaps for reliability and standardization efforts.

Key Words: Heracleum platytaenium, Potentilla recta, Potentilla reptans, Helianthemum canum,
wound healing effect, anti-enflammatory actvity, antioxidant actvity, antibacterial actvity, LC-
MS/MS



1. GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Bitkilerin ¢ok eski caglardan beri insanlar tarafindan hastaliklar1 tedavi etmek ya da
sagliklarimi korumak amaciyla kullanildiklar1 bilinmektedir. Bitkilerin sahip olduklar1 sekonder
metabolit olarak adlandirilan organik bilesenlerin tedavi edici Ozellikleri bu bitkilerin ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina olanak saglamistir. Genellikle farmakolojik olarak yiiksek
aktivite gosteren bu sekonder bilesikler bitkinin baslica antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuvar, yara iyi edici olarak kullanilmasina sebep olmustur. Tiirkiye, degisik iklim
tiplerinin varligi, cografik durumu, jeolojik yapisi, topografik 6zellikleri, ¢esitli toprak gruplarina
sahip olmas1 ve ii¢c degisik fitocografik (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz bitki cografyasi)
bolgenin birlestigi yerde bulunmasi sebebiyle zengin bitki gesitliligine sahiptir. Tibbi bitkilerin
cogunlukla bulundugu biiyiikk familyalar Tiirkiye“de genis bir yayilim alanina sahiptir. Bu proje
calismasinda Rosaceae, Apiaceae ve Cistaceae gibi 6nemli tibbi bitkileri igine alan familyalara ait
baz1 bitki tiirlerinin halk arasinda kullanimlarina dayanarak kimyasal igerik analizleri ve biyolojik

aktivite ¢aligmalar1 yapilmstir.

Daha once yapilmis olan etnobotanik calismalarla 6zellikle Kayseri ve civarinda yara
iyilestirici amagla kullanildig1 tespit edilen bu bitkiler; Apiaceae familyasindan Heracleum
platytaenium Boiss., Rosaceae familyasindan Potentilla recta L. ve Potentilla reptans L. ile Cistaceae
familyasinin bir tiyesi olan Helianthemum canum (L.) Baumg’dur. Yapilan literatiir taramalarinda bu
bitki cinslerine ait diger tiirler iizerinde cesitli aktivite ¢calismalarinin yapildigir ve bu calismalar
sonucunda yiiksek polifenolik madde igerigine sahip olduklari tespit edilmistir. Bu ¢aligmada, bu
bitkilerden hazirlanan %70’lik metanol ekstrelerinin in vivo ve in vitro yara iyilestirici, anti-
enflamatuvar etkileri ve oksidatif stres parametreleri enzimatik yontemlerle 6l¢iilmiis (SOD, GSHPX
enzim aktiviteleri ve TBARS diizeyleri) ve kimyasal icerikleri Sivi kromatografisi Kiitle
Spektrometresi (SK-KS/KS) yontemi ile belirlenerek etnobotanik ¢alismalar deneysel galismalarla

desteklenmistir.

In vitro deneylerde, ekstrelerin farkli dozlart Rattus norvegicus deri fibroblast (CRL-113)
hiicre hattina uygulanarak MTT ve Xcelligence yontemleri ile hiicre canliligi ve gelisme profilleri
analizleri yapilmistir.  Ekstrelerin, immiinojenlerle (Lipopolisakrit) uyarilmig fibroblast hiicre
hattinda proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokin diizeyleri lizerine etkisi, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2) ve prostaglandin E2 (PGE 2) iizerindeki etkileri
aydmlatilatilmistir. Enflamasyonla olusan hiicre i¢i oksidatif stres SOD, GSHPX ve TBARS kitleri

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.



Calisma kapsaminda ekstrelerin farkli deri patojenlerine (Staphylococcus aureus
ATCC29213, Pseudomonas aeroginasa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 90028, and
Stapyllococcus epidermidis ATCC 3699) olan etkisi de Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

yontemiyle belirlenerek antimikrobiyal etkinlgi 6l¢tilmiistiir.

In vivo deneylerde, yara iyilestirici aktivitenin belirlenmesinde ratlar ve fareler iizerinde
cizgisel insizyon ve dairesel eksziyon yara modelleri olusturulmus ve histopatolojik incelemeler
yapilmistir. Ayrica kolajen bag dokunun saptanmasi ig¢in hidroksiprolin tayini yapilmistir.
Antienflamatuvar etkinin saptanmasinda Whittle yontemi uygulanmis olup asetik asit nedenli
permeabilite artiginin inhibisyonun yanisira, hyaluronidaz, kolajenaz, elastaz enzim inhibisyonlar1

Ol¢iilmiistiir.

Sonug olarak, onerilen projede bitkilerin yara iyilestirici etkisinde onemli rol oynayan
mekanizmalar ve yanitlar iizerinde ekstrelerin ve aktif bilesiklerin in vitro antienflamatuar ve

antioksidan aktiviteye sahip olduklari ayrica in vivo yara iyi edici etkileri gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Yara lyilestirici Etki Mekanizmasi

Herhangi bir nedenle fiziksel veya kimyasal bir hasar olusumuna bagli olarak vicut
bitiinligiiniin bozulmasina yara adi verilir. Yara iyilesmesi viicudun bu yaralanmaya karsi
gosterdigi savunma mekanizmasidir (Eckert ve ark. 2004). lyilesme, doku hasarmin basladig
andan itibaren gelisir. Kan iirtinleri hasarli bolgeye gog eder, plateletler kolajen ve ekstraseliiler
matriksin diger elemanlariyla baglantiya gegerek esansiyel biiyiime faktorleri ve sitokinleri
salarlar. Kanamanin durmasindan sonra natrofiller yara bolgesine hiicum ederek fagositozla
yabanci maddeleri, bakterileri ve hasarli dokuyu uzalastirirlar. Bu enflamasyon prosesinde
makrofajlar da fagositoza devam ederek platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve TGF-
salarlar. Yara bolgesi temizlendikten sonra fibroblastlar bolgeye goc¢ ederek ¢ogalip yeni
ekstraseliller matriks olustururlar (Diegelmann ve Evans, 2004). Proliferasyon fazinda yeni
olusan graniilasyon dokusunun yara alanin1 kaplamasiyla doku tamiri gergeklesmeye baslar.
Graniilasyon dokusunda hemen her zaman bulunan makrofajlara ek olarak uygun kemotaktik
stimulus varliginda natrofiller, eozinofiller, mast hiicreleri ve lenfositler de goriilir (Eckert ve
ark. 2004). Damar olusumu (anjiyogenez) (Sekil 1 ve 2) graniilasyon dokusunun giiglenmesi igin
gerekli bir olusumdur (Kosli, 1996). Doku tamirinin son fazi yeni olusum fazidir; yaralanma

oncesi doku biitiinligii saglaymcaya dek siirebilir (Cormack, 2001).

Sekil 1. Yara iyilesmesinin yang siireci Sekil 2. Yara iyilesmesinin proliferasyon siireci

(Kondo, 2007)

Yara olgusunda gelisen enflamasyona viicut bagsiklik sistemi ile yanit verir. Deri ve derialti
dokusunu tutan bakteriyel infeksiyonlar, yara bolgesine mikroorganizmalarin yerlesmesi,
yayilmasi ve viriilans faktorlerinin bagisiklik yanitini yenmesiyle olusmaktadir (Giindem ve
Cikman, 2012). Viicuda giren patojen mikroorganizmalar, dogal ve edinsel bagisiklik olan,
immiin sistemin iki smifi tarafindan yok edilmektedir (Takeuchi ve Akira, 2001). Dogal immiin
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sistem temelde patojenleri taniyan farkli hiicre tiplerinin antimikrobiyal yaniti olusturmasiyla
enfeksiyona kars: fiziksel ve kimyasal bariyer olusturma esasina dayanir. Dogal immiinitenin
hiicresel elemanlari fagositik makrofajlar ve graniilositler, antijen sunan dendritik hiicreler, dogal
oldirici (NK) htcreler ve T lenfositlerdir (Mogensen, 2009). Edinsel bagisiklik ise T ve B
lenfositlerden olusup belirli bir antijene 6zgii olan bagisikliktir (Iwasaki ve Medzhitov, 2010).

Hiicresel aracili immiinitede makrofajlar ve lenfositler rol oynamaktadir.

Makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri, nétrofiller, eozinofiller, dogal o6ldiiriici
hiicreler (NK) ve dogal oldarici T (NKT) hiicrelerinin sorumlulugunda gergeklesen dogal
bagisiklik; bir patojenle karsilasinca ilk cevabi, dogumdan itibaren olusturabilen ve konagin
kendisine ait olan ve olmayan antijenik yapiyr tanima kapasitesine sahip savunma sistemidir
(Inci ve Biskin, 2007). Dogal bagisiklik hiicreleri patojen saldirisimi Yyiizeydeki patojen
kahiplarin1 tanima reseptorleri (PRR) ile tanirlar. Bu reseptorler dogrudan veya dolayl olarak
mikrobiyal niikleik asit, lipoprotein ve karbonhidrat gibi patojen aracilikli molekiiler paternleri
(PAMP) teshis ederler (Newton ve Dixit, 2012).

Dogal bagisikhigin yapitaslarindan biri de epitel tabakasidir. Deri, sindirim ve solunum
sistemleri, enfeksiyona kars1 fiziksel ve kimyasal engeli olusturan epitelyum tabakas: ile
ortilidir. Epitel hiicreleri yiizeylerinde glikozillenmis glikoprotein yapisinda musin igerirler ve
patojen baglanmasina ve saldirisina karsi koyarlar. Konagi mikrobiyal ¢evreden p-defensin ve
lizozim gibi antimikrobiyal efektorler iireterek fiziksel olarak korurken bir takim sitokin ve
kemokin salgilayarak da lokal enflamasyon yanitina yardimci olurlar (Kagnoff ve Eckmann,
1997).

Fibroblastlar ise ekstraseliiler matriks bilesenlerini iireten primer epitelyum hicrelerdir
(Tsai ve ark., 2014). Normal sartlar altinda fibroblastlar doku bitiinligiinden ve ekstra seliiler
matriksin yapisal ve fonksiyonel proteinlerinden sorumludur. Hasarli dokuda ise fibroblastlar
yara bolgesine goc ederek cogalip daha fazla ekstra seliiler matriks proteini tireterek yara
iyilesmesine katkida bulunur (Wang ve ark., 1995). Dermal fibroblastlar enflamasyon durumunda
cevabi TLR reseptorleri (toll like reseptorler) araciligiyla olustururlar. TLR reseptorlerin
ligandlarina ise lipopolisakkarit (LPS) 6rnek verilebilir. Dermal fibroblastlarda TLR4 reseptorleri
Gram negatif bakteri komponenti olan LPS"yi taniyan reseptorlerdir. Cilt enflamasyonunda TLR4
,un LPS ile indiiklenmesi sonucu NF-kB ve MAPKSs, sitokin ve PGEZ2 tiretimine neden olur (Tsai
ve ark., 2014). Hasarl: dokuda aktive olan fibroblastlarin iirettigi sitokinler interlkin 1, interlokin
6, Interferon B ve Interferon a gibi dokunun enflamasyon cevabimi artiran sitokinlerdir (Wang ve

ark., 1995). PGE2 siklooksijenaz (COX) tarafindan arasidonik asitten sentezlenir. Bir ¢cok dokuda
6



bulunan COX1 prostaglandinlerin fizyolojik gorevlerini yerine getirmelerini saglarken COX-2
tam tersine makrafoj gibi immiin hiicrelerinde bulunup enfeksiyon, hasar veya diger stres
durumlarinda ¢ok miktarda prostaglandin dretimine sebep olup agri reseptorlerini

duyarlihastirarak ve inflamasyonu indiikleyerek cevap olusturur (Kim ve ark., 2007).

