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OZET

Bu ¢alisma, Hypericum pseudolaeve Robson (HP) ve Verbascum stachydifolium Boiss & Heldr. var.
stachydifolium’un (VS) maserasyon ve soxhlet yontemleriyle elde edilmis metanollii ve sulu
ekstrelerinin in vitro yara iyilestirici etkilerini ve bunlarin sitotoksisiteleri, antioksidan aktiviteleri ve
fenolik bilesenlerini arastirmak amaciyla yapilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid igerikleri,
spektrofotometri bazli yontemler kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
DPPH ve total antioksidan kapasite (fosfomolibden) yontemleri ile belirlenmistir. Ekstrelerin L929
fare fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri MTT ydntemi ile belirlenmis ve ayrica in vitro
yara modeli olarak eckstre uygulanmig fibroblast hiicrelerinin gocii hiicre ¢izik testi ile
degerlendirilmistir. Tiirlerin kimyasal icerigi Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (YBSK) ile analiz
edilmistir. Ek olarak, yara iyilesmesinde dnemli oldugu bilinen kollajen tip I, FGF-7, TGF-B1 ve
VEGF gen ifadeleri RNA ve protein seviyesinde sirasiyla qRT-PCR ve ELISA yo6ntemleri ile
degerlendirilmistir. HP ekstrelerinde VS’ye gore daha fazla total fenolik (HP: 123,03-177,21; VS:
41,41-104,48 mg/g GAE) ve total flavonoit (HP: 21,79-123,40; VS: 13,22-52,65 mg/g RUE)
bulunmustur. Antioksidan aktivite DPPH yontemiyle HP igin 13,04-14,68, VS igin 31,08-113,83
pg/ml ICso degerleri arasinda belirlenmistir. Toplam antioksidan kapasite ise HP ekstrelerinde
243,91-318,67, VS’de 119,27-215,46 mg/g AAE olarak bulunmustur. YBSK sonuglarina gore,
bakilan bilesikler arasinda HP ekstrelerinde epikatesin en bol olarak bulunmustur ve kayda deger
olgiide hiperosit, kersetin, kersitrin ve gallik asit bulundugu belirlenmistir. VS’de ise gallik asit, rutin
ve kersetin diger bilesiklerden daha fazla miktarda bulunmustur. Ekstreler 31,25-500 pg/ml
konsantrasyon araliginda kullanildiginda 18, 24 ve 48 saatte fibroblast hiicreleri iizerinde belirgin bir
toksik etki gdstermemistir. Istisnai olarak maserasyon ile elde edilmis VS metanol ekstresi 500 pg/ml
konsantrasyonda tiim saatlerde toksik etki gosterirken, VS sulu ekstresi ayni dozda 48 saatte toksik
etki gostermistir. Hiicre ¢izik testindeki en iyi etki, her iki tiiriin de maserasyon yontemiyle elde
edilen sulu ekstrelerinde goriilmustiir. HP ve VS sirasiyla %76,7 ve %60,4 hiicre kapatma degerleri
ile kayda deger aktivite gdstermistir. Ifade seviyelerine QRT-PCR ile bakilan sitokinler ve kollajen
her iki bitkinin sulu ekstresi uygulandiktan sonra artig gostermistir. VEGF ve TGF-B1 ifadesi HP
uygulamasinda daha fazla artis gosterirken, FGF-7 ise VS grubunda daha fazla artmistir. ELISA
yontemi ile de benzer sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, HP ve VS’nin yara
iyilestirici 6zelliklerini in vitro yontemler ile ortaya koymus, fibroblastlarda yara iyilesmesinde
onemli sitokinlerin ekspresyonunu arttirdigim ve ¢esitli fenolik bilesikleri igerdigini gostermistir.
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Anahtar Kelimeler  : Yara iyilesmesi, bitki ekstresi, antioksidan, fenolikler, YBSK, in vitro,
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the in vitro wound healing effects of the methanolic and aqueous
extracts of Hypericum pseudolaeve (HP) Robson and Verbascum stachydifolium Boiss & Heldr. var.
stachydifolium (VS) obtained by maceration and soxhlet methods as well as their cytotoxicity,
antioxidant activity and phenolic constituents. Total phenolic and flavonoid contents were measured
using spectrophotometry-based methods. Antioxidant activities of the extracts were determined
using DPPH and total antioxidant capacity (phosphomolybdenum) methods. Cytotoxic effects of the
extracts on L929 mouse fibroblast cells were evaluated by MTT assay. Moreover, migration of the
treated fibroblast cells was assessed by cell scratch assay as an in vitro wound healing model.
Phytochemical content was analyzed by using High Pressure Liquid Chromatography (HPLC).
Additionally, the expressions of collagen type I, FGF-7, TGF-1 and VEGF, which are important
genes in wound healing, were evaluated at RNA and protein level by using gRT-PCR and ELISA
methods, respectively. HP extracts were found to contain more phenolics (HP: 123,03-177,21; VS:
41,41-104,48 mg/g GAE) and flavonoids (HP: 21,79-123,40; VS: 13,22-52,65 mg/g RUE) compared
to VS. Antioxidant activity of HP and VS extracts were determined between 13,04-14,68 and 31,08-
113,83 pg/ml ICso, respectively by using DPPH method. Total antioxidant capacity of HP and VS
extracts were calculated to be between 243,91-318,67 and 119,27-215,46 mg/g AAE, respectively.
According to HPLC results, the most abundant compound in HP was epicatechin. Hyperoside,
guercetin, quercitrin and gallic acid were also found in higher amounts in HP than the other
compounds analyzed. The amounts of gallic acid, rutin and quercetin were relatively higher in VS.
All extracts did not show significant cytotoxic effect on fibroblast cells at between 31,25-500 pg/ml
concentration after 18, 24 and 48 h treatment. As an exception, methanolic extracts of VS were
cytotoxic at 500 pg/ml whereas aqueous extracts of VS showed toxic effect after 48 h at 500 pg/ml.
Agueous extracts of both species obtained by maceration were found the most potent based on the
cell scratch assay. HP and VS showed significant activity with the cell closure rates of 76.7% and
60.4%, respectively. The mRNA levels of collagen and cytokines increased after treatment with
aqueous extracts. VEGF and TGF-B1 expression increased more after HP treatment whereas FGF-7
was more after VS treatment. Similar results were also obtained at protein level by ELISA method.
The results of this study showed that HP and VS have wound healing potential as determined by in
vitro methods, the expression of some cytokines important in wound healing in fibroblasts increased
after treatment with the extracts of HP and VS, and these plants contain various phenolic compounds.
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1. GIRIS

Giliniimiizde yapilan tahminler yaklasik 6 milyon insanin kronik yaralardan mustarip
oldugunu gostermektedir. lyilesmeyen yaralar veya kronik yaralar yilda tahmini 9 milyar
liradan daha fazla bir biitge harcanmasiyla ciddi saglik destegi gerektirir. Darbe, kesik,
basing, yanik vb. sebeplerle olusan fiziksel yaralanmalar ve diyabetik, gastrik ve duodenal
iilserler gibi yaralar hastalara, ailelerine, bakmakla yiikiimlii olduklar1 kisilere ve saglik
bakim kurumlarina yaslanan niifus artis1 ile kiiresel diizeyde saglik hizmeti maliyeti
acisindan ciddi etkiler yapmaya devam etmektedir. Yaralar genellikle normal cilt
anatomisini ve fonksiyonunu bozan fiziksel hasarlar, yaniklar, enfeksiyonlar veya kronik
hastaliklar nedeniyle ciltte olusan kesik veya bir agikliktan kaynaklanir. Cildin altindaki bag
dokunun kaybina ve epitel dokunun biitiinliigiiniin bozulmasina neden olurlar. Kronik ve
gecikmis akut yaralar iyilesmesi en zor yaralardir. Yara iyilesmesi, iltihaplanma (0-3 giin),
hiicresel ¢ogalma (3-12 giin) ve yeniden sekillendirmeyi (3-6 ay) iceren dinamik bir stiregtir.
Yara iyilesme siirecinde, kollajenaz ve elastaz enzimleri, kollajen, elastin ve fibrin gibi hiicre
dis1 matris bilesenlerini pargalamalariyla 6nemli bir role sahiptir. Ancak aktiviteleri
inhibisyon mekanizmalar1 ile dengelenmelidir ¢linkii bu enzimlerin uzun siireli asiri
ekspresyonu yara iyilesmesine engel teskil edebilir. Son yillarda sebebi metabolik bozukluk
olan hastalarda kronik yaralari iyilestirmek i¢in dogadan (bitkiler, deniz ortami, mantarlar
ve diger mikroorganizmalar) daha yeni ve giiglii iyilestiriciler arayisi son derece artmistir.
Iskemi, Diabetes Mellitus, Vendz Staz hastalig1 veya basing ile iliskili iilserler gibi ¢cogu
kronik yaralar ve yara semptomlari, yara bolgesinde fiziksel hasarlar, kanama, duyu ve
fonksiyon kaybi, yara g¢evresinde kizariklik, aci, zonklama hissi, bolgedeki dokularda
biliziisme ve akinti meydana getirir. Diinya niifusunun %60°’1 ve gelismekte olan tilkelerin
%60-90’1 birinci basamak saglik hizmetlerinde geleneksel tibb1 bitkileri kullanmaktadir. Bir
stiredir, ABD, Avrupa ve Japonya da dahil olmak iizere gelismis iilkelerdeki insanlar
arasinda cesitli hastalik durumlarinin yonetim ve tedavisinde bitkisel ve dogal iiriinler
kullannminda artis olmustur. Bu durum, tibbi bitkilerde bulunan biyoaktif bilesiklerin
izolasyonu ve karakterize edilmesine yonelik caligmalarin ve dogal iiriinlerin potansiyel
temel farmakolojik mekanizmalarin1 kesfetmek i¢in yapilan arastirmalarin bir itici giicii
olmustur [1-3]. Cesitli ailelere dahil birgok bitki ekstresinin yara iyilesmesi lizerindeki
etkileri in vitro ve in vivo yontemlerle gosterilmistir [1]. Calismalarin ¢ogunda in vivo etkisi

gosterilmis olup, molekiiler mekanizmaya yonelik detayli calismalar genelde yapilmamustir.



Yara iyilestirici faktorler, keratinosit farklilasmasi ve ¢ogalmasinin uyarilmasi; fibroblast
cogalmast ve gociliniin uyarilmasi; kollajen olusumunun arttirilmasi ve antioksidan,

antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zellikler sergilemeleriyle etkilerini gosterir [1].

Hypericum L. (Hypericaceae) cinsi diinyada 484 takson ve 36 taksonomik seksiyon ile
temsil edilir [4] ve Tirkiye’de ise 119 takson ile temsil edilen Hypericum cinsinin 49’u
endemiktir [5]. Hypericum pseudolaeve Robson tiirii Hirtella Stef. seksiyonunda
gruplandirilir ve iilkemizde orta ve dogu Anadolu’da yayilis gostermektedir. Hypericum
cinsi, ozellikle H. perforatum L. (Sar1 Kantaron, Binbir Delik Out, St. John's Worth),
depresyon i¢in en yaygin kullanilan tibbi bitkilerden biridir ve yara iyilestirici etkileri hem
etnobotanik hem de fonksiyonel olarak in vitro ve in vivo galismalarla gosterilmistir [1,6—
9]. Hypericum cinsinin iyeleri Tiirkiye’de farkli bolgelerde yayilis géstermektedir ve halk
tibbinda kullanilmaktadir [10]. H. perforatum’un yaygin kullanimi zeytinyaginda giines
1s1¢inda masere edildigi yontemdir [6]. H. perforatum 'un yara iyilesme etkileri gosterilmis
olmasina ragmen (yukarida bahsedildigi gibi), literatiirde H. pseudolaeve’ye ait yara
iyilesme potansiyeli ile ilgili herhangi bir veri yoktur. Ayrica, bu tiiriin kimyasal bilesenleri

hakkinda smirl bilgi mevcuttur.

Verbascum L. (Scrophulariaceae) cinsi Tiirkiye’de 411 takson ile temsil edilir ve bunlarin
197 taksonu endemiktir. Verbascum stachydifolium Boiss & Heldr. var. stachydifolium
Tirkiye’de orta Anadolu’da yayilis gosteren endemik bir tirtimiizdiir [5]. Verbascum
cinsine ait tiirlerin ¢esitli kisimlari insanlar arasinda tibbi amaglarla kullanilmaktadir [11] ve
bu kullanimlarin bazilart bilimsel olarak da kanitlanmistir [12-14]. Verbascum cinsinin
tiirleri, halk tibbinda yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir [15]. Ancak bu konuda sinirli
sayida bilimsel ¢aligma vardir. V. stachydifolium’un yara iyilestirme 6zellikleri daha 6nce in
Vivo bir ¢aligma ile gosterilmistir [6] ancak literatiirde ek bir ¢alisma mevcut degildir. Bunun
yant sira bildigimiz kadariyla bu endemik bitki tiiriniin kimyasal bilesenleri, sitotoksisitesi,
antioksidan aktivitesi ve yara iyilestirme etkisinin molekiiler mekanizmasi hakkinda

literatiirde bilgi mevcut degildir.

Arastirmanin amag ve kapsaml

Bu caligmanin amaci potansiyel yara iyilestirici bitkiler oldugu diistiniilen H. pseudolaeve

ve Verbascum stachydifolium var. stachydifolium tiirlerinin yara iyilestirici 6zelliklerinin in



vitro olarak arastirilmasi, mekanizmaya dair molekiiler veri elde edilmesi ve kimyasal
iceriklerinin belirlenmesidir. Bu ¢aligma ile incelenen tiirlerin yara iyilestirme mekanizmasi
hakkinda molekiiler seviyede daha detayli veri elde edilerek in vivo ve in vitro modellerin

uyumlulugu da degerlendirilebilecektir.

Bu amagla sonraki basliklarda da detayli bilgileri verilen literatiir taramas1 1s1ginda toprak
iistii kisimlar1 toplanmis bitkilerden metanol ve su ekstreleri hazirlanmistir. Yapilan literatiir
taramalarinda bitkilerden elde edilen etken maddelerin en iyi bu ¢dziiciilerde ortaya ¢iktig
gozlenmistir. Fibroblast hiicreleri diizgiin bir yara iyilesme siirecinde 6zellikle proliferasyon,
yeniden modellenme ve reepitelizasyon siire¢lerinde ¢ok onemli roller alir ve kollajen
iiretimi i¢in ana hiicreler olup ayni zamanda salgiladiklar sitokinler ile de yara iyilestirme
stirecini yOnlendirirler. Bu nedenle yara iyilesmesinin in vitro olarak degerlendirildigi
caligmalarda en yaygin kullanilan hiicre tiplerinden biridir. Bu sebeple ¢alismamizda in vitro
yara iyilesme siirecinin degerlendirilmesinde fare fibroblast hiicreleri (L929) segilmistir.
Oncelikle ekstrelerin fibroblast hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik etkileri tetrazolium tabanli
kolorimetrik bir yontem olan 3-(4,5-dimetil-2-tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromid
(MTT) testi ile degerlendirilmistir. Daha sonra ekstrelerin fibroblast hiicre gogiine etkileri
hiicre ¢izik deneyi (“cell scratch assay”) ile in vitro olarak arastirilmigtir. Hiicre kazima
yontemi, yara iyilesme siirecinde hiicrelerin gociinii taklit etmesi bakimindan, yara
iyilesmesinin degerlendirilmesinde in vitro alternatif olarak kabul gormiistiir ve bitki
ekstrelerinin yara iyilestirici etkilerinin in vitro olarak degerlendirilmesinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sonrasinda yara iyilesmesinde onemli oldugu bilinen kollajen tip I,
fibroblast biiytime faktorii-7 (FGF-7), doniistiiriicti biiyiime faktorii- B1 (TGF-p1) ve damar
endotel biiylime faktorii (VEGF) gen ifadesi kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) ile degerlendirilip ayrica proteinin miktar1 ise enzim bagh
immiinsorbent deneyi (ELISA) yontemi ile belirlenmistir. Bu ¢alismada yiiksek basingli sivi
kromatografisi (YBSK) ile bitkilerin kimyasal icerigi belirlenmistir. Ayrica total fenolik,

flavonoid miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri spektroskopik yontemler ile belirlenmistir.






2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Yara ve Yara Iyilesmesinin Asamalar

Yaralar, normal deri anatomisi ve islevinde bozulmaya neden olan cildin acilmasi veya
kopmasiyla olusan fiziksel hasarlardir. Altta yatan bag dokusunun kaybolmasi ile epitel
dokunun siirekliliginin kaybedilmesine neden olurlar. lyilesmesi en zor yaralar gecikmis
akut yaralar ve kronik yaralardir [1]. Yara iyilesmesi siirekli olarak hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks iligkilerinin oldugu inflamasyon (0-3 giinler), hiicresel proliferasyon (3-12. giinler)

ve remodelizasyon (3-6 ay) asamalarin1 kapsamaktadir [2,16] (Sekil 2.1).
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Yeni iyilesmis yara

Sekil 2.1. Yara iyilesme asamalari [17]

Yara iyilesmesi 4 ana siiregte gergeklesir. Bunlar;
e Hemostaz,

e inflamasyon,

e Proliferasyon ve

e Yeniden yapilanmadir.



Hemostaz: Viicudun kanamay1 durdurmak amaciyla verdigi ilk ve hizli tepkidir ve yarali
bolgedeki arteriyel kan akisini damar diiz kaslariin sitoplazmik kalsiyum seviyesindeki
artis1 izleyen kasilma (vazokonstriiksiyon) ile azaltmasidir. Vazokonstriiksiyonla kan
akiminin azalmasina bagl olarak ortaya ¢ikan hipoksi ve asidoz sonucunda salinan nitrik
oksit (NO), adenozin ve diger vazoaktif metabolitler refleks vazodilatasyona ve arteriyel
damarlarlarin gevsemesine neden olur. Buna es zamanli olarak mast hiicrelerinden salinan
histamin de vazodilatasyona katkida bulunur ve vaskiiler permabilitenin artisiyla
enflamatuar hiicrelerin yara arteriyel damarlarlarin gevsemesine neden olarak ve
enflamatuar hiicrelerin yara bolgesindeki ekstraseliiler alana girisini kolaylastirir. Bu durum
yeni olusan yaralarin neden sicak, kizarik ve siskin oldugunu agiklamaktadir. Trombiis
olusumu daha fazla kan kaybin1 6nleyen bir dizi siirecle meydana gelir. Bu siiregte rol alan
trombositlerin  trombiis olusumundaki roliiniin yaninda ¢esitli biiylime faktorlerini
salgilamas1 yara iyilesme siirecinde Onemli rol oynar. Bazi biiyiime faktorleri ve

fonksiyonlar1 Cizelge 2.1’ de ve bu faktorlerin etki mekanizmasi Sekil 2.2°de gosterilmistir

[2].
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Sekil 2.2. Yara iyilesmesinde bliylime faktorleri [18]



Cizelge 2.1. Baz1 biiyiime faktorlerinin yara iyilesmesindeki yeri [2,19]

Biiyiime Salindig1 Hiicre | Gorevi
Faktorleri
TGF-a Makrofaj, Graniilasyon dokusu olusumu, Fibroblast ve
Trombosit endotelyal hiicrelerin proliferasyonunun
uyarilmast
TGF-B Trombosit, Kemotaksi
Makrofaj, Anjiyojenezin uyarilmasi
Notrofil, Fibroblast ve miyofibrillerin farklilagmasi
Fibroblast, Kollajen matriks yapimi1
Keratinosit Yara kontraksiyonu
Diger biiylime faktorlerinin saliniminin
uyarilmasi
EGF Platelet, Reepitelizasyon
Makrofaj,
Fibroblast
FGF-2 Keratinosit, Graniile doku olusumu, reepitelizasyon, matriks
Mast hiicreleri, | olusumu, yeniden modellenme
fibroblast,
endotel, diiz kas,
kondrosit
VEGF Trombosit, Neovaskiilarizasyon ve anjiyojenezin
Notrofil, situmulasyonu
Keratinosit,
Makrofaj,
Endotel,
Fibroblast




Cizelge 2.1. (devam) Baz1 biiyiime faktorlerinin yara iyilesmesindeki yeri [2,19]

PDGF Trombosit, Kemotaksi, Fibroblast proliferasyonu ve gogii,
Endotel Kollajen depozisyonu, Graniilasyon dokusu
hiicreleri, olusumu, Reepitelizasyon
Fibroblast,

Makrofaj,
Keratinosit

TNF- o Trombosit, Kemotaksi, NO salinimi, inflamasyon
monosit, Diger biiylime faktorlerinin saliniminin
makrofaj uyarilmast

Lokotrienler Trombosit, Kemotaksi
Lokosit Vaskiiler permabilite artis1 Lokosit adezyonu

Tramboksan A2 | Trombosit Trombosit agregasyonu Vazokonstriiksiyon

Interlokin — 1 Trombosit, Kemotaksi, inflamasyon, reepitelizasyon
Endotelyal
hiicre, Lenfosit,

Keratinosit

Serotonin Trombosit Kemotaksi, Vazokonstriiksiyon, Trombosit

agregasyonu, Vaskiiler permabilite artist

Kisaltmalar: PDGF: Trombosit kokenli biiyiime faktorii, TGF: Doniistiiriicii biiyiime
faktorii, TNF: Timor nekroz faktér, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii, EGF:
epidermal biiylime faktorii, FGF: Fibroblastik biiylime faktorii.

Inflamasyon: Yara iyilesmesindeki bu fazin temel amac1 enfeksiyonlarn 6nlenmesidir. Bu
asamada ilk tepki 48 saat i¢inde yara dokusuna gelen nétrofillerin bakterileri ve yabanci
partikiilleri fagositozla veya salgiladig1 toksik maddelerle etkisiz hale getirmesidir.
Notrofillerin aktivitesi sirasinda serbest oksijen radikalleri (ROS) olusur. Yaralanmay1 takip
eden 48-72 saatler arasinda zirve konsantrasyona ulasan makrofajlar biiyiik, fagositoz
ozelligi olan hiicrelerdir. Makforajlar ayn1 zamanda TGF-B, epidermal biiylime faktorii
(EGF) gibi yangisal cevabi diizenleyen, anjiyojenez ve graniilasyon dokusu olusumunda
onemli rol oynayan biiylime faktorlerinin kaynagi olmasi yoniiyle son derece Onemli
hiicrelerdir. 72 saat sonra yara bdlgesine gelen lenfositler ekstraseliiler matriks sentezi ve
kollajen yapilanmasinda rol oynar. Cesitli hiicre tiplerinin yara iyilesmesindeki

fonksiyonlar1 Cizelge 2.2’ de 6zetlenmistir. inflamasyon fazi, asir1 kalint1 ve bakterilerin yok



edilip yara temizligi saglanincaya kadar devam eden siire¢ olup bu siirecin fazla uzamasi

doku hasar1 ve proliferasyonun gecikmesine neden olarak kronik yara olusumuna sebep olur.

Proliferasyon: Bu kompleks siire¢ anjiyojenez, graniilasyon dokusu olusumu, kollajen
depozisyonu, epitelizasyon ve yara kapanmasi agamalarindan olusur. Trombositlerden
salinan biiylime faktorlerinin 6nemli rol oynadigi anjiyojenez agamasinda zengin kapiler
damar ag1 olusumu gerceklesir. Hipoksiye yanit olarak salgilanan VEGF ve diger sitokinler
damarlanmay1 uyarir, trombositlerden salinan biiylime faktorleri; ozellikle TGF-B ve
trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF) fibroblastlarin proliferasyonunu uyarir. Yara
dokusunun fibroblastlarca zengin hale gelmesiyle fibronektin ve kollajen iiretimi
gerceklesir. Miyofibroblast haline doniisen fibroblastlar kendini c¢evreleyen proteinler,
fibronektin ve kollajenlerle bir araya gelip yara kapanmasina yardimci olur. Epitel hiicreleri,
yaralanmanin basindan itibaren hasarli yiizeyinin tamami kapanincaya kadar yara
kenarindan go¢ ederek alt kisimdaki matriksle birlesir. Yaralanmadan 7 giin sonra yara
kontraksiyonu goriilmeye baslanir ve bu asamada miyofibroblastlar 6nemli rol oynar. Aktin
ve miyozinlerin etkilesimi dokunun iyilesmesi i¢in gerekli olan hiicreleri o bdlgeye dogru
ceker. Yaklasik 0.75 mm/giin hizinda gergeklesen kontraksiyon siirecine yaranin sekli basta
olmak iizere bircok faktor etki eder. Dogrusal yaralar daha hizli kapanirken dairesel

yaralarda bu siire¢ daha uzundur.

Matiirasyon (Olgunlagma, Yeniden Yapilanma): Son faz olan ve 2 yila kadar siirebilen bu
asama yara dokusunun olgunlagmasi ve normal epitelin olusumu gerceklesir. Kollajen ve
diger proteinlerin sentezi ve parcalanmasi ile devam eden bu siirecin sonunda yaralanmamis
normal dokuya benzer bir yap1 olusur, ancak asla eski doku gibi olamaz. Gerilme giiciiniin

%350’sine ti¢ haftada ulasilirken uzun dénemde ancak %80’ine ulasilir [3].

Tez kapsaminda yapilan calismada da bitki ekstrelerinin yara iyilestirici etkisini molekiiler
seviyede incelemek agisindan burada bahsi gegen proteinlerden kollajen, VEGF, TGF- 3 ve

FGF-7 gen ifade seviyeleri arastirilmistir.
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Cizelge 2.2. Yara iyilesmesinde bazi hiicrelerin fonksiyonu [2]

Hiicre Tipi Aktivite Zamani Fonkiyon
Trombosit Saniyeler i¢inde Trombiis olusumu, Koagiilasyon siirecinin

aktivasyonu, Inflamatuar medyatorlerin

Fibroblast 120 saat Graniilasyon dokusu olusumu, Kollajen
sentezi

Ekstraseliiler matriks komponentlerinin

Notrofiller 24 saatte pik Hiicresel debris ve bakterilerin fagositozu,
seviyesine ulagir Protelitik enzimlerin salinimi ROS tiretimi,

Vaskiiler permabilite artisi

Lenfositler 72-120 saat Kollajen depozisyonu, Proliferasyon fazinin

diizenlenmesi

2.2. Yara lyilesmesinde Etkili Bitki Etken Maddeleri ve Ozellikleri

Bircok ham bitki ekstresinin bilimsel olarak yara iyilestirici etkilere sahip oldugunun
gosterilmesinin yani sira bu bitkilerin bazilarindan zenginlestirilmis fraksiyonlar ve izole
edilmis bilesiklerin belirli yara iyilestirici 6zelliklere sahip olduklar1 da gosterilmistir. Bitki
oziitlerinin aktif bilesenlerinin yara iyilesmesine yonelik olarak bilinen aktif etkilerinin, kan
pihtilagsmasi, antimikrobiyal, antioksidan, mitojenik etkinlikler yoluyla oldugu ve ayrica
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin ekspresyonunu arttirdigi ve boylece doku onarimi
ilerledik¢ce anjiyogenez ve kan akigmmi gelistirdigi bilinmektedir. Kronik yaralarda,

keratinositlerin farklilagmasina neden olan ajanlar da énemli bir rol oynamaktadir [1].

Bitki ekstrelerinin yara iyilestirici 6zellikleriyle ilgili yapilan ¢aligmalar onayli tibbi iiriinlere
de doniismektedir. Bunun en 6nemli 6rnegi, giiniimiizde yara tedavilerinde topikal krem
olarak kullanilan Madecassol® ticari ismiyle satilan kremdir. Bu kremin igeriginde %1
oraninda Centella asiatica ekstresi vardir [20,21]. Bu bitkinin ekstresinin fibroblast hiicre

proliferasyonunu ve kollajen sentezini arttirdigi bilinmektedir [22].

