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1. OZET

Neraband (Scorzonera veratrifolia) Bitkisinin Antioksidan ve Yara lyilestirici

Ozelliklerinin Arastiriimasi

Mert GECIM

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ayfer BECEREN

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dalt

Amacg: Scorzonera veratrifolia (S. veratrifolia) bitkisinin antioksidan, antienflamatuvar, yara
iyilestirici ve antikarsinojenik potansiyellerinin arastirilmas1 hedeflenmistir.

Gere¢ ve Yontem: S. veratrifolia bitkisinin metanollii ve heptanli ekstrelerinin yara
iyilesmesi {izerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla wistar albino si¢anlarin sirtinda
dogrusal kesi yarasi olusturularak siganlar rasgele 5 gruba (n=6, kontrol, negatif kontrol,
pozitif kontrol, Heptan ve metanollii ekstre) ayrildi. Kontrol grubuna herhangi bir islem
uygulanmazken diger gruplara 10 giin boyunca 0,5 gram preparat giinde 2 kez uygulanarak
ilgili tedavi yapildi. Kanda Kuyruktaki DNA yiizdesi (%DNAy), 8-hidroksideoksiguanozin
(8-OHAG) diizeyleri ve serumda Interlokin-1p (IL-1p) ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-o)
diizeyleri olgiildii. Deri dokularinda glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) diizeyleri,
myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, kemiliiminesans 6lgtimler yapildi. Her bir ekstrenin in
vitro sitotoksik ve yara iyilestirici aktiviteleri NIH 3T3 fare fibroblast hiicrelerinde ve gesitli
kanser hiicre hatlarinda MTT yontemiyle tayin edildi. Histolojik degisiklikler 151k
mikroskobu ile incelendi. Ayrica herbir ekstrenin in vitro antioksidan aktivitesi DPPH ve
FRAP yontemleriyle incelendi ve igerdikleri fenolik madde miktarlart FCR yontemiyle tayin
edildi.

Bulgular: 8-OHAG diizeyleri ve %DNA+ sonuglart kontrol grubuna gére kiyaslandiginda
anlaml bir fark (p>0.05) olugsmadig1 belirlenirken diger in vitro bulgular ekstrelerin kontrole
kiyasla anlamli diizeyde antioksidan ve yara iyilestirici etkiye sahip oldugunu gdstermistir.
IL-1B, TNF-a, GSH, MDA, MPO, kemiliiminesans Ol¢iimler ile de benzer etkililik
istatistiksel —olarak belirlenmistir. Histolojik incelemeler de anlamli degisikligi
desteklemektedir. Kanser hiicre hatlarinda ise ekstrelerin sitotoksik etkisi olmadigi ancak
proliferatif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Sonugclar: S. veratrifolia