Deri, sindirim ve solunum sistemleri, enfeksiyona karsi fiziksel ve kimyasal engel olusturan
dogal bagisikligin yap: taslarindan biri olan epitelyum tabakas: ile ortiiliidiir. Epitel hticreleri
yiizeylerinde glikozillenmis glikoprotein yapisinda musin igerirler ve patojen baglanmasina ve
saldirisina kars1 koyarlar. Konagi mikrobiyal ¢evreden B-defensin ve lizozim gibi antimikrobiyal
efektorler tireterek fiziksel olarak korurken bir takim sitokin ve kemokin salgilayarak da lokal
enflamasyon yanitina yardimci olurlar (6). Fibroblastlar ise ekstraseliiler matriks bilesenlerini
reten primer epitelyum hiicrelerdir (Tsai ve ark., 2014). Normal sartlar altinda fibroblastlar doku
biitiinligiinden ve ekstra seliiller matriksin yapisal ve fonksiyonel proteinlerinden sorumludur.
Hasarli dokuda ise fibroblastlar yara bolgesine go¢ ederek ¢ogalip daha fazla ekstra seliiler
matriks proteini treterek yara iyilesmesine katkida bulunur (Wang ve ark., 1995). Dermal
fibroblastlar enflamasyon durumunda cevabi TLR reseptorleri (toll like reseptorler) araciligiyla
olustururlar. TLR reseptorlerin ligandlarina ise lipopolisakkarit (LPS) 6rnek verilebilir. Dermal
fibroblastlarda TLR4 reseptorleri Gram negatif bakteri komponenti olan LPS‘yi taniyan
reseptorlerdir. Cilt enflamasyonunda TLR4 ,iin LPS ile indiiklenmesi sonucu NF-xB ve MAPKSs,
sitokin ve PGE2 diretimine neden olur (Tsai ve ark., 2014). Hasarli dokuda aktive olan
fibroblastlarin iirettigi sitokinler Interlokin 1, Interlskin 6, Interferon B ve Interferon o gibi
dokunun enflamasyon cevabini artiran sitokinlerdir (Wang ve ark., 1995). PGE2 siklooksijenaz
(COX) tarafindan arasidonik asitten sentezlenir. Bir ¢ok dokuda bulunan COX1
prostaglandinlerin fizyolojik gorevlerini yerine getirmelerini saglarken COX-2 tam tersine
makrafoj gibi immiin hiicrelerinde bulunup enfeksiyon, hasar veya diger stres durumlarinda ¢ok
miktarda prostaglandin iiretimine sebep olup agri reseptorlerini duyarhlastirarak ve inflamasyonu

indiikleyerek cevap olusturur (Kim ve ark., 2007).

Bir¢ok c¢alisma polifenollerin yiiksek miktarda tiiketiminin kansere ve inflamatuar
hastaliklara kars1 koruyucu oldugunu gostermistir. Polifenollerin antiinflamatuar etkileri
antioksidan ozellikleri ile iliskilendirilmistir ¢iinkii inflamasyonun onemli isaretlerinden olan
reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen (RNS) tiirlerini siipiiriicti ve olusumlarini engelleyici 6zellikleri
vardir. Bununla birlikte polifenoller ayrica MAPK, PI3-K/Akt ve NF-kB gibi proinflamatuar
yolaklarmin aktivasyonunu da inhibe etme yetenegine sahiptirler (Benkhadir ve ark., 2012).

Daha modern bir yasam bigimi ile birlikte gittik¢e artan insan émrii dikkate alindiginda, yaralar
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ve ozelliklede kronik yaralar yash hastalar1 ciddi bigimde etkilemekte ve yasam Kalitesini
azaltmaktadir. Mevcut tahminler diinyada yaklasik 6 milyon kisinin biiyiik fizyolojik ve zihinsel
travmanin neden oldugu kronik yaralardan muzdarip oldugunu goéstermektedir. ABD“de kronik
yaranin yillik maliyeti 20-25 milyar dolar, akut, kronik ve digerlerinin maliyeti ise 7-10 milyar
dolar arasinda degismektedir. Yara iyilestirici ilaglar tizerine yapilan arastirmalar modern

biyomedikal bilimlerin hizla gelisen bir alanidir (Majewska ve Gendaszewska-Darmach, 2011).

Yara bakiminin tarihi, insanlik tarihi kadar eskidir (Robson ve ark., 2001). M.O. 2000
yillarinda Babil Krali Hammurabi“nin kitabelerinde yara iyilesmesi ile ilgili ilag recetelerine
rastlanmaktadir. Eski Misir"da ele gecen papiriislerde hintyaginin haricen yara ve yanik
tedavisinde kullanildigi, taze et sarmanin ve disardan asilbent uygulamasinin yararli oldugu
kayithdir. Eski Yunanistan“da Eskulapyon tapinaklarinda zehirsiz yilanlarin ve hastalarin
viicutlarindaki yaralar1 yalamas: seklinde uygulamalar yapildig: goriilmektedir. Hipokrat
yaralarda antiseptik olarak katrani ilk uygulayan Kisi olurken, Grekoromen devrin inli hekimi
Galien yara iyilesmesi konusunda cerahati yararl: bir olgu seklinde nitelendirilerek bir hataya
diismiistiir. Eski ¢aglardan kalan yazitlarda yara iyilesmesi icin kullanilan drog ve maddelerden
bazilar1 zamk, giihergile, civali merhem, yumurta-giil suyu-tereyagindan yapilan merhem, safran,
susam, incibar koki, sigirdili kuyrugu, mirver yagi, act bakla, giiriiz otu, sinirli ot, miirdesenk,
anzarut ve kina olarak kayithidir (Lawvere ve ark. 2006). Fenolik bilesikler, ugucu yaglar,
seskiterpenler, yag asitleri, steroller ve alkaloitler gibi farkli sekonder metabolitlerden olusan
bilesikler yara iyilestirici etkiden sorumludur. Ozellikle bircok calismada fenolik asitler ve
flavonoitlerin bu etkiden sorumlu olduklari rapor edilmistir (Murthy ve ark., 2004; Tiimen ve ark.,
2013; Farzaei ve ark., 2014).

Bu calismada, bitki ve bitki ekstrelerinin fenolik igerikleri ve yara iyilestirici potansiyelleri
gozoniine alinarak Helianthemum canum (Cistaceae), Heracleum platytaenium (Apiaceae),
Potentilla recta (Rosaceae) ve P. reptans tiirlerinden elde edilen ekstrelerin in vitro, in vivo yara
iyilestirici ve antienflamatuvar etkileri ve oksidatif stres parametreleri SOD, GSHPX ve TBARS
enzimatik yontemlerle Slgtilmistiir. Ayrica YBSK ve SK-KS yontemi ile kimyasal igerik

analizleri yapilarak bu etkiye neden olan etken madde- aktivite iliskileri aydinlatilmistir.



2.2. Tiirlerin Botanik Ozellikleri
Potentilla recta L. ve P. reptans L.

Potentilla cinsinin dahil oldugu Rosaceae familyasi bitkiler aleminde 19. biiyiik familya olarak
yer almaktadir. Yaklasik olarak 100 cins ve 2830-3100 kadar tiire sahiptir (Folta ve Gardiner, 2009).
Bu cins iilkemizde 60 tiir ile temsil edilmektedir (Giiner, 2012). Potentilla recta bitkisi ¢ok yillik
yiikselici veya dik govdeye sahiptir (Sekil 3A). Cicekli govde yaklasik (2-) 20- 60 (60-90) cm“dir.
Kisa ya da uzun yumusak ortii tiylerinin yam sira kisa salgi tiylerine de sahiptir. Yapraklar
digitattir. Yaprakeiklar genelde 5-7 tane olup oblong- obovat, linear lanseolat veya bazen kuneat-
10-50 (-70) x 5-25 mm uzunlugundadir. Cigekler siméz durumundadir. Epikaliks segmentleri
linear- lanseolattir ve sepaller kadar uzun veya hafif kisa olabilir. Sepaller triangular-ovat ve
(3,5-) 5-8 mm uzunlugundadir. Petaller sar1 obkordat ve 6-10 (-13) mm’dir; sepallerden daha
uzundur. Meyve aken; piiriizlii ve kanathidir stilus tabanda konikal sekillidir. Cigeklenme mevsimi
5-7. aylardir ve genellikle 1slak cayirlik alanlarda 2300 m civarlarinda yayilis gosterir (Davis,
1972).

Sekil 3. A. Potentilla recta B. Potentilla reptans

P. reptans yatik stolonlu tiiyli ya da tiiysiiz govdesi ile ¢ok yillik bitkilerdir. Cigekli govdesi
yaklasik 80-100 cm uzunlugundadir (Sekil 3B). Yapraklar: digitattir. Yaprakgiklar 5 adet olup
obovat ya da oblong-obovat 5- 3,5 mm“dir. Yaprak¢ik kenarlar: krenat— dentat ya da serrat olup
yiizeyleri yatik pilos tiiylii ya da ciplaktir. Cigekler koltuklarda tek ve 5 parcalidir. Epikaliks
segmentleri ve sepalleri ¢gogunlukla ovat-eliptik ve 13 mm" ye kadar biiyiiyebilir. Petaller sar1 ve
obovat 7-11 mm emerginant ve genellikle sepallerden uzundur. Meyve tipi burusuk aken ve stilus
subterminaldir. Ciceklenme zaman 5-8. aylardir. Genellikle nemli, golgelik akarsu ve gol
kenarlarinda yayilis gosterirler (Davis, 1972).



Heracleum platytaenium Boiss.

Diinyada 120°den fazla tiir ile temsil edilen Heracleum L. (tavsanotu) cinsi (Apiaceae),
Tirkiye“de 7°si endemik 17 tiir ile temsil edilir (Davis 1972, Duman 2000, Firuzi 2010). H.
platytaenium Oksin fitocografik bolgede yayihis gosteren ¢ok yillik ve monokarpik bir bitki
turidir (Sekil 4A). Bitki 1-2 m uzunlugunda kaba goriinishi ve giiglii aromatiktir. Govde
yaklasik 2 cm genisliginde; derin oluklu az ¢ok yumusak tiiylii ya da villoz tiylidir. Taban
yapraklari ternant, trisekt, veya sadece pinnatilobat, lamina 25 cm’den daha da uzun yiizeyde
ciplak ya da kisa sert tiyli alt yiizey ise gri renkli tomentos tiiylidiir. Yaprak loblari genis
bir sekilde ovat ya da rotundat. Yukardaki kaulin yapraklar olduk¢a genis, siskin, trunkat ya
da retus dentat dislidir. Ismlar 25-80 cm, nadiren 3-18 cm az ¢ok yumusak tiylidiir.
Brakteoller linear-lanseolat. Cigekler beyaz, kisa ve 1smsal olarak yayilmistir. Ovaryum kisa
setali; meyveler genis obovat suborbikular 8-14x6-11 mm, siklikla emarginat, kisa yumusak
tiyli setuloz tiyli ya da ¢iplak; dorsal salgi kanallar1 tepeye dogru siskinlesmis 0,25-2 mm
genisligindedir. Ciceklenme zaman 5-7(-8). aylardir. Genellikle 1500 m yiikseklikte ormanlik

alanlarda akarsu kenarlarinda kayalik bayirlarda yetismektedir (Davis, 1972).

Sekil 4. A. Heracleum platytaenium B. Helianthemum canum
Helianthemum canum (L.) Baumg.