Bitki polifenolleri, insan beslenmesinde bulunan en bol fitokimyasal maddeler arasinda

bulunurlar. Bitkisel fenoliklerin antioksidan, antiinflamatuvar, immiinmodiilatér gibi pek
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cok aktivitesi bilinmektedir. Fenolik bilesenlerin, 6zellikle flavonoidler ve tanenlerin hizli
deri rejenerasyonunu sagladigi ve antimikrobiyal etkileri oldugu bilinmektedir. Yara
iyilesmesinde kullanilan bir¢cok bitki 06ziitii, aktif maddeleri olarak prosiyanidinler,
flavonoidler ve fenolik asitler seklinde fenolikleri igerir. Polifenoller olan tanenler ve
prosiyanidinlerin aktif olarak yara iyilesmesini kolaylastirdigi bilinmektedir [1,21,23,24].
Bitki polifenollerinin keratinosit proliferasyonunu uyardigi yapilan c¢alismalar ile

gosterilmistir [25].

Yapilan bir calismada Hamamelis virginiana L. ekstresindan polisakkaritler ve
proantosiyanidinler (polifenolik bilesenler) elde edilmis ve bunlarin insan keratinosit
hiicreleri tizerindeki etkileri in vitro olarak degerlendirilmistir. Bu ¢calismada polisakkaritler
belirgin bir etki gostermezken, polifenoller (proantosiyanidinler) keratinosit hiicre
proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarmistir [25]. Bununla birlikte, diger bazi bitkilerden
elde edilen polisakkaritlerin fibroblast ve keratinosit hiicre gogiinii, proliferasyonunu ve

farklilasmasini uyardig1 da yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [26].

2.2.1. Tez kapsaminda analizi yapilan bitki sekonder metabolitleri

Bitkiler bulunduklar1 ortamdan cesitli maddeleri alirlar ve basit inorganik bilesiklerin
kimyasal yapilarini degistirerek yeni organik ve inorganik bilesikler tliretirler. Bunlar primer
(birincil) bilesikler ve sekonder (ikincil) bilesikler olmak iizere iki ana grup altinda
incelenebilir. Primer bilesikler bitki biiylime ve gelismesinde dogrudan gorev alan, insan ve
diger canlilarin beslenmesi i¢in gerekli olan bilesiklerdir. Bunlarin en 6nemlileri arasinda
karbonhidratlar, proteinler, lipitler, mineral ve vitaminler sayilabilir. Sekonder bilesikler ise
bitki biiylime ve gelisiminde dogrudan etkili olmayan bilesikler olup, bunlar bitkilere dolayli
olarak fayda saglarlar (Or: zararlilarla, enfeksiyonla ve diger stres kosullariyla miicadele).
Sekonder metabolitler ise baslica 3 ana gruba ayrilirlar: bunlar terpenler, fenolik ve azotlu
bilesiklerdir [27]. Calismamizda HPLC ile analiz edilen sekonder bilesikler, kimyasal yap1

ve siniflandirmalar1 Cizelge 2.3’te verilmistir.
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Cizelge 2.3. Calismada kullanilan sekonder metabolitler, kimyasal yap1 ve siniflandirmasi

(Agik kimyasal formiiller PubChem’den alinmistir)
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Cizelge 2.3. (devam) Calismada kullanilan sekonder metabolitler, kimyasal yap1 ve
smiflandirmasi (A¢ik kimyasal formiiller PubChem’den alinmistir)

(-)-Epikatesin

Flavonoid madde
Flavanol

L0
oL b
_ _ ‘ Fenolik asitlerden
p-Kumarik Asit | Hidroksisinamik asit
|
|
" (4]
v
o o “
“ | | o
rutin SRS W Flavonoid madde
uti P . I Flavanol
0: T r"’) .
o b
o _ ‘ | Fenolik asitlerden
Sinapik Asit L Hidroksisinamik asit
|
~0 ‘ ~ o
(o]
[
_ _ . [ . Flavonoid madde
Hiperozid 1 Flavanol
o ‘ ‘
o i "o
i
1
Kersitrin "1 Glikozit
b L
o o
| o H o
_ l‘ | ‘| Flavonoid madde
Kersetin PN Flavanol




14

Cizelge 2.3. (devam) Caligmada kullanilan sekonder metabolitler, kimyasal yap1 ve
smiflandirmasi (Agik kimyasal formiiller PubChem’den alinmistir)
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2.3. Yara lyilestirici Aktiviteyi Degerlendirmek Icin Diinya Genelinde Yapilan in vivo
ve in vitro Model Calismalara Ornekler

In vivo modeller yara iyilestirici aktivitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Insizyon yaralari, yiizeysel yaralar, 6lii alan ve yanik yaralar1 gibi doku
modelleri genellikle yaralarin tekrar epitelizasyon, kollajenasyon, damarlanmasim
belirlemek icin kullanilir. Bu tip calismalarda hayvanlarda olusturulan yaralarin iyilesme
stireci hem direkt gézlem hem histolojik hem de molekiiler seviyede arastirilabilmektedir.
Tavsan kulak kepcesi, hamster yanak derisi, tavsan goz kapagi ve tavuk koryoallantoik
membran gibi modeller, tekrar epitelizasyon, damarlanma ve dermal yeniden yapilandirma
diizeylerini aragtirmak i¢in de kullanilabilir [1]. Bu konuda yapilmis bazi ¢aligmalara asagida

deginilmistir.

Nijerya’da yara iyilestirici olarak halk tarafindan kullanilan bazi bitkilerin (Ageratum
conyzoides L., Anthocleista djalonensis A. Chev., Napoleonaea imperialis P.Beauv.,
Ocimum gratissimum L.) metanolik ekstreleri hazirlanmig ve in vivo yara iyilestirici
ozellikleri eksizyon yara modeli ile arastirilmistir. Bu ektraktlarin, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda yara iyilesmesini hizlandirdigi gézlemlenmistir [28].
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Heliotropium indicum L., Plumbago zeylanica L. ve Acalypha indica L. bitkilerinin toprak
iistll kisimlarindan elde edilen ethanol ekstrelerinin yara iyilestirici etkileri sican eksizyon
ve insizyon yara modelleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bunlarin arasinda en iyi etkinin

Heliotropium indicum bitkisinde oldugu rapor edilmistir [29].

Karodi ve ark. Rubia cordifolia L. koklerinin etanolik ekstresinin yara iyilestirici etkisini

farede eksizyon yara modeli ile gostermislerdir [30].

Myristica andamanica Hook.f. yaprak ekstrelerinin farede eksizyon yara modeli ve
histopatolojik inceleme yontemiyle yara iyilestirici aktivitesinin arastirildigi c¢aligmada
ekstreler metanol, etanol, etil asetat, kloroform ve hekzan ile hazirlanmistir ve en etkili sonug

metanol ekstresini %1 oraninda igeren krem formiilasyonundan elde edilmistir [31].

Pedilanthus tithymaloides (Haw.) Sweet yaprak metanol, petrol eteri ve kloroform
ekstresinin yara iyilestirici etkisi fare eksizyon ve insizyon modeli ile degerlendirilmis ve
biyoaktivite rehberli karakterizasyon ile 2-(3,4-dihydroxy-phenyl)-5,7-dihydroxy-chromen-
4-one ve 1, 2- tetradecanediol, 1-(hydrogen sulfate), sodium salt maddeleri tanimlanmuistir.
Metanolik ekstresin etkili oldugu belirlenmis ve bu ekstretan tanimlanan maddelerin de yara

iyilestirici etkide oldugu bulunmustur [32].

In vivo caligmalarla ilgili daha fazla ornek Tirkiye’de yapilan g¢alismalar basliginda

verilmistir.

In vitro modeller genel olarak basit, hizli ve tiim hayvansal ¢alismalara kiyasla en az etik
kaygi iceren modellerdir ve test maddesinin neden oldugu biyokimyasal ve fizyolojik
stiregler hakkinda fikir verir. Farkli konsantrasyonlarda bulunan birgok farmakolojik madde
bu calismalar sayesinde es zamanli olarak degerlendirilir. Rejeneratif cilt, bag dokusu ve
epitel dokusu ile karakterize oldugundan, yara iyilesmesi aktivitesinin tam olarak
degerlendirilmesi i¢in dermal keratonositler, dermal fibroblastlar ve epitel hiicreleri
kullanilmaktadir. In vitro modeller, yara iyilesmesi sirasinda hiicre gogiinii taklit eden hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminin calisilmas: ile ilgilidir. Bu amacla yaygin olarak
kullanilan yontemlerden birisi de hiicre kazima (sctrach assay) yontemidir. In vitro

modellerde yara iyilestirici maddeler veya bilesiklerin yara iyilestirici 6zelliklerini
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degerlendirmek i¢in tek hiicreli sistemler, {i¢ boyutlu sistemler, ¢cok hiicreli sistemler veya

organ kiiltiirleri kullanabilir [1].

Primer kiiltiir ile elde edilmis insan dermal fibroblastlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
bliylime faktorleri agisindan zengin plazmanin fibroblast hiicre gocii iizerindeki etkileri
arastirtlmistir ve TGF-B1, VEGF ve prokollajen tip I seviyeleri kiiltiir besiyerinde ELISA
yontemi ile karsilagtirilmistir. Plazma uygulamasinin fibroblast hiicre gociinii ve TGF-B1,

VEGEF ve prokollajen tip I seviyelerini arttirdigi bulunmustur [33].

Piring hiicrelerinden metanol ve sicak su ile elde edilen ekstrelerin yara iyilesmesi {izerine
etkileri in vitro olarak insan dermal fibroblast ve keratinosit hiicreleri kullanilarak
arastirilmistir. Hiicreler iizerindeki sitotoksik etki WST-1 reaktifi ile belirlenmistir ve
belirgin bir toksisite gozlenmemistir. Hiicre gogl iizerindeki etkileri hiicre ¢izik testi ile
degerlendirilmistir ve her iki ekstresin da hiicre gogilinli arttirdigi gorilmistiir. Ayrica
fibroblast hiicrelerinde qRT-PCR ile kollajen tip I mRNA ve ELISA yontemi ile protein
seviyelerine bakilmistir ve ekstre uygulamasinin kollajen tip I seviyesini arttirdigi
gorilmistiir. Ayrica ekstrelerin total fenolik miktarlar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile

belirlenmistir ve yara iyilestirici aktivite ile pozitif korelasyon gosterdigi goriilmistiir [21].

Wang ve ark. tarafindan yapilan caligmada, geleneksel Cin tibbinda yer alan ve Cin
Farmakopesinde yara iyilestirici 6zellikleri tanimlanan 12 bitkinin yara iyilestirici 6zellikleri
insan primer dermal fibroblast ve keratinosit hiicre hatlari kullanilarak in vitro olarak
arastirtlmistir [23]. Calismada, bitkilere ait su ve etanol-su ekstreler1 kullanilmistir. MTT
yontemi ve BdU boyast kullanilarak hiicrelerin canliliklar1 ve proliferasyonlari
degerlendirilmistir. Arastirilan bitki drog preparat ekstrelerinin bazilarinda belirgin etkiler
goriilmezken, bazilarinda etki goriilmiistiir, proliferasyonu arttirmistir. Paeonia suffruticosa
Andr (Ranunculaceae) ekstresi en yiiksek etkiyi gdstermistir. Bu bitkinin ekstresindan
biyoktivite-rehberli karakterizasyon ile aktif bilesenler belirlenmistir: paeonol, flavan-3-
olskatesin, epikatesin-3-O-gallat, dimerik proantosiyanidin epikatesin-(4f—8)-katesin,
trigalloyl-glukoz ve 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glukoz (PGG). Proantosiyanidin ve
PGG igeren fraksiyonlar en etkili olarak belirlenmistir. Calisma sonucunda, bitkilerde
goriilen yara iyilestirici etkinin yogunlasmis ve hidrolize olabilen tannin kaynakli

polifenollerden kaynakli olabilecegi onerilmistir [23].



17

Park et al. tarafindan yapilan ¢alismada Piper cambodianum P. Fourn. kok ve yaprak
metanol ekstresinin (1-50 pg/ml) insan dermal fibroblast hiicreleri {izerindeki etkisi
incelenmistir ve yara iyilestirici 6zelligi agisindan degerlendirilmistir [34]. Ayni ¢alismada
in vivo yara modeli de kullanilmistir. Calisma sonucunda ekstresin fibroblast hiicrelerinde
kollajen, elastin, hyaluronan sentaz-2 gibi hiicre-dis1 matriks proteinlerinin ifadesini (QRT-
PCR ve Western Blot ile sirasiyla mRNA ve protein seviyelerine bakilmistir) arttirdigi
bulunmustur. /n vivo olarak da yara iyilestirici etki gdzlemlenmistir, bu anlamda in vitro ve

in vivo sonuglar birbirini desteklemistir [34].

Harishkumar ve ark. Citrus tamurana Hort. ex Tanaka ile yaptiklart in vitro bir ¢alismada
insan fibroblast hiicrelerinde Rac-1, Rho-A, ve Cdc-42 genlerinin ekspresyon seviyelerine
bakmiglardir [35]. Akis sitometresi hiicre dongiisii analizi ¢alisiimigtir. Western blot teknigi
ile protein seviyelerine de ayrica bakilmistir. Bu bitkinin ekstresi uygulanan hiicrelerde

siklin bagimli kinaz geninin 6nemli bir derecede arttigin1 gormiislerdir [35].

Adetutu ve ark. Bridelia ferruginea Benth yapraklarinin ethanol ve su ekstrelerinin
antimikrobiyal ve insan dermal fibroblast (FS5) hiicreleri iizerindeki proliferatif etkilerini
Neutral Red yontemi ile arastirmistir [36]. Ayrica DPPH siipiirme yontemi ile antioksidan
aktivitesi de degerlendirilmistir. Etanolik ekstresinin 5 pg/ml konsantrasyonunda fibroblast
hiicre proliferasyonunu arttirdidi, daha iizerindeki dozlarda ise toksik etki gosterdigi

bulunmustur. Ayrica bu ekstre, sulu ekstreye gore yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir
[36].

Nijerya’da halk arasinda yara iyilestirici olarak kullanilan baz1 bitkilerin etkilerinin in vitro
olarak degerlendirildigi ¢aligmada 9 bitkinin etanol ve su ekstrelerinin insan dermal
fibroblast hiicre ¢ogalmas: iizerindeki etkileri Neutral Red boyama yontemi ile
degerlendirilmistir. Ayrica DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir.
Ekstrelerin hepsinde belirgin antioksidan aktivite goriilmiistiir. Ayrica Bridelia ferruginea
(1-30 pg/ml) ve Parkia biglobosa (Jacq. Benth) R. Br. ex G. Don (15-30 pg/ml) etanolik

ekstrelerinin fibroblast hiicre ¢ogalmasini arttirdigi bulunmustur [36].

Gana’da halk tarafindan yara iyilestirici olarak kullanilan bazi bitkilerin su ve etanol/su
ekstreler1 aktiviteleri insan primer kiiltiir dermal fibroblast ve keratinosit (HaCaT)

hiicrelerinde MTT, BrdU ve LDH testleri ile in vitro olarak arastirilmistir. Ethanolik
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ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH yontemi ile belirlenmistir. Phyllanthus muellerianus
(O Ktze) Exell, Pycnanthus angolensis (Welw.) Warb. ve Combretum smeathmanni G. Don
su ekstrelerinin 10-100 pg/ml konsantrasyonda her iki hiicre hattinda da ¢ogalmay1 anlamli
Olciide arttirdig1 belirlenmistir. Bu bitkilerin antioksidan aktivitesi de yiiksek bulunmustur.
Ayrica ekstrelerin tannin icerikleri de belirlenmistir ve etki goriilen ekstreler tannin igerikleri
bakimindan da digerlerine gore yiiksek olarak bulunmustur [37].

Moringa oleifera Lam. bitkisinin yapraklarinin metanol, etanol ve su ekstrelerinin yara
iyilestirici etkileri insan dermal fibroblast hiicreleri (ATCC CRL-2301) kullanilarak in vitro
olarak degerlendirilmistir. Calismada hiicre canliligi, proliferasyonu ve hiicre ¢izik testi ile
hiicre go¢ii degerlendirilmistir. Ug fraksiyondan en etkili olan metanol olmustur (12.5-800
pg/ml), hiicre proliferasyonunu ve gociinii kontrol ve diger ekstrelere gore belirgin derecede
artttrmistir. Daha sonra bu fraksiyondan biyoaktivite-rehberli karakterizasyon ile aktif
bilesenler YBSK ve LC-MS/MS yontemleriyle tespit edilmigtir. Ham metanol ekstresinde
kemferol ve kersetin maddeleri, aktif fraksiyonda ise Vicenin-2 (bir flavonoid) maddesi
tespit edilmistir [38]. Ayn1 ekibin daha sonra yaptig1 ¢alismada, Vicenin-2'nin ana madde
olarak bulundugu aktif fraksiyonun diyabetik farede yara iyilestirici etki gosterdigi de

bulunmustur ve bu anlamda in vitro sonuglar in vivo olarak dogrulanmistir [39].

Wedelia trilobata (L.) Hitchc. (Asteraceae) bitkisinin yapraklarindan elde edilen etanolik
ekstre fraksiyonlarinin yara iyilestirici etkisi in vitro olarak 1929 fare fibroblast hiicre
hattinda MTT yontemi ve hiicre ¢izik testi ile calisilmistir. Fibroblast hiicrelerinin hiicre dis1
¢Oziinmiis kollajen miktar1 kolorimetrik kit kullanilarak oOl¢iilmiistiir. Ayrica fibroblast
hiicrelerinde H20; ile olusturulan oksidatif stres sonucu hasar1 onleyip onlemedigi de
arastirllmistir. DPPH yontemi ile antioksidan aktivite bakilmistir. Ekstresin total fenolik ve
flavonoit igerikleri belirlenmistir. Bitki ekstresinin fibroblast hiicre canliligin1 ve gociinii
arttirdig1, oksidatif strese karst koruyucu etkisi oldugu ve kollajen miktarini arttirdig
bulunmustur. Bu agilardan yara iyilestirici potansiyelinin oldugu belirlenmistir [40]. Ay
arastirma ekibi daha sonra Wedelia trilobata (Asteraceae) bitkisinin yapraklarindan elde
edilen etanolik ekstrenin yara iyilestirici etkisini fraksiyonlarini da elde ederek in vitro
olarak 1.929 fare fibroblast hiicre hattinda MTT yontemi ile ¢alismistir. Biyoaktivite rehberli
karakterizasyon ile elde edilen aktif fraksiyonun antimikrobiyal etkisi ve yine fibroblast
hiicre canliliini arttirici etkisi ve fibroblast hiicrelerinde H20: ile olusturulan oksidatif stres

sonucu hasart Onledigi goriilmiistiir. Etkin fraksiyonda ana madde olarak ent-kaura-
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9(11),16-dien-19-oik asit (grandiflorenik asit, diterpen yapida bir bilesik) NMR ile

tanimlanmistir [41].

Fronza ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Calendula officinalis L., Matricaria recutita L.
hekzan ve etanol ekstreler1 ile Hypericum yaginin yara iyilestirici etkileri 3T3 fare fibroblast
hiicreleri kullanilarak hiicre ¢izik testi ile in vitro olarak calistlmistir [42]. Hiicre
proliferasyonu ve gogii arasindaki farki gorebilmek i¢in antimitotik mitomycin C maddesi
de kullanilmigtir. C. officinalis’in her iki ekstresi da diisiik konsantrasyonlarda (10 pg/ml)
proliferasyon ve hiicre gociinii arttirmistir. Proliferasyonun mitomisin C ile inhibe
edilmesiyle elde edilen sonuglar, 6zellikle hiicre gogiiniin etkin oldugunu gdstermistir.
Matricaria recutita ekstreler1 ¢ok etkili bulunmamistir. Hypericum yagi ise 0.5 pg/ml
yukarisindaki konsantrasyonlarda toksik etki gostermistir. Calismada hiicre ¢izik
yonteminin yara iyilesmesinin in vitro modeli olarak etkin bir sekilde kullanilabilecegine

vurgu yapilmistir [42].

Giiney Afrika’da deri hastaliklarinda ve yara iyilestirici olarak kullanilan 11 bitkinin
antimikrobiyal aktiviteleri, sitotoksik 6zellikleri ve fenolik bilesen igerikleri belirlenmistir.
0.125-2 mg/ml arasinda uygulanan biitiin bitki ekstrelerinin Afrika Yesil Maymunu bobrek
hiicrelerinde (Vero) 1Cso degeri 1 mg/ml’den yiiksek bulundugu icin belirgin toksik etki

gostermedigi saptanmustir [24].

Aloe vera (L.) Burm.f. jelinin (50-150 pg/ml) yara iyilestirici etkisinin in vitro olarak
degerlendirildigi bir ¢alismada fare embriyonik fibroblast hiicreleri kullanilmis ve molekiiler
mekanizma hakkinda bilgi edinmek amaciyla, yara iyilesmesinde 6nemli oldugu bilinen
TGFB1 ve bFGF seviyelerine qRT-PCR ve ELISA ile bakilmistir. Calisma sonucunda A.
vera jel ekstresi uygulamasinin doza ve zamana bagl olarak gen/protein seviyelerini

arttirdigi bulunmustur [43].

Yara iyilestirici etkisi iyi bilinen Centella asiatica L. bitkisinin etken maddelerinden biri
olan asiaticoside bilesiginin insan dermal fibroblast ve keratinosit hiicrelerindeki yara
iyilestirici etkisi in vitro olarak MTT, BrdU ve hiicre ¢izik testi yontemleriyle ¢aligilmistir.
Yapilan ¢caligmada bu bilesigin hiicrelerin proliferasyonunu ve go¢iinii arttirdigi goriilmiistiir

[44].
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Adiantum capillus-veneris L., Commiphora molmol Engl, Aloe vera etanol ve metanol
ekstrelerinin in vitro fare deri fibroblast hiicrelerinde (c147) yara iyilestirici etkisi MTT ve
hiicre ¢izik testi yontemleri ile degerlendirilmistir. TGF-B1 ve VEGF-A ifadeleri RT-PCR
ile degerlendirilmistir. Ekstrelerin TGF-B1 ve VEGF-A ifadesini arttirdigi, fibroblast hiicre

proliferasyonu ve gociinii arttirdigt goriilmistiir [45].

Yapilan in vitro ¢alismalara bakildiginda, ¢esitli bitkilerin yara iyilesme {lizerindeki etkileri
ozellikle fibroblast ve keratinosit hiicrelerinde ¢alisilmistir. Bunun nedeni bu hiicrelerin yara
iyilesme siirecinin farkli asamalarinda 6nemli rol oynamalaridir. Bununla daha detayl
bilgiler ilgili basliklarda verilmistir. Molekiiler seviyede yapilan calismalarda fibroblast
hiicrelerinde 6zellikle TGF-B1, VEGF, FGF-7 (KGF-1) ve kollajen tip | seviyelerine
bakildig1 goriilmiistiir.

2.4. Tiirkiye’de Bitkilerin Yara Iyilestirici Aktivitesini Degerlendirmek Icin yapilan
in vivo ve in vitro Model Calismalara Ornekler

Yillardir Tiirkiye’de c¢esitli bitkiler yerel halk tarafindan yara iyilestirmesi icin
kullanilmistir. Bununla ilgili yapilan ¢ok sayida etnobotanik ¢alismalar yapilmaktadir.
Ancak 2000 yilindan bu yana halk tarafindan kullanilan, antioksidan, antimikrobiyal ve
antiinflamatuar 6zelligi olan bitki oziitlerinin in vivo ve in vitro deneyleri {izerine gesitli
caligmalar yapilmistir. Bu ¢alismalar agirlikli olarak sican ve tavsanlarda yara iyilesmesinin
in vivo degerlendirilmesine yonelik aragtirmalardir, in vitro ve molekiiler mekanizmalara
yonelik c¢alismalar daha kisitlidir. 2006 yilindan sonra siklasan c¢alismalarin igerikleri

asagida detayl bir sekilde verilmektedir.

Ozgen ve ark. Onosma argentatum Hub.-Mor. tiiriiniin n-hekzan ekstresi ile insan amniyon
fibroblast hiicreleri lizerinde ¢alismalar yapmis ve izole edilen bilesiklerden sadece “5,8-O-

dimetil asetil shikonin” biiyiime uyarici etki gostermistir [46].

Oztiirk ve ark. Hypericum perforatum L. bitkisinin ekstresini Centella asiatica 6ziitii ve
dekspentanol ile karsilastirarak tavuk embriyo fibroblast hiicre kiiltiiriinde boyanan
hiicrelerin mikroskobik teknikleri kullanilarak hiicre boliinmesi, morfolojik degisiklikler ve
kollajen iretimlerine bakilmistir [47]. Boylelikle yara iyilesmesine etki mekanizmasi

yaklagimi parametreleri olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak H. perforatum tiiriiniin yara
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iyilestirici aktivitesinin fibroblastlarda kollajen {iretimine bagli oldugu kanisina varilmistir

[47].

Ermertcan ve ark. tarafindan Centella asiatica ve kollejenazin etkilerini {i¢ esit gruba
boldiikleri 27 disi ratta TGF-B, iNOS, eNOS, VEGF, TGF-a, laminin, fibronektin, Kollajen
| ve interleukin-1b proteinlerinin ifadeleri yara dokularinda imminohistokimyasal ve
histopatolojikal olarak incelenmistir [48]. Bu incelemeler sonucunda en etkili sonuglar
kollejenaz uygulanan grupta gozlenmistir. Centella asiatica grubunda TGF-$ ve iNOS en
etkili immiinoreaksiyon gostermistir. Calisma sonucunda immiinohistokimyasal bulgulara
gore kollajenaz grubu C. asiatica grubundan daha etkili sonuglar ortaya koymustur.
Kollajenaz merhemi C. asiatica ya gore yara iyilesme siirecinin ilk asamalarinda daha
etkilidir [48].

Akkol ve ark. Arnebia densiflora (Nordm.) Ledeb. tiirliniin kok kismindan hekzan,
kloroform, etil asetat ve metanol ¢oziiciileri ile ekstreler hazirlamis ve bunlar1 in vivo olarak
acik yara olusturulmus fare ve ratlarda denemistir [49]. En etkili sonug¢ %1 lik
konsantrasyona sahip hekzan ekstresinda gozlenmistir. Hem insizyon hem de eksizyon
yaralarinda histopatolojik deneylerle bu sonu¢ desteklenmistir. Karsilastirma ile
Madecassol® (%]1°lik Centella asiatica ekstresi igeren bir merhem) merhemi ile yapilmistir.
Caligma sonucunda A. densiflora tiiriiniin dikkate deger yara iyilestirici bir bitki oldugunun

kanisina varilmistir [49].

Akkol ve Ercil bazi Linaria cinsi iiyeleri lizerinde antinosiseptik ve antienflamatuar etkileri
calismistir [50]. Bu ¢alismada L. aucheri Boiss.'nin etil asetat ekstresi ve L. aucheri % 20
sulu 6ziitiiniin yani sira antirrinosid'in oral yolla uygulanmasiyla 12-O- tetradekanoilforbol-
13-asetat (TPA) nin yol ac¢tig1 kulak 6deminin belirgin olarak énlendigini ortaya koymustur
[50].

Akkol ve ark. Juniperus L. cinsinin Tiirkiye’de yetisen taksonlarinin (J. Drupacea Lab., J.
communis var. communis L., J. communis L. var. saxatilis Pall., J. oxycedrus L. subsp.
oxycedrus, and J. oxycedrus L. subsp. macrocarpa (Sibth. & Sm.) Ball) metanol ve sulu
ekstrelerinin antiinflamatuar ve antinosiseptik etkilerine bakmislardir [51]. Antiinflamatuar
etki i¢in Karrajene bagli ve PGE2 ile indiiklenen arka penge 6dem modelleri; antinosiseptik

etkiler i¢in ise P-benzokinon kaynakli kivrimlanma ve sicak plak testleri kullanilmistir.