Helianthemum cinsinin bazi tiirleri Amerika, Avrupa, Kuzey Afrika ve Tiirkiye’de yayilis
gosteren peyzaj bitkisi olarak yetistirilirler (Meckes ve ark. 1999). Tirkiye“de
Helianthemum cinsi 16 tiir ile temsil edilmektedir (Giiner, 2012, Rubio-Moraga, 2013).
Helianthemum canum tiirti Cistaceae familyasina ait bir tiir olup halk arasinda “Disotu,
Kayagiili ve Giingiili” isimleriyle bilinmektedir (Giiner, 2012) (Sekil 4B). Yari ¢alimsi ¢cok
yillik bitkilerdir. Yapraklar eliptik, stipulasiz, grimsi beyaz renkli sik tiyli ya da degildir.

Icteki sepaller 3-5 mmdir. Petaller sar1 ve 4-7 mm“dir. Ciceklenme mevsimi 5-8. aylardur.
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800-1000 m vyiikseklikte dag yamaglarindaki ¢akillarda ve steplerde yetismektedir (Davis,
1972).

2.3. Bitkilerin Halk Arasindaki Kullanimlari
Potentilla Cinsi

Ulkemizde “Besparmak otu, incibar kokii, sar1 kabusluk” gibi isimlerle bilinen Potentilla
tirleri halk arasinda kabiz, ates diisiiriicti ve kuvvet verici olarak kullaniimaktadir (Baytop,
1999). Bu cinsin tedavi edici 6zellikleri eski caglardan beri bilinmektedir. Toprakiistii ve
toprakaltt kisimlarinin ekstreleri geleneksel tipta iltihaplarin, yaralarin, belli kanser
tiplerinin, bakteri, mantar ve viriis enfeksiyonlarmin, ishal, diyabet ve diger bazi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmistir. Yunan hekim Dioscorides, iltihaph yiiz
egzamasinda ve agiz boslugu ilserasyonlarinda P. erecta toprakalti kisimlarindan
hazirlanmis dekoksiyonunun kullanimin tavsiye etmistir. Ortacaglarda Avrupa hekim ve
botanikgileri Potentilla tiirlerini botanik kitaplarinda tarif ve tasvir etmislerdir. Fuchs,
NewKreiiterbuch (1543)“da P. alba, P. reptans, P. neumanniana (toprakalti1 parcalar1 ve
yapraklar), P. anserina (bitki parcasi) ve P. erecta’yr (toprakalti parcalar1 ve bitkisel
parcalar) iceren bes Potentilla tiirtinden bahsetmistir. Su, siit, bal ile hazirlanan ekstreler ve
alkolli ¢ozeltiler dis agrisi, bogaz iltihaplari, yara iyilesmesi, sarilik, agiz ilseri, dizanteri

tedavisinde ve homeostatik olarak kullanilmistir (Tomczyk ve Latte, 2009).

Heracleum Cinsi

Tiirkiye’de Heracleum sphondylium tiiriiniin kokleri halk arasinda dizanteri ve diyareye
kars1 kullanilir (Baytop, 1999). Diinyada Heracleum tiirleri halk arasinda, antipiretik,
analjezik, diyaforetik, antiseptik, karminatif, hazmi kolaylastirici, tatlandirici ajan, baharat,
romatizmal hastaliklarda, lumbago, mide agrisi, kirilma, ezilme gibi diisme sonucu olusan
yaralanmalarda, hipertansiyon, epilepside, artrit, felclik, dizanteri ve diyarede etkili olarak
kullanilir (Habibi ve ark. 2010). Fas’'ta H. sphondylium tiiriiniin toprak tistii kisimlarinin
hipertansiyonda kullanildig: belirtilmistir (Eddouks ve ark 2002). H. sphondilium tiiriiniin
toprak istii kisimlar1 ve meyveleri Italya“da tentiir seklinde santral sinir sistemi yatistiricis:
olarak kullanilirken, Bulgaristan’da H. sphondilium var. sibiricum tirtinin kok ve

meyveleri soguk suda maserasyon yapilarak hipotansif, spazmolitik, istah agici, antidyaerik
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ve gastrointestinal rahatsizliklarda kullanilir (Leporatti ve ark., 2003). Kanada’da H.
maximum tiiriiniin sonbaharda toplanan koklerinin dekoksiyonu gay olarak tiiketilerek grip
ve soguk alginhiginda koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu tiiriin ¢igekleri ve
saplarmin gay olarak kullanimi tip 2 diyabette de kisa siireli etkin oldugu belirtilmistir. Bu
tirtin Acorus calamus tiirii ile cay olarak tiiketilmesi sugicegini 6nlemede ve kolerada
kullanilmaktadir (Webster ve ark. 2006). Kuzey Amerika ve Avrasya“da yetisen H.
maximum ve H. sphondylium tiirlerinin taze yaprak ve ¢igek saplari soyularak (cow-parsnip)
yemis olarak yerli halk tarafindan yenmektedir. Ayn1 zamanda tiirlerin bu kisimlar1 eskiden
Dogu Avrupa“da “barshch” ve “borsh” olarak adlandirilan lacto- fermente ¢orbasi yapmak
icinde kullanilmistir (Turner ve ark. 2011). Bosna Hersek“te H. orsinii ve H. sphondilium
tirlerinin geng sirgiinleri ve kokleri halk arasinda sebze olarak tiiketilmektedir (Redzic,
2006). Heracleum persicum tiirii Iran“in birgok bélgesinde tatlandirict ajan ve baharat
olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda bu cinsin yapraklari ve meyveleri halk arasinda
antiseptik, karminatif, sindirim ve analjezik olarak kullanilmaktadir (Firuzi ve ark., 2010).
Avyrica tiirtin tohum ve govdesi epilepsi tedavisinde kullaniimaktadir (Sayyah ve ark., 2005).
Dioscorides‘in Materia Medica adli eserinde H. spondyium tohumlar: antiepileptik Kiir
olarak kullanildigindan bahsedilmektedir (Eadie, 2004). Ronesans doneminde H.
spondylium tiirii anti-malariyal olarak kullanilmistir (Adams ve ark., 2011). Ayrica yine
ayn tiirtin kok ve yapraklarinin nadiren afrodizyak, sindirim, hafif ekspektoran, yatistirici,
larenjit ve bronsit tedavilerinde kullanilmaktadir (Ciesla ve ark., 2008). Bazi1 Heracleum
turleri yiyecek, hayvan yemi, baharat, ¢esni ve parfimeride kullanilmaktadir. Polonya“da
H. sphondylium tiirtiniin yesillik olarak, c¢orba yada pisirilip kizartilarak tiiketimi

s6zkonusudur (Luczag, 2010).

Helianthemum Cinsi

Tirkiye’de Helianthemum nummularium (L.) Miller (Altinotu) tiiriiniin kabiz ve kan
kesici etkili oldugu bilinmektedir (Baytop, 1999). Ayrica Helianthemum’un farkl tiirleri
Ispanya ve Amerika“da geleneksel olarak antienflamatuvar, antiiilserojenik, yara iyi edici,
antiparaziter, antimikrobiyal, analjezik, sitotoksik ve vazodilator etkili olarak
kullanilmaktadir  (Rubio-Moraga, 2013). H. glomeratum, Giiney Meksika“da
gastrointestinal rahatsizliklari tedavi etmek igin sik sik kullanilan tibbi bir bitkidir. Yaprak

ve koklerin dekoksiyonlari ishal, karin ve epigastrik agrilarin tedavisinde kullanimi tavsiye
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edilmektedir (Meckes ve ark. 1999). Mayalar tarafindan kanli diyarenin tedavisinde
kullanildigr belirtilmistir (Alsabri ve ark. 2013). Yapilan g¢alismalarda bitkinin eski
medeniyetlerde siklikla kullanimi  oldugu gorilmektedir. Yaprak ve koklerin
dekoksiyonlar1 ishal, karin ve epigastrik agrilarda tavsiye edilir. Chenopodium
ambrosioides ile birlikte kombine edildiginde solucan enfeksiyonuna karsi tedavi edici
etkiye sahip oldugu goézlenmistir (Barbosa ve ark. 2007).

2.4. Bitkilerin Kimyasal icerikleri ve Biyolojik Aktiviteleri
Potentilla Cinsi

Tanenler astrenjan etkileri nedeniyle Potentilla tiirleri ve bunlarin ekstrelerinin
onemli bilesenleri olarak bilinir. Bu nedenle Potentilla tiirleri tizerinde 6zellikle 1960'larda
baslayan ayrintili fitokimyasal ¢alismalar éncelikle tanenler tizerine odaklanir. Son yillarda
yapilan calismalar triterpenoit bilesikler tizerine yogunlasmistir. Eskiden Avrupa’da P.
erecta, P. anserina ve P. reptans gibi tiirler arastiriliyordu, son yillarda Asya ve Rusya gibi
bolgelerde P. chinensis, P. discolor, P. fruticosa, P. palustris tiirleri de arastiriimaktadir.
Fitokimyasal ¢aliGmalarin ¢ogu genellikle Potentilla tiirlerinin toprak istii kisimlar ile
yapilmistir. P. erecta, Potentilla tiirleri iginde en fazla sayida bileseni tanimlanandir
(toprakiistii ve toprakalti kisimlar: toplam 68 bilesik), bunu P. anserina takip etmektedir
(toprakiistii ve toprakalti kisimlar1 toplam 37 bilesik). Bu bilesik gruplarinin bashcalar
flavonoitler, kondanse tanenler, organik ve fenol karboksilik asitler, kumarinler ve
sterollerdir (Tomczyk ve Latte, 2009). Tirkiye’de yetisen bazi Potentilla tiirleri ile ilgili
olarak, halen yapilmis kimyasal bir ¢alisma bulunmamaktadir. P. recta polifenolleri ile
yapilan bir ¢alismada 1 neolignan glikoziti ve 9 flavonoit olmak {izere 10 bilesen tespit
edilmis ve yapilart aydinlatilmistir (Sohretoglu ve Kirmizibekmez, 2011). P. astracanica
toprak tustii kisitmlarinin fitokimyasal incelenmesi sonucu 2 izoflavonoit glikoziti, biri
flavon-C glikozit olmak iizere 5 flavonoit glikoziti, 2 flavan izole edilmistir. Potentilla
cinsinde flavonoit ve C-glikozit flavon varlig: ilk kez rapor edilmistir (Sohretoglu ve
Sterner, 2011).

Potentilla tiirleri tizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalarinda antiiilser (Giirbiiz ve
ark., 2005; Tomczyk ve Latte, 2009; Laloo ve ark. 2013), antidiyareyik (Tomczyk ve Latte,
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2009), antineoplastik (Tomczyk ve Latte, 2009; Jin ve ark. 2011), antiviral ve
antimikrobiyal (Fukuchi ve ark., 1989; Corthout ve ark., 1991; McCutcheon ve ark., 1995;
Gautam ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2008; Webster ve ark., 2008; Tomczyk ve Latte,
2009), antihiperglisemik (Syiem ve ark.2002; Tomczyk ve Latte, 2009; Zhang ve ark.,
2010; Qiao ve ark., 2011; Song ve ark. 2012; Kumar ve ark. 2013), antienflamatuvar
(Tunén ve ark., 1995; Popov ve ark., 2005; Tomczyk ve Latte, 2009), hepatoprotektif
(Tomczyk ve Latte, 2009), spazmolitik (Tomczyk ve Latte, 2009), antioksidan (Kirby ve
ark., 1995; Miliauskas ve ark., 2004; Chen ve ark., 2005; Avci ve ark., 2006; Oszmian’ski
ve ark., 2007; Tomczyk ve Latte, 2009; Qin ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2013; Bazylko ve
ark., 2013) ve kardiyovaskiiler (Li ve ark., 2012) etkili olduklar: tespit edilmistir.

Heracleum Cinsi

Farkli Heracleum tiirleri tizerinde yapilan kimyasal calismalar sonucunda tiirlerin
furanokumarinler bakimindan zengin oldugu ortaya konulmustur. Bu tiirler arasinda H.
candidans ticari olarak antilokodermal 6zellige sahip olan bronzlastirici losyon
formiilasyonlarinda kullanilan ksantotoksin“in 6nemli bir kaynagidir (Guleria ve ark.,
2011). Kumarinler, furanokumarinler, antrakinon, stilbent, furanokumarin dimerleri ve
flavonoitleri igeren sekonder metabolitler bu cinsin tirlerinden izole edilmis ve
tanmimlanmistir. Heracleum cinsine ait bitkiler ugucu yaglarin milkemmel bir kaynagidir. H.
persicum, H. candolleanum, H. dissectum, H. sphondylium subsp. ternatum, H.
crenatifolium ve H. platytaenium tiirlerinin ugucu yag kompozisyonlarinin monoterpenler,
hidrokarbonlar, oksijenli monoterpenler ve seskiterpenlerden olustugu tespit edilmistir
(Kuljanabhagavad ve ark., 2011). H. persicum, H.pastinacifolium, H. rechingeri ve H.
transcaucasicum tiirlerinin toprakiistii kisimlarindan elde edilmis olan ugucu yagin GC ve
GC-MS ile analizleri yapilmistir. Miristisin, (E)-anetol, hekzil butanoat, elemisin ana
bilesikler olarak tespit edilmistir (Firuzi, 2010). H. thomsonii tiiriiniin ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesi ve hidrodistilasyon (limonen, (Z)-B-osimen, terpinolen, neril
asetat, nerol, p-simen-8-ol) ve SC- CO2 ekstresinin (terpinolen, germakren D, neril asetat,
nerol, geranil asetat, a-bisabolol ve 1- nonadekanol) GC-MS ile bilesimleri arastirilmis her
iki ornekte ana bilesenler olarak farkli sonuglar elde edilmistir. Ayrica ekstrelerde bazi
mantarlar (Candida albicans, Aspergillus parasiticus, A. sydowii, T. rubrum), Gram pozitif

(Bacillus subtilis) ve Gram negatif (Pseudomonas aureginosa) bakterilerine karsi orta
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dereceden yiiksege dogru degisen bir aktivite tespit edilmistir (Guleria ve ark., 2011). H.
siamicum tiirti ugucu yaglarinin GC ve GC-MS ile analizleri yapilmis, n-oktil asetat (%
65.30) ve o-simen (%10.35) ana bilesikler olarak tespit edilmistir (Kuljanabhagavad ve ark.,
2011). H. antasiaticum tiirtiniin meyve ve yapraklarinin ugucu yag bilesimleri GC ile
arastirilmis olup, etilkaprilat, oktilasetat ve terpinolen ana bilesikler olmak tizere toplam 16
bilesik tespit edilmistir (Ibadullaeva, 2000). Birka¢ Heracleum tiiriiniin yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin bilesimi arastirilmis, a-pinen, B-pinen, limonen gibi bilesikler tespit
edilmistir (Tkachenko, 2010). Diger bir calismada ise ¢esitli Heracleum tiirlerinin
koklerinde esterler, terpenler ve seskiterpenlerin ugucu yag kompozisyonunu olusturdugu
tespit edilmistir (Tkachenko, 2009).

Heracleum tiirleri tizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalarinda antimikrobiyal
(Buruk ve ark., 2006; Benli ve ark., 2007; Kuljanabhagavad ve ark., 2011), analjezik ve
antienflamatuvar (Hajhashemi ve ark., 2009); antikonvulsan (Sayyah ve ark., 2005; Tosun
ve ark., 2008), antiviral (Tkachenko ve ark., 2006), antioksidan (Coruh ve ark., 2007),
apoptotik (Bogucka-Kocka ve ark., 2008; Kielbus ve ark., 2013), antikandidal (iscan ve
ark., 2004; Naeini ve ark., 2009) aktiviteye sahip olduklar: tespit edilmistir.

Helianthemum Cinsi

Tirkiye’de H. nummularium (Altinotu) tiiriiniin kabiz ve kan kesici oldugu
bilinmektedir (Baytop, 1999). H. glomeratum, Giiney Meksika’da gastrointestinal
rahatsizliklar1 tedavi etmek igin sik sik kullanilan tibbi bir bitkidir. Yaprak ve koklerin
dekoksiyonlari ishal, karin ve epigastrik agrilarin tedavisinde kullanimi tavsiye edilmektedir
(Meckes ve ark., 1999). Ayrica Helianthemum’un farkl tiirleri Ispanya ve Amerika’da
geleneksel olarak antienflamatuvar, antiiilserojenik, yara iyi edici, antiparaziter,
antimikrobiyal, analjezik, sitotoksik ve vazodilator etkili olarak kullaniimaktadir (Rubio-
Moraga, 2013). H. glomeratum tiiriinden antigiardial etkili bilesikleri izole edilmistir. Bu
bilesikler arasinda ise kemferol, tilirosit ve epikatesin bulunmaktadir. Bu bilesiklerin basta
epikatesin olmak tizere 6nemli derecede antigiardial ve antiprotozoal aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir (Barbosa ve ark., 2007). Yine bu tiir tizerinde yapilan diger bir
¢alismada flavon-3-ol, epigallokatesin ve epigallokatesingallat bilesikleri izole edilmis ve
antiamoebik ve antigiardial etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Alsabri ve ark., 2013).

Helianthemum kokleri ile yapilan baska bir fitokimyasal calismada ise antigiardial ve
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antiamoebik etkili bilesiklerden flavon-3-ol ve epigallokatesin tespit edilmistir (Calzada ve
Alanis, 2007). 11 farkli Helianthemum tiiriinden elde edilen su ve % 80"lik metanol
ekstreleri standart yontemler kullanilarak fitokimyasal bilesim agisindan analiz edilmistir.

Ayrica, gallik asit, elajik asit, tanen ve flavonol tespiti i¢in YBSK analizi yapilmistir.

Antioksidan aktivite ABTS™® ve DPPH® yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.

Helianthemum yaprak ekstreleri arasindaki toplam polifenolik igerik ve antioksidan
ozellikler agisindan 6nemli bir fark oldugu goriilmistiir. Polifenolik profil her tiir igin
spesifiktir (Meckes ve ark., 1999). H. lippii‘nin metanol ekstrelerinin antioksidan,
antimikrobiyal, antienflamatuar ve antiiilser etkileri degerlendirmistir. Antimikrobiyal
calismada; gram (+) bakterilerden S. aureus ‘a, gram (-) bakterilerden E. coli'ye ve mantar
olarak C. albicans’a kars1 etkisi ortaya konulmustur. Ekstreler tizerindeki fitokimyasal
tarama sonucu igeriginde flavonoitler, tanenler, saponinler, basit fenolik bilesikler oldugu
tespit edilmis ve ayrica giiclii bir antioksidan aktivite gostermistir (Alsabri ve ark., 2013).
Diger bir ¢alismada H. glomeratum un toprak iisti kisimlarindan elde edilen metanol
ekstrelerine uygulanan fraksiyonlama islemi ile antiprotozoal etkili 5 flavon glikoziti elde
edilmistir. Bunlar; tilirosit, kamferol, astragallin, kersitrin ve isokersitrin“dir. Antiprotozoal
testlerin sonucuna gore tilirosit en giiclii antiamoebik ve antigiardial etkiyi gosteren bilesik
olmustur. Izokersitrin, E. histolytica’ya kars1 secicilik gostermistir. Kersitrin“de Giardia
lamblia ya kars: etki gostermistir. Biitiin izole bilesikler pozitif kontrol olarak kullanilan iki
antiprotozoal ilaca; metronidazole ve emetine gore diisiik aktivite gostermistir. Ozetle, H.
glomeratum'un toprak tstii kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinin antibakteriyal,
antifungal ve antiprotozoal etkili olduklar1 tespit edilmistir. Toprak iistii kisimlarindan elde
edilen flavonoitlerin (kamferol, kersetin ve tilirosit) antiamoebik aktivitelerinin yanisira

tuzlu su karidesine kars1 6limciil etkileri vardir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Bitkilerin Ekstraksiyonu

Calisma kapsaminda bitkilerin toprak iistii kisitmlarindan daha 6nceki ¢alismalarimiz
icin hazirlanmis %70°lik metanol ekstreleri kullanildi. Bitkisel materyallerin kurutulmus
toprak dstii kisimlar1 kaba toz edildikten sonra calkalamali su banyosunda %70’lik

metanolle 3 giin boyunca oda sicakliginda ekstre edilip rotavaporda yogunlastirildi.
Tiim ekstreler liyofilize edilip analiz anina kadar -18°C de saklandi.

3.2. Ekstrelerin Sivi Kromatografisi (LC)-Kiitle Spektrometresi (MS/MS) ile

Kimyasal icerik Analizleri
Ekstrelerin kimyasal bilesimleri LC/MS/MS analizleri ile aydinlatilmistir.
LC/MS/MS calisma sartlar::

Cihaz : Shimadzu Prominence LC-20A ve Uglii Kuadropol Hibrid Lineer iyon
Trap Kiitle Spektrometre Sistemi

Dedektor : Shimadzu LC/MS-8040 LC/MS/MS sistemi
Iyonlasma modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Hareketli faz ‘A (%] asetik asit su igerisinde)

B (%1 asetik asit metanol iginde)

Akis hizi : 0.2 mL/dak
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3.3. Invitro deneyler
2.3.1. FR (ATCC® CRL-1213™) RAT FIBROBLAST Hiicre Kiiltiirii

Rattus norvegicus“ un deri fibroblast hiicresidir. Yapisan tipte 6zellige sahiptir ve 18
ginlik Sprague- Dawley tiiriindeki sicandan elde edilerek ticari olarak satiimaktadir.
Eagle“s Minimum Essential Medium*a (EMEM/ATCC-30-2003), fetal bovine serumun
(FBS/Biochrom S 0415) son konsantrasyonu %10 ve penisilin streptomisininki (Sigma

P4333) %1 olacak sekilde eklenerek elde edilen komple besiyerinde ¢ogaltilabilmektedir.

Satin alinan hiicre 37 °C’de ¢ozildikten sonra onceden hazirlanmis  komple
besiyerinde 1:10 oraninda diliie edilmis ve dondurma ¢ozeltisinden santrifiij yardimiyla
kurtarildiktan sonra hiicre sayisina gore 25 cm? (5ml besiyerinde) veya 75 cm? (10ml
besiyerinde) yiizey alanina sahip flasklara ekilmistir. Flaskta %70 doluluk oranina
ulasildiginda 9%0.25" lik tripsin EDTA (Sigma-T4049) ile kaldirilip besiyeri ile
deaktivasyondan sonra hiicreler santrifiijle elde edilmistir. Bu hiicreler yapilacak olan
canlilik ve diger deneyler igin hiicre sayimi yapilarak kullanilmis veya stok olusturmak
icin %5 dimetil siilfoksit (DMSO/Applichem A3672) iceren komple besiyerinde
dondurularak -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Ol¢iilmesi

Hazirlanan hiicre kiltiirlerinde Glutatyon Peroksidaz (GSHPx) aktivitesi, Siiperoksit
Dismutaz (SOD) aktivitesi ve TBARS diizeyleri gibi en c¢ok bilinen oksidatif stres
parametreleri ticari Kitler aracihg ile Kit prosediiriine gore spektrofotometrik olarak

olgiilmek suretiyle degerlendirilmistir.