22

Sonug olarak deneysel veriler, J. oxcedrus subsp. oxycedrus ve J. communis var. saxatilis
tiirlerinde dikkate deger bir anti-inflamatuar ve antinosiseptif aktivite sergilemistir. Bununla
birlikte, aktif anti-enflamatuar ve antinosiseptif bilesenlerin, bu aktif tiirlerden tanimlanmasi
ve izole edilmesi ve inflamatuar bozukluklarin tedavisinde kullanilacak gilivenli ve etkin
ajanlar verebilecek bagka caligmalara da ihtiya¢ duyulduguna vurgu yapilmistir [51].

Koca ve ark. halk tibbinda kullanilan Tiirkiye’de yayilis gosteren Centaurea iberica Trev.
ex Sprengel tiirlinlin antiinflamatuar ve yara iyilestirici 6zellikleri tizerine ¢alismislardir
[52]. Bunun igin bitkilerin toprak iistii kistmlarindan hekzan, kloroform, etil asetat ve sulu
metanol c¢oziiclileri i¢inde ekstreleri hazirlanmistir. Yiizey tensiometresi kullanilarak
insizyon ve eksizyon yaralar1 lizerine bu ekstrelerin yara iyilestirici etkilerine bakilmistir,
sonuglar in vivo olarak histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler
sonucunda Centaurea iberica tiiriiniin metanol ekstresinin kayda deger yara iyilestirici
etkileri ortaya konulmustur. Bu ¢alismada karsilastirma daha dnceki ¢alismalarda da konusu

gecen Madecassol® merhemi ile yapilmistir [52].

Stintar ve ark. Tiirkiye’de halk tarafindan sikca yara iyilestirici olarak kullanilan ve kantaron
olarak bilinen H. perforatum bitkisinin ¢igekli toprak iistii kisimlarindan zeytinyagi ile
ekstreler hazirlamistir ve bunlarla in vivo galismalar ile yara iyilestirici ve antiinflamatuar
etkilere bakmigtir [6]. Bu ¢alismaya paralel bir sekilde H. scabrum L. bitkisinin etanol
ekstresi ile de bir calisma yiiriitiilmiistiir. Insizyon ve eksizyon yaralar1 olusturulmustur.
Daha sonra histopatolojik calismalar ile ANOVA istatistik yontemi ile bu calisma
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda H. perforatum kuvvetli etkiler gosterirken H.
scabrum bitkisinin etanol ekstresi ne yara iyilestirici bir etki ne de antiinflamatuar etki

gostermistir [6].

Siintar ve ark. Verbascum L. cinsine ait 13 tiirtin (V. chionophyllum Hub.-Mor., V. cilicicum
Boiss., V. dudleyanum, V. lasianthum Boiss. ex Benth, V. latisepalum Hub.-Mor., V.
mucronatum Lam., V. olympicum Boiss., V. pterocalycinum var. mutense Hub.-Mor., V.
pycnostachyum Boiss. & Heldr, V. salviifolium Boiss., V. splendidum Boiss., V.
stachydifolium Boiss. & Heldr ve V. uschakense (Murb.) Hub.) yaprak, ¢icek ve tiim toprak
istli kisimlarinin metanol ekstrelerinin in vivo yara iyilesmesi lizerine etkilerine bakmuistir.
Madecassol merhemiyle karsilagtirarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yaralarinin
histopatolojik ¢alismalar1 ile degerlendirmislerdir. Bu c¢aligmada V. olympicum, V.

stachydifolium ve V. uschakense tiirleri her iki yara tipinde de en iyi sonuglar1 vermistir. Bu
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sonuclar ise halk tarafindan kullanilmasini dogrular nitelikte Verbascum tiirlerinin yara

iyilestirmesi iizerine etkili oldugunu goéstermistir [12].

Akdemir ve ark. Verbascum mucronatum tiiriiniin yaprak, ¢i¢ek ve tiim toprak {istii
kisimlarinin metanol, kloroform ve su ekstrelerinin in vivo olarak antiinflamatuar,
antisiseptik ve yara iyilestirici aktivitelerine bakmistir [14]. Antiinflamatuar etkilerine
karregan indiikleyici arka kol 6dem modeli iizerine ekstreler denenerek bakilmistir. Ratlarda
olusturulmus insizyon ve eksizyon yaralarina Madecassol® ve bu ekstreler uygulanarak
histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Fraksiyon ve izolasyon teknikleri ile dort glikozid,
iki saponin bir fenilatenoid glukozid izole edilmis ve bunlar spektral teknikler ile
aydinlatilmistir. Tim bu arastirmalar 1s18inda V. mucronatum’un dikkate deger
antinosiseptik, antiinflamatuar ve yara iyilestirici 6zellikleri oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica

en etkili sonuglari su ekstresinde vermistir [14].

Akkol ve ark. bitki yara iyilestirme aktivitesini degerlendirmek i¢in Achillea biebersteinii
Afan.'nin koklerinden ekstreleri sirasiyla hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol ile
hazirlamiglardir [53]. Fareler ve siganlarda tensiometre ile linear insizyon ve sirkiiler
insizyon yara modellerine uygulandi. Yara iyilestirme etkisi, standart cilt merhemi
Madecassol® ile karsilastirmali olarak degerlendirildi. N-hekzan o6ziitii ile isleme tabi
tutulmus hayvan gruplari, referans ila¢ olan Madecassol'un (%100) kasilma degerine yakin
olan %84,2 oraninda bir daralma gdstermistir. Ote yandan, insizyon yara modelindeki aym
ekstre, diger gruplara kiyasla, belirgin bir artis (%40, 1) géstermistir. Histopatolojik inceleme
sonugclari lineer insizyon ve dairesel eksizyon yara modellerinin sonuglarini desteklemistir.
Deneysel veriler, A. biebersteinii’nin kayda deger yara iyilestirme 6zelliklerini sergiledigini

gostermistir [53].

Akkol ve ark. Typha domingensis Pers. tiiriiniin disi ¢igeklerinin n-hekzan, metanol,
kloroform ve su ekstreleri in vivo olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara
modellerine uygulanmistir [54]. Doku kesitleri ayn1 zamanda histopatolojik olarak da
degerlendirilmistir. Madecasssol merhemiyle karsilastirildiginda bitkinin yara iyilesmesi

tizerine kayda deger etkileri gosterilmistir [54].

Stintar ve ark. Rubus sanctus Schreb tiiriiniin toprak iistii kisimlarinin n-hekzan, metanol,

kloroform ve su ekstrelert in vivo olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara
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modellerine uygulanmistir [55]. Doku kesitleri ayni zamanda histopatolojik olarak da
degerlendirilmistir. %1°lik metanol ekstresinin Madecasssol merhemiyle karsilastirildiginda
bitkinin yara iyilesmesi tizerine kayda deger etkileri gosterilmistir [55]

Akkol ve ark. yaptiklar1 ¢alisma ile Scorzonera cinerea Boiss., S. incisa DC., S. latifolia
(Fisch. & C.A.Mey.) DC., S. mollis subsp. szowitsii (DC.) D.F.Chamb, S. Parviflora Jacq.,
S. tomentosa L. bitkilerini ayrica S. latifolia bitkisinin kdkiinden elde edilen “yaki sakizi”
denilen kurutulmus lateksin antiinflamatuar ve yara iyilestirici etkilerini arastirmislardir
[56]. Bu ¢alismada in vivo olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yaralar1 olusturlmus
modellerde calisiimistir. Inflamatuar aktivitesi asetik asit indiikleyici kapiler dayaniklilik
testi kullanilarak yapilmistir. Aktif bilesenler YBSK ile belirlenmistir. Sonug olarak S.
latifolia, S. mollis subsp. szowitsii bitkilerinin metanol ekstreler1 en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Ayrica klorojenik asit hem kokte hem de bitkinin diger parcalarinda ana bilesik
olarak belirlenmistir. Bunun yaninda hiperosid toprak iistii kisimlarin bilesigi olarak

belirlenmistir [56].

Stintar ve ark. Colutea cilicica Boiss. & Balansa bitkisinin 40 derece su kullanilarak
hazirlanmis meyveli ve ¢igekli kisimlarinin ratlarda tensiometre kullanilarak insizyon yara
modelleri, farelerde ise eksizyon yara modeli iizerinde ¢alismislardir [57]. Adi gegen
modellerde sulu ekstresinin %]1°lik konsantrasyonda kullanilmasiyla 6nemli derecede yara
tyilestirici etki gorlilmiistiir. Meyve ekstresi ile muamele edilen yaralar %78,1 oraninda
daralma gostermistir ki bu deger Madecassol uygulanan yaralara yakin bir degerdir. Ote
yandan c¢igekli kisimlardan elde edilen ekstrenin insizyon yara modelinde yara gerilme
kuvveti %42 oraninda Olgiilerek bu anlamda da 6nemli bir artis gdstermistir. Dahas1t meyve

ve ¢igekteki ¢inko ve C vitamini oranlar1 yara iyilesmesine dnemli bir katkida bulunmustur

[57].

Stintar ve ark. Salvia cryptantha Montbret & Aucher ex Benth. ve S. cyanescens Boiss. &
Balansa tiirlerinin in vivo ve in vitro deneyler ile etanol ekstrelerinin yara iyilestirici,
antioksidan ve tirosinaz inhibitor etkileri ¢alismiglardir [58]. Rat ve farelerde linear insizyon
ve sirkiiler eksizyon yaralar1 olusturulmustur ve bu modeller iizerinde ekstrak Madecassol®
merhemi ile karsilastirilarak in vivo incelenmistir. Deri yaslanmasinda anahtar bir enzim
olan tirosinaz inhibisyonu arastirilmistir.  Antioksidan aktivitesi 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) ve siiperoksit radikal siipiiriicii etkisi, demir iyon kenetleme yetenegi

ve demir azaltict antioksidan giicii testleri ile degerlendirilmistir. Sonug olarak Madecassol
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ile karsilastirilinca yara modellerinde %56,5 daralma, linear insizyon yara modelinde %33,2

degerinde gerilim kuvveti 6l¢tilmistiir [58].

Stintar ve ark. Ononis sessilifolia Bornm., O. basiadnata Hub. & Mor. ve O. macrosperma
Hub. & Mor. su ve metanol ekstreleri in vivo olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara
modellerine uygulanmistir [59]. Doku kesitleri ayni zamanda histopatolojik olarak da
degerlendirilmistir. Madecasssol merhemiyle karsilastirildiginda bitkinin yara iyilesmesi
iizerine kayda deger etkileri gosterilmistir. Antiinflamatuar etki icin kilcal gecirgenlikte
asetik asitle indiikklenen artig in vivo olarak degerlendirilmistir. Sonug itibariyle Ononis

macrosperma tiirii en yiiksek yara iyilestirici ve antiinflamatuar etkiyi gostermistir [59].

Timen ve ark. Abies bornmulleriana Mattf., A. cilicica (Antoine et Kotschy) Carriére, A.
nordmanniana (Steven) Spach ve Cedrus libani A.Rich. bitkilerinin kozalaklarindan elde
edilen esansiyel yaglari in vivo olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara modellerine
uygulanmustir [60]. Doku kesitleri ayn1 zamanda histopatolojik olarak da degerlendirilmistir.
Madecasssol merhemiyle karsilastirildiginda bitkinin yara iyilesmesi iizerine kayda deger
etkileri gosterilmistir. Antiinflamatuar etki i¢in kilcal gecirgenlikte asetik asitle indiiklenen
artig in vivo degerlendirilmistir. Sonug olarak C. libani ve A. cilicica tiirii en yiiksek yara

iyilestirici ve antiinflamatuar etkiyi géstermistir [60].

Giiveng ve ark. Michauxia nuda A. DC., M. campanuloides L Hér. ex Aiton, M. laevigata
Vent. ve M. thyrsoidea Boiss. & Heldr tiirlerinin su, etil asetat ve metanol ekstrelerini in vivo
olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara modellerinde ¢alismistir [61]. Doku kesitleri
ayni zamanda histopatolojik olarak da degerlendirilmistir. Madecasssol merhemiyle
karsilastirildiginda bitkinin yara iyilesmesi ilizerine kayda deger etkileri gosterilmistir.
Antiinflamatuar etki kilcal gegirgenlikte asetik asitle indiiklenen artis in Vvivo
degerlendirilmistir. Antioksidan testler i¢in ise tiyobarbitiirik asit (TBA) ve DPPH testleri
testleri uygulanmistir. Sonug olarak M. nuda dikkate deger antiinflamatuar etki gostermistir.

M. tchihatchewii tiiriiniin etil asetat ekstresi ise en yiiksek antioksidan etkiyi gostermistir
[61].

Akkol ve ark. Ranunculus pedatus Waldst. & Kit. ve Ranunculus constantinopolitanus
(DC.) d’Urv tiirlerinin su, etil asetat, n-hekzan, dietileter ve metanol ekstrelerini in vivo

olarak linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara modellerinde ¢alismistir [62]. Doku kesitleri



26

aynt zamanda histopatolojik olarak da degerlendirilmistir. Madecasssol merhemiyle
karsilastirildiginda bitkinin yara iyilesmesi lizerine kayda deger etkileri gosterilmistir.
Antiinflamatuar etki i¢in kilcal gegirgenlikte asetik asitle indiiklenen artis in Vvivo
degerlendirilmistir. Sonug olarak R. pedatus bitkisinin metanol ekstresi hem insizyom hem
de eksizyon yara modellerinde 6nemli etki gdstermistir. R. constantinapolitanus ise nispeten
antiinflamatuar etki gostermistir. Bunlara ek olarak dokularin hidroksiprolin igeriklerine

bakilmistir [62].

Siintar ve ark. Daphne oleoides Schreb subsp. kurdica (Bornm.) Bornm bitkisinin toprak
st kisimlarinin %85°lik metanol ekstresini in vivo ve in vitro deneylerde kullanmislardir
[63]. Bu galigmanin amaci bu bitkinin etnofarmakolojik degerlendirmesini yapmaktir. Yara
iyilesme aktivitesi insizyon ve eksizyon yaralari ile degerlendirilmistir. Yara iyilesmesine
katkisinin dogrudan oldugu bilinen antiinflamatuar ve antioksidan deneyleri ise sirasiyla
Whittle metodu ve DPPH radikal-stipiirme denemeleri ile yapilmistir. Bu ekstre izolasyon
ve tanimlamay1 saglayan cesitli kromotografik ayrim teknikleri ile degerlendirilmistir.
Ayrica, in vitro hiyaliironidaz, kollajenaz ve elastaz enzimlerinin inhibitor aktivite testleri,
tedavinin etkinlik yollarii kesfetmek i¢in aktif bilesenler tizerinde yiiriitiilmiistiir. YBSK ile
5 alt ekstre olarak ayrilmis ve bunlarin yapilart NMR ile ortaya konulmustur. Ilk {i¢ alt ekstre
dafnetin, dimetildafnoretin-7-O-glukozid ve luteolin-7-O-glukozid olarak belirlenmistir. Bu
calismada luteolin-7-O-glukozid bilesigi yara 1iyilesmesinden sorumludur ayrica
antiinflamatuar, antioksidan, antihiyaluronidaz ve antikollajenaz etkileri de s6z konusudur.
Calisma sonucu olarak luteolin-7-O-glukozid bilesiginin toprak iistii kisimlarin ana aktif

bilesigi oldugu belirlenmistir [63].

Stintar ve ark. Cichorium intybus L. tiirtiniin in vivo deneyler ile metanol ekstresini elde edip
bunun alt ekstre gruplarin1 kromatografik teknikler ile ayirip NMR ile yara iyilesmesinde rol
alan aktif bilesigi belirlemeyi amaglamistir [64]. Bunun igin bitkinin yaprak veya koklerinin
kiillerinden haricen ¢esitli kistmlarindan elde edilen kisimlarin ekstreleri ile ¢alismislardir.
Alt ekstre ve fraksiyonlari in vivo fare ve ratlar tizerinde denemislerdir. Sonug olarak bitkinin
metanol ekstresi 6nemli yara iyilestirici etki gostermistir ve aktiviteden sorumlu bilesik ise

b-sitosterol olarak belirlenmistir [64].

Stintar ve ark. etnobotanik verilerinde de gegen Pinus L. tiirlerini (P. brutia Ten., P.

halepensis Mill., P. nigra J.F.Arnold, P. pinea L. ve P. sylvestris L.) in vivo yara iyilesme



27

ve antiinflamatuar etkilerini incelemistir [65]. Ugucu yaglardan hazirlanan merhemlerin in
Vivo yara iyilestirme aktivitesi lineer insizyon ve dairesel eksizyon deneysel yara modelleri,
ardindan histopatolojik analiz ve hidroksiprolin igerigi ile degerlendirmistir. Ayrica ugucu
yaglar anti-hiyaliironidaz aktivitesi a¢isindan taranmistir. Bununla birlikte anti-enflamatuar
aktivite, kilcal gecirgenlikte asetik asidin neden oldugu artigin inhibisyonuna dayanan
Whittle metodu kullanilarak degerlendirilmistir. P. pinea ve P. halepensis'in
kozalaklarindan elde edilen ugucu yaglar yara iyilestirme etkinligi modellerinde en yiiksek
etkileri gdstermis. Ote yandan, ugucu yaglarm geri kalaninda énemli bir yara iyilesmesi ve

anti-inflamatuar aktivite bulunmamaistir [65].

Timen ve ark. Cupressus L. ve Juniperus meyvelerinden elde edilen esansiyel yaglari yara
iyilesmesi ve anti-inflamatuar etkileri agisindan degerlendirmistir [66]. In vivo yara
iyilestirme aktivitesi lineer insizyon ve dairesel eksizyon deneysel yara modelleri,
hidroksiprolin igeriginin degerlendirilmesi ve daha sonra histopatolojik analiz ile
aragtirilmustir. Iyilestirme potansiyeli, bir referans merhem olan Madecassol ile
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Ayrica yaglarin anti-inflamatuar aktivitesi i¢in
asetik asit kaynakli kilcal gegirgenlik testi kullanilmistir. J. oxycedrus subsp. oxycedrus ve
J. phoenicea L. en yiiksek aktiviteleri gostermis; diger tiirler ise herhangi bir yara iyilestirme
etkisi gostermemistir. Deneysel ¢alisma, J. oxycedrus subsp. oxycedrus ve J. phoenicea
bitkilerin halk tarafindan kullanimini destekleyen etkili yara iyilesmesi ve anti-enflamatuar

etkiler sergilemektedir [66].

Satar ve ark. Momordica charantia L. bitkisinin yagli homojenize formu ve toz formunu ve
Centella asiatica bitkisinin merhemini ve bunlarin disinda kontrol grubu ve saf zeytinyagini
(5 grup) 30 tavsan iizerinde denemistir [67]. Yaralar giinliik olarak gézlenmistir ve sonug
olarak Momordica charantia bitkisinin yagli homojenize formu ve Centella asiatica

bitkisinin merhemi diger gruplar arasinda en etkili sonuglart géstermislerdir [67].

Renda ve ark. 13 Trifolium L. cinsine ait tiirler (Trifolium ambiguum M. Bieb., T. arvense
var. arvense L., T. campestre Schreb., T. canescens Willd., T. hybridum var. anatolicum
(Boiss.) Boiss., T. hybridum var. hybridum L., T. pannonicum Jacg., T. pratense var.
pratense L., T. purpureum var. purpureum Lois., T. repens var. repens L., T. resupinatum
L. var. microcephalum, T. spadiceum L. ve T. trichocephalum M.Bieb.) toplamistir ve bu

tirlerin %80’lik sulu metanol ¢6zeltilerini in vivo olarak rat ve fareler tizerinde denemistir
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[68]. Histopatolojik gozlemler de yapabilmek adina bu ekstreler insizyon ve eksizyon
yaralar1 lizerine denenmigstir. Aktif bilesikler YBSK ile degerlendirilmistir. T. canescens
tirlinde yara iyilesmesi potansiyeli goriilmiistiir bunun da icinde yer alan izoflavon
genistein, formononetin, daidzein ve biochanin A bilesiklerinin kombine etkisine bagl
olabilecegini vurgulamiglardir [68].

Stintar ve ark. Helichrysum graveolens (M.Bieb.) Sweet tiirliniin metanol ekstresinin yara
iyilestirici etkilerini in Vvivo insizyon ve cksizyon yaralarinda denemistir [69]. Yara
iyilesmesine katkisinin dogrudan oldugu bilinen antiinflamatuar ve antioksidan deneyleri ise
sirastyla Whittle metodu ve DPPH radikal-siipiirme denemeleri ile yapilmistir. Bu ekstre
izolasyon ve tanimlamayr saglayan cesitli kromotografik ayrim teknikleri ile
degerlendirilmistir. Ayrica, in vitro hiyaliironidaz, kollajenaz ve elastaz enzimlerinin
inhibitor aktivite testleri, tedavinin etkinlik yollarini kesfetmek i¢in aktif bilesenler tizerinde
yiiriitiilmiistiir. Sonug olarak mevcut ¢alisma, H. graveolens ¢i¢eklerinin yara iyilesmesi igin
geleneksel kullanimimi desteklemistir ve apijenin fraksiyonasyon prosediirleri vasitasiyla

aktif bilesenlerden biri olarak izole edilmistir [69].

Demirci ve ark. Verbascum speciosum tiiriiniin metanol ekstresinin in vitro deneyler ile yara
iyilestirme ftzerine etkilerini arastirmistir [13]. V. speciosum'un yara iyilestirici
mekanizmalar1 tamamen bilinmemektedir. Mevcut ¢alisma ile canlilik, go¢, apoptoz, hiicre
dongiisii ve fibroblast ile endotel hiicrelerindeki baz1 (p53, kaspaz-3 ve kollajen tip 1) gen
ekspresyon modelleri {iizerindeki etkinligi arastirilmistir. Sonuglar, 200 pg/ml bitki
Oziitlinlin, insan ve fare fibroblastlar1 izerinde dikkate deger bir proliferatif ve go¢ etkisi
oldugunu ortaya koymustur. Ekstre ile isleme tabi tutulan grupta apoptotik gen seviyelerine
bakacak olursak p53 ve kaspaz-3 azalirken, kollajen tip I gen diizeyi kontrol grubuna gore
anlamli derecede yliksek bulunmustur ve Annexin V boyama ve hiicre dongiisii analizi
gostermistir ki bitki 6ziitii fibroblast hiicrelerinin hiicre dongiisii dagilimlarini etkilemeksizin
apoptotik hiicre sayisini azaltmistir. Buna ek olarak, matrigel {lizerinde kiiltiirlenen insan
kordon veni endotel hiicreleri (HUVEC) hiicre kiiltiirii tarafindan olusan tlip benzeri yap1
olusumu bitki ekstresinin varliginda artmistir. Bu ¢alismada, V. speciosum’un fibroblast
proliferasyonunu, migrasyonu ve anjiyogenezi tesvik ederek cilt yara iyilesmesi icin
potansiyel bir terapotik madde olabilecegi ve geleneksel kullanimini destekledigi one
stiriilmiistir. V. speciosum bilimsel delil olmaksizin halk tarafindan yara iyilestirici bir
madde olarak kullanilir. Mevcut c¢alisma, in vitro yaklasimlar1 kullanarak yara

iyilesmesindeki potansiyel aktivitesini kesfetmek i¢in ylritilmistiir [13].
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Piskin ve ark. Momordica charantia bitkisinin zeytinyagli ekstresini, dekspanthenol
(Bepanthen®; BP grup) ve nitrofurazon (Furacin®; FR grup) ayrica bunlara ek olarak
kontrol grubunu (her birinden 7 bireye uygulamak tizere toplam 28 tavsan) in vivo olarak
karsilagtirmali ¢alismislardir. Deney sonuglarina gére BR ve FR gruplarma gore M.

charantia ekstresi yara iyilesmesini hizlandirmistir [70].

Stintar ve ark. tarafindan yapilan ¢alismanin amac1 Daphne oleoides Schreb. subsp. oleoides
(DOO) bitkisinin etnobotanik kullanimini dogrulamaktir [71]. DOO bitkisinin romatizmal
agriya kars1 ve Tirk halk tibbinda yara iyilesmesi i¢in kullanildigini ortaya koymustur.
Fraksiyonasyon prosediirleri ile izole bilesiklerin aktivite mekanizmalarini aydinlatilmaya
calisilmistir. Metanol ekstresi, alt ekstreleri, fraksiyonlar1 ve izolatlarinin yara iyilestirme
aktivitesi, iki farkli in vivo yara iyilestirme deney teknigi kullanilarak degerlendirilmistir.
Test materyalinin antienflamatuar ve antioksidan aktiviteleri de c¢alisilmistir. Aktivite
mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in, izole edilen bilesikler hiyaliironidaz, kollajenaz ve
elastaz enzim inhibisyon faaliyetleri agisindan degerlendirilmistir. DOO’nun metanolik
ekstresinin giiglii yara iyilestirme aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Bu ekstre daha
sonra n-hekzan, diklorometan, etil asetat (EtOAc) ve n-butanol ile ardisik ¢oziici
ekstraksiyonlarina tabi tutulmustur. EtOAc alt ekstresinde kromatografik ayirma teknikleri
kullanilarak quercetin 3-O-glukosid, triumbellin ve rutarensin olmak iizere ii¢ bilesik elde
edilmistir. Deneysel ¢calisma, DOO’nun metanolik ekstresinin 6nemli yara iyilestirici etkiye
sahip oldugunu ve etkinlikten sorumlu aktif bilesen olarak quercetin 3-O-glukosid bilesigi
belirlenmistir [71].

Stintar ve ark. Pimpinella anisum L., Eugenia caryophyllus (Spreng.) Bullock & S. G.
Harrison, Cuminum cyminum L., Foeniculum vulgare Mill., Laurus nobilis L.'den elde
edilen bazi ugucu yaglarin yara iyilestirme potansiyelini degerlendirmeyi amaclamislardir
[72]. Lavandula angustifolia subsp. angustifolia Mill. ve Melissa officinalis L.
aromaterapide siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada segilen ugucu yaglarin in vivo yara
iyilesmesi aktiviteleri linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara modelleri kullanilarak
arastirilmistir. Bu test sistemlerinde aktif olan yaglar, ana bilesenlerin tanimlanmasi i¢in GC-
MS ile analiz edilmistir. L. angustifolia subsp. angustifolia ve L. nobilis test edilen
numuneler arasinda en aktif esansiyel yag olarak belirlenmistir. Bu aragtirma aktif yaglarin

geleneksel kullanimini dogrulamugtir [72].
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Agar ve ark. bu ¢alismada fenollerin muazzam tibbi 6nemini goz oniinde bulundurarak,
Tiirkiye'de yetisen tig tiirii olan Achillea coarctata Poir., A. kotschyi subsp. kotschyi Boiss.
ve A. lycaonica Boiss. & Heldr. fenolik bilesimleri, toplam fenolik igerigi (TPC),
antioksidan 6zellikleri, NIH-3T3 fibroblastlarinda yara iyilestirme potansiyelleri ve MCF-7
insan gbgiis kanseri hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiler agisindan degerlendirilmistir [73].
Kapsamli LC-MS/MS analizi, A. kotschyi subsp. kotschyi bitkisinin klorojenik asit,
hiperozid, apijenin, hesperidin, rutin, kemferol ve luteolin bakimindan belirgin bigimde
zengin oldugunu ortaya koymustur. Bulgular, TPC ile hem serbest radikal temizleme
aktivitesi hem de toplam antioksidan kapasite arasinda giliglii bir uyum gostermistir.
Incelenen tiirler arasinda en yiiksek fenol miktar1 ve radikal temizleme en belirgin yara
iyilesmesi ve en fazla sitotoksik aktivite A. kotschyi subsp. kotschyi bitkisinde gzlenmistir.
Sonuglar, A. kotschyi subsp. kotschyi bitkisinin 6nemli antioksidan, yara iyilesmesi ve
sitotoksik aktivitelerle birlikte degerli bir flavonoid ve klorojenik asit kaynagi oldugunu ileri
stirmiistiir. Bu bulgularin, A. kotschyi subsp. kotschyi bitkisinin farmasdotik, kozmetik ve gida
endiistrisinde kullanilabilecek bir biyoaktif kaynak olarak potansiyelini degerlendirmek i¢in

yapilacak daha ileri arastirmalara temel olusturacagi belirtilmistir [73].

Akkol ve ark. tarafindan yapilan bu calismada insizyon ve eksizyon yara modelleri
kullanilarak Morus nigra L.’nin yaprak ve meyve ekstrelerinin yara iyilesme aktivitesi
tizerinde etkilerini degerlendirmek {izere tasarlanmistir. Ayrica, anti-inflamatuar etki
Whittle yontemi ile degerlendirilmistir [74]. Liyofilize meyve ekstresi 6nemli yara
tyilestirme aktivitesi sergilerken, sulu yaprak ekstresi bdyle bir sonu¢ vermemistir. Biyolojik
etkinlik biyoaktivite rehberli fraksiyonlama teknigi ile meyve ekstresi ardisik ¢oziici
ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Elde edilen alt ekstreler arasinda, n-butanol (MNF-n-
BuOH) alt ekstresinin yara iyilestirme aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Meyve
ekstresinin n-BuOH alt ekstresi ayni biyolojik aktivite testlerine uygulanan ii¢ fraksiyon elde
etmek iizere Sephadex LH-20 kolon kromatografisine tabi tutulmustur. Bilesikler 1 ve 2 aktif
fraksiyondan izole edilmistir ve yapilar sirastyla kersetin-3-O-rutinosid ve kemferol-3-O-
rutinosid olarak tanimlanmustir. izolatlar in vitro enzim onleme faaliyetleri igin
arastirilmistir. izolatlarin hyaluronidaz, kollajenaz ve elastaz enzim inhibisyon aktiviteleri
icin in vitro yontemler kullanilarak arastirillmistir. Boylelikle her iki bilesigin de
hiyaliironidaz ve kollajenaz enzimlerini inhibe edici etkisi oldugu goriiliirken, elastaz enzim

inhibisyon aktivitesi ikisinde de goriilmemistir [74].
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[lhan ve ark. siganin bukkal (agiz boslugu) mukozasinda olusturulan lineer insizyon ve
sirkiiler eksizyon yara modellerinde Momordica charantia bitkisinin zeytinyagi ekstresinin
yara iyilestirme aktivitesi arastirilmistir [75]. Dokular histopatolojik olarak degerlendirilip
ayrica dokularin hidroksiprolin igerigi belirlenmistir. Anti-inflamatuar aktivite Whittle
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak yara iyilesmesi ve etkili

antiinflamatuar etki goriilmistiir [75].

Siintar ve ark. Campanula lyrata subsp. lyrata Lam. bitkisinin in vivo teknikler ile yara
iyilestirici ve antiinflamatuar etkisine bakmustir [76]. Bitki kurutulup toz haline getirildikten
sonra ayr1 ayri n-hekzan, dietil eter, etil asetat, metanol ve su ekstrelert hazirlanmistir. Anti-
enflamatuvar aktivitenin degerlendirilmesi icin, karragen ve serotonin nedenli arka ayak
0demi, 12-O- tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA)-nedenli kulak 6demi ve asetik asit-nedenli
kapiller permeabilite artist modelleri kullanilmistir. Yara iyilestirici etki, insizyon ve
eksizyon yara modelleri kullanilarak, hidroksiprolin miktar tayini ve histopatolojik
analizlerle beraber degerlendirilmistir. Metanol ekstresinin karragen-, ve serotonin- nedenli
arka ayak 6demi ve asetik asit-nedenli kapiller permeabilite artis1 modellerinde sirasiyla
%25,3, %27,8 ve %31,8 degerleri ile anlamli derecede anti-enflamatuvar etki gosterdigi
tespit edilmistir. Metanol ekstresinin benzer sekilde insizyon ve eksizyon yara modellerinde
strastyla %26,9 ve %39,6 degerleri ile anlamli derecede yara iyilestirici etki gosterdigi ve
metanol ekstresi ile hazirlanan merhemle tedavi edilen dokularda hidroksiprolin miktarinin
arttg1 belirlenmistir. Bu ¢alisma, C. lyrata subsp. lyrata bitkisinin halk arasinda anti-

enflamatuvar ve yara iyilestirici amaglarla kullanimin1 desteklemektedir [76].

Akkol ve ark. yara iyilesmesi aktivitesini arastirmak i¢in, Tiirkiye’de yaygin olarak yetisen
yaygin tiirlerden biri olan Rubus sanctus bitkisinin toprak iistii kisimlarinin n-hekzan, etil
asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) ekstreleri ardisik olarak hazirlanmistir [77]. Ekstrelerin
yara iyilestirici etkisi, bunlarin hepsi yara iyilestirme siirecinde dnemli bir role sahip olan
hiyaliironidaz, kollajenaz ve elastaz enzimleri iizerindeki potansiyel engelleyici
aktivitelerini degerlendirerek belirlenmistir. Aktiviteyi yonlendiren fraksiyonasyon tayinine
gore, metanol ekstresi, silika jel kolon kromatografisiyle fraksiyon haline getirilmistir.
Preparatif ince tabaka kromatografi (TLC) analizi, kersetin-3-O-f-galaktoz, yani hiperozid
gibi spektral tekniklerle agiklanan saf bir bilesigi vermistir. In vitro deneyler, hiperozidin,
kollajenaz ve elastaz enzimlerini inhibe ederek yara iyilestirme siirecini ilerlettigini

gOstermistir [77].
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Aksoy ve ark. Cotinus coggygria Scop. yapraklarmin etanol ekstresini diabetik ratlarda
denemiglerdir [78]. Bu bakimdan ¢alismada biyokimyasal ve histolojik etkiler arastirilmistir.
Bu c¢alismada tek doz streptosotosin ile enjekte edilen diyabetik Wistar albino si¢anlar
iizerinde yiiriitiilmiistiir. Daha sonra tiim hayvanlarda eksizyon yara modeli olusturulmustur;
Diyabetik kontrol sicanlara topikal olarak basit merhem uygulanmis ve deney periyodu
boyunca gilinde bir kez, bitki ekstresi ile birlikte %5 oraninda merhem diyabetik tedavi
farelerine uygulanmistir. Yara dokularinda malondialdehit, glutatyon ve hidroksiprolin
diizeyleri 3., 7. ve 14. giin sonunda arastirilmistir. Histopatolojik incelemeler de yapilmustir.
Hidroksiprolin icerigi, 3. ve 7. giinlerden sonra kontrol ile karsilastirildiginda ekstre ile
tedavi edilen grupta anlamli sekilde artmistir. Glutatyonda 3., 7. ve 14. giinlerde istatistiksel
olarak anlamli yiikselme ve kontrol grubuna kars1 tedavi edilen grupta 7. Giiniin sonunda
malondialdehit diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir tespit edilmistir. Bu sonuglar
histolojik analizlerle de desteklenmistir. Bu bulgular, ekstrenin diyabetik yaralarda kutanoz
yara iyilestirme siirecini hizlandirdigini ve geleneksel kullaniminin onaylandigini

gostermektedir [78].

Coban ve ark. yaptiklar1 calisma ile Tiirkiye’de yillardir yara tedavisinde geleneksel olarak
kullanilan kantaron yaginin (H. perforatum’un zeytinyagi ile elde edilen ekstresi) tizerinde
molekiiler ¢caligmalar yapmustir [79]. Kantaron yaginin yara iyilestirici 6zellikleri yaninda
agn kesici, enfeksiyon engelleyici 6zellikleri bulunmaktadir. Literatiirde bu yagin yara
iyilesmesine olan pozitif etkisi ile ilgili bir¢ok ¢alisma oldugunu ancak literatiirde simdiye
dek bu ozelliklerin hangi yolaklar tizerinden oldugunu gosterir hayvan deneylerini igeren
detayli bir ¢alisma bulunmadigini vurgulamislardir. Bu ¢alisma ile kantaron yaginin yara
iyilesmesi lizerine erken donem (ilk 7 giin) ve ge¢ donem (ikinci 7 giin) etkisi farelerde sirt
bolgesinde steril siitilirler olusturularak gosterilmistir. Sonuclara gore, farelerde olusturulan
yara ylizeyinde morfolojik olarak kantaron yaginin erken dénem kullanimda pozitif etkisi
olmakta, ge¢c donem uygulamada bu etki goriilmemektedir. Bu bulgu kantaron yaginin yara
iyilesmesine yara olustuktan sonraki ilk haftada pozitif etkisi oldugu seklinde
yorumlanmistir. Bu donemde alinan dokulardan RT-PCR yontemi ile anjiyogenez iizerinden
yara iyilesmesinde rolii olan VEGFA, VEGFB, VEGFC, PDGFB ve FGF2 genlerinin gen
ekspresyon profilleri incelenmistir. Sonug olarak erken donemde VEGFA, VEGFB, VEGFC
ve FGF2 genlerinin gen ekspresyonlar1 artmakta, gec donemde bu etki yalnizca VEGFA
geninde saptanmaktadir. Erken ve ge¢ donemde bulunan gen ekspresyonu bulgulari saptanan

morfolojik 6zelliklerle korelasyon gostermektedir. Bulgular kantaron yaginin erken donem
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yara iyilesmesini anjiyogenezde rol oynayan VEGFA, VEGFB, VEGFC ve FGF2 iizerinden

yaptigini gostermesi agisindan 6nemli oldugunu belirtmislerdir [79].

Eruygur ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada yara iyilesme potansiyelinin
degerlendirilmesi i¢in dort Echium L. tirii (E. italicum L., E. vulgare L., E. angustifolium
Mill., E. parviflorum Moench) segilmistir [80]. Aktif ekstrelerdan aktif bilesen(ler)in
biyoaktivite rehberli karakterizasyon fraksiyonlama prosediirleri vasitasiyla izole edilmistir.
In vivo hayvan modelleri iizerinde linear insizyon ve sirkiiler eksizyon yara olusturularak
incelenmistir. Hidroksiprolin Olglimleri bunun i¢in oturtulmus standart bir teknikle
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra histopatolojik olarak ¢aligilmistir. Tiim bu ¢alismalar 1s181nda E.
italicum en etkili yara iyilestirici igerige sahip bitki olarak belirlenmistir. NMR sonuglari ile
aktif bilesik olarak Shikonin tiirevleri olan “Asetilshikonin”, “Deoksishikonin” ve “2-metil-

n-butyrylshikonin + Isovalerylshikonin” bilesikleri belirlenmistir [80].

2.5. Tez Cahsmasi Kapsaminda Kullamlan Bitkilerin Ekstreleri ile Yapilmis
Calismalar ve Bu Bitkilerin Calisma Icin Secilme Nedenleri

Cesitli ailelere dahil birgok bitki ekstresinin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri in vitro ve in
vivo yontemlerle gosterilmistir [1]. Ancak caligmalarin ¢ogunda in vivo etkisi gosterilmis

olup, molekiiler mekanizmaya yonelik detayli ¢alismalar genelde yapilmamustir.

Tez galismasinda belirlenen tiirlerden biri olan Hypericum pseudolaeve ekstresinin yara
iyilestirici etkisi ile ilgili literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak Hypericum cinsi,
ozellikle de H. perforatum tiirii yaygin olarak kullanilan tibbi bitkilerden birisidir ve yara
iyilestirici etkileri gerek etnobotanik gerekse de fonksiyonel in vitro ve in vivo ¢alismalarla
gosterilmistir [1,6-8]. Bu ¢aligmalardan bazilariyla ilgili detayli bilgiler “Tiirkiye’de yapilan
in vivo ve in vitro ¢aligmalar” baslig: altinda verilmistir. Yine bu tiire (H. perforatum) ait
ekstrelerin fibroblast gogiinii ve kollajen sentezini arttirdigi da bilinmektedir [8]. Bu nedenle
tez kapsaminda ¢alisilacak olan Tiirkiye’de dogal yayilisa sahip H. pseudolaeve tiiriiniin de
yara iyilesmesinde etkili olacagi diislinilmiistiir ve hakkinda hig¢bir veri bulunmamasi
nedeniyle ¢alismaya dahil edilmistir. Tirlin ugucu yaginin karakterizasyonuna [81] ve bazi
fenolik bilesenlerinin tespitine [82] yonelik bir ¢alisma yapilmis olmakla birlikte, yara

tyilestirici etkisine dair literatiirde veri bulunmamaktadir.
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Hypericum cinsine dahil Tiirkiye’de bulunan baz tiirlerin hidrodistilasyon ile elde edilen
esasnsiyel yaglarinin kimyasal icerikleri gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
yontemiyle yapilan cesitli ¢alismalarla belirlenmistir [81, 83—-86]. Incelenen tiirler arasinda
H. pseudolaeve de vardir. Esansiyel yaglar ¢alismamiz kapsami dahilinde olmadigindan

burada bu ¢alismalarin detay1 verilmemistir.

Teze dahil olan H. pseudolaeve tiiriiniin, esansiyel yag ¢alismasi disinda kimyasal i¢eriginin
tespitine yonelik olarak Eroglu Ozkan ve ark. tarafindan yapilmis bir ¢calisma bulunmaktadir

[82].

Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda Hypericum cinsine dahil tiirlerde bulunan temel
sekonder metabolitler olarak floroglukinol tiirevleri olan hiperforin ve adhiperforin,
naftodiantron bilesikler olan hiperisin ve psoédohiperisin (kirmizi pigment maddeleri) ve
flavonoid yapida olan hiperosid, rutin, Kersitrin, izokersitrin, kersetin, mikuelianin,
epikatesin, katesin ve biapijenin gibi fenolik bilesenler ve fenilpropan, kafeik ve klorojenik
asitler, ksanthonlar ve tanninler sdylenebilir ve bu maddelerin ¢ok g¢esitli biyolojik
aktiviteleri oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur. Ozellikle, hiperforin, hiperisin
ve fenolik bilesenlerin ana etken bilesikler oldugu bilinmektedir [10,87-94].

Tezde kullanilan diger tiir ise Verbascum stachydifolium’dur. Verbascum cinsine ait tiirlerin
cesitli kistmlar halk arasinda tibbi amagh kullanilmaktadir ve bu kullanimlardan bazilari
bilimsel olarak da kanitlanmistir. Verbascum cinsine ait tiirler halk tibbinda yara iyilestirici
olarak da kullanilmaktadir ancak bu konuda kisitli bilimsel calisma mevcuttur. Yapilan bir
calismada Tiirkiye’de bulunan 13 Verbascum tiiriiniin metanolik ekstrelerinin yara
iyilestirici etkileri in vivo olarak degerlendirilmistir [12]. Bu c¢alismada, V. stachydifolium
ekstresinin yara iyilesmesinde en etkili olan tiirlerden biri oldugu belirlenmistir. Yapilan
diger bir ¢alismada yine Tiirkiye’de yayilis gosteren bazi Verbascum tiirlerinin ekstrelerinin
tuzlu su karidesi (Artemia salina) tizerindeki in vivo sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.
Bu calismada V. stachydifolium kayda deger bir toksik etki gostermemistir. Bu tez ¢alismasi
icin de toksik etki gdstermemesi 6nemli bir kriter oldugu i¢in bu bitkinin belirlenmesinde
g6z oniinde bulundurulmustur. Yine yapilan ¢alismalarla Verbascum cinsine ait tiirlerden
elde edilen bilesiklerin (asagida belirtilmistir) antioksidan aktivitelerinin de gosterilmis

olmas1 yara iyilegsmesindeki potansiyel etkilerine isaret etmektedir [95].
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Tez ¢aligsmasinda arastirilan V. stachydifolium ile ilgili kimyasal bir ¢aligma bulunmamakla
birlikte, cinsin diger tiirleriyle yapilan ¢alismalar 1s13inda Verbascum tiirlerinde
bulunabilecek fitokimyasallar hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Yapilan calisma ile
Verbascum salviifolium tiirtiniin toprak tstii kisimlarindan dort flavonoid glikozitler,
feniletanoid glikozitler, neolignan glikozitler tanimlanmistir. Bu bilesiklerin DPPH testi ile
antioksidan ozellikleri oldugu da gosterilmistir [96,97]. Verbascum pycnostachyum
metanolik  ekstresinden  Aukubin, Ajugol, Ajugosid, Harpagosid, Verbaskosid
tamimlanmistir [98]. Verbascum pinetorum metanolik ekstresinde iridoid glikozitler,
saponinlerin, flavonoidlerin ve diger fenolik bilesenlerin varligi tespit edilmistir [99].
Verbascum mucronatum tiiriinden biyoaktivite rehberli karakterizasyon ile anti-inflamatuar,
agri kesici ve yara iyilestirici 6zellige sahip glikozitler tanimlanmistir. Tanimlanan bilesikler
iridoid glikozitler, fenilethanoit glikozitler (verbaskozit), saponinler sinifindadir. Bu

caligmada da verbaskozit bilesiginin etkileri yiiksek bulunmustur [14].

Konusu gegen in vivo ¢alismanin disinda, V. stachydifolium ekstrelerinin yara iyilesmesi
tizerindeki etkisinin in vitro olarak degerlendirildigi, sitotoksik etkilerinin arastirildigi ve
yara lyilesmesinin molekiiler mekanizmasina ait degerlendirme yapildigr bir calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, yukarida bahsedilen gerekgeler 1s181nda ve tiiriin Tiirkiye’ye
endemik olmasi nedeniyle calismamiza dahil edilerek, yara iyilestirici etkisi daha detayli
olarak arastirilacak, olasi toksik etkileri ortaya koyulacak ve in vitro modeller ile in vivo
modellerin uyumlulugu degerlendirilebilecektir. Ayrica bu tiiriin fitokimyasal icerigi ve

antioksidan 6zellikleri hakkinda da bu c¢alisma ile ilk kez veri elde edilecektir.

2.6. Cahsmada Kullanilan Bitkilerin Betimi, Ekolojisi ve Lokaliteleri

Hypericum pseudolaeve Robson- Notes Roy. Bot. Gard. Edinburgh 27: 190 (1967)

Cok yillik otsu, 15-60 cm, dik, tabandan itibaren dallanmis durumda, steril siirgiinlii. Gévde
kiiciik amber rengi veya kirmizimsi glandlara sahip; internodlar 15-40 mm, yapraklar
internodlardan kisa. Govde yapraklar1 8-22 mm dar oblong- linear bazen revulat ugta
dairesel veya hafif ¢ikintili tiiysiiz veya + papilloz. Cigceklenme silindirik- genisge piramidal,
cok cicekli. Sepaller oblong-lanseolat, ucta akut veya dairesel, glandular disli veya glandlar

sapsiz. Petaller 6-8 mm. Kapsiil 4-6 mm tiiysiiz bazen hafifce gagali.
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Habitati; Kuru magmatik veya metamorfik stepler veya bozkir; 500-2000 m.

Ciceklenme 5. ve 7. aylarda.

Tiirkiye’deki dagilisi; Nevsehir, Ankara, Erzincan, Malatya Erzurum, Elaz1ig (Harita 2.1)
[100].

Harita 2.1. H. pseudolaeve’nin yayilist

Verbascum stachydifolium Boiss. & Heldr. var. stachydifolium- Diagn.Pl. Orient ser. 1(12):
25 (1853)

Iki y1llik otsu bitki, 30-80 cm, grimsi tomentoz tiiylii, olgunlukta tiiysiiz. Gévde yuvarlak,
diiz veya genis agili basit veya dalli. Taban yapraklar oblong-linear lanseolat arasinda,
krenulat ile ince krenulat kenar arasinda. Yaprak sapi1 1-5 ¢cm, govde yapraklari taban
yapraklarina benzer ama daha kiigiik ucta akut ile akuminat arasinda. Cigeklenme durumu
gevsek, basit, rasem veya dalli panikiil. Cigek kiimeleri 1-2. Brakteler lanseolattan lineara
kadar degisir. Brakteler pedisellerden daha uzun veya kisa. Pediseller 3-5 mm. Kaliks 4-9
mm loblar lanseolat ile linear, + obtus. Korolla sar1, 20-30 mm ¢apinda pellusid glandl, dis1
flokkos-tomentos. Stamenler 5, anterler reniform, flamentler beyaz sar1 ylnsi tiyld, 2
flamentin st kismi tiiysiiz. Kapsiil 4,5-6x3-5 mm, stellat-tomentoz, glabressent. Kapsiil

ovat- subgloboz ve kaliksi 4-5 mm geger.
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Cigeklenme 6. ve 8. aylarda.

Habitat1; Step, tarla ve yol kenarlar1 830-1040 m.

Tiirkiye dagilisi; Konya- Ankara arasinda (Harita 2.2). Endemik. [100].

Harita 2.2. V. stachydifolium var. stachydifolium’un yayilisi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki ornekleri ve temini

Arastirma metaryali olan drnekler tarafimizdan I¢ Anadolu Bélgesinden toplanmistir. H.
pseudolaeve Ortahisar-Nevsehir arasindan kuru magmatik metamorfik yamaglar veya
bozkirlardan (1434 m) (Resim 3.1) ve V. stachydifolium var. stachydifolium ise Cihanbeyli-
Konya arasindan bugday tarlalari, steplerden (986 m) toplanmistir (Resim 3.2).

Resim 3.2. V. stachydifolium var. stachydifolium’un habitat gériiniimii

Calismalarda igerigin standart olmasi icin tek bir popiilasyona ait bitki Ornekleri

kullanilmistir. Bitkiler toplandiktan sonra golgede kurutulmustur. Toplanan bitkiye ait arazi
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fotograflar1 Resim 3.3 ve 3.4’de verilmistir. Toplanan bitkilere ait kontrol 6rnekleri Gazi
Universitesi Herbaryumu'nda saklanmaktadir (Cizelge 3.1). Bitkilerin toprak iistii kistimlar:
Waring marka ticari pargalayici ile toz haline getirilmistir. Toz haline getirilmis bitkiler

kullanilmadan 6nce giines 1s181ina maruz kalmadan oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Resim 3.3. Hypericum pseudolaeve habitus goriiniimii (siyah ok sepal ve petal lizerindeki
sekresyon glandlarin1 géstermektedir)

Resim 3.4. V. stachydifolium var. stachydifolium’un habitus goriintimii
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Cizelge 3.1. Calisilan tiirlerin toplama ve lokasyon bilgileri

Taksonlar Toplanma Lokalite Toplayici

Tarihi Numarasi
Hypericum pseudolaeve  06.06.2017 38°36'21.44"N, BK1265
Robson 34°48'41.86"E — Ortahisar,

Nevsehir, Tiirkiye

Verbascum 10.07.2017 38°13'25.20"N, BK1268
stachydifolium Boiss. & 32°44'56.11"E —
Heldr. var. Cihanbeyli,Konya,
stachydifolium (Endemik) Tiirkiye

3.1.2. Cahisilan hiicre ve temini

Calismamizda yara iyilesmesi ¢aligmalarinda kullanilan L929 (ATCC® CCL-1™) fare
fibroblast hiicre hatt1 kullanildi ve hiicre hatt1 Sap Enstitiisiinden (Ankara) temin edilerek in

vitro deneylerde kullanilmustir.

3.1.3. Kimyasal bilesikler

YBSK i¢in kullanilan standartlar (hiperisin hari¢), TBA ve dimetilsiilfoksit (DMSO)
Sigma’dan; Hiperisin, Santa Cruz Biotechnology’den; Difenil-2pirilhidrazil (DPPH)
Aldrich’ten; Folin-Ciocalteu reaktifi, askorbik asit, sodyum karbonat, potasyum asetat,
aliminyum kloriir heksahidrat ve siilfiirik asit Merck’ten; metanol Atabay’den; sodyum
fosfat Riedel-de Haén'den; amonyum molibdat Fluka’dan; Hiicre Besiyeri (DMEM)
Gibco’dan; fetal bovin serumu (FBS), fosfat tamponlu salin (PBS), L-glutamin ve
penisilin/streptomisin (100 birim/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin) PAN Biotech’ten;
tripsin/EDTA Biological Industries’den; MTT Fisher Scientific'ten temin edilmistir. Ayrica
gRT-PCR ¢aligmalari i¢in kullanilan Kollajen 1 (Thermo 4331182 Tagman Gene Expression
Assays, 250 rxns COL1A1, Mm00801666 gl), FGF7 (Thermo 4331182 Tagman Gene
Expression Assays, 250 rxns FGF7, Mm00433291_m1), VEGF (Thermo 4331182 Tagman
Gene Expression Assays, 250 rxns VEGFa, Mm00437306_m1), TGFB1 (Thermo 4331182
Tagman Gene Expression Assays, 250 rxns TGFbl, Mm01178820 ml) ve GAPDH
(Thermo 4331182 Tagman Gene Expression Assays, 250 rxns GAPDH, Mm99999915 g1)
gen ekspresyon TagMan primer-prob kitleri Thermo’dan temin edilmistir. Ayrica qRT-PCR
icin kullanilan mastermiks (SensiFAST™ Probe No-ROX Kit- Catalog No: BIO_86005)
Bioline’dan temin edilmistir. ELISA ¢alismalar1 i¢in TGFb1 (Mouse TGF-beta 1 DuoSet
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ELISA DY1679_05), VEGF (Mouse VEGF DuoSet ELISA DY493 05), DuoSet ELISA
Ancillary Reagent Kit 1 (DY007) ve DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2 (DY008) R&D
Systems’den temin edilmistir. Kollajen (Mouse COL1(Collagen Type I) ELISA Kit, Catalog
No: E-EL-M0325) i¢in kit Elabscience’dan; FGF7 (ELISA Kit for Fibroblast Growth Factor
7 (FGF7), Catalog No: SEA636Mu) igin kit Cloud-Clone Corp.’dan temin edilmistir. RNA
izolasyonu igin kit (Thermo Scientific GeneJET RNA Purification Kit (#K0731 #0732))
Thermo’dan; cDNA eldesi kit (Hyperscript (First strant synthesis kit) Cat. No.: 601-005)

GeneAll’dan temin edilmistir.



3.2. Yontem
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Sekil 3.1. Tezde yapilacak ¢alismalarin sematik gosterimi
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3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi ve Ekstre Yiizde Verimliligi Hesaplamasi

H. pseudolaeve ve V. s. var. stachydifolium bitkilerinin ekstreleri hem maserasyon hem de
sokslet teknigi kullanilarak elde edilmistir. Maserasyon tekniginde 60 gr sokslet tekniginde
ise 20 gr ogitilmiis bitki materyali kullanilmistir. Coziicii olarak su ve methanol
kullanilmistir. Coziiciiler sokslet teknigi i¢in 150 ml maserasyon teknigi i¢in ise 600 ml

kullanilmastir.

Maserasyon teknigi i¢in 6giitiilmiis bitki materyali {i¢ kez metanol veya distile su ile oda
sicakliginda “Heidolph MR 3001, VELP ve SELECTA” markali manyetik karistiricilar
tizerinde masere edilmistir. Sokslet islemi i¢in distile su veya metanol ile Soxhlet aparati
kullanilarak ekstraksiyon islemi yapilmistir. Ekstraksiyon islemlerinden sonra Whatman
Grade No.1 marka filtre kagidi ile siizme islemi yapilmistir. Metanol “Heidolph-Rotar
VV2000” marka doner vakum evaporator ile 40 °C de buharlastirilmistir. Su ekstreleri ise
-20°C de dondurulmus ve sonra “Christ Gamma 2-16 LSC” marka liyofilizatorde

kurutulmustur. Bitki ekstreleri kurutulana kadar karanlikta ve 4°C de muhafaza edilmistir.

Islemlerin sonunda sekiz farkli ekstre elde edilmistir ve bu ekstreler tez boyunca su sekilde
kisaltmalar ile verilecektir: H. perforatum (H), maserasyon teknigi ile elde edilen methanol
ektresi (HMM), maserasyon teknigi ile elde edilen su ektresi (HSM), sokslet teknigi ile elde
edilen methanol ektresi (HMS), sokslet teknigi ile elde edilen su ektresi (HSS), V.
stachydifolium var. stachydifolium (V), maserasyon teknigi ile elde edilen metanol ektresi
(VMM), maserasyon teknigi ile elde edilen su ektresi (VSM), sokslet teknigi ile elde edilen
metanol ektresi (VMS), sokslet teknigi ile elde edilen su ektresi (VSS).