3.3.3. Gerg¢ek Zamanh Hiicre Analizi Profilleme Deneyi (Xcelligence)

Hiicrelerin 4. veya 5. pasajinda oncelikle gercek zamanli hiicre analizi (GZHA)
kullanilarak  biiyime profili  deneyi  yapilmistir.  Hiicrelerin  istenilen sayida
¢ogaltilmasindan sonra, sayilmalar1 igin tripan mavisi metodu ile ¢alisan Innovatis Cedex
Xs cihazi kullanilmigtir. Elde edilen hiicre sayisi/ml verilerine dayanarak hiicreler 8 tekrarli
olarak 50,000 hiicre, 25,000 hiicre, 12,500 hiicre, 6250 hiicre, 3125 hiicre, 1622 hiicre
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sayilarinda e-plakanin her bir kuyucuguna 100 pL hacminde ekim yapilmistir. EKim igin
plakanin solundan sagina dogru 100 pnL. hacmindeki mikro pipetle hiicrelere seri diliisyon
uygulanmis ve kuyular arasinda aktarim yapilirken, pipetajla homojen bir karisim elde
edilmesi saglanmustir. Besiyerinden kaynaklanan hiicre endeksi degisiminin kontrolii igin
hiicre igermeyen besiyeri kuyusu kontrol olarak kullanilmigtir. GZHA yazilim1 araciligiyla
her 15 dk’ da bir hiicre endeksi ol¢iilmiis ve 50 saat boyunca devam edecek sekilde cihaz
kurulmustir. Hiicre biiyiime profilleri elde edildikten sonra deney sonlandirilmistir. Biiyiime
profili deneyinden elde edilen verilere dayanarak MTT deneyinde kullanilacak hiicre sayisi,
besiyeri miktari ve deney siiresinin uzunlugu standardize edilmistir (Pana ve ark. 2013; Moe
ve ark. 2013).

3.3.4. MTT (3(4,5-dimetil tiazolil-2)2,5-difenil tetrazolium bromit) Canhihik Testi

Hicre canlihign MTT  ((3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazolium bromit)
Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu testi kullanilarak incelenmistir. Ik olarak 5x10% hiicre/
kuyucuk yogunlugunda hiicre ahmip steril 96 well plate igine yerlestirilmistir.
Denenecek ekstre ve maddelerin ilgili dozlari uygulanip 24- 48 saat inkiibasyon ardindan
her bir kuyucuga 10 uL. medium i¢inde hazirlanmis MTT (5 mg/mL) eklenip 37 °C, CO2’li
etiivde 4 saat inkiibasyona devam edilmistir. Inkiibasyon sonras1 96’lik plateler 1000
rom'de 5 dk santrifiij edildikten sonra MTT iceren siipernatant vakum ile
uzaklastirtlmistir. Ardindan kuyucuklara MTT’nin hiicresel metabolizmasi sonucu olusan
kristal formazon tuzunu ¢6zmek igin 100 uL. DMSO eklenmistir. Optik yogunluk 550 nm’
de multifonksiyonel mikroplaka okuyucuda okunmustir. IC50 degeri, kontrol olarak DMSO
uygulanan hiicrelerle kiyaslanarak, kontrol grubundaki hiicre sayisinin %50 azaldigi madde

konsantrasyonu hesaplanarak belirlenmistir (Price ve ark. 1990).
3.3.5. Gerg¢ek Zamanh Hiicre Analizi Sitotoksisite Deneyi (Xcelligence)

MTT deneylerinde IC50 degeri hesaplanmasinda kullanilan konsantrasyonlar goz
oniinde bulundurularak GZHA sitotoksisite deneyi yapilmistir. Profilleme deneyinden elde
edilen hiicre sayisi verilerine dayanarak hiicreler e-plate” ye ekilmistir ve hiicreler heniiz
proliferasyon-konfluens agisindan platoya ulasmadan ekstreler uygulmistir. Ekstrelerin akut
etkilerinin gozlenebilmesi igin cihaz her 15 sn’de bir 2 saat boyunca ve bu 2 saat sonrasinda

ise 15 dk’da bir okuma yapacak sekilde kurulmustur. Ekstreler igin akut, 24 ve 48 saat 1C50

degeri hesaplatilmistir.
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3.3.6. Deneylerde kullanilan mikroorganizmalarin standardizasyonu

Deneylerde kullanilan mikroorganizmalarin standardizasyonu, National Center for
Infectious Diseases (NCID) ve Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta,
Georgia, ABD’nin yaymlamis oldugu, “Laboratory Methods for the Diagnosis of Epidemic
Dysentery and Cholera” adl kitapta (NCID/CDC/WHO/AFRO 1999), anlatilan metod
izlenerek yapilmistir. Minimum inhibisyon yéntemi kullanmadan énce, bakteri 6rnekleri
0.5 McFarland standard: ile karsilastirilarak standardize edilmistir. Bakteri kiltiirleri
oncelikle izole koloniler elde etmek amaciyla agar ortamimna ekilerek, 37 °C’de 24 saat
inkiibasyondan sonra 4-5 tane iyi izole olmus koloni, 6ze yardimiyla %0.9’luk serum
fizyolojik icine alinmigtir. Hazirlanan bakteri stispansiyonu, siispansiyonun bulaniklig

tirbidometrede 0,5 McFarland standardina ayarlanmuastir.

3.3.7. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Calismada kullanilacak olan test mikroorganizmalar1 (Staphyllococcus aureus
ATCC29213,

Stapyllococcus epidermidis ATCC 3699, Pseudumonas aeroginasa ATCC27853, Candida
albicans ATCC 90028) 5 ml'lik Nutrient sivi besiyerinde aktiflestirilmistir. 96 kuyucuklu
plakta farkl konsantrasyonlarda bitki ekstrakti iceren 0.2 ml nutrient sivi besiyeri tizerine
% 5 oraninda bakteri ekilip, 24 saat 37°'de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
bulanikligin bittigi konsantrasyon bakteri canliliginin bittigi nokta olarak kabul edilerek

MIK olarak belirlenmistir. Tiim analizler iki paralelli olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.3.8. Antienflamatuvar aktivite tayini

Calismalarimizda kullanacagimiz LPS ve ekstrelerin dozlar1 ve LPS nin inkiibasyon
siiresi 6n ¢alisma ile belirlenmistir. On calismalarimizda inflamasyonun etkin bigimde
tetiklenmesi i¢in gerekli LPS dozu ve LPS inkiibasyon siiresi XCELLigence cihazi ile

belirlenmistir.
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3.3.9. ELISA protein ifadelenmelerinin él¢iimii

LPS ile indiiklenen hiicrelerde sitokinler interlokin 1, Interlokin 6, interferon P,
Interferon o ve siklooksijenaz-2 ve iiriinii olan prostaglandin E2 (PGE2) diizeyleri ELISA
kiti kullanilarak ol¢iilmiistiir. Hiicreler proteaz inhibitor koktail i¢eren fosfat tamponu
icersinde lizis edildikten sonra elde edilen protein orneklerde ve hiicre besi ortaminda
salinan sitokin ve prostaglandin E2 (PGE2) antikorla kaplanmis eliza plaklarina

uygulanmustir.

3.3.10. Hiicre i¢i ve besi ortamina salinan nitrik oksit diizeylerinin 6l¢iimii

Hiicrelerde olusan ve besi ortamina salinan nitrik oksit, spektrofotometrik olarak olusan
Nitrit-nitrat miktarinin saptanmasiyla degerlendirilmistir. Homojenatlar ve besi yeri
ornekleri her bir kuyucukta 100 ul olacak sekilde ayarlanmistir ve bu ortamlar, 100 ul of
Griess reaktifi ile (0.1 mol/l HCI ve 0.1% N-(1- naftil) etilendiamin dihidroklorid i¢inde
1% silfonilamid) oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon
sonunda olusan renk, 540 nm de mikroplak okuyucuda saptanacak ve sodyum nitrit

standardina gore hesaplama yapilmuistir.

3.4. In vivo deneyler
3.4.1. Bitkilerin yara iyilestirici ve anti-enflamatuvar aktivitelerinin belirlenmesi

Yara iyilestirici aktivitenin degerlendirilmesi igin in vivo yara modelleri ve akut
anti-enflamatuvar etkinin tayinine yonelik deney modeli kullanilmis; aktif bilesenler

tizerinde ise in vitro enzim inhibisyonuna dayanan galismalar yapilmistir (Siintar, 2011).

3.4.2. Deney Hayvanlan

160-180 g agirliginda erkek Sprague Dawley siganlar ve 25-30 g agirhiginda erkek Swiss

Albino fareler (her grupta alt1 hayvan olmak tizere) kullanilmstir.

21



3.4.3. Deneylerde kullanilacak test numunelerinin hazirlanma sekilleri

Test numuneleri %1 oraninda ekstre/fraksiyon igerecek sekilde Madecassol® pomat
(Bayer)'in bazi olan glikol sterarat:1,2 propilen glikol: sivi parafin (3:6:1) kullanilarak

hazirlanmustir.

Anti-enflamatuvar etkinin degerlendirilebilmesi igin, test numuneleri %0.5’lik sodyum
karboksimetil selilloz (CMC) ¢ozeltisi igerisinde hazirlanacak, deney hayvanlarina 6zel
mide gavaji vasitasiyla oral yolla uygulanmistir. Kontrol grubu hayvanlarina ise sadece
%0.5’lik CMC verilmistir.

3.4.4. Referans Maddeler

Yara iyilestirici etkinin tayininde sonuglarin karsilastirilmas: amaciyla, standart yara

lyilestirici madde olarak Madecassol® pomat kullanilmistir. Anti-enflamatuvar aktivite
deneyinde referans madde olarak %0.5’lik CMC i¢inde hazirlanmis 10 mg/kg indometasin;
Hyaluronidaz enzim inhibisyonu deneyinde 100 ug/ml Kkonsantrasyonda tannik asit;
Kolajenaz ve elastaz enzim inhibisyonu deneylerinde 100 upg/ml konsantrasyonda

epigallokatesin gallat referans madde olarak kullanilmstir.

3.4.5. Yara lyilestirici Aktivitenin Belirlenmesi
3.4.5.1. Cizgisel Insizyon Yara Modeli

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

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

intraperitonal yolla 0.05 cc Ksilazin (%2 Alfazine®) ve 0.15 cc Ketamin (%10 Ketasol®)
enjeksiyonu ile genel anestezi yapilmis, sirt kissmlariin orta hattindan 2 cm uzaklikta
bistiiri ile iki adet 5 cm’lik ¢izgisel insizyon yarasi olusturulmustur. Cerrahi ipek iplikle
esit araliklarla 3 adet dikis atilacak, 9 giin boyunca giinde bir defa 500’er mg
ekstre/fraksiyon iceren merhem formiilasyonlar1 haricen yaralara uygulanacaktir. 9.
giin sonunda dikisler alinacak, 10. giin hayvanlar anestezi ile sakrifiye edilerek, yara

alanlar ¢ikarilmistir. Yaralardan biri histopatolojik incelemeler igin ayrilacak, diger
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yaranin tensiometre ile gerilim kuvveti 6l¢iilmiistiir (Stintar ve ark., 2011) (Sekil 5).

Sekil 5. Cizgisel Insizyon Yara Modeli

3.4.5.2. Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Farelere intraperitonal yolla 0.02 cc Ksilazin (%2 Alfazine®) ve 0.08 cc Ketamin (%10

Ketasol®) ile genel anestezi yapilacak, biopsi punch ile 5 mm ¢apinda dairesel eksizyon
yaras: olusturulmustur. 12 giin boyunca 500’er mg ekstre/fraksiyon igceren merhem
formiilasyonlar1 haricen yaralara uygulanacak, yara alanlarinin her giin dijital fotograf
makinesi ile resimleri cekilecektir. AutoCAD programi kullanilarak yara alanlarindaki
kiigiilme hesaplanmistir (Sadaf ve ark., 2006; Kiipeli ve ark., 2011) (Sekil 6).

Sekil 6. Dairesel Eksizyon Yara Modeli
3.4.5.3. Histopatolojik (ncelemeler

%10’luk tamponlu formaldehitte saklanan orneklerden 5 um kahnhgindaki kesitler
alinacak hematoksilen-eozin (HE) ve Van Gieson (VG) boyalar ile boyanacaktir. Isik

mikroskobu (Olympus CX41 bagh Kameram® Dijital Image Analiz Sistemi) altinda
incelenen dokularda epidermal ve dermal re- modelleme hafif (+), orta (++) ve siddetli

(+++) olmak tizere derecelendirilmistir (Pesin Siintar ve ark., 2010; Siintar ve ark., 2010).
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3.4.5.4. Kolajen Bag Dokunun Saptanmasi
3.4.5.4.1. Hidroksiprolin Tayini

Hidroksiprolin standartinin 6l¢iimii icin 5 mg hidroksiprolin 50 ml 0.001 N HCl'de
coziilerek hazirlanan stok ¢ozeltisinden bir seri diliisyon ¢ozeltileri (0.5 pg/ml; 1 pg/ml;
1.5 ug/ml; 2 ug/ml ve 2.5 pg/ml) hazirlanmistir. Diger taraftan 6l¢iimi yapilacak dokular
tartilarak iizerine 5 ml 6 N HCI ilave edilmistir.

130°C’de 3 saat hidroliz edilen dokular iizerine indikator olarak birkag damla %0.02’lik
metil kirmizisi eklenecek, ¢ozeltinin rengi sartya dénene kadar pH 6-7 arasinda olana kadar
2.5 N NaOH eklenmistir.

Hem standart hem de test ¢ozeltileri tizerine Kloramin T eklenecek, 20 dk oda 1si1sinda
bekletildikten sonra perklorik asit ilave edilmistir. 1 ml taze hazirlanmis 0.2 g/ml p-

dimetilaminobenzaldehit  ¢ozeltisi  eklenmis, tabakalanma kayboluncaya kadar

calkalanacaktir. 60°C su banyosunda 20 dk bekletilmis ve sogutulduktan sonra ¢ozeltilerin
absorbansi 557 nm’de o&lgtilmistiir (Woessener, 1961; Degim ve ark., 2002).

3.4.5.5. Antienflamatuvar Aktivitenin Belirlenmesi

3.4.5.5.1. Asetik Asit-Nedenli Kapiller Permeabilite Artisimin inhibisyonu (Whittle

Yontemi)

Farelere test numuneleri ve referans olarak kullanilan indometazin uygulandiktan 30
dakika sonra her farenin marjinal kuyruk venasina %4’liik Evans Blue ¢ozeltisinden 0.1 ml
enjekte edilecek, 10 dakika sonra %0.5’lik asetik asit ¢6zeltisinden 0.4 ml intraperitonal
yolla uygulanmigtir. Hayvanlar 20 dakika sonra servikal dislokasyonla 6ldiiriilerek, Periton
icerigi distile su ile yikanarak i¢inde 0.1 N NaOH bulunan 10 ml’lik balon jojelere
aktarilmig ve distile su ile 10 ml'ye tamamlanmistir. Boyanin absorbansi 590 nm’de

Beckman Due Spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in boyar madde olarak kullanilan Evans Blue’nun
degisik konsantrasyonlarda (2.5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 ug/ml, 15 ug/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml)

bir seri ¢ozeltisi hazirlanarak 590 nm’de absorbanslari 6l¢iilmistiir (Kipeli, 2000).
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3.4.5.5.2. Hyaluronidaz Enzim Inhibisyonunun Ol¢iilmesi

50 ul sigir hyaluronidaz: (7900 tinite/ml) 0.1 M asetat tamponunda ¢6ziilecek (pH 3.6),

bu ¢ozelti iki farkli konsantrasyonda %5 DMSO iginde ¢6ziinmiis 50 pl test numunesi
cozeltisi ile katistirilmistir. 37°C’de 20 dakika inkiibasyonun ardindan karisima 50 pl
kalsiyum kloriir (12.5 mM) ilave edilerek 379C’de 20 dakika inkiibasyona birakilmis, 250

ul sodyum hyaluronat (1.2 mg/ml) eklenecek ve 37°C’de 40 dakika inkiibe edilmistir.
Karigim 50 pl 0.4 M NaOH ve 100 ul 0.2 M sodyum borat ilavesinden sonra kaynayan su

banyosunda bekletilmistir. Soguduktan sonra 1.5 ml p-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi

eklenmis ve 37°C“de 20 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans: 585 nm’de
ol¢tilmiistiir (Lee ve Choi, 1999; Shasrabudhe ve Deodhar, 2010).

3.4.5.6. Kolajenaz Enzim Inhibisyonunun Olgiilmesi

Clostridium histolyticum kolajenaz enzimi (ChC) 0.8 iinite/ml olacak sekilde 50 mM tris
tamponu (10 mM CaCl2 ve 400 mM NaCl ile) icinde ¢oziilecek, substrat N-[3-(2-furil)
akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) ayn: tampon ig¢inde 2 mM olacak sekilde
hazirlanmigtir. 25 L tampon, 25 pL test numunesi ve 25 uL enzim her kuyucuya eklenmis
ve 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. 50 pL substrat eklendikten sonra absorbans 340

nm’de olgtlmiistiir (Barrantes ve Guinea, 2003).

3.4.5.7. Elastaz Enzim Inhibisyonunun Olg¢iilmesi

Test numuneleri ve insan notrofil elastaz enzimi (HNE) (17 mU/ml) 0.1M tris-HCI
tamponu (pH 7.5) ile 259Cde 5 dakika inkiibasyona birakilms, karisima HNE’nin substrati

N-(metoksisiiksinil)-ala-ala-pro-val-4-nitroanilit (MAAPVN) (500 IM) eklenerek 379C’de
1 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra karisima 1 mg/ml soya tripsin inhibitori
eklenerek p-Nitroanilin olusumuna bagli olarak 405 nm’de absorbsiyon o6l¢iilmistiir
(Melzig ve ark., 2001).
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4. BULGULAR
4.1. Bitkilerin Ekstraksiyonu

Calismalarda kullanilan bitkilerin toprak iistii kisimlarindan %70 metanol ile masere
edilerek ekstreler hazirlanand1 ve ¢6ziiciileri vakum altinda diisiik sicaklikta uzaklastirildiktan
sonra -18 °C de analiz anina kadar saklandi. Tiim analizlerde ayn1 ekstreler kullanildi. Ekstre

verimleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan bitkilerin ekstre verimleri

Bitki Kod Verim [%0]
Potentilla recta PRec 20.50
Potentilla reptans PRep 25.08
Helianthemum canum HCM 17.74
Heracleum platytaenium HPM 21.60

*Qrtalama + SD; Pe70 : %70’lik metanol ekstresi

4.2. Siv1 kromatografisi Kiitle Spektrometresi (SK-KS/KS) ile Fenolik Bilesiklerin
Analizi

Tiim ¢alisilan ekstreler s1vi kromatografisi sistemi ile ayrildiktan sonra, Kiitle
Spektrometre dedektorii kullanilarak molekiiler iyon pikleri ve temel pikler tizerinden
degerlendirilmeleri yapildi. Ekstrelerin toplam iyon spektrumlari [E(-) Q3 scan modu] Sekil

7-10’da, ekstrede tanimlanan bilesikler ise Tablo 2-5'de verilmistir.
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Sekil 7. P. recta (PRec) ekstresinin toplam iyon spektrumu [E(-) Q3 scan modu]

Tablo 2. P. recta (PRec) ekstresinde SK-KS/KS ile tanimlanan maddeler

MA [M-H] m/z Madde

192 191, 85 Kinik asit

302 301, 199, 145 Elajik asit

342 341, 179, 119 Kafeik asit tiirevi
448 447, 284, 255 Kemferol-3-glikozit
478 477,301, 135 Kersetin glukronit
596 595, 301 Kersetin tiirevi
784 783, 301, 275 Bis-HHDP glukoz
935 934, 633, 301 Potentilin
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Sekil 8. P. reptans (PRep) ekstresinin toplam iyon spektrumu [E(-) Q3 scan modu]
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Tablo 3. P. reptans (PRep) ekstresinde SK-KS/KS ile tanimlanan maddeler

MA [M-H] m/z Madde

192 191, 85 Kinik asit
302 301, 199, 145 Elajik asit
342 341,179, 119 Kafeik asit tiirevi
478 477, 301, 135 Kersetin glukronit
784 783, 301, 275 Bis-HHDP glukoz
935 934, 633, 301 Potentilin
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Sekil 9 H. canum (HCM) ekstresinin toplam iyon spektrumu [E(-) Q3 scan modu]

Tablo 4. H. canum (HCM) ekstresinde SK-KS/KS ile tanimlanan maddeler

MA [M-H] m/z Madde

184 183, 124,78 Metil gallate
192 191, 85 Kinik asit

297 296, 183, 124 Metil gallat tiirevi
335 334,183, 124 Metil gallat tiirevi
449 448,317,179 Mirsetin tiirevi
469 468, 448, 169 Galloil tirevi
631 630, 317, 179 Mirsetin tirevi
939 938, 769, 429 Penta galloil glukoz
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Sekil 10. H. plathytataenium (HPM) ekstresinin toplam iyon spektrumu [E(-) Q3 scan modu]

Tablo 5. H. plathytataenium (HPM) ekstresinde SK-KS/KS ile tanimlanan maddeler

MA [M-H] m/z Madde

192 191, 85 Kinik asit
216 215 Xanthotoxin
378 377,341, 179 Kafeik asit tiirevi
402 401, 341, 179, 119 Kafeik asit tiirevi
610 609, 300, 271 Rutin

772 Bilinmeyen
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4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar: Bulgulari
4.3.1. Hiicre Profilleme Deneyi

90 saate kadar varan Sl¢limler sonucunda 96 kuyucuklu plakalar i¢in 200 pL’ lik bir
besiyeri ortamindaki 1560, 3125 ve 6250 hiicrenin herhangi bir plato ¢izmedigi ve dolayisiyla
plaka yiizey alani ile ortamdaki besiyeri miktar1 géz Oniine alindiginda 96 kuyucuklu bir
plakada fibroblast hiicresi ile yiiriitiilecek herhangi bir deneyde bu hiicre sayilarinin uygun
oldugu; bir kuyuda 12500 ve daha fazla sayida hiicre bulunmasi halinde ise 30. saatten sonra
plato olustugu gézlenmistir. Dolayisiyla kuyu bagina 12500 ve daha fazla hiicrenin deneylerde
kullanilmast uygun degildir. Bu sonuglara dayanarak SRB ve GZHA canlilik deneyleri i¢in
kuyu basina ortalama 5000 adet hiicrenin uygun oldugu goriilmiistiir. Bu deney verilerine gore
96’ lik plaka digindaki diger plakalara ekim yapilmak istenirse bagil yiizey alanina gore uygun
hiicre sayis1 belirlenebilir (Sekil 11).