Bitkilerin su ve metanol ekstreleri hazirlandiktan sonra ¢6ziiciiler uzaklastirilmis ve %

verimlilikleri hesaplanmistir. Verimlilik formiilii olarak asagidaki formiil kullanilmistir.

Yiizde verimlilik (g/g) = (Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstre, g) / (Baslangicta dlgiilen
kuru bitki miktari, g) x 100



Resim 3.6. Soxhlet ekstraksiyon teknigi agamalari
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3.2.2. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir [101]. Kalibrasyon
grafikleri elde etmek i¢in referans bilesik olarak gallik asit kullanildi (10-100 pg/ml arasinda
10 farkli konsantrasyon kullanildi). Kisaca, 0.5 ml ekstre (1 mg / ml), 2.5 ml 1:10
seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi, 2 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (%7,5 ag/hac) ile
karistirlldt  ve 45°C'de 15 dakika bekletildi. Blank, standartlar ve numuneler
spektrofotometre kiivetlerine aktarildi ve 765 nm dalga boyunda (Perkin Elmer, Lambda 25)
UV/VIS spektrofotometresi kullanilarak okundu. Her bir 6rnek ti¢li olarak ol¢iilmiis ve
ortalama degerler kullanilmistir. Sonuglar mg/g gallik asit esdegeri (mg GAE/g) olarak

verilmistir.

3.2.3. Toplam Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

Toplam flavonoid madde miktar1 aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir
[102]. Kalibrasyon grafikleri elde etmek i¢in referans bilesik olarak gallik asit kullanildi (10-
80 pg/mL arasinda 8 farkli konsantrasyon kullanildi). Kisaca, 0.5 ml ekstre ¢ozeltileri (0,5
mg/ml), 0.1 ml %10 aliiminyum kloriir heksahidrat, 0.1 ml 1M potasyum asetat ve 2.8 ml
distile su karistirilip 40 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Blank, standartlar ve
numuneler spektrofotometre kiivetlerine aktarildi ve 415 nm dalga boyunda (Perkin Elmer,
Lambda 25) UV/VIS spektrofotometresi kullanilarak okundu. Her bir 6rnek ii¢lii olarak
Ol¢lilmiis ve ortalama degerler kullanilmistir. Sonuglar mg/g rutin esdegeri (mg ru/g) olarak

verilmistir.

3.2.4. Toplam Antioksidan Miktarimin Belirlenmesi

0.3 ml ekstre (1 mg / ml), 3 ml reaksiyon ¢ozeltisi (0.6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat
ve 4 mM amonyum molibdat) ile karistirildi. Reaksiyon ¢6zeltisi igeren tiipler 90 dk 95°C
de inkiibe edildi. Oda sicakligmna getirildikten sonra blank, standartlar ve numuneler
spektrofotometre kiivetlerine aktarildi ve 695 nm dalga boyunda (Perkin Elmer, Lambda 25)
UV/VIS spektrofotometresi kullanilarak okundu. Kalibrasyon grafikleri elde etmek i¢in
referans bilesik olarak askorbik asit kullanildi (3.9-500 pg/mL arasinda 2 kat seri diliisyonla

hazirlanmig 8 farkli konsantrasyon kullanilmistir). Her bir 6rnek iiglii olarak 6l¢lilmiis ve
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ortalama degerler kullanilmistir. Sonuglar mg/g askorbik asit esdegeri (mg aae/g) olarak

verilmistir) [103].

3.2.5. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Deneyi

Ekstreler 15.62, 31.25, 62.5, 125 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanmigtir. Her
konsantrasyonda hazirlanmig 3 ml ekstre 1 ml metanolle hazirlanmis 0,1 mM DPPH ¢6zeltisi
ile karistirilmistir. Tiipler oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra
517 nm dalga boyunda (Perkin Elmer, Lambda 25) UV/VIS spektrofotometresi kullanilarak
okunmustur. Negatif Kontrol i¢in ekstre icermeyen ¢6ziicii, pozitif Kontrol igin ise askorbik
asit kullanilmisgtir. Antioksidan kapasitenin etkisi, mor DPPH’nin renginin sari/agik-sartya
renk degisimi olarak gozlenmis olup kullanilan her ekstre i¢in % inhibisyon degerleri

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Inhibisyon (%) = ((Akontro— Ablank) = (Asmek — Ablank)) X 100 / (Akontrol — Ablank)

Burada, Axontrol, Negatif kontroliin absorbansidir (O.D.), Asmek, askorbik asit veya ekstre
numunelerinin absorbansidir (O.D.) ve Apiank, kor 6rneginin absorbansidir. ICsp degerlert,
sigmoidal egrilerin ¢izilmesinden sonra dort parametreli bir lojistik regresyon modeli
kullanilarak inhibisyon oranlari ile hesaplandi. Standart ve ekstreler ii¢ tekrar halinde

Olciilmiis ve hesaplamalar i¢in ortalama degerler kullanilmistir [37].

3.2.6. YBSK Analizi ve Miktar Tayini

Ekstrelerin kimyasal icerigi ters faz YBSK-Diode Array Dedektérii (YBSK-DAD/HPLC-
DAD) metodu ile analiz edilmistir. Referans bilesikler ise bitkilerde ikincil metabolitler
olarak yaygin olan fenoliklerden segilmistir. EKstre kromatogramlari ile standart alikonma
stirelerini eslestirerek sirasiyla V. stachydifolium ve H. pseudolaeve’nin ekstrelerinde 15 ve

17 farkli referans bilesik analiz edilmistir.

Kromatogramlar 8 farkli dalga boyunda kaydedilmistir ve referans maddelerin maksimum
absonsansina gore analizler 210, 260, 270, 320 ve 590 nm dalgaboylarinda kaydedilen

kromatogramlar ile yapilmistir. Her ne kadar standart bilesikler birden fazla dalga boyunda
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saptanabilse de analizler her bir standart i¢in maksimum absorpsiyonlu kromatogramlar
kullanilarak gergeklestirilmistir ve bu sekilde analizin kesinligi arttirilmigtir. Kersitrin ve 4-
hidroksibenzoik asit i¢in 260 nm’de; gallik asit i¢in 270 nm’de; katesin, epikatesin, vanilik
asit, siringik asit, rutin, kersetin, hiperozid, apijenin ve kemferol i¢in 210 nm’de; klorojenik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve sinapik asit i¢in 320 nm’de; hiperisin i¢in 590 nm’de
kaydedilen kromatogramlar kullanilmistir. YBSK analizi i¢in kullanilan ekstre
konsantrasyonu 1 mg/ml olarak belirlenmistir. Tiim standartlar ve ekstreler 0,45 pm
politetrafloroetilen (PFTE) membrandan siiziilmiis, i¢ tekrarli olarak 6l¢iilmiis ve ortalama

degerler verilmistir.

DAD dedektorliic YBSK (Agilent, 1220 Infinity) kullanilarak C18 kolonunda (Agilent
Poroshell 120 SB-C18, 2.7 um, 4,6 x 10 mm) kromatografik ayirma yapilmistir. Kolon
sicakligr 30 °C ye ayarlanip akis hiz1 0,8 ml/dak olarak belirlenmis ve 20 pl standart veya
ornekler kolona enjekte edilmistir. Ters faz ayrimi, mobil faz A (%0,1 TFA ile asitlenmis
distile su) ve B (%0,1 TFA ile asitlenmis asetonitril) i¢eren bir gradyan yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Gradyan su sekilde uygulanmistir: 0-1 dk %95 A; 2-30 dk A %95’ten
%50’ye; 31-35 dk A %50°den %5’e; 36-37 dk %5 A, 38-39 dk A %5’ten ile %95, 1 dk
%95 A.

Metot validasyon parametreleri olarak, her referans i¢in Eurachem Guide, 2. basima [104]
gore tespit limiti (LOD) ve kantitasyon limiti (LOQ) degerleri hesaplanmistir. EK olarak,
yontemin giin i¢i kesinligi bagil standart sapma yiizdesi (% RSD) olarak ifade edilmistir.

3.2.7. Hiicre Kiiltiirii

L929 (ATCC® CCL-1™) fare fibroblast hiicre hatt1 Sap Enstitiisiinden temin edildi ve in
vitro deneylerde kullanildi. Hiicre hattina Mycoplasma testi uygulanmis olup sonug negatif
cikmustir. Hiicreler, 25 cm? ve 75 cm? hiicre kiiltiir flasklarinda %10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin ve 4 mM L-glutaminli DMEM besiyerinde 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde
cogaltilmistir. Besiyerleri diizenli olarak her 2 giinde bir degistirilmistir. Hiicreler flasklari
%80-90 kaplayinca tripsin-EDTA ile 1:3 oraninda pasajlanmistir. Yapilan tiim deneylerde

4-6 pasaj araligindaki hiicreler kullanilmistir.
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3.2.8. In vitro Sitotoksite Testi

Sitotoksisite testi, yasayan hiicrelerin mitokondriyal rediiktaz aktivitesini Olgen ve
tetrazolium tabanli kolorimetrik bir yontem olan MTT testi ile belirlenmistir [102]. Hiicreler
flasklar1 %80-90 kaplayinca pasajlamis ve 10* hiicre/ml konsantrasyonundaki biiyiime
ortamindan her kuyucuga 200 pl 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmistir.
Besiyerinde bitki ekstreleri 31.25, 62.5 125, 250 ve 500 pg/ml konsantrasyonlarda
hazirlanmigtir. Hiicreler kuyucuklari en az %80 kaplayinca besiyeri ¢ekilmis ve 200 pl bitki
uygulanmistir. Negatif kontrol i¢in sadece (bitki ekstresi ¢oziiciisiine gore) su veya metanol
konulmustur. 18, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlardan sonra kuyucuklara 50 pl MTT
eklenmistir. Daha sonra tiim sdliisyonlar ¢ekilmis ve DMSO eklenmistir. Plateler 30 dk
karanlikta inkiibe edilmis ve daha sonra 570 nm’de Mikroplate Okuyucuda okunmustur
(Epoch™ Microplate Spectrophotometer, Biotek, Winooski, VT, USA). Deneyler 4 tekrarli

sekilde yapilmis ve daha sonra ortalama degerler verilmistir.

3.2.9. In vitro Hiicre Cizik Testi (“Cell Scratch Assay”) Yara Iyilesme Modeli

1929 fare fibroblast hiicrelerinin go¢ kabiliyeti hiicre ¢izik testi yara iyilesme modeli ile
degerlendirilmistir. Hiicreler, 2x10* hiicre/ml konsantrasyonunda %10 FBS, %] penisilin-
streptomisin ve 4 mM L-glutamin eklenmis 300 ul DMEM ortaminda 48 kuyucuklu doku
kiiltiir kaplarina ekilmis ve tek tabaka halinde kaplayincaya kadar bekletilmistir. Sekiz bitki
ekstresinin tamamu, besiyerinde 62 pg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Daha sonra steril
200 pl pipet ucu ile tek tabakali hiicrelere dogrusal bir yara olusturulmustur. Cizme islemi
yapildiktan sonra herhangi bir kalinti kalmamasi acisindan PBS ile yikama islemi
yapilmistir. Bu islemden sonra bitki ekstrelerini iceren besiyerinden 300 pl uygulanmis ve
%5 CO02’li inkiibatdrde 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Negatif kontrol kuyucuklarina,
bitki igermeyen ¢dziicli (metanol veya su) ilave edilmistir. Hiicrelerin ilk etapta ¢izme
isleminden hemen sonra ters mikroskop ile fotograflar1 ¢ekilmistir. Bu fotograf 0 (baslangic)
fotografi olarak degerlendirilmistir. Ayni sekilde gerekli hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in

24 saat sonra da dijital olarak fotograflanmistir [105].

Cizilen kisim arasinda kalan ImageJ yazilimi kullanilarak fotograf isleme islemi ile

olctilmiistiir. Oncelikle hiicrelerin kenarlar1 kontiirlenmistir ve daha sonra aradaki alan
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piksellere dayali olarak hesaplanmigtir. Ayni kuyucuktan alinan ii¢ fotografin ortalama
degerleri her tekrar kuyucuk icin kullanilmistir. Hiicrelerin olusan boslugu kapatma orani

ise asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Yara kapatma orani= [(Alang—Alantzs) / Alang] x 100
Burada Alany baslangigta ¢ekilen fotografin dl¢lilmiis alani, Alans 24’lincii saatte alinan
fotografin alanidir. Deney ii¢ tekrar halinde (her kuyucukta da farkli bolgelerden ii¢ farkl

tekrar) yapilmis ve ortalama degerler sunulmustur.

3.2.10. RNA izolasyonu

Tim gen ifade deneylerinde kullanilacak ornekler icin daha Onceden 62 pg/ml
konsantrasyonunda bitki ekstreleri (HSM ve VSM) hiicrelere 24 saat T25 flasklarda
uygulanmistir. Uygulama her bir ekstre ve negatif kontrol grubu i¢in 3 ayr1 flaskta

yapilmigtir

RNA izolasyonu “Thermo Scientific GeneJET RNA Purification Kit (#K0731 #0732)” ile

protokole uygun olarak gerceklestirilmistir.

Hiicreler soguk PBS ile yikanmis ve yine soguk olan PBS ile kazinmistir. Dogrudan her bir
ornege 600 pl lizis tamponu ardindan 360 pl etanol eklenmistir. Lizatlarin 700 pl’si tiipli
kolonlara aktarilmis ve 1 dk 12000 x g’de santrifiij edilmistir. Bu adim lizatin tamami kolona
gelene kadar tekrarlanmistir. Toplama kismi atilmis ve 2 ml toplama tiipii takilmistir.
Ardindan 700 pl yikama tamponu 1’den eklenmis ve 1 dk 12000 x g’de santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiinde biriken sivi uzaklastirilip tekrar ayni yerine takilmigtir. 250 pl yikama
tamponu 2’den eklenmis ve 2 dk 12000 X g’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipii atilmis ve
1,5 ml’lik yeni tiip takilmistir. Membranin ortasina 100 ul niikkleaz bulundurmayan su
eklenmis ve 1 dk 12000 x g’de santrifiij edilmistir. 50 pl daha su eklenip bu adim
tekrarlanmigtir. Bu sekilde tim RNA’nin membrandan akitilmasi saglanmistir. RNA
ornekleri miktarlar1 ve saflik dereceleri belirlendikten sonra -80 derecede muhafaza

edilmistir.
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RNA miktari

Izole edilen RNA’larin miktar ve saflik derecelerinin belirlenmesi Nanodrop (UV/VIS
Spektrofotometre) cihazinda (Thermo Scientific NanoDrop 1000 marka) absorbanslarinin
Olgiilmesi ile gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA’nin safligin1 kontrol etmek igin 260 ve
280 nm’deki absorbanslarinin oranina bakilmaktadir. 260/280 absorbans degeri 1,8 ile 2,1
arasinda olmalidir. 260/280 absorbans degerinin 1,8’in altinda veya 2,1’in tizerinde olmasi
kontaminasyonu isaret etmektedir. Caligmamizda 1,8-2,1 aralifinda derisime sahip RNA
ornekleri ile deneyler yapilmistir. Ayrica 260/230 orani da kontrol edilmistir. RNA miktar

hesaplamasi i¢in 230 nm dalgaboyunda 6l¢iim yapilmistir.

3.2.11. RNA orneklerinden cDNA sentezi (Reverse transcription (RT) reaksiyonu)

cDNA eldesi “Hyperscript (First strant synthesis kit) Cat. No.: 601-005" ile protokole uygun

olarak gerceklestirilmistir.

RNA orneklerinin hazirlanmasi i¢in igeriklerinde 500 ng poly(A) RNA olacak sekilde tiipler
hazirlanmistir. Hazirlanmig olan 12 pul RNA kalibi tizerine 1 pl oligodT ve 1 pl dNTPs
eklenmistir. 65 derecede 5 dk bekletilmis ve daha sonra 1 dk buz iizerine alinmistir. Daha
sonra sirastyla 2 pl 10x RNase reaksiyon tamponu, 2 ul 0,1 M DTT, 1 ul Hyperscript™
Reverse Transkriptase ve 1 ul ZymeAll™ RNase inhibitor eklenmistir. Karigtirilip ve 42-60
derecede 30-50 dk bekletilmistir. 85 derecede de 5 dk bekletildikten sonra buz iizerine

almmustir ve bu sekilde cDNA elde edilmistir. Ornekler -80 derecede muhafaza edilmistir.

3.2.12. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR (QRT-PCR)

CDNA’nin kalip olarak kullanildigi qRT-PCR amplifikasyon reaksiyonu, TagMan primer-
prob kiti kullanilarak ireticinin talimatlarina gore kurulmus ve ger¢ek zamanli PCR
cihazinda reaksiyon gerceklestirilmistir (Bioneer, Exicycler 96). Kullanilan PCR doéngii
kosullar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir. Ekspresyon diizeyi normalizayonu i¢in GAPDH geni

kullanilmis olup 224 yontemi ile normalize transkript seviyesi hesaplanmustir.
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Cizelge 3.2. gqRT-PCR reaksiyonu kosullari

Dongii | Sicaklik | Zaman @ Asama

1 95° 2 dk Polimeraz aktivasyonu
40 95° 10 sn Denatiirasyon
60° 50 sn Baglanma/Uzama

3.2.13. ELISA yontemi ile protein seviyelerinin belirlenmesi

Tim ELISA deneylerinde kullanilacak 6rnekler i¢in daha dnceden T25 flasklarda 62 pg/ml
konsantrasyonunda bitki ekstreleri (HSM ve VSM) uygulanmis olan hiicre kiiltiir
flasklarmin 24 saat sonraki besiyerleri kullanilmigtir. Uygulama her bir ekstre ve negatif

kontrol grubu i¢in 3 ayr flaskta yapilmistir.

VEGF

VEGF protein miktari analizi “Duoset ELISA-Mouse VEGF- Katalog No: DY493-05 (R&D
system)” ile protokole uygun olarak gergeklestirilmistir (Bu kite ek olarak ayn1 markanin

“Ancillary Reagent Kit 2” kiti kullanilmistir).

Protokole uygun olarak diliie edilmis plate kaplama tamponu her bir kuyucuga 100’er pl
koyulmustur. Daha sonra plate {izeri kapatilip gece boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra
her kuyucuk 400 pl yikama tamponu ile yikanip (X5) temiz kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Her kuyucuga 300 pl Reagent Diluent 2 konulmus oda sicakliginda
minimum 1 saat bekletilmistir. Yikama tekrarlanmistir (X5). Standartlar ise 15,625; 31,25;
62,5; 125; 250; 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda 6rnekler hazirlanmistir. Ornek ve
standartlardan 100’er ul kuyucuklara eklenip 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan
yikama basamagi tekrarlanmis (X5) ve 100’er pl Detection Antibody eklenmis ve 2 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Yikama islemi tekrarlanmistir (X5). Ardindan seyreltilmis 100’er
ul Streptavidin HRP kuyucuklara yiiklenmistir. Tekrar yikama islemi yapilir (X5). Ardindan
her kuyucuga 100’er ul substrate solution koyulmus ve 20 dk karanlikta oda sicakliginda
bekletilmistir. Bunun {izerine 50’ser pl durdurma ¢6zeltisi konur ve hafifge karistirilip 450
nm (ve referans dalgaboyu olarak 570 nm)’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede

Olciiliir (Perkin Elmer, Victor3).
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TGF-B1

TGF-B1 protein miktar1 analizi “Duoset ELISA-Mouse TGFB1- Katalog No: DY1679 05
(R&D system)” ile protokole uygun olarak gerceklestirilmistir (Bu kite ek olarak ayni
markanin “Ancillary Reagent Kit 1” kiti kullanilmustir).

Protokole uygun olarak seyreltilmis plate kaplama tamponu her bir kuyucuga 100’er pl
koyulmustur. Daha sonra plate iizeri kapatilip gece boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra
her kuyucuk 400 pl yikama tamponu ile yikanip (X5) temiz kurutma kagitlarinda
kurutulmustur. Her kuyucuga 300 pl Reagent Diluent 3 konulmus oda sicakliginda
minimum 1 saat bekletilmistir. Yikama tekrarlanmistir (X5). Ornekler i¢in daha 6nceden 62
pg/ml konsantrasyonunda bitki HSM ve VSM uygulanmuis hiicre kiiltiir flasklarinin 24 saat
uygulamasindan sonraki besiyerleri kullanilmigtir. Standartlar ise 15,625; 31,25; 62,5; 125;
250; 500 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarida drnekler hazirlanmistir. Ornekler icin kit
prosediiriine uygun olarak aktivasyon islemi yapilmistir. Ornek ve standartlardan 100’er pl
kuyucuklara eklenip 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan yikama basamagi
tekrarlanmig (x5) ve 100°er pul Detection Antibody eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Yikama islemi tekrarlanmistir (x5). Ardindan seyreltilmis 100’er ul
Streptavidin HRP kuyucuklara yiiklenmistir. Tekrar yikama islemi yapilir (X5). Ardindan
her kuyucuga 100’er pl substrate solution konulur 20 dk karanlikta oda sicakliginda
bekletilir. Bunun tizerine 50’ser pul durdurma ¢ozeltisi konur ve hafifge karistirilip 450 nm
(ve referans dalgaboyu olarak 570 nm)’de mikroplaka okuyuculu spektrofotometrede

ol¢iiliir (Perkin Elmer, Victor3).

Kollajen 1

Kollajen protein miktar1 analizi “Mouse Coll (Collagen Type 1) Elisa Kit, Katalog No:
E_EL_MO0325 (Elabscience)” ile protokole uygun olarak gerceklestirilmistir.

Bu kit icinde plate hazir kaplanmis olarak gelir ve oOncelikle standart ve Ornekler her
kuyucuga 100’er pl konur. 37°°de 90 dakika bekletilir. Daha sonra kuyucuklardan sivilar
cekilir, yikanmadan 100’er pl Detection Antibody konulur ve plate kapatilip 37°’de 1 saat
inkiibe edilir. Ardindan 350 pl yikama tamponu ile yikanir (X5). Her kuyucuga 100’er pl
Streptividin HRP eklenir ve 37°’de 30 dakika bekletilir. Yikama islemi tekrarlanip (x5), 90
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ul Substrate Reagent eklenip 15 dakika 37°’de karanlikta bekletilir. En son Stop Solution
eklenip 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile 6lgiilmiistiir (Perkin Elmer, Victor3)

FGF7

FGF7 protein miktar1 analizi “Elisa Assay Kit, FGF7, Mouse, Katalog No: SEA636Mu
(Cloud-Clone Corp.)” ile protokole uygun olarak gergeklestirilmistir.

Kit igerisinde kaplanmis plate bulunmaktadir. Tim ¢ozelti, O6rnek ve standartlar
hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 100 pl standart ve 6rneklerden konulup 1 saat 37°°de
bekletilmistir. Sivi ¢ekilmis ve 100’er ul Detection Antibody A konulmus ve 1 saat 37
derecede bekletildikten sonra yikama igslemi yapilmistir (x3). Ardindan 100’er pl Detection
Antibody B eklenmis ve 30 dakika 37°°de bekletilmistir. Yikama islemi yapilmistir (x5). 90
ul Substrate Solution eklenmis ve 20 dakika 37°’de bekletildikten sonra 50 ul Stop Solution
konulmus ve hemen 450 nm’de mikroplaka okuyucu ile Olgiilmiistiir (Perkin Elmer,

Victor3).

3.2.14. istatistik analizler

Tiim sonuglar en az {i¢ tekrar ile elde edilmis ve sonuglar ortalama (+standart sapma ile)
olarak verilmistir. Varyans homojenligi Levene testi ile belirlenmistir. Gruplar arasindaki
istatistiksel anlamlilik, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve bunu takiben post-hoc
karsilastirmasi igin Tukey ve Tamhane testi ile belirlenmistir. P <0.05 ise ortalama degerler

istatistiksel olarak farkli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Ekstre Yiizde Verimliligi, Toplam Fenolik ve Flavonoid Icerigi

Ekstre verimi hesaplanmis olup yiizde verimlilik olarak verilmistir (Cizelge 4.1). Ekstrelerin
verimlilik agisindan karsilastirilmast durumunda, maserasyon ile elde edilen ekstrelerin
veriminin, sokslet teknigiyle elde edilen ekstrelerden 6nemli 6lgiide daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Coziiciiler karsilastirildiginda ise metanol ekstrelerinin su ekstrelerinden daha

iyi verim gostermistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Toplam ekstre ve ekstre verimliligi

Ekstreler Ekstraksiyon oncesi ~ Ekstraksiyon sonrasi Ekstre
kuru bitki (g) ekstre (g) verimliligi (%)

HMS 20 5,89 29,45
HMM 60 24,05 40,08
HSS 20 2,22 11,10
HSM 60 10,25 17,08
VMS 20 4,42 22,10
VMM 60 19,44 32,40
VSS 20 2,34 11,70
VSM 60 13,60 22,66

H. pseudolaeve ve V. stachydifolium ekstrelerinin hesaplanan toplam fenolik ve flavonoid
icerikleri Cizelge 4.2’de gosterilmektedir ve Sekil 4.1. ve 4.2.°de ise grafik olarak
gosterilmektedir. Sonuglar, toplam fenolik i¢erigin HMS’de 177,21 mg GAE/g ile en yiiksek
oldugunu gostermekte; ardindan 127,50 mg GAE/g ile HMM, 123,48 mg GAE/g ile HSS,
123,03 mg GAE/g ile HSM gelmektedir. Benzer sekilde, toplam flavonoid igerigi HMS’de
123,40 mg RUE/g ile en yiiksek, ardindan 114,20 mg RUE/g ile HMM, 44,32 RUE/g ile
HSS, 21,79 RUE/g ile HSM gelmektedir. V. stachydifolium ekstrelerinde, VMM?’nin toplam
fenolik icerigi 104,45 mg GAE/g ile en yiiksek, ardindan 77,79 mg GAE/g ile VMS ve 63,35
mg GAE/g ile VSM ve 41,41 mg GAE/g ile VSS gelmektedir. Toplam flavonoid igerigi
bakimindan, en yiiksek miktar 52,65 mg RU/g olan VMS, ardindan 42,08 mg RU/g olan
VMM ile belirlenmistir. VSS ve VSM’de sirasiyla 19,55 ve 13,22 mg RU/g toplam

flavonoid icerdigi bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Toplam fenolik ve flavonoid igerigi

Ekstreler Toplam Fenolik igerigi Toplam Flavonoid Icerigi
(mg/g GAE) (mg/g RUE)

HMS 177,21 + 1,482 123,40 £ 2,612

HMM 127,50 + 0,48 114,2 + 0,45°

HSS 123,48 + 0,29¢ 4432 +1,10°

HSM 123,03 + 1,95° 21,79 + 0,174

VMS 77,79 + 0,294 52,65 + 0,86°

VMM 104,45 + 0,78° 42,08 + 0,94°

VSS 41,41+ 1,87 19,55 + 0,00°

VSM 63,35 + 1,409 13,22 £ 0,77

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi + standart sapma seklinde verilmistir.
Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlidir (p <0.05).

Fenolik Madde Miktari Hesaplanmasi i¢in Kalibrasyon Egrisi
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4.2. Antioksidan Aktivitesi

H. pseudolaeve ve V. stachydifolium’un antioksidan aktivitesi, iki farkli yontem, DPPH
serbest radikal siipiirme ve fosfomolibden (phosphomolybdenum) deneyi kullanilarak
degerlendirilmistir. Kuru agirligin g cinsinden mg askorbik asit esdegeri olarak ifade edilen
toplam antioksidan kapasiteye (fosfomolibden deneyi) iliskin olarak, degerler H.
pseudolaeve’de 243.91-318.67 ve V. stachydifolium igin ise 119.27 ile 215.46 arasindadir
(Cizelge 4.3, Sekil 4.3). H. pseudolaeve ekstrelerinin DPPH testi igin hesaplanan ICsg
degerlerinin 13,04 ila 14,68 pg/ml arasinda, V. stachydifolium igin ise 31.08-113.83 ug/ml
arasinda degismekte oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.3). DPPH deneyinde ICso hesaplamasi
icin kullanilan doz-cevap egrilerine ait goriintiiler Sekil 4.4’te, degerlerin bar grafigi

seklinde gosterimi ise Sekil 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.3. Ekstrelerin toplam antioksidan kapasite ve DPPH serbest radikal siipiirme

aktivitesi
Ekstreler Toplam Antioksidan DPPH Siipiiriicii
Kapasitesi Aktivitesi
(mg/g AAE) (ICso degerleri, ug/ml)

HMS 290,70 + 1,032 14,32 +£ 0,13
HMM 318,67 + 0,00° 14,68 +0,07°
HSS 247,84 +0,41° 13,04 + 0,03¢
HSM 243,91 + 0,419 13,29 £ 0,10°
VMS 215,46+ 0,61° 31,410,124
VMM 212,36 + 0,89f 31,08 +0,07¢
VSS 175,82 + 0,719 85,80+ 0,10F
VSM 119,27 £ 0,41" 113,83 £0,118
Askorbik asit - 1,49 +£0,01"

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi + standart sapma seklinde verilmistir.

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p <0.05).
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Toplam Antioksidan Kapasite Hesabi icin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 4.5. DPPH siipiiriicii etki 1Cso degerlerini gosteren grafik

4.3. YBSK (HPLC) Analizi ve Miktar Belirlenmesi

Bu ¢alismada, Tirkiye'de yetisen H. pseudolaeve ve V. stachydifolium var. stachydifolium
tiirleri sirasiyla 17 ve 15 farkli sekonder metabolit (6zellikle fenolikler) i¢in analiz edilmistir.
Dogrusal kalibrasyon egrilerinin belirleme katsayis1 (R?) degerleri, LOD, LOQ ve ydntemin
kesinligi kabul edilebilir degerlerde hesaplanmistir (Cizelge 4.4). Miktar tayini yapilan tiim
sekonder bilesiklere ait elde edilen sonuglar mg/g DW (kuru agirlik) olarak Cizelge 4.5’te
verilmistir. Tanimlanan bilesikleri gosteren temsili kromatogramlar ise Sekil 4.6 ve 4.7°de

verilmistir.

YBSK analizine gore, H. pseudolavae ekstrelerinde apijenin hari¢ kullanilan tiim referans
bilesikler ve en yiiksek konsantrasyonuyla epikatesin tanimlanmistir. Eser miktarda 4-
hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve sinapik asit tespit edilmistir. Kemferol yalnizca disiik
konsantrasyon ile metanol sokslet ekstresinde tespit edilmistir. Epikatesin, tiim ekstrelerde
14.46-21.35 mg/g DW miktar1 olan ana bilesiklerden biri olarak tespit edilmistir. Ana
bilesiklerden olan hiperozidin miktart H. pseudolavae ekstrelerinde 0.49 ile 9.28 mg/g DW
arasinda degismistir. Ekstrede belirgin seviyede bulunan kersetin ve kersitrin miktart 2.46-

5.44 ve 5.55-9.21 mg/g DW arasinda degismistir. Gallik asit, diger bilesiklere kiyasla
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nispeten daha yiiksek miktarda tespit edilmistir. Hiperisin ise sadece metanol ekstrelerinde

eser miktarda tespit edilmistir.

V. stachydifolium var. stachydifolium ekstrelerinde biitiin referans bilesikler (Hiperisin ve
Hiperozid hari¢) tanimlanmustir, ancak klorojenik asit, vanillik asit, epikatesin, p-kumarik
asit, sinapik asit, apijenin ve kemferol H. pseudolaeve’ye kiyasla ¢ok kii¢iik miktarlarda
tespit edilmistir. Gallik asit ve kersetin 7.71-7.78 ve 2.90-3.64 mg/g DW ile en yiiksek

miktarda tespit edilen bilesikler arasindadir.

Cizelge 4.4. Analiz edilen referans bilesikler icin YBSK (HPLC) yontemi dogrulama
parametreleri. LOD ve LOQ, ana metinde belirtildigi sekilde hesaplandi, giin
ici hassasiyet referans bilesiklerin 3,9 pg/ml konsantrasyonu kullanilarak
hesapland1. LOD: tespit limiti, LOQ: kantitasyon limiti, R: regresyon modelini
belirleme katsayisi, RSD: goreceli standart sapma

LOD LOQ R? Hassasiyet

(RSD%)
Gallik Asit 0,008 0,02 0,998 4,60
4-hidroksibenzoik asit 0,08 0,29 0,999 0,96
(+)-Katesin 0,04 0,14 0,997 4,09
Klorojenik Asit 0,005 0,01 0,998 1,48
Vanilik Asit 0,28 0,93 0,999 9,12
Kafeik Asit 0,08 0,28 0,998 0,29
Siringik Asit 0,14 0,49 0,999 3,74
(-)-Epikatesin 0,11 0,39 0,999 1,57
p-Kumarik Asit 0,06 0,22 0,997 4,99
Rutin 0,35 1,17 0,999 8,94
Sinapik Asit 0,15 0,51 0,999 3,23
Hiperozit 0,23 0,77 0,997 4,06
Kersitrin 0,10 0,35 0,994 0,85
Kersetin 0,46 1,54 0,980 0,59
Apijenin 0,05 0,19 0,993 2,25
Kemferol 0,08 0,27 0,998 0,34

Hiperisin 2,49 8,30 0,977 1,02
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Cizelge 4.5. H. perforatum ve V. stachydifolium’un sekonder metabolit igeriginin mg/g DW

cinsinden ortalama degerleri, analiz edilen referans bilesiklere dayanarak her
referans Ol¢iimii icin LOD/LOQ degerleri ile karsilastirilmasi. Ry: standardin
alikonma zamani, LOD: tespit limiti, LOQ: kantitasyon limiti, N/A: bu numune
icin gegerli degil

Rt HMS HMM HSS HSM VMS VMM VSS VSM  LOD/LO

(min) Q

Gallik Asit 2,57 7,79+0, 7,730, 7,870, 8,000, 7,78+0, — 7,750, 7,71£0.  0,008/0,
01 02 00 04 00 02 01 02

4- 7,37 + 0,100, + 0,160, 0,60+0, 0,530, 0,35+0, 1,030, 0,08/0,2
hidroksiben 04* 05* 00* 05 12 01 9

zoik asit

(+)-Katesin 8,13 1,48+0, 1,36+0, 1,85+0, 147+0, 0,670, 0,74+0, 0,68+0, — 0,04/0,1
29 09 32 26 03 17 05 4

Klorojenik 8,51 2,830, 3,02+0, 4,25+0, 4,84+0, 1,09+0, 0,92+0, — — 0,005/0,
Asit 03 01 07 27 00 00 01

Vanilik 8,87 + 0,37+0, + + 0,55+0, 0,54+0, 0,66+0, 1,170, 0,28/0,9
Asit 06* 29* 24* 32* 56 3

Kafeik Asit 9,21 0,77+0. 0,71+0, 0,82+0, 1,33+0, 0,77+0, 0,770, 0,760, 1,08+0, 0,08/0,2
02 00 05 11 03 00 05 34 8

Siringik 9,65 1,05+0, 1,00+0, 191+0, 1,390, 1,33+0, 1,650, 1,56+0, 1,12+0, 0,14/0,4
Asit 13 01 04 14 01 21 12 09 9

(-)- 10,04 14,79+ 1449+ 1446+ 21,35+ + + + + 0,11/0,3
Epikatesin 0,16 0,08 0,07 0,07 9

p-Kumarik 11,77 3,37£0, 2,60+0, 0,95+0, 0,080, 0,37+0, 0,49+0, 0,44+0, 1,11+0, 0,06/0,2
Asit 02 01 04 07* 07 17 07 05 2

Rutin 13,07 1,72+0, 2,04+0, 1,750, 1,53+0, 3,59+1, 3,150, 2,030, 1,90+0, 0,35/1,1
11 15 02 05 34 57 12 02 7

Sinapik 13,24 0,530, 0,44+0, 0,260, — 1,42+0, 1,28+0, 0,62+0, 0,25+0, 0,15/0,5
Asit 03 00* 01* 62 53 25 00* 1

Hiperozid 13,42 9,28+0, 8,27+0, 3,760, 0,49+0, N/A N/A N/A N/A 0,23/0,7
04 04 03 10* 7

Kersitrin 15,13 5,750, 8,07+0, 5,550, 9,21+0, 2,03+0, 1,98+0, 1,53+0, 1,65+0, 0,10/0,3
62 71 21 50 76 73 37 28 5

Kersetin 19,23 5,44+0, 4,760, 3,81+0, 2,460, 3,64+0, 3,47+0, 3,24+0, 2,90+0, 0,46/1,5
39 99 08 10 13 08 03 10 4

Apijenin 21,90 — — — — + + + + 0,05/0,1
9

Kemferol 22,40 0,28+0, — — — 1,12+0, 0,78+0, — — 0,08/0,2
01 36 02 7

Hiperisin 33,59 + + — — N/A N/A N/A N/A 2,49/8,3
0

Degerler, ii¢ tekrarin ortalamasi olup =+ standart sapma ile birlikte verilmistir.
+: pik tespit edildi ancak hesaplanan miktar LOD degerine esit veya daha kiiglik; *:
hesaplanan miktar degeri > LOD, <LOQ oldugunu belirtir.
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Sekil 4.6. YBSK analizi sonras1 H. pseudolaeve’ye ait temsili kromatogramlar A. 210 nm,

Sekil 4.7. YBSK analizi sonras1 V. stachydifolium var. stachydifolium’a ait temsili
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4.4. In vitro Sitotoksisite ve Hiicre Cizik Testi Bulgular:

VMM hari¢ ekstrelerin higbiri, fare fibroblast hiicrelerinde, 18 ve 24 saatte en yiiksek
konsantrasyonlarda (250 ve 500 ug/ml) belirgin derecede sitotoksisite gostermemistir. V.
stachydifolium var. stachydifolium’un metanol ekstresi 500 pg/ml°’de hiicre canliligini
onemli Ol¢lide azaltmistir, 250 pg/ml konsantrasyonda ise hiicre canlilifint bir olgiide
azaltmis ancak yine de Onemli sitotoksisite gostermemistir. VMM disindaki tiim ekstre
uygulamalarinda hiicre canliligi %50 seviyesine ulagsmadigi icin, diger bir ifade ile
inhibisyon %50°den az oldugu i¢in ICso degerleri hesaplanmadi ve bunun yerine en yiiksek
iki konsantrasyonun (250 ve 500 pg/ml) % hiicre canliligi degerleri karsilastirmasi tablo
seklinde Cizelge 4.6’da verilmistir. Tiim konsantrasyonlarin hiicre yasayabilirlik yiizdeleri
cubuk grafik olarak da gosterilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Ekstreler, en yiiksek
konsantrasyonlarda 48 saatte diisikk Sseviyede sitotoksisite gostermistir. Ekstreler ve
ekstraksiyon yontemleri arasinda, 500 pg/ml’de sitotoksisite gosteren VMM harig¢, énemli

bir fark gbzlenmemistir.

Cizelge 4.6. En yiiksek ekstre konsantrasyonlari uygulamasindan sonra MTT testi ile elde
edilen hiicre yasayabilirlik ytizdeleri (250 ve 500 pg/ml)

250 pg/ml 500 pg/ml

Ekstreler 18 saat 24 saat 48 saat 18 saat 24 saat 48 saat
HMS %99,2 %91,9 %81,6 %94,9 %79,6 %78,0
HMM %93,3 %92,5 %78,7 %91,2 %87,2 %78,6
HSS %95,5 %90,5 %81,5 %97,2 %91,8 %79,7
HSM %109,5 %93,1 %86,6 %112,1 %91,9 %83,9
VMS %97,4 %94,5 %84,3 %96,5 %93,8 %72,5
VMM %94,3 %94,4 %88,3 %14,4 %8,2 %6,9

VSS %115,4 %88,8 %78,3 %103,3 %88,7 %77,7

VSM %97,1 %94,2 %79,1 %95,9 %91,5 %49,6
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Sekil 4.8. L929 fare fibroblast hiicreleri tizerinde H. pseudolaeve ekstrelerinin sitotoksisitesi
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Sekil 4.9. 1929 fare fibroblast hiicreleri tizerinde V. stachydifolium var. stachydifolium
ekstrelerinin sitotoksisitesi
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Bu ¢alismada, bitki ekstrelerinin yara iyilestirme potansiyelini test etmek ve karsilastirma
yapmak i¢in in vitro hiicre ¢izik testi kullanilmistir. Hesaplanan alan kapanma yiizdeleri ile
ekstrelerin aktiviteleri karsilastirilmistir. Sonuglarimiz HSM (%76,7), HSS (%68,4) ve
VSM'nin (%60,4) negatif kontrole kiyasla fibroblast go¢iinii onemli 6lgiide arttirdigini (p
<0,05) gostermektedir (Sekil 4.10). Bununla birlikte, diger oOziitlerin daha yiiksek
konsantrasyonlarda daha etkili olmasi da miimkiindiir. Sekil 4.11°deki temsili goriintiiler,
fibroblast gogiindeki artis1 ve kapanmayi agikca gostermektedir. Elde ettigimiz verilerle
yapilan kapanma yiizdesi hesaplamalari mikroskop goriintiileri ile de uyumludur. Bu testin
sonucuna goére H. pseudolaeve’nin in vitro yara iyilestirici aktivitesi, V. stachydifolium var.
stachydifolium taksonundan daha iyi olarak goziikmektedir. Ayrica, kapama oranlart sulu

maserasyon ekstrelerinde daha yiiksek gozlenmistir.

Hiicre Cizik Testi (Scracth Assay) Kapatma Yiizdelerini Gosteren Grafik
90

80

70

76,7
68,4
52,7 60,4
60
. 423 47,6 45,1
37,0 43,3
w I I I
30
20
0
HMS HMM HSS HSM VMS VMM VSS VSM

% kapatma degerleri

0
Kontrol

Sekil 4.10. Hiicre ¢izik deneyinde H. pseudolaeve ve V. stachydifolium var. stachydifolium
(62 pg/ml) ekstrelerinin fare dermal fibroblast (L929) gbgii tizerindeki yiizdelik
kapanma degerlerini gosteren grafik. Sonuclar HSM, HSS ve VSM’nin negatif
kontrole kiyasla fibroblast gociinii anlamli derecede arttirdigini (p <0.05)
gostermistir
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Sekil 4.11. Hiicre ¢izik testi deneyinde H. pseudolaeve ve V. stachydifolium var.
stachydifolium’un (62 pg/ml) fare dermal fibroblast (L929) gocii tizerindeki
etkisini gosteren temsili goriintii. Biiyiitme (4x).

4.5. qRT-PCR ile Belirlenen RNA Seviyesinde Gen ifadeleri

RNA izolasyonu

T25 flasklardan kazinan hiicrelerden elde edilen total RNA miktarlar1 ve 260/280 oranlari
Cizelge 4. 7°de verilmistir. Total RNA miktarlar1 kontrol grubunda 64,1-111,7; HSM
grubunda 65,2-100 ve VSM grubunda ise 91,1-128,2 ng/ul arasinda degismistir.

Cizelge 4.7. Total RNA miktarlarini ve 260/280 oranlarini gosteren tablo.

Ornekler ng/ul 260/280
Kontrol-1 64,1 2,1
Kontrol-2 109,6 2,1
Kontrol-3 111,7 2,1
HSM-1 65,2 2,1
HSM-2 76,9 2,1
HSM-3 100 2,1
VSM-1 97,3 2,1
VSM-2 91,1 2,0

VSM-3 128,2 2,1
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L929 hiicrelerine 62 pl HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis ve uygulanan hiicrelerde
mRNA diizeylerine “TaqMan assay” ile bakilmistir. EXicycler analiz yazilimindan (Bioneer)
elde edilen Ct degerleri kullanilarak degerler GAPDH ile normalize edilmis ve 244t yéntemi
ile normalize degerler hesaplanmistir. Kat artisinin daha net bir sekilde goriilebilmesi igin
kontrol ifade degeri 1 olarak sabitlenmis ve uygulama ornekleri buna gdre oranlanmuistir.
Kollajen geni i¢in gen ifade diizeyi kat degisiminin HSM ve VSM ekstrelerinde kontrole
gore neredeyse birbirine esit ve yaklasik 2 kat artis olarak ifade edildigi gortilmiistiir (Sekil
4. 12). FGF7 geni mRNA seviyesi kontrole gore HSM ve VSM ekstrelerinde sirasiyla 3,8
ve 4,8 kat artis gostermistir (Sekil 4. 13). TGF-B1 geni i¢in hesaplanan gen ifade diizeyi kat
degisimi HSM ve VSM ekstrelerinde sirasiyla 47,9 ve 2,1 olarak hesaplanmis (Sekil 4. 14).
VEGF geni i¢in gen ifade diizeyi kat degisiminin HSM ve VSM ekstrelerinde sirasiyla 3,6
ve 1,9 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4. 15). Analiz edilen genlerin mRNA seviyesinde 6l¢iilen
ifadeleri belirli derecelerde artig gdstermekle birlikte, en fazla géze carpan HSM uygulamasi

ile 56,9 kat artis gosteren TGF-1 olmustur.

Kollajen

25

2,20

15

0,5

Gen ifade Seviyesi Kat Degisimi
=
o
o

Kontrol HSM VSM

Sekil 4.12. 62 pg/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis 1929 hiicrelerinde Kollajen
geni mRNA diizeyi
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Sekil 4.13. 62 ug/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmig L929 hiicrelerinde FGF7 geni
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Sekil 4.14. 62 pg/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis L929 hiicrelerinde TGF-f1 geni
mRNA diizeyi
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Sekil 4.15. 62 ng/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis L929 hiicrelerinde VEGF geni
mRNA diizeyi

4.7. ELISA Yontemi ile Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

gRT-PCR ile gergeklestirilen ¢caligsmaya paralel olarak, T25 flasklarda biiyiitiilen hiicrelerin
ilgilenilen genlerin iirlinii olan proteinlerin besiyerindeki seviyeleri ELISA yontemi ile
belirlenmistir. Her ne kadar protein miktarlar1 baz1 O6rneklerde oldukca diisiik olarak
hesaplansa da, O.D. degerleri blank kuyucuklarinin iizerinde, hesaplanan konsantrasyonlar
kitlerin alt limitinin {izerinde ve degerler kalibrasyon grafigi denkleminde konsantrasyon
hesaplamasi acisindan uygun oldugu i¢in elde edilen sonuclar qRT-PCR calismasina
tamamlayic1 olmasi acisindan sunulmustur ve karsilastirma yapmak i¢in yeterli sonug elde
edilmistir. ELISA sonuclarma gore kollajen miktar1t HSM’de 0,15, VSM’de 0,29 pg/ml
olarak hesaplanmistir ve seviyesi ¢ok diisiik olan kontrole gore belli bir derecede artig
gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.16). FGF7 miktarina bakildiginda kontrol 0,19, HSM 0.84
ve VSM 3,29 pg/ml olarak hesaplanmigtir. Yine VSM’de biraz daha fazla artis
goriilmektedir (Sekil 4.17). TGF-B1 (Sekil 4.18) ve VEGF (Sekil 4.19) miktarlar1 ise yine
kontrole gore bir miktar artis gostermekle birlikte, HSM ve VSM arasinda anlamli bir fark
yoktur.
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Sekil 4.16. 62 pg/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmig 1929 hiicrelerinde Kollajen
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Sekil 4.17. 62 ng/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis L929 hiicrelerinde FGF7
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Sekil 4.18. 62 ng/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis L929 hiicrelerinde TGFp-1
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Sekil 4.19. 62 pg/ml HSM ve VSM ekstreleri uygulanmis 1929 hiicrelerinde VEGF
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5. TARTISMA

Toplam fenolik ve flavonoid icerigi

Literatiire bakildiginda c¢alisilan birgok tiirde yara iyilesme aktivitesi ve ekstrenin
antioksidan oOzelligi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmektedir. Bitkilerin
antioksidan aktivitelerinden sorumlu baslica sekonder metabolit grubunun ise fenolik
bilesikler oldugu bilinmektedir [1,40,73,106]. Bu sebeple ¢alismada fenolik bilesiklere 6zel
olarak odaklanilmistir.

Cizelge 4.2°deki sonuglar, H. pseudolaeve ekstrelerinin V. stachydifolium var.
stachydifolium ekstrelerinden daha fazla miktarda fenolik maddeye sahip oldugunu
gostermektedir ve bu sonu¢ iki cinsin tiirlerinde 6nceden yayinlanmis ¢aligmalar ile
uyumludur. Ayrica bu bulgu YBSK analizimizle de dogrulanmistir. Ekstraksiyon ¢6ziiciileri
karsilastirildiginda, metanolik ekstreler sulu ekstrelerden daha fazla fenolik maddeye
sahiptir. Onceki calismalar da metanol ekstrelerinin fenolik igerik agisindan daha zengin
oldugunu gostermistir [107,108]. Ekstraksiyon metotlarinin karsilagtirilmasinda, sokslet ile
H. pseudolaeve’nin metanolik ekstraktinin, maserasyon teknigine kiyasla daha fazla fenolik
icerdigi, sulu ekstreler arasinda bir fark olmadigi bulunmustur. Bununla birlikte, HSS'de
bulunan toplam flavonoid icerigi HSM'ye kiyasla daha yiiksektir. Buna karsilik, toplam
fenolik icerik, maserasyon ile elde edilen V. stachydifolium’un metanolik ekstresi igerisinde
daha yliksektir. Ekstraksiyon yontemleri arasinda bazi kiigiik farkliliklar goriinse de
¢oziiciiye bagli farkliliklar daha bariz goriilmektedir. Ozellikle toplam flavonoid igeriginde

bu farklilik daha belirgindir.

Flavonoid bilesiklerin H. pseudolaeve’deki fenolik bilesiklerin dnemli miktarini olusturdugu
goriilmiistir ve bu durum Hypericum tirleri ile yapilan diger c¢alismalar1 destekler
niteliktedir [82,94,109-111]. Konu ile alakali yapilan diger ¢aligmalara bakilinca bu
molekiillerin 6zellikle H. perforatum gibi cins iiyelerinin yara iyilesmesi ve antidepresan
aktiviteleriyle iligkili oldugu belirtilmistir [6,112]. H. pseudolaeve’nin metanolik ekstresi
baska bir arastirmada toplam fenolik, flavonoid ve ek olarak antioksidan aktivite agisindan
arastirtlmistir [82]. Ancak bu ¢alismada tiirtin farkli bir popiilasyonu incelenmistir ve
poptilasyon farklilig1 olunca cografi bolge, mevsim, fenolojik asama ve habitat 6zellikleri

de farklilik gostermektedir. Daha Onceki galismalar bitki fitokimyasallarinin bahsi gegen
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ekolojik faktdrlere gore popiilasyonlar arasi varyasyon gosterebildigini ortaya koymustur
[91,113]. Bu nedenle g¢alismamizda kullanilan ekstrelerin de total fenolik bilesen ve
antioksidan aktivite gibi Ozelliklerinin belirlenmesi karsilastirma agisindan 6nemlidir. EK
olarak, bu tez iki farkli yontemle elde edilen hem metanol hem de sulu ekstrelerin sonuglarini
karsilastirmali bir sekilde sunarken, dnceki calisma sadece maserasyon ile elde edilmis
metanol ekstresinin sonucunu rapor etmistir. Bizim ¢alismamizin sonuglaria gore, toplam
fenolik ve flavonoid igeriklerinin daha once yapilan calismanin sonuglarindan ¢ok daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Bu sonug¢ H. pseudolaeve’nin farkli cografi popiilasyonlarinin
fenolik bilesen birikiminin degisebilecegini gostermektedir. Ayrica, yaygin olarak
kullanilan bir tibbi bitki olan H. perforatum’un metanolik ekstresi ile ilgili bizim
calismamizda da kullanilan yontemle yapilan bir ¢aligmada toplam fenolik igerik 191
mgGAE/g olarak bulunmustur [114]. H. triquetrifolium ve H. scabroides tiirlerinin etanolik
ekstrelerinin toplam fenolik igerigi ise 267 ve 333 mgGAE/g olarak belirlenmistir [115] ve
H. amblyseplum’un metanolik ekstresi ise bitkinin farkli kisimlarinda 115.8-154.5
mgGAE/g olarak belirlenmistir [116]. Bizim yaptigimiz ¢alismada toplam fenolik madde
miktar1 123.03-177.21 mgGAE/g olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Elde etti§imiz sonuglar1
literatiirdeki sonugclarla karsilagtiracak olursak toplam fenolik ve flavonoid miktarinin H.

pseudolaeve tiiriinde kayda deger ve H. perforatum tiiriine yakin oldugu sdylenebilir.

Verbascum cinsi i¢in genel olarak saponinler ve glikozitler ile ilgili yapilmig ¢ok sayida
calisma [14,95,97,117] olmasina ragmen cinsin fenolik bilesikleri ile ilgili baz1 ¢aligmalar
da mevcuttur [96,118,119]. Literatiirde V. stachydifolium’un fitokimyasal bilesenleri
hakkinda bilgi mevcut degildir, ancak cinsin diger bazi iiyelerinin fenolik icerikleri
calisilmistir ve bizim ¢alismamizin sonuglar1 bu calismalarla genel anlamda uyumludur
[108,118]. Cins iginde bilinen en iyi tibbi bitkilerden biri olan V. phlomoides’in (mullein-
sigirkuyrugu) sulu ekstresinin Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik asit esdegeri
olarak ifade edilen ve yiizde olarak % 4.18 toplam fenolik i¢erdigi ortaya konulmustur [118].
Bu oran ¢alismamizda sulu sokslet ve maserasyon ekstrelerinde sirasiyla %4.14 ve %6.33
olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Baska bir ¢aligmada, V. phlomoides ile karsilastirilarak V.
nigrum ve V. thapsus’un toplam fenolik ve flavonoid igerikleri verilmistir [108]. Metanolik
ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoid igerigini sirasiyla 85.0-135.0 mgGAE/g ve 37.2-
53.4mgRUE/g arasinda bulmuslardir. Sulu ekstreler igin degerler sirasiyla 51.3-74.1
mMgGAE/g ve 10.2-20.0 mgRUE/g arasinda degigsmektedir. V. pinetorum [99] ve V.
antiochium [120]'un fenolik igerigi sirasiyla 42.45 ve 92.71 mgGAE/g olarak belirlenmistir.
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Sonuglarimiz, cins igindeki diger tiirlerle karsilastirilirsa V. stachydifolium’un polifenoller

icin 1yi bir kaynak oldugunu gostermektedir.

Antioksidan aktivitesi

Bitkilerin antioksidan aktivitesinin gogunlukla fenolik bilesiklerden kaynaklandig: bilinir.
Bu sebeple antioksidan aktivite ve toplam fenolik miktari, genel olarak farkli ¢6ziiciilerle
elde edilen ekstreler ve tiirler arasinda korelasyon gosterir [107,114]. Antioksidan aktiviteye
sahip olma, iyi bir yara iyilestirici 6zelligi olan bitki ekstrelerinin 6zelliklerinden biridir [1],
bu nedenle c¢alismamizda iki farkli yontemle ekstrelerin antioksidan aktiviteleri de
degerlendirilmistir. Sonuglar birlikte degerlendirildiginde, H. pseudolaeve’nin antioksidan
aktivitesinin V. stachydifolium var. stachydifolium’dan ¢ok daha yiiksek oldugu
goriilmektedir ve bu sonug iki cinse ait diger liyelerin antioksidan aktivitelerini ortaya koyan
daha 6nce yapilmis ¢aligmalar1 desteklemektir [109,111,115,120-122]. Metanolik ekstreler,
her iki tiirdeki sulu ekstrelerden daha iyi antioksidan aktivite gosterirken, ekstraksiyon

metodu aktiviteyi 6nemli dl¢iide etkilememistir.