..|v|..|....|.......|.|v....|..|.||..| T T

\\ H Ill e
H‘ M “m ' ;Un 'hsmu“" l'“"llllliilllniil_ !I'illll
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Cell Index

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 11. FR hiicre biiylime profili

4.3.2. Sulphorhodamine B (SRB) Canlilik Deneyi

Sekil 12° de goriildiigii gibi HCM ekstresi igin diisiik konsantrasyonlarda fibroblast
hiicresi canliliginda herhangi bir azalma meydana gelmezken; yiiksek konsantrasyonlarda SRB
deneyi i¢in canlilikta artis s6z konusudur. HPM ekstresinde ise 1250 png/ml’ ye kadar canlilikta

diisiis gozlenmemistir, daha yiiksek dozlarda ise canlilik azalmistir. PRec ekstresi i¢in 625
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pg/ml’ den daha yiiksek konsantrasyonlarda canlilikta anlamli bir diisiis vardir. PRep
ekstresinde ise 312 ve 625 ng/ml konsantrasyonlarinda canlilik azalmistir (Sekil 12).

200 - mHCM
uHPM
HRecta
EPRep
150
S
2100 1 .1 " I
=
5 : ! {
"]
= I I
50 -
O a
9,75 19,5 39 78 156 312 625 1250 2500 5000

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 12. Tiim ekstreler genel tarama SRB canlilik deneyi

Yapilan ilk deneyin sonuglarina gore ekstrelerin tamami i¢in 156 pg/ml’ ye kadar
canlilikta anlamli bir diisiis gozlenmemistir; dolayisiyla bu konsantrasyonlara kadar yara
tyilestirici etki mekanizmalarinin arastirilmasi anlamli iken; daha yiiksek konsantrasyonlarda
canliligin  azalabilecegi diigiiniilmiistiir. Bunu agikliga kavusturmak icin yliksek

konsantrasyonlarda deneyler tekrarlanmustir (Sekil 13).
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Sekil 13. Tiim ekstreler yliksek konsantrasyonlar i¢in SRB canlilik deneyi

Yiiksek konsantrayonlar i¢in yapilan deneyde tiim ekstreler i¢in canlilikta bir artis
gbzlenmistir; ancak bu artisin ekstrelerin yiiksek konsantrasyonlarinda plaka tabaninda
¢Okmesine bagl olarak absorpsiyon ol¢iimlerinin etkilenmesine bagli oldugu diistiniilmiistiir.
SRB deneylerinde ekstreler belirgin diizeyde canlilikta diislis yapmadiklarindan bir ICso degeri

hesaplatilamamugtir.

4.3.3. Gergek Zamanh Hiicre Analizi (GZHA) Deneyi

SRB deneylerindeki yliksek konsantrasyonda canliligr artirici etkinin dogrulanmasi i¢in
absorpsiyon mekanizmasindan farkli olarak plaka ylizeyine yapisan hiicrelerin elektriksel
alanda olusturmus oldugu dirence bagl 6lciim yapan gergek zamanli hiicre analizi deneyi

yapilmustir (Sekil 14-17).

Sekil 14’ de goriildigii gibi HCM igin, SRB’ ye zit olarak yiiksek konsantrasyonlarda ekstrenin
sitotoksik oldugu goriilmiistiir ve bu sonuglara gore 24 sa ICso degeri 2.7 mg/ml olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 14. HCM gerc¢ek zamanli hiicre analizi deneyi

Sekil 15° de goriildiigii tizere HPM” nin, 2.5 mg/ml ve {izerindeki konsantrasyonlarda

hiicreye toksik etki gosterdigi goriilmiis ve verilere gore 24 sa ICso degeri 1.7 mg/ml olarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 15. HPM gerc¢ek zamanli hiicre analizi deneyi

Sekil 17° de gortildiigii lizere P. recta’ nin, yiiksek konsantrasyonlarda canlilig1 azaltict

etkisi gozlenmis ve 24 sa ICso degeri 8.3 mg/ml olarak hesaplanmustir.
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Sekil 16. Recta ger¢cek zamanli hiicre analizi deneyi

Sekil 16’ de goriildiigii tizere P. reptans, yiiksek konsantrasyonlarda canlilig1 azaltmis

ve 24 sa ICsp degeri 17.5 mg/ml olarak hesaplanmustir.
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Sekil 17. Repta gercek zamanli hiicre analizi deneyi

Sonug olarak SRB deneyleriyle genel doz taramasi yapilirken; GZHA deneyiyle toksik

konsantrasyonlar i¢in bir ICso degeri bulunmustur.

GZHA deney sonuglarina gore ekstreler i¢in bir ICsg degeri hesaplatilmistir. Fibroblast
tipindeki bu hiicrelerde yiiriitiilecek olan etki mekanizmalariyla ilgili deneylerin sonuglar gz
oniinde bulunduruldugunda, tiim ekstreler i¢in 156 pg/ml’ den daha diisiik konsantrasyonlarda
yapilmasinin uygun olacagina karar verilmistir; ¢linkii bu konsantrasyonlarda hicbir ekstrenin

canlilig1 azaltmadig saptanmistir.
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4.3.4. Oksidatif Stres Parametreleri Bulgulart

10
9 i
8 i
7 i
36
E
2 5
(a)
34
3 i
2 i
1 i
0 I T T T T T
K K+LPS PRec PRep HCM HPM
Ornekler

Sekil 18. Ekstrelerin SOD iizerine etkisi.

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gére SOD seviyesinde
azalma olmustur. 78 pg/mL dozda ekstrenin uygulandigi kuyucuklarda LPS uygulanan kontrole
gore SOD seviyesinde artig goriilmiistiir. Ekstrelerin SOD {izerine etkileri HCM > PRep > PRec
> HPM seklinde siralanmaktadir (Sekil 18).
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Sekil 19. Ekstrelerin GSH-Px iizerine etkisi.

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore GSH-PX
seviyesinde azalma olmustur. 78 pg/mL dozda ekstrenin uygulandigr kuyucuklarda LPS
uygulanan kontrole gére GSH-Px seviyesinde artis goriilmiistiir. Ekstrelerin GSH-Px {izerine

etkileri HCM > PRep > PRec > HPM seklinde siralanmaktadir (Sekil 19).

4.4. In Vitro Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Ekstreler Staphylococcus epidermidis bakterisine karsi en diisiik konsantrasyon olan
0,0625 mg/mL konsantrasyonda bile yliksek inhibisyon gostermislerdir. Ekstreler arasinda en
diisiik aktiviteyi HPM gostermistir.

Staphylococcus aureus'a karsi en aktif ekstre HCM ekstresi iken en diisiik aktiviteyi

0,19 mg/mL IC50 degeriyle PRep ekstresi géstermistir.

Pseudomonas aeruginosa'ya kars1 IC50 degerleri PRep i¢in 0,308 mg/mL, PRec i¢in
0,553 mg/mL, HCM igin 0,882 mg/mL, HPM i¢in 2,63 mg/mL bulunurken en aktif ekstre
PRep'tir.
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Candida albicans' a kars1 IC50 degerleri PRep igin 0,35 mg/mL, PRec i¢in 0,134
mg/mL, HCM i¢in 0,107 mg/mL, HPM igin 0,29 mg/mL bulunurken en aktif ekstre HCM' dir.
Sonuglar asagida grafiklerle gosterilmistir (Sekil 20 A-D).

120 -+ A
S.epidermidis H P.reptans
100 - M p.recta
¥ i H.canum
H H.platytaenium
80 -
c 60 -
o
>
2
2
Y
X
20 -
O |
\Z
@6‘
N
Konsantrasyon
120 1 S.qureus C ® P.reptans

& p.recta

i H.canum

& H.platytaenium

% inhibisyon

Konsantrasyon

Sekil 20 A, B. Ekstrelerin S. epidermidis ve S. aureus patojenlerne kargt MIK degerleri
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Sekil 20 devamu C, D. Ekstrelerin P. aeruginosa ve C. albicans patojenlerne karst MIK
degerleri

39



4.5. In Vitro Antienflamatuar Aktivite Bulgular:
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Sekil 21. Ekstrelerin IFN-y miktarina olan etkisi.

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore IFN-y seviyesinde

artis olmustur. 78 png/mL dozda ekstrenin uygulandigi kuyucuklarda LPS uygulanan kontrole

gore IFN-y seviyesinde azalma goriilmiistiir. Ekstrelerin IFN-y tizerine etkileri PRep > PRec >

HCM > HPM seklinde siralanmaktadir (Sekil 21).
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Sekil 22. Ekstrelerin IL-6 miktarina olan etkisi.

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore IL-6 seviyesinde
artis olmustur. 78 pug/mL dozda ekstrenin uygulandigi kuyucuklarda LPS uygulanan kontrole
gore IL-6 seviyesinde azalma goriilmustiir. Ekstrelerin IL-6 iizerine etkileri HCM > PRep >
PRec > HPM seklinde siralanmaktadir (Sekil 22).
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Sekil 23. Ekstrelerin IL-1o miktarina olan etkisi.

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore IL-1o Seviyesinde
artis olmustur. 78 pg/mL dozda ekstrenin uygulandigi kuyucuklarda LPS uygulanan kontrole
gore IL-1a seviyesinde azalma goriilmiistiir. Ekstrelerin IL-1a tizerine etkileri HCM > PRec >

PRep > HPM seklinde siralanmaktadir (Sekil 23).

4.6. In Vivo Yara lyilestirici Etkinin Bulgularn

Calismanin sonuglarina gore, P. reptans ekstresinin ¢izgisel insizyon yara modelinde

anlamli derecede etki gosterdigi tespit edilmistir (%32.1) (Tablo 6).
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Tablo 6. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla
reptans ekstrelerinin ¢izgisel insizyon yara modeli iizerindeki etkileri

Materyal Yara gerilme kuvveti = O.S.H.

(%oYara gerilme kuvveti)

Baz merhem 10.25+1.09
(5.5)
Negatif kontrol 9.72+1.17
Helianthemum canum 13.10 £ 0.52
(27.8)
Heracleum platytaenium 11.62+1.48
(13.4)
Potentilla recta 11.95+1.35
(16.6)
Potentilla reptans 13.54 £ 0.81
(32.1)*
Madecassol® 15.68 + 0.44
(52.9)%**

*: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 karsilastirilarak degerlendirildi.

Ayni bitki ekstresinin dairesel eksizyon yara modelinde, %52.65 oraninda kontraksiyon
artist olusturdugu tespit edilmistir. Ayn1 deney modelinde, H. canum ekstresinin de anlaml
derecede etkili oldugu gézlenmistir (%35.09) (Tablo 2). Dokulardaki hidroksiprolin miktarlari
degerlendirildiginde, P. reptans ekstresinin uygulandig1 dokularda anlamli derecede bir artisin
oldugu belirlenmistir (24.30 pg/mg) (Tablo 7).
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Tablo 7. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla reptans ekstrelerinin dairesel eksizyon yara modeli

uzerindeki etkileri

Yara alan1 (mm?) + O.S.H. (%Kontraksiyon)

Materyal
0. giin 2. glin 4. glin 6. giin 8. giin 10. giin 12. giin
19.05+£2.13 16.42+2.01 14.06+1.91 8.89+1.74 5.48+1.46 3.02+0.62
Baz merhem 19.35+2.11
(1.85) (0.85) (2.09) (11.89) (8.97) (4.43)
Negatif kontrol 19.64+2.10 19.41+2.04 16.56+2.21 14.36+1.96 10.09+1.86 6.02+1.57 3.1620.77
Helianthemum canum 18.75+1.99 15.76+1.72 12.66+1.81 7.49+1.68 3.98+0.86 1.96+0.47
19.49+2.07
(1.57) (4.02) (9.96) (15.75) (27.37) (35.09)*
Heracleum platytaenium 18.86+1.96 16.04+1.90 13.30+1.45 8.13£1.59 4.99+0.75 2.414+0.40
19.26+1.93
(0.99) (2.31) (5.41) (8.55) (8.94) (20.19)
Potentilla recta 18.70+2.16 16.03+1.93 13.06+1.78 7.99+1.52 4.22+0.91 2.26+0.52
19.40+1.92
(1.84) (2.38) (7.11) (10.12) (22.99) (25.17)
Potentilla reptans 18.61£2.40 15.13£1.91 12.13£1.62 6.91+1.47 3.83+0.63 1.43+0.39
19.82+2.08
(2.31) (7.86) (13.73) (22.27) (30.11)* (52.65)**
17.29+2.03 14.08+1.49 10.34+1.17 4.48+0.21 1.91+0.20 0.00+0.00
Madecassol® 19.53+2.01
(9.24) (14.25) (26.46) (49.61)** (65.15)*** (100.00)***

*:p<0.05; **:p<0.01; ***: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata; Yiizde kontraksiyon: Baz merhem sonuglar1 negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve
referans merhem gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.
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Tablo 8. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla reptans ekstreleri ile tedavi edilen yara dokularinin

histopatoloji sonuglari

Gruplar Yara lyilesme Siireci Iyilesme fazlari

S U RE FP CD MNC PMN NV EF PF RF
Baz merhem ++ + +/++ ++[+++ ++ ++ +/++ ++ +/++ ++ +/++
Negatif kontrol ++ +/++ + ++/+++ ++/+++ ++ ++ ++/+++ ++ ++/+++ +
Helianthemum canum + -/+ +H++ ++ +H++ +H++ + +++ +H++ ++ ++
Heracleum platytaenium +/++ + +H++ ++ +H++ +H++ +H++ -1+ +H++ ++ +/++
Potentilla recta +/++ -+ +H++ ++ +H++ +HH++ -+ +/++ + ++ +/++
Potentilla reptans + -+ ++ ++ +H++ + + +/++ + +/++ ++
Madecassol® -[+ - ++/+++ + + -I+ - -[+ -+ + ++/+++

HE ve VG ile boyanan dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak iizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononiikleer hiicreler, PM: Polimorfoniikleer hiicreler, NV: Neovaskiilerizasyon, EF: Enflamasyon fazi, PF: Proliferasyon
fazi, RF: Re-modeling fazi
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Sekil 24. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla
reptans ekstreleri ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari
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Hematoksilen-eozin ile boyanmis epidermis ve dermis; B: Van Gieson ile boyanmis
dermis. A kodlu resimlerin orijinal biiyiitmesi x 100 olup biiyiitme bar1 120 pm, B kodlu
resimlerin orijinal biiyiitmesi x 400 olup biiylitme bar1 40 um. Bilgiler her gruptaki 6’sar

hayvanin ortalamasini yansitacak sekildedir.

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

u:Ulser

1) Baz merhem; 2) Negatif kontrol; 3) Helianthemum canum; 4) Heracleum platytaenium; 5)

Potentilla recta; 6) Potentilla reptans; 7) Referans grup

Ekstrelerin anti-enflamatuvar etkinligi asetik-asit nedenli kapiller permeabilite artiginin
inhibisyonu olgiilerek degerlendirilmis ve P. reptans ekstresinin 100 mg/kg dozda %25.85

oraninda istatistiksel olarak anlamli etkisi belirlenmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla reptans

ekstreleri ile tedavi edilen dokulardaki dokulardaki hidroksiprolin 6l¢iim sonuglari

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) + O.S.H.
Baz merhem 11.64 +2.28

Negatif kontrol 10.42 £2.16
Helianthemum canum 20.13 +1.86
Heracleum platytaenium 12.07 £2.49

Potentilla recta 14.42 £2.37

Potentilla reptans 24.30 £ 1.07*
Madecassol® 48.71 + 0.56%**

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

Enzim inhibisyon etkileri incelendiginde (Tablo 10 ve 11) P. reptans’in zayif fakat

anlamli anti-kolajenaz etki gosterdigi saptanmustir.

48



49
50

51

52
53

54

55
56

57

Tablo 10. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla

reptans ekstrelerinin Whittle yontemi tizerindeki etkileri

Evans blue konsantrasyonu (pug/ml)

Materyal Doz (mg/kg) OSH. inhibisyon (%)
Kontrol - 1238+ 1.14 -
Helianthemum canum 100 9.92+1.18 19.87
Heracleum platytaenium 100 10.21 +1.30 17.53
Potentilla recta 100 10.48 £1.27 15.35
Potentilla reptans 100 9.18+0.91 25.85*
Indometasin 10 5.79+0.32 53.23***

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

Tablo 11. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla

reptans ekstrelerinin hyaluronidaz enzim inhibisyonu tlizerindeki etkileri

Materyal Konsantrasyon (pg/ml) Inhibisyon (%) + O.S.H.
Helianthemum canum 100 21.60 +1.35
Heracleum platytaenium 100 19.72 £1.22
Potentilla recta 100 18.77 £ 1.41
Potentilla reptans 100 23.42+1.10
Tannik asit 100 86.75 £ 0.59%**

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

Tablo 12. Helianthemum canum, Heracleum platytaenium, Potentilla recta ve Potentilla

reptans ekstrelerinin kolajenaz ve elastaz enzim inhibisyonu tizerindeki etkileri

Concentration Kolajenaz inhibisyonu

Elastaz inhibisyonu

Materyal

(ng/ml) (%) + O.S.H. (%) + O.S.H.
Helianthemum canum 100 17.03 £2.06 8.85+1.96
Heracleum platytaenium 100 15.07 £ 1.90 12.44 +1.58
Potentilla recta 100 1448 £1.75 9.42+1.76
Potentilla reptans 100 28.32 £ 0.98* 11.26 £ 1.69
Epigallokategin gallat 100 40.16 + 0.74** 74.02 + 0.95%**

*:p<0.05 **:p<0.01; ***: p<0.001; O.S.H: Ortalama Standart Hata
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Histopatolojik analizlerde, gruplar arasi farkliliklarin fazla olmamasina ragmen,

referans grup ve P. reptans ekstresinin uygulandigi grupta daha diizgiin iyilesme tespit

edilmistir (Sekil 24).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu proje kapsaminda Kayseri bolgesinde yara iyilestirici olarak kullanilan P. recta
(PRec), P. reptans (PRep), H. canum (HCM) ve H. platytaenium (HPM) bitkilerinin in vitro/in
vitro yara iyi edici etkileri, oksidatif stres parametrelerine etkileri ve etkiden sorumlu bilesikleri
incelenmistir. Bu amagla bitkilerin %70’lik metanol ekstreleri hazirlanmis ve tiim deneylerde
bu ekstreler kullanilmistir. Hazirlanan ekstrelerin verimleri PRec > HPM > PRec > HCM

seklinde siralanmaktadir.

Ekstrelerin kimyasal bilesimleri SK-KS/KS analizi ile belirlenmistir. Bu analizler
sonucunda ekstrelerde fenolik bilesiklerin varligi tespit edilmis ve kiitle spektrumlarina bagl
olarak tanimlanmalar1 yapilmistir. Ekstrelerde daha ¢ok gallik asit tiirevleri ve flavonoitler

belirlenmistir.

Fibroblast hiicre kiiltiiriinde yapilan toksisite calismalarinda ekstrelerin tamami i¢in 156
ug/ml’ ye kadar canlilikta anlamli bir diisiis gozlenmemistir; dolayisiyla bu konsantrasyonlara
kadar yara iyilestirici etki mekanizmalariin arastirilmast anlamli iken; daha yiiksek

konsantrasyonlarda canliligin azalabilecegi diisliniilmiistiir.

GZHA deney sonuglarina gore ekstreler i¢in bir ICso degeri hesaplatilmistir. Fibroblast
tipindeki bu hiicrelerde yiiriitiilecek olan etki mekanizmalariyla ilgili deneylerin sonuglar goz
ontinde bulunduruldugunda, tiim ekstreler i¢in 156 pg/ml’ den daha diisiik konsantrasyonlarda
yapilmasinin uygun olacagina karar verilmistir; ¢linkii bu konsantrasyonlarda higbir ekstrenin

canlilig1 azaltmadig: saptanmistir.

Fibroblast hiicrelerinde oksidatif stres parametrelerinden SOD ve GSH-Px diizeyleri
incelenmis ve ekstrelerin bu enzimleri nasil etkiledikleri belirlenmistir. Oncelikle fibroblast
hiicreleri LPS ile indiiklenmistir. Bu indiiklenmis hiicrelere 78 pg/mL dozda ekstreler
uygulanmistir. Yapilan olgtimler sonucunda her iki enzim iizerende de en aktif ekstrenin HCM
oldugu tespit edilmistir. Bu ekstrenin bilesimnde is gallik asit ve metil gallat tlirevlerinin

bulunmasi aktivitenin tanen tiirevi bu bilesiklerden ileri geldigini diisiindiirmektedir.

Ekstrelerin antienflamatuar aktiviteleri LPS ile indiiklenmis fibroblast hiicreleri
tarafindan salinan anti-enflamatuar sitokinlerin diizeyleri incelenerek belirlenmistir.
Antienflamatuvar cevapta 6nemli olan IFN-y, IL-6 ve IL-1a diizeyleri LPS ile indiiklenmis

fibroblast hiicrelerinde belirlenmistir. Ekstrelerin IFN-y iizerine etkileri PRep > PRec > HCM
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> HPM seklinde; IL-6 iizerine etkileri HCM > PRep > PRec > HPM seklinde; IL-1a iizerine
etkileri HCM > PRec > PRep > HPM seklinde siralanmaktadir. Sonuglardan da goriildiigii gibi

incelenen tiim sitokinler lizerinde en az aktiviteyi HPM ekstresi gostermistir.

Ekstrelerin yara iyilestirici etkileri in vivo olarak fareler lizerinde incelenmistir.
Sonuglar ayrica histopatolojik olarak da incelenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda tim
ekstrelerde belli diizeylerde aktivite gozlenirken en yiiksek ve anlamli etkiyi PRep ekstresi
gostermistir. Ayrica HCM ekstresi de ikinci derecede aktif ekstre olarak bulunmustur.
Ekstrelerin igermis olduklar1 tanen tiirevi bilesikler ve flavonoit tiirevlerinin bu etkilerden
sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan in vivo ¢alismalarin sonuglari fibroblast hiicre

kiiltiirli calismalarindan elde edilen sonuglarla da uyum gostermektedir.

Sonu¢ olarak, yapilan in vitro ve in vivo antienflamatuar etki ¢aligmalarinda
ekstrelerden gozlenen aktivite ile tanen tiirevi bilesiklerin ve flavonoit tiirevlerinin varhigi
iligkilendirilmistir.

Ekstreler halk arasinda yara iyi edici olarak kullanilmaktadir. Ekstreler ile yapilacak
ileri diizey etki, giivenilirlik ve standardizasyon c¢alismalar1 belki de enflamasyonu azaltmaya
yonelik yardimct bir tedavinin bulunmasina kapi agabilir. Bu nedenle rasyonel fitoterapi
1s1g¢inda geleneksel tibbi1 onaylamak ic¢in klinik ¢aligmalar yapilmasi gereklidir. Bugiin bile
bitkiler diinya niifusunun neredeyse tek ila¢ kaynagidir. Bu ylizden gerekli ileri ¢aligmalarin

yapilmasi, yeni bitkisel ilaglarin liretilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
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