Cesitli Hypericum tiirlerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH siiptirme testi dahil olmak iizere
farkli yontemler kullanilarak calisilmistir [109,111,115,122]. Eroglu Ozkan ve ark.
tarafindan H. thymbrifolium, H. spectabile ve H. pseudolaeve tiirlerinin metanolik
ekstrelerinin DPPH radikal siipiirme aktiviteleri (mg/ml ECso degerleri olarak ifade
edilmistir) sirasiyla 0,622; 0,567 ve 0,916 olarak belirtilmistir (ng/ml’ye doniistiiriildiikten
sonra 622, 567 ve 916) [82]. Calismamizda H. pseudolaeve ekstreleri i¢in yaklagik altmis
kat daha diisiik (13,04 ve 14,68 pg/ml arasinda degisen) ICsg degerleri elde ettik. Bu fark,
teknik bir varyasyondan kaynaklanabilir veya 1Cso degerlerini hesaplama modelindeki
farklilik nedeniyle gézlenmis olabilir, ¢iinkii yazarlar hesaplama modelini (lineer veya
sigmoidal) caligmalarinda belirtmemislerdir. Cografi varyasyon da daha 6nce de tartigildigi
lizere bagka bir farlilik konusu olabilir. Flavonoid bilesik icerigi bakimindan zengin olan H.
perforatum ekstresinin ise DPPH siipiirme deneyi ile antioksidan aktivitesi ICsp degerinin
10,63 pg/ml oldugu gosterilmistir [109]. Daha once yayinlanmis diger c¢alismalar, H.
scabrum, H. retusum, H. triquetrifolium ve H. scabroides etanolik ekstrelerinin DPPH
sliplirme yetenegini sirastyla 250 pg/ml konsantrasyonunda %90, %82, %82 ve %91
inhibisyon oldugunu belirtmiglerdir [115,122]. Giiglii antioksidan olan butillenmis

hidroksitoliien ve a-tokoferoliin inhibisyonu, 250 pg/ml’de sirasiyla %96 ve %89 olarak



76

bulunmustur [115]. Sonuglarimiz biyolojik aktivite hakkinda daha giivenilir bir karsilastirma
saglayan sigmoidal egriler kullanilarak hesaplanan ICso degerleri ile ifade edilmistir.
Calismalarda kullandigimiz en yiiksek konsantrasyon 125 pg/ml olmustur ve bu
konsantrasyonda HMS, HMM, HSS ve HSM'de sirasiyla %90,23; % 90,95; % 90,83 ve
%88,45 inhibisyon goriilmiistiir. Dolayisiyla H. pseudolaeve’nin antioksidan aktivitesinin

cinsin diger tiyeleriyle karsilastirildiginda oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir.

V. stachydifolium "un aktioksidan aktivitesi ile ilgili literatiirde ver bulunmamaktadir ancak
Verbascum cinsinin farkli tiirlerinde antioksidan 6zellikler oldugu gesitli ¢alismalarda
goriilmistiir [95,99,120]. Yapilan bir ¢alismada V. macrurum’un serbest radikal (DPPH)
stiplirme aktivitesinin 67 pg/ml oldugu belirtilmistir [123]. Sonuglarimiz literatiirdeki bu

sonuclarla uyum.gostermektedir

Antioksidanlar, hiicrelerdeki oksidasyon islemini inhibe edebilir veya geciktirebilir ve
reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerini engelleyebilir. Bu aktiviteler, ateroskleroz, kanser
ve norodejeneratif hastaliklar gibi farkli hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynadigindan
bitkilerin antioksidan 6zelliklerini 6nemli kilmaktadir [124]. Antioksidan aktivite, bitki
ekstrelerinin yara iyilesme aktivitesinde de dnemlidir [1,40,73]. Bu ¢alismada elde edilen
bulgular, literatiirdeki verilerle karsilastirildiginda H. pseudolaeve’nin cinsin diger tiirleri
arasinda H. perforatum’a yakin olarak iyi antioksidan kapasiteye sahip oldugu sonucuna
varilmigtir. Ayrica V. stachydifolium, H. pseudolaeve’den diisiik olmakla birlikte diger
Verbascum tiirlerine yakin antioksidan etki sergilemistir. Bu antioksidan aktivitelerin,
calisjmamizda kullanilan  ekstrelerdeki fitokimyasallarin  sinerjistik  etkilerinden

kaynaklandig1 ve yara iyilestirici etkilerine katkida bulundugu siisiiniilmektedir.

YBSK (HPLC) analizi ve miktar belirlenmesi

Calismamizda H. pseudolaeve’de 17, V. stachydifolium’da ise 15 kimyasal bilesenin analizi
yapilmistir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi fenolik maddelerin antioksidan aktivitede ve
dolayisiyla yara iyilestirici Ozellikteki katkilar1 bilindiginden 6zellikle bu bilesenlere
odaklanilmistir. YBSK analizimize gore bilesiklerin miktari, ekstraksiyon yonteminden
ziyade Ozellikle ¢oziiciiye (metanol veya su) bagli olarak ekstreler arasinda farklilik
gbstermistir. Istisna olarak, epikatesin konsantrasyonunun sadece HSM’de diger

ekstrelerden onemli olgiide yiiksek oldugu bulunmustur. VMM ekstresinde gallik asit
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saptanmamistir ve sadece HMS, VMS ve VMM ekstrelerinde kemferol saptanmustir. Su ile
inflizyon veya dekoksiyon insanlar arasinda yaygin olarak kullanilan bir yontem oldugu i¢in
ekstraksiyon ¢0ziiclisii olarak metanoliin yaninda su ekstresi de kullanilmistir ve sulu
ekstrelerin metanolik ekstrelere yakin miktarda fenolik igerdigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, sulu ekstrelerde H. pseudolaeve’de bir naftodiantron molekiilii olan hiperisin

saptanmamistir.

Literatiirde V. stachydifolium var. stachydifolium’un kimyasal bilesenleri hakkinda bilgi
mevcut degildir, ancak bazi sekonder metabolitler cinsin diger liyelerinden izole edilmis ve
tanimlanmistir. Halk tibbinda kullanilan iyi bilinen bir sifali bitki cinsi olan Verbascum
tiirleri tizerinde yapilan ¢aligmalar, iridoid glikozitler (6rnegin, aukubin, ajugol, katalpol ve
tirevleri), feniletanoik glikozitler (6rnegin, verbaskositler), flavonoid glikozitler (6rnegin,
apijenin 7-glukozit, luteolin 7-glukozit), neolignan glikozitler, saponinler (6rnegin,
verbakosaponinler), fenolik asitler (6rnegin, vanillik, hidroksibenzoik, p-kumarik,
hidroksisinamik ve ferulik asitler) ve flavonoidler (6rn. apijenin, rutin, kemferol, tamarixetin
7-rutinoside) dahil olmak tizere gesitli sekonder metabolitlerin tanimlanmasina yol agmistir

[95-98,117,121].

Yapilan calismalar, Verbascum tiirlerinin 6zellikle iridoid ve feniletanoid glikozitler
agisindan zengin oldugunu gostermektedir ve biyolojik aktivite agisindan verbaskosid

bilesigi one ¢ikan molekiillerden biridir [95,98].

Literatiirde Verbascum tiirlerinin polifenolik igerikleri konusunda smirli sayida calisma
bulunmaktadir. V. phlomoides L. (mullein) tiiriiniin su ekstresinin polifenol icerigi ile ilgili
bir ¢alismada, ters fazli YBSK-DAD analizi kullanilmistir ve klorojenik (12,3 mg/g), kafeik
(39,9 mg/q), ferulik (29,6 mg/g) rosmarinik asitler (14,9 mg/g) ve kersetin (17,2 mg/g) major
fenolikler olarak belirlenmistir [118]. Apijenin ve aukubin iz miktarda tespit edilmistir. Bu
fenoliklerin, rosmarinik asit ve aukubin disinda (taranmamuiglardir) V. stachydifolium’daki
miktarlar1 daha diisiik olarak bulunmustur. Sonuglarimiza goére, YBSK-DAD analizi ile bu
calisma kapsaminda taranan 15 polifenol bilesik genellikle hem metanol hem de su
ekstrelerinde az miktarda tespit edilmistir. En yiiksek miktarlarda gallik asit ve kersetin
belirlenmistir, ardindan kafeik, 4-hidroksibenzoik, siringik asitleri ve daha diisiik miktarda

rutin onlar1 izlemistir.
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Hypericum cinsi, H. perforatum (St. John's Worth) dahil olmak iizere iyi bilinen bir tibbi
bitki grubudur. Bu cinsin iiyelerinin kimyasal bilesenleri ve biyolojik aktiviteleri ile ilgili
cesitli ¢alismalar yapilmistir [10,125]. Literatiirde H. pseudolaeve’nin kimyasal bilesimi
hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir, ancak diger tiirlerle (6zellikle H. perforatum) yapilan
caligmalar cinsin ana sekonder metabolitlerini ortaya koymustur (6rnegin; naftodiantronlar
(hiperisin, pseudohiperisin), hiperforin, hiperosid ve fenolik bilesikler gibi (fenolik asitler
and flavonoidler)) [8,10,110,126].

Tiirkiye’den toplanan H. thymbrifolium, H. spectabile ve H. pseudolaeve tiirlerinin kimyasal
icerigi daha once yapilan bir arastirmada YBSK kullanilarak belirlenmistir [82]. Yazarlar
her bilesik icin miktar (%) degerlerini yiizde olarak vermis ve hesaplamay1
belirtmemislerdir, bu nedenle bu degerleri ¢alismamizla karsilagtirirken mg/100mg kuru
ekstre olarak hesapladiklarimi kabul ettik. Ancak, calismalarinda katesin, epikatesin,
vanillik, kafeik, siringik, p-kumarik, sinapik, gallik, 4-hidroksibenzoik asitler ve kersitrin
taranmamustir, yani bizim ¢alismamizda farkli maddeler de analiz edilerek tiiriin kimysal
icerigi hakkinda ek veriler elde edilmistir. Elde ettigimiz sonuclarla karsilastirildiginda,
ayrica bizimle ortak olarak ise hiperisin, klorojenik asit, rutin, hiperosit, kersitrin, kemferol
ve kersetin tespit etmislerdir. Bahsi gecen ¢alismada, H. pseudolaeve’nin ana
bilesenlerinden biri olarak bizim c¢alismamizda tespit edilen epikatesin bilesigi
taranmamustir. Kersetin, kersitrin ve hiperozit ise ¢alismamizda daha yiiksek miktarlarda
tespit edilmistir. Bu sonuglar, spesifik fenolik bilesiklerin miktarlarinin, H. pseudolaeve’nin

farkli cografi popiilasyonlar: arasinda degisebilecegini gostermektedir.

Ganzerave ark., H. perforatum tiiriinde bulunan temel sekonder bilesikleri karakterize etmek
ve miktarsal analizlerini yapmak i¢in YBSK metodu kullanmiglardir [87]. Bu ¢alismada
rutin, hiperozid, izokersitrin, kersitrin, kersetin, 13,118-biapijenin, pseudohiperisin, hiperisin,
hiperforin bilesikleri tanimlanmistir. Calismada metanolik ekstre ve ayrica metanoliin belirli
oranlarda su ve piridin ile karistirildig1 ekstraksiyon yontemleri denenmistir. Metanolik
ekstrenin bu maddelerin hepsini yiiksek seviyede igerdigi goriilmistir ve optimum

ekstraksiyon yontemi olarak belirlenmistir [87].

Camas ve ark., Hypericum leptophyllum tiiriiniin metanol ekstresinde floroglukinol tiirevi
olan hiperforin, naftodianthron bilesikler olan pseudohiperisin ve hiperisin, fenilpropan

klorojenik asit ve flavonoid bilesiklerden rutin, hiperozid, kemferol, izokersetin, kersitrin,
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ve kersetin bilesiklerinin varligint YBSK yontemi ile aragtirmigtir [93]. Bu tiirde klorojenik
asit, hiperozid, izokersetin, kersitrin, ve kersetin tespit edilirken, hiperforin, pseudohiperisin,

hiperisin, rutin, ve kemferol tespit edilmemistir [93].

Yapilan baska bir ¢alismada Hypericum cinsine dahil Tirkiye’de bulunan yedi tiiriin
kimyasal igerikleri YBSK yontemi ile arastirilmigtir. Caligmaya H. aviculariifolium subsp.
aviculariifolium var. albiflorum (endemik), H. bithynicum, H. calycinum, H. cardiophyllum,
H. elongatum subsp. microcalycinum, H. hirsutum ve H. xylosteifolium tiirleri dahil
edilmigtir. Yapilan c¢aligmada bu tiirlerde hiperisin, pseudohiperisin, hiperforin,
adhiperforin, klorojenik asit, neoklorojenik acid, kafeik asit, 2,4-dihidroksibenzoik asit,
13,118-biapijenin, hiperozid, isokersitrin, kersitrin, kersetin, avikularin, rutin, (+)-katesin ve
(-)-epikatesin bilesikleri analiz edilmistir. Calismada bitkilerin/bitki kisimlarinin metanol
ekstreleri elde edilmistir. Hiperisin, hiperforin, kafeik asit, avikularin ve rutin disindaki tiim
bilesikler bitkilerin hepsinde degisen oranlarda tespit edilmistir. Bu sayilan bilesiklerden

bazilari ise bitkilerin bazilarinda tespit edilmemistir [94].

Yapilan diger bir caligmada H. perforatum bitkisinden metanol, diklorometan-metanol, su-
metanol, su, dekoksiyon (su) ekstreleri elde edilmistir ve farkli ekstrelerin igerdigi bazi etken
maddeler YBSK ile belirlenmistir. Ayrica antioksidan aktiviteye de bakilmistir. Bu
calismada klorojenik asit, rutin, hiperozid, isokersitrin, kersitrin, kersetin, 13,118-biapijenin
tim ekstrelerde tespit edilirken, hiperisin ve hiperforin su igeren ekstrelerde tespit
edilmemistir. Bizim calismamizda da hiperisin su ekstrelerinde tespit edilmemistir, bu
acidan sonuglarimiz literatiirle uyumludur. Bu ¢alismada metanoliin, H. perforatum’un

birgok bilesenini elde etmek i¢in uygun bir ¢oziicii oldugu da belirtilmistir [90].

Diger bir ¢alismada ise Hypericum adenotrichum tiiriiniin kimyasal igerigi yukaridakine
benzer yontemle arastirilmistir ve hiperisin, pseudohiperisin, klorojenik asit, rutin,
hiperozid, kersitrin, kersetin, kemferol, apijenin-7-O-glukozid ve amentoflavon maddeleri

tespit edilirken, hiperforin tespit edilmemistir [88].

Hypericum calycinum metanol ekstresinden iki kaffeoylquinik asit tiirevi; butil klorojenat
ve klorojenik asit, yedi flavonoid; kersetin, kersitrin, hiperozid, isokersitrin, miquelianin,
rutin ve 13,118-biapijenin, ve iki flavanol; (+)-katesin ve (-)-epikatesin saflastirilmig ve

tanimlanmigtir.  Tanimlamalar NMR  ve  kiitle  spektrometresi  kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri oldugu da belirlenmis ve en
yiiksek etki flavanollarda goriilmiistiir [89]. Bizim ¢alismamizda da H. pseudolaeve tiiriinde

epikatesin ana bilesiklerden biridir.

Crrak ve ark., Tirkiye'de yetisen sekiz Hypericum tiirtintin (H. aviculariifolium, H. lydium,
H. montbretii, H. orientale, H. origanifolium, H. perfoliatium, H. perforatum, H. pruinatum)
ctanolik ekstrelerinin kimyasal bilesenlerini arastirmistir [127]. Bu ¢alismada taranan
bilesikler arasinda klorojenik asit, rutin, hiperozid, kersetin, kersitrin ve hiperisin yer
almaktadir. Elde ettigimiz sonuglart Cirak ve arkadaslari ile karsilastirdigimizda H.
pseudolaeve’deki klorojenik asit ve rutin miktar1 diger tiirlere yakinken kersetin igerigi ¢cok
daha yiiksektir [127]. Cirak ve arkadaslari, H. perforatum ve H. lydium'da en yiiksek miktar
olarak 1.4 mg/g kersetin tespit ederken, bizim ¢alismamizda H. pseudolaeve'de 8.2-8.9 mg/g

tespit edilmistir [127].

Baska bir ¢aligmada, Tiirkiye'de yetisen yedi Hypericum tiiriiniin sekonder metabolitleri (H.
aviculariifolium, H. bithynicum, H. calycinum, H. cardiophyllum, H. elongatum, H. hirsitum
ve H. xylosteifolium) YBSK-DAD yo6ntemi ile aragtirilmistir [128]. Yazarlar, bitkilerin farkli
kisimlarinin metanolik ekstrelerini kullanmistir (¢cicek, yaprak, gévde). Hiperisin, kafeik
asit, 2,4-dihidroksibenzoik asit, kersetin, rutin ve katesini genel olarak iz/diisiik miktarlarda
tespit etmislerdir ve bazi tiirlerde de tespit edememislerdir (istisnai olarak rutin igerigi H.
hirsitum’da yiiksektir). En yiiksek klorojenik asit igerigi, sirasiyla 24,8 ve 17,3 mg/g DW
miktarinda H. xylosteifolium ve H. calycinum yapraklarinda tespit edilmistir. Hiperozid
icerigi 0,1-7,8 mg/g (H. cardiophyllum’da en yiiksek miktarda) arasinda degismektedir ve
izokersitrin igerigi 0,03 ila 7,63 mg/g arasindadir (bazi kisimlar igermez). Epikatesin

birikimi, bu yedi tiiriin farkli boliimlerinde 0,03 ile 7,57 mg/g arasinda degismektedir.

Crrak ve ark., Giiney Anadolu'da yetisen sekiz Hypericum tiiriiniin sekonder metabolitlerini
taramiglardir (H. capitatum var. capitatum, H. capitatum var. luteum, H. elongatum var.
elongatum, H. olympicum, H. polyphyllum, H. retusum, H. salsolifolium, H. spectabile)
[110]. Sonuglari karsilastirildiginda, biitiin tiirlerin metanolik ekstrelerinin bitkilerin farkl
boliimlerinde degisen konsantrasyonlarda hiperisin, klorojenik asit, 2,4-dihidroksibenzoik
asit, hiperosit, kersitrin, kersetin, rutin ve epikatesin igerdigi bulunmustur. H. elongatum var.
elongatum disindaki tiim tiirlerde katesin tespit etmislerdir. Bahsedilen tiirlerin higbirinde

kafeik asit tespit etmemislerdir.
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Ccana ve ark. ise, Peru’dan dort Hypericum tiirtiniin (H. andinum, H. brevistylum, H.
silenoides, H. laricifolium) ham etanolik ekstrelerinin fitokimyasal profillerini
degerlendirmistir [112]. Klorojenik asit ve rutin tespit edilmemistir ve bu bilesikler bizim
sonuglarimiza bakacak olusak H. pseudolaeve’de tespit edilmistir. Hiperozid, bu dort tiiriin
en onemli bilesigidir ve miktarmi 70,3 ve 119,4 mg/g DW arasinda belirtmislerdir. Ayrica
H. pseudolaeve’de buldugumuz miktara yakin miktarlarda kersetin tespit etmislerdir. Bizim

caligmamizda taranan diger bilesikleri ¢alismamuiglardir.

Genel olarak literatiirdeki sonuglar incelendiginde, ¢alismamizda H. pseudolaeve’de
tanimlanan sekonder metabolitler, daha Once yayinlanmis literatiir kayitlar1 ile uyum
icindedir ve ayrica bu bilesiklerin ¢ogu H. perforatum’da da bulunur [6,129-132]. Bu
calisgmanin belirgin bir sonucu olarak ve yaynlanmig literatiire dayanarak H.
pseudolaeve’nin cinsin diger tiirlerine kiyasla en yiiksek miktarda epikatesin i¢eren tiirlerden
biri oldugu tespit edilmistir. Epikatesin, kardiyovaskiiler néropsikolojik saglik i¢in faydali
olan 6nemli bir antioksidan flavonoiddir [133]. Ayrica, H. perforatum’un yara iyilesme
aktivitesine sahip aktif fraksiyonunun da epikatesin icerdigi daha 6nceki in vivo ¢alisma ile

bulunmustur [6].

Fenolik bilesiklerin miktar1 V. stachydifolium’da diisiik konsantrasyonlarda tespit edilirken,
H. pseudolavae tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerin 6nemli bir boliimiinii olusturur ve
bu sonug toplam fenolik igerik sonuglarimizi desteklemektedir. YBSK analizi ile bu
caligmada H. pseudolavae ve V. stachydifolium var. stachydifolium’un biyolojik
aktivitelerine katkida bulunan fenolik bilesiklerden bazilarini miktarlar tespit edilmis ve
tiirlerin kimyasal igerikleri hakkinda veri elde edilmistir. Ayrica literatiirde yer alan ve bu
tez kapsaminda elde edilen sonuglara bakildiginda, epikatesin bilesiginin Hypericum

cinsinin yara iyilestirici aktivitesinde 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

In vitro sitotoksisite ve vara ivilesmesi aktivitesi

Bitki ekstrelerinin yara iyilestirme aktivitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan
in vitro hiicre ¢izik testi bu tez ¢alismasinda model olarak uygulanmstir [13,38,41,42,134].
In vitro hiicre ¢izik yontemi, yara iyilesme siirecinde hiicrelerin gogiinii taklit etmesi
bakimindan, yara iyilesmesinin degerlendirilmesinde in vitro alternatif olarak kabul gormiis

ve bitki ekstrelerinin yara iyilestirici etkilerinin in vitro olarak degerlendirilmesinde yaygin
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olarak kullanilan bir yontemdir. Fibroblastlar ve keratinositler gibi deri hiicreleri ile yapilan
go¢ deneyi, bilesiklerin ve dogal liriinlerin aktivitesi hakkinda bilgi saglamaktadir [42,135].
Bildigimiz kadariyla, bu c¢alisma Hypericum cinsinde metanolik ve sulu ekstrelerini
kullanarak hiicre ¢izik deneyinin sonuglarini ortaya koyan ilk ¢alismadir. Yara iyilesmesi
deneyini gerceklestirmeden oOnce, ekstrelerin 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerindeki
potansiyel sitotoksik etkisi aragtirllmistir ¢iinkii hiicre proliferasyonunun azaltilmis
seviyeleri sonuglar etkileyen bir faktordiir ve ayrica toksisite degerlendirmesi farmasotik
preparatlarda kullanimi i¢in de 6nemli bir parametredir. Literatiire baktigimizda ¢alisilan
tirlerin sitotoksisitesi ve in Vitro yara iyilesme aktivitesi lizerine daha 6nce bir ¢alisma

yapilmadigi goriilmektedir.

Farkli Hypericum tiirleri {izerinde yapilan benzer ¢alismalar, ekstrelerin keratinositler ve
fibroblastlar {izerinde 6nemli sitotoksik etkiye sahip olmadigin1 gostermistir, bu da onlar1
topikal uygulamalar i¢in daha giivenli kilmistir [47,136,137]. Bizim sonuglarimiz da bu
anlamda literatiirle uyumludur. EKk olarak, H. amblysepalum’un metanolik ekstresinin 24
saatlik uygulamadan sonra HelL a serviks kanseri ve NRK-52E sigan bobrek epitel hiicreleri
iizerinde sitotoksik etki gosterdigi (LCso degerleri 4.12 (meyveler) ve 2.86 (tohumlar) pg/ml
olarak belirtilmistir) bulunmustur [116].

Yine literatiirde Verbascum cinsinin iyeleri ile yapilan bazi ¢alismalar bulunmaktadir. V.
speciosum’un metanolik ekstresinin, L929 fare fibroblast hiicre hattinda, insan umblikal
damar endotel hiicrelerinde (HUVEC) ve primer insan fibroblastlarinin 24, 48 ve 72
saatlerde 400 pg/ml’den daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksisite gosterdigi
belirtilmistir [13]. Tatl ve Akdemir, Verbascum’un 15 taksonunun (V. stachydifolium var.
stachydifolium hari¢) cesitli kanser ve kanserli olmayan normal hiicre (Vero, Afrika yesil
maymunu bobrekleri) hatlari izerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirmistir. Bazi tiirlerin
kanser hiicre hatlarina kars1 aktivitelerini saptamiglardir, ancak 100 ug/ml konsantrasyonda
onemli sitotoksisite gézlemlememislerdir [138]. Salamura karides (Artemia salina) dldiiriicii
deneyi kullanilarak degerlendirilen bazi Verbascum tiirlerinin toksik aktiviteleri iizerine
yapilan bir c¢alismada, V. stachydifolium anlamli bir toksisite gostermemistir [139].

Sitotoksisite sonuglarimiz, farkli Verbascum tiirleri i¢in bildirilen literatiirle uyumludur.

Calisilan tiirlerin yara iyilestirici aktivitesini in vitro olarak degerlendiren bir ¢aligma

literatriide bulunmamaktadir. Fronza ve ark., Calendula officinalis, Matricaria recutita ve
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H. perforatum yagindan elde edilen etanolik ekstrelerin yara iyilegsme aktivitelerini 3T3 fare
fibroblast hiicre hatti kullanarak yapilan hiicre ¢izik testi ile arastirmislardir [42]. H.
perforatum yagimin 0.5 pg/ml’den daha yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik oldugunu,
Calendula officinalis ile 1 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarinda pozitif sonuglar verdigi
sonucunu elde etmislerdir. H. perforatum’un yara iyilesme aktivitesi ayrica in vivo yara
modelleri ile gdsterilmistir ve dogal bir yara iyilestirici dogal iiriin olarak 6nerilmistir [6].
Bu sifali bitki ayrica Tiirk halk tibbinda zeytinyagli preparatlarla yara ve yaniklarin
tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir [10,125]. Bu tiiriin disinda,Hypericum
patulum metanol ekstresi igeren krem preparatinin yara iyilestirici 6zelligi in vivo eksizyon

Ve insizyon yara modelleriyle ortaya koyulmustur [9].

H. perforatum'un iki farkli alt tiirtiniin (H. perforatum subsp. perforatum, H. perforatum
subsp. veronense) yara iyilestirici Ozellikleri NIH-3T3 fare embriyonik fibroblast
hiicrelerinde in vitro olarak degerlendirilmistir. Elde edilen metanol-aseton ekstreleri 1-100
pg/ml konsantrasyonlari arasinda uygulanmustir. H. perforatum alt tiirlerinin ekstreleri
Centella asiatica titre edilmis ekstresi ile (1-100 ug/ml) karsilagtirtlmigtir. Hiicrelerin
proliferasyonu, gocii ve kollajen graniilii miktar1 mikroskobik morfolojik caligmalar ile
belirlenmistir. Ekstrelerin, 6zellikle 1-10 png/ml arasinda konsantrasyonun mitotik aktiviteyi
ve kollajen birikimini arttirdigi goriilmistiir, 10 pg/ml dozdan sonra mitotik aktivite

azalmustir [136].

Bu ¢alismanin sonuglart ilk kez, 6zellikle Orta ve Dogu Anadolu’da yayilis gosteren bir bitki
tirti olan, H. pseudolaeve’nin yara iyilestirici aktivite potansiyeli oldugunu gostermistir.
Hiicre ¢izik deneyinde en aktif ekstrenin, YBSK analizimize gore diger ekstrelere kiyasla
onemli 6l¢iide daha yiiksek miktarda (-)-epikatesin iceren HSM oldugu gosterilmistir. Siintar
ve ark., aym zamanda H. perforatum oziitiiniin yara iyilestirici Ozellikteki aktif
fraksiyonunda epikatesini tamimlamistir [6]. Bu sonuglar (-)-epikatesin'i Hypericum
tiirlerinin yara iyilesmesi aktivitesine katkida bulunan en 6nemli faktorlerden biri olarak 6n
plana ¢ikarmaktadir. Saf epikatesin gallatin yara iyilesme aktivitesi daha dnce yapilan bazi
calismalarda belirlenmistir [140]. Bu sonuglar (-)-epikatesinin Hypericum cinsinin biyolojik
olarak aktif bir sekonder metaboliti oldugunu gostermektedir. Ayrica yine bahsi gegen in
vivo calismada aktif fraksiyonda epikatesin diginda hiperozid, hiperisin ve rutin de tespit
edilmistir. Bu bilesikler bizim c¢alismamizda da H. pseudolaeve’de tespit edilmistir.

Klorojenik asit ve kersitrin miktarlar1 da, H. pseudolaeve ekstrelerinin in vitro yara iyilesme



84

aktiviteleri ile korelasyon gosterir; YBSK analizimize gore HSM ekstresi bu bilesiklerin en
yiiksek miktarini igermektedir. Klorojenik asit ve kersitrinin de yara iyilesme potansiyeline
sahip oldugu calismalar ile gosterilmistir [141,142]. Sonuglarimiz ve literatiirdeki veriler,
fenolik Dbilesiklerin Hypericum cinsinin yara iyilesme potansiyelinde Onemli rol

oynayabilecegini gostermektedir.

Daha once yayinlanmis ¢alismalar, hiperisinin genis bir yelpazede protein kinaz C ve CD8*
T-hiicre kaynakli sitotoksisite ve antiviral aktivite inhibisyonu da iceren molekiiler
fonksiyonlara ve biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir [8]. Bazi sinirli
calismalar da saflastirilmis hiperisinin yara iyilestirme potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir [143]. Sonuglarimiza gore, sulu ekstrelerin hiicre gocii bakimindan daha etkili
oldugu saptanmistir. Ancak bu ekstrelerde hiperisin saptanmamustir ve metanolik ekstrelerde
de konsantrasyonu ¢ok diisiik olarak saptanmistir. Hiperisinin yara iyilesme siirecine olan
katkis, saflastirilmig hali kullanilarak daha ayrintili ¢alismalarla arastirilmalidir. Hiperforin
(bir floroglusinol tiirevi), Hypericum cinsinin bir bagka tipik bilesigidir ve H. perforatum’un
major antidepresan bilesenlerinden biri olarak kabul edilir. Hiperforinin ayrica
antibakteriyel, antioksidan, antikanser ve antisikloksigenaz-1 aktiviteleri de dahil olmak
tizere baska biyolojik etkileri de vardir [8,144]. Ancak Siintar ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alismada hiperforin H. perforatum’un yara iyilestirici aktif fraksiyonunda tespit
edilmemistir [6]. Onceki yapilan ¢alismada H. pseudolaeve’de ise ¢ok diisiik (% 0.0023)
miktarda tespit edilmistir [82].

Stintar ve ark., 13 Verbascum tiiriiniin in vivo yara iyilesme aktivitelerini lineer insizyon ve
dairesel eksizyon yara modelleri kullanarak aragtirmistir. Tiirk halk tibbinda kullanimlarini
destekleyecek sekilde, V. splendidum, V. stachydifolium ve V. uschackense’in metanolik
ekstreleriyle en iyi sonuglart elde etmiglerdir [12]. Literatiirde V. stachydifolium var.
stachydifolium’un, sitotoksik aktivitesi ve kimyasal bilesimi ile ilgili bilgi mevcut degildir.
Sonuglarimiz V. stachydifolium’un yara iyilesme aktivitesini in vitro yontem ile
dogrulamistir ve sulu ekstrelerinin de yara iyilestirici etkiye sahip oldugunu gostermistir. V.
speciosum’un metanolik ekstresinin yara iyilesme aktivitesi, L929 fare fibroblast1 ve primer
insan fibroblast hiicreleri ve HUVEC hiicre ¢izik testi kullanilarak yapilan in vitro ¢alismalar
ile de gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 200 pg/ml konsantrasyon, L929-HUVEC

ortak kiiltiir hiicresi ¢izme deneyinde kapanma oranini arttirmistir [13]. Calismamizda daha
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diistik konsantrasyonda V. stachydifolium var. stachydifolium ekstresi ile benzer sonug elde
edilmistir.Ayrica Verbascum speciosum tiiriiniin in vitro fare ve insan fibroblast hiicre

kiiltiirlerinde proliferasyon ve hiicre gogiinii ve kollajen sentezini arttirdigi da goriilmiistiir

[13].

Gen ifade analizleri

Yara olusumundan sonra birkag giin igerisinde, yaranin etrafindaki bolgedeki fibroblastlarin
proliferasyonu ve yara olusan bolgeye gogii gergeklesir. Bu islemin gerceklesmesinde yara
bolgesinde lokal olarak salgilanan biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin 6nemi biiyiiktiir
[145]. Bu sitokinlerin baslica kaynaklar1 makrofajlar, nétrofiller, plateletler, keratinosit ve
fibroblast hiicreleridir. Yara iyilesmesinden sorumlu olan baglica faktorlere drnek olarak
TGF alfa ve beta, PDGF, VEGF, TNF-a, EGF, insiilin-benzeri biiylime faktorii (IGF), ve
FGF gen ailesi verilebilir [3,146,147]. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda da yara iyilesmesinde
onemli sitokinlerden TGF-beta, VEGF, FGF7 ve yine yara iyilesme mekanizmasinda rolii
olabilen kollajen ifadeleri gRT-PCR ve ELISA yontemleriyle arastirilmistir. Bu sekilde
ekstrelerdeki aktivitenin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmustir.

Analiz edilen genler asagida yar1 basliklar halinde tartigilmustir.

Kollajen tip 1

Yara iyilesme siirecinde fibroblast gogii ve proliferasyonu 6nemli bir yer tutmakta ve bu
olaylar hem yara bolgesindeki diger hiicrelerden salgilanan parakrin, hem de fibroblast
hiicrelerinin kendileri tarafindan salgilanan otokrin sitokinler tarafindan diizenlenmektedir.
Fibroblast hiicreleri diizgiin bir yara iyilesme siirecinde ¢ok 6nemli olan kollajen tiretimi i¢in
ana hiicrelerdir. Yukarida bahsi gecen cesitli sitokinlerin kiiltiire edilmis fibroblast
hiicrelerinden kollajen sentezini arttirdigir goriilmiistiir. Kollajen sentezinin artmasi ve
hizlanmasi, yara iyilesme silirecini de hizlandiran bir faktordiir ve yara iyilesmesini
hizlandiran c¢esitli bitki ekstrelerinin kollajen sentezini arttirdig1 tespit edilmistir
[1,3,22,146,148,149]. Yara iyilestirici 6zelligi iyi bilinen C. asiatica ekstresinin de fibroblast
hiicrelerinde kollajen sentezini arttirdigi gériilmiistiir ve yara iyilesme siirecini hizlandiran
onemli bir mekanizma olarak belirtilmistir [22]. Baska bir ¢alismada ise Acalypha indica
bitkisinin topikal uygulamasinin siganlarda kollejen sentezini neredeyse iki kat arttirdigi

goriilmiistiir [150]. Lee ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada Piper cambodianum P.
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Fourn. bitkisinin farelerde olusturulmus yara iyilesme modelleri ve insan dermal fibroblast
hiicrelerinde kollajen sentezini artirdig1 goriilmiisttir [151].

Bu bilgiler 1s181inda, calismamizda kullanilan bitki ekstrelerinin yara iyilesme siireci
iizerindeki etkisini molekiiler seviyede degerlendirmek amaciyla fibroblast hiicrelerinin
kollajen tip | sentezi {izerindeki etkileri gen ekspresyonu (mRNA) ve protein seviyesinde
tespit edilmistir. Caligmamizda kollajen geni igin gen ifade diizeyi kat degisiminin HSM ve
VSM ekstreleri (62 pg/ml) uygulanmis L929 hiicrelerinde kontrole gore neredeyse birbirine
esit ve yaklasik olarak 2 kat artis ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil 4. 12). ELISA sonuglarina
gore kollajen miktar1 HSM’de 0,15, VSM’de 0,29 pg/ml olarak hesaplanmistir ve seviyesi
cok diistik olan kontrole gore belli bir derecede artig gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.16).
Kollajen sentezinin artmasmin yara iyilesme siirecini hizlandiran bir faktor oldugu
diisiiniiliirse bu calistigimiz ekstrelerin yara iyilestirme potansiyeline katkilari olacagi

distiniilebilir.

FGF-7

FGF ailesine dahil proteinlerin hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, go¢ii ve damarlanma
iizerinde ¢ok dnemli rolleri vardir. FGF ailesinin iyi karakterize edilmis bilinen 23 iiyesi
vardir. Bunlardan yara iyilesmesinde daha 6nemli olanlar1 FGF-2, FGF-7 ve FGF-10'dur.
Farkli FGF tipleri keratinositler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, kondrositler, mast
hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir. Bunlar genellikle parakrin 6zellikte
sitokinler olup, etkiledikleri hiicrelerde reseptorleri mevcuttur [19,152,153]. Calismamizda
ifade seviyesine bakilacak olan FGF-7, keratinosit biiytime faktorii-1 (KGF-1) olarak da
adlandirilmaktadir ve dermal fibroblast hiicrelerinde de ifade edilmektedir [19,152-154].
Reseptorii keratinosit hiicrelerinde bulunmaktadir. Bu anlamda fibroblast hiicrelerinden
salinan FGF-7"nin parakrin etkili oldugu sdylenebilir. Yapilan in vitro ¢alismalar FGF-7"nin,
keratinosit gociinii ve proliferasyonunu uyararak epitelizasyonu sagladigi ve bu anlamda da
yara iyilesmesinde onemli rolii oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda damar endotel
hiicreleri i¢in de mitojen 6zellikte olup, bu hiicrelerde VEGF sentezini arttirmaktadir [19].
Yine endotel hiicrelerinde urokinaz tip plazminojen aktivator (yeniden damarlanma igin
gerekli bir serin proteaz) sentezini uyarmaktadir [155]. FGF-7’nin yara iyilesmeyi
hizlandirict etkisi in vivo hayvan modellerinde ve klinik arastirmalar ile de gosterilmistir

[156]. Bu 6zellikleri nedeniyle FGF-7 yara iyilesmesindeki en 6nemli sitokinler arasindadir.



87

BALBc farelerde eksizyon yara olusturularak yapilan bir ¢alismada yara dokusunda farkli
FGF’lerin gen ifadesi kontrol ile karsilagtirmali olarak incelenmistir [157]. Calisma
sonucunda, yara olusturulduktan 1 giin sonra KGF (FGF-7) mRNA miktarinin 160 kat arttig1
tespit edilmistir. Bunun yaninda, asidik ve bazik FGF ve FGF-5’in 2-10 kat arttigi
goriilmiistiir. Normal ve yarali dokuda FGF-3, FGF-4 ve FGF-6 ekspresyonu ise tespit
edilememistir. Yine bu ¢alismada in situ hibridizasyon ile KGF ekspresyonu 1 giinliik yara
siirindaki dermis ve yara altindaki hipodermis bolgelerine lokalize edilmistir. Bu faktoriin
reseptoriiniin ise Ozellikle epidermiste ifade oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, KGF’nin
bazal keratinositleri uyararak yara iyilesmesinde énemli bir rolii oldugunu gostermektedir

[157].

Calismamizda FGF7 geni i¢in gen ifade diizeyi kat degisiminin HSM ve VSM ekstreleri (62
pg/ml) uygulanmis L.929 hiicrelerinde kontrole gore yaklagik olarak 4 kat artis ifade edildigi
goriilmustiir (Sekil 4. 13). ELISA sonuglarina bakacak olursak FGF7 miktarina bakildiginda
kontrol 0,19, HSM 0.84 ve VSM 3,29 ng/ml olarak hesaplanmistir VSM’de biraz daha fazla
artis goriilmektedir (Sekil 4.17). Bu sitokinin yara iyilegsmesindeki rolii diisiiniildiigiinde,
tez kapsaminda elde edilen ekstrelerin bu genin ifadesini arttirarak yara iyilestirme

ozelliklerini destekledikleri diisiiniilebilir.

TGF-B1

Doniistiiriicti bityiime faktorii B (transforming growth factor B, TGF-P) ailesi TGF-B1, TGF-
B2, TGF-B3, kemik morfojenik proteini ve aktivinlerden olusur. Memelilerde TGF-B1-3
formlar1 yaygindir, her {i¢ form da yara iyilesme siireclerinde rol alir ancak yara
lyilesmesinde etkileri en iyi gdsterilmis olan TGF-B1'dir [19,158]. TGF-B1 yara dokusunda
plateletler, makrofajlar, keratinositler ve fibroblastlar tarafindan sentezlenerek salinir
[33,152,158-166]. TGF-B1 yara iyilesmesinde inflamasyonda, damarlanmada,
reepitelizasyonda ve bag doku rejenerasyonunda etkilidir [19]. Fibroblast proliferasyonunu
ve hiicredist matriks sentezini arttirir [43,167,168]. Yapilan caligmalarda yara olusumu
takiben yara dokusunda TGF-B1 seviyesinin arttig1 ortaya koyulmustur, ayrica TGF-B1
cesitli hiicrelerden VEGF salgilanmasimi uyarmaktadir. TGF-B1, yeniden modellenme
evresinde kollajen tiretiminde de rol oynamaktadir [19,169,170]. TGF-B1'in fibroblast
hiicrelerinde CTGF gen ifadesini arttirdigi da yapilan in vitro fonksiyonel ¢alismalar ile

goOsterilmistir [171,172].
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Farelerde yapilan bir ¢alismada yara dokusunda, yara iyilesmesinin farkli asamalarinda
TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3’iin gen ifade seviyelerine bakilmistir. Yara iyilesmesinin ilk
giinlerinde 6zellikle TGF-B1 seviyesinde anlamli artis gdriilmiistiir. Immiinohistokimya ile
ifadenin agirlikli olarak go¢ eden fibroblastlar ve ayrica makrofajlardan olusan dermiste
oldugu belirlenmistir [158]. Bu ve benzeri destekleyici ¢alismalar 1s1g1inda yara olusumunda,
yara iyilesmesinin erken safhalarinda TGF-f kaynaginin ilk olarak plateletler oldugu, daha
sonra ise keratinositler, makrofajlar ve fibroblastlarin TGF-f’nin yara bolgesindeki

kaynaklart oldugu ortaya koyulmustur [166].

Gopalakrishnan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada siganlara uygulanan kersetinin
TGF-B1 miktarmi arttirdign goriilmiistir [173]. Bu bilesik uygulanan ekstrelerde de

bulunmaktadir.

Liu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada Dracaena cochinchinensis (Loureiro) S.
C. Chen bitkisi insizyon ve eksizyon yara modeli olusturulmus si¢anlara uygulanmistir ve

sonug olarak TGF-B1ekspressiyon seviyesini arttirdigi gorilmiistiir [174].

Calismamizda TGF-B1 geni icin gen ifade diizeyi kat degisiminin HSM ve VSM ekstreleri
(62 pg/ml) uygulanmis 1929 hiicrelerinde kontrole gére HSM’de yaklagik 48 kat artig
gosterirken VSM’de yaklasik 2 kat artig gostermistir (Sekil 4. 14). ELISA sonuglarina
bakacak olursak TGF-B1 (Sekil 4.18) miktar1 kontrole gore bir miktar artis gostermekle
birlikte, HSM ve VSM arasinda anlamli bir fark yoktur. ELISA calismasinda hiicrelerden
disar1 saliman sitokinlerin miktar1 besiyerinde belirlenmistir. Ancak sentez hizinin
artmasindan sonra proteinlerin disar1 salinmasi belli bir siire¢ gerektirdiginden ¢alismada
daha 1iyi bir degerlendirme yapmak i¢in qRT-PCR da dahil edilmistir. Nitekim bu gen i¢in
ifade farklilig1 6zellikle QRT-PCR caligsmasi ile daha net ortaya koyulmustur. Elde edilen
bulgular, 6zellikle H. pseudolaeve’nin yara iyilestirici aktivitesini gostermesindeki dnemli
molekiiler mekanizmalardan birinin fibroblastlardaki TGF-B1 ifadesini arttirmasi oldugunu

ortaya koymustur.

VEGF-A

VEGEF ailesinin iiyeleri VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasenta

biliyiime faktoriidiir. VEGF nin yara iyilesmesinde baslica rollerinden biri damarlanmanin
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uyartlmasidir. Yara iyilesmesi siirecinde gergeklesen yeniden damarlanma cesitli
basamaklar1 igerir. Bu basamaklardan onemli olanlar vazodilasyon, bazal membran
degradasyonu, endotel hiicre gocii ve proliferasyonudur. Takiben kilcal tiip olusumu
gerceklesir ve yeni bazal membran olusur. VEGF, bu olaylarin hepsi tizerinde etkilidir [175].
VEGF-A’nin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri ¢alismalarla ortaya koyulmustur ve kaynagi
plateletler, makrofajlar, nétrofiller, keratinositler ve fibroblastlardir [19,33,152-154,175—
180]. Yapilan ¢alismalar VEGF-A’nin yara iyilesmesinde yeniden damarlanma siirecinde
endotel hiicre goclinii ve proliferasyonunu saglayarak énemli rol oynadigini gostermistir ve
yara iyilesmesinin erken safhalarinda ifadesi artmaktadir [19,175,176,181]. Temel rolii
damarlanmanin uyarilmasi olan VEGF, reepitelizasyon ve kollajen sentezinde de dnemlidir
[175]. Ayrica akut yaralarda VEGF-A seviyesinin arttigi in vivo c¢alismalar ile de
gosterilmistir [182]. Yapilan bir ¢aligmada cerrahi operasyon gegirmis kisilerden, operasyon
sonrast 7. giine kadar farkli zamanlarda 70 farkli kisiden yara sivis1 6rnegi toplanmig ve 0.
giinden 7. giine dogru VEGF miktarinin arttigi goriilmiistiir [178]. Yaralanmanin ardindan,
yara bolgesinde miktar1 artan VEGF-A’nmn ilk kaynagi aktive olmus plateletler ve
makrofajlardir [19,183]. Makrofajlar ayrica TNF-a da salgilar ve bu sitokin keratinositler ve
fibroblastlarda VEGF-A sentezini uyaran faktorlerden biridir [158,177]. TNF-o disinda
TGF-B1, EGF, TGF-a, KGF (FGF-7), bFGF, PDFG-BB ve IL-1 B da parakrin etki ile ¢esitli
hiicrelerde VEGF sentezini ve salgilanmasini arttirmaktadir [19]. Hayvan c¢alismalart ile

VEGF uygulamasinin reepitelizasyonunu ve damarlanmasini arttirdigi gézlemlenmistir

[184-186].

Hipoksi ortami olusturulmus ex vivo insan deri organ modelinde ve kiiltiire edilmis insan
dermal keratinosit ve fibroblast hiicrelerinde, kontrol grubuna gére VPF/VEGF ifadesinin
arttig1 northern blot ve in situ hibridizasyon yontemleriyle ortaya koyulmustur. Dokulardaki
hipoksi durumu malin tiimérler ve yara dokularinda s6z konusu oldugundan, yara
iyilesmesinde yara bolgesinde ¢esitli hiicrelerde VEGF salgisinin artmasinda hipoksi
durumunun da tetikleyici bir etmen olabilecegi one siiriilmiistiir [187]. Baska bir ¢alismada
leptin reseptorii igermeyen diyabetik transgenik fareler ile kontrol farelerden alinan deri
fibroblast hiicrelerinin in vitro ortamda hiicresel 6zellikleri karsilastirllmistir. Bu ¢calismada
diyabetik fibroblastlarin go¢iliniin azaldigi ve VEGF iiretiminin 6nemli derecede azaldigi
ELISA yontemi ile tespit edilmistir. Ayrica hipoksik kosullarin normal fibroblastlarda
VEGF sentezini arttirirken, diyabetik fibroblastlarda belirgin bir artisa sebep olmadigi
goriilmiistiir [188].
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Gopalakrishnan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada siganlara uygulanan kersetinin
VEGF miktarin1 arttirdign  goriilmiigtiir [173]. Bu bilesik uygulanan ekstrelerde de
bulunmaktadir.

Khanna ve ark. Uziim ¢ekirdegi proantosiyanin ekstresini kiiltiirlenmis keratinositlere
uygulamigtir ve VEGF seviyelerinde artis gozlemlemistir. VEGF sitokinin yara iyilesme

stirecine katkilar1 diisiiniildiigiinde bu ekstrenin yara iyilesmeye katkilar1 olacaktir [189].

Liu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Dracaena cochinchinensis (Loureiro)
S. C. Chen bitkisi insizyon ve eksizyon yara modeli olusturulmus siganlara uygulanmistir ve

sonug olarak VEGF ekspresyon seviyesini arttirdigi goriilmiistiir [174].

Calismamizda VEGF geni i¢in mRNA seviyesinde gen ifade diizeyi kat degisimi HSM ve
VSM ekstreleri (62 pg/ml) uygulanmis L929 hiicrelerinde kontrole gore HSM’de yaklasik
4 kat artig gosterirken VSM’de yaklasik 2 kat artis gdstermistir (Sekil 4. 15). ELISA
sonuclarina bakacak olursak VEGF (Sekil 4.19) miktar1 yine kontrole gore bir miktar artig
gostermekle birlikte, HSM ve VSM arasinda anlamli bir fark yoktur.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonuglar Hypericum pseudolaeve ve Verbascum stachydifolium var. stachydifolium
ekstrelerinin yara iyilesme potansiyeline sahip oldugunu ve birka¢ onemli antioksidan

fenolik bilesik igerdigini gostermektedir.

Antioksidan aktiviteleri, ilgili iki cins i¢indeki diger tiirlere yakindir. Insanlar arasinda tercih
edilen bir kullanim olan sulu ekstrelerin literatiirdeki metanolik ekstrelerin sonuglarina

kiyasla iyi1 aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Maserasyon metodu iyi sonuglar vermis olup kolay ve ucuz bir ekstraksiyon metodu olarak

kullanilabilir.

Sonuglar, in vitro kazima testinin, Hypericum ve Verbascum cinsine ait tiirlerin yara iyilesme
potansiyelini degerlendirmek icin kullanilabilecegini gostermistir ve bu sonuglar
yaymlanmig in vivo ¢alismalarla korelasyon gosterdiginden, hayvan kullanimini azaltacak

niteliktedir.

Bu c¢alismanin sonuglari, literatiirdekilerle birlikte, (-)-epikatesini, yara iyilesmesi
aktivitesine olas1 bir katki olarak gosterir ve H. pseudolaeve, bu flavonoidi cinsinin diger
iiyelerine kiyasla en yiiksek miktarda biriktirir. Bu iki bitki, aktif bilesiklerin izole edilmesini

ve tantmlanmasini amaglayan daha fazla arastirmayi hak eder.

Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar Hypericum pseudolaeve ve Verbascum stachydifolium
var. stachydifolium ekstrelerinin yara iyilesme potansiyeline sahip oldugunu ve onemli
fenolik bilesikler icerdigini gostermektedir. H. pseudolaeve’nin total fenolik igerigi ve
antioksidan aktivitesi V. stachydifolium var. stachydifolium ekstrelerine gore daha fazla
bulunmugtur. YBSK sonuglar1 da gore de bakilan fenolik bilesiklerin miktarlart H.
pseudolaeve’de genel olarak daha fazladir. Literatiir karsilastirmalarinda H. pseudolaeve
i¢in elde edilen total fenolik, antioksidan aktivite ve YBSK ile bakilan fenolik madde
miktarlar1 bu cinsin en bilinen tibbi bitkisi olan H. perforatum tiiriiniin degerlerine yakin

olarak bulunmustur.
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Yaptigimiz ¢alismada ¢6ziicii olarak hem metanol hem su kullanilmistir ve ayrica sokslet ve
maserasyon yontemleriyle ekstreler elde edilmistir. Bulgularimiz elde edilen 8 farkli ekstre
icin karsilastirmali olarak verilmistir. Bu sonucglara gore bakilan aktiviteler ve kimyasal
icerik analizleri i¢in genel olarak farkli ¢oziiciiler arasinda daha belirgin farklar goriiliirken
birkag istisnai durum disinda ayni ¢oziiciiniin ekstraksiyon yontemleri arasinda bu kadar
belirgin farklar goriilmemistir. Hiicre ¢izik testi sonuglarina gore sulu ekstreler en iyi sonucu
vermistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore insanlar arasinda tercih edilen bir kullanim olan
sulu ekstrelerin de iyi aktivite gosterdigi ve fenolik bilesenleri igerdigi goriilmistiir. Ayrica
maserasyon yontemi de genel olarak iyi sonuglar vermis olup bitki ekstre ¢alismalarinda

kolay ve ucuz bir ekstraksiyon metodu olarak kullanilabilir.

Iyi bir yara iyilestirici dogal iiriiniin en onemli ozelliklerinden biri olarak antioksidan
aktivitesi on plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda bu aktiviteye yer verilmis ve
antioksidan aktiviteden sorumlu ana bilesikler olan fenoliklere odaklanilmistir. Ancak
sonraki ¢aligmalarda bitkilerde bulunan diger bilesik siniflar1 da degerlendirmeye alinabilir
(6r: Verbascum tiirlerinde verbaskozid gibi gliokzitler ve Hypericum tiirlerinde hyperforin

gibi naftodianthron bilesikler de 6nemlidir.).

Sonuglarimiz, in vitro hiicre ¢izik testinin, Hypericum ve Verbascum cinsine ait tiirlerin yara
iyilesme potansiyelini degerlendirmek i¢in On tarama testi olarak kullanilabilecegini
gostermistir ve bu sonuclar yaymnlanmis in vivo caligmalarla korelasyon gosterdiginden,

hayvan kullanimini azaltacak niteliktedir.

Bu ¢alismanin sonuglar1 ve literatirde H. perforatum ile yapilan c¢alismalar birlikte
degerlendirildiginde, (-)-epikatesin molekiiliiniin tek basina veya diger molekiillerle birlikte
sinerjistik etki gostererek Hypericum cinsine ait bitkilerin yara iyilestirme aktivitesinde
onemli bir rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda yapilan ¢alismalarda da
fibroblast hiicre gdciinii en fazla uyaran ekstrenin digerlerine gore belirgin derecede daha
fazla epikatesin igerdigi goriilmiistiir. Saf epikatesin ile yapilmis literatiirde yer alan birkag
siirli calisma da bu sonugclari destekler niteliktedir. Bu nedenle saf epikatesin molekiiliiniin
yara iyilestirici aktiviteleri daha detayli olarak arastirilmalidir. Yaptigimiz c¢alismda ise
cinsin diger tiirleriyle karsilastirildiginda H. pseudolaeve’nin en fazla epikatesin igeren

tiirlerden biri oldugu goriilmiistiir.
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Tez kapsaminda ham ekstreler kullanilarak yapilan g¢aligmalar sonucunda elde edilen
bulgular arastirilan iki bitkinin potansiyelini ortaya koymustur. Sonraki calismalarda
biyoaktivite rehberli karakterizasyon yaklasimi ile biyolojik aktivitelerinden sorumlu yara
iyilestirmede etkileri olan bilesiklerin saf olarak elde edilmesi ve karakterizasyonlarinin
yapilmasi gerekmektedir. V. stachydifolium var. stachydifolium i¢in literatiirde yer alan in
vivo bulgular ile in vitro sonuglarimiz birbirini desteklemistir. H. pseudolaeve’nin ise yara
iyilestirici potansiyeli ilk defa bu tez galismasi ile gosterilmistir ve yapilacak in vivo

caligmalar ile bulgular teyit edilmelidir.

Tez calismasi kapsaminda arastirilan ekstrelerin yara iyilestirici 6zelliklerinin anlagilmasina
yonelik caligmalar da yapilmistir. Dogal iirlinler yara iyilestirici etkilerini molekiiler
seviyede genellikle kollajen sentezini arttirarak veya sitokinleri etkileyerek
gosterebilmektedir. Bu ¢alismada iki tiirtin 6zellikle sitokin seviyelerini (VEGF, TGF-B1,
FGF-7) etkiledigi ortaya koyulmustur. Yapilacak in vivo ve in vitro diger ¢alismalarda
sitokinlere de odaklanilmasi biyolojik aktivitenin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi

icin faydali olacaktir.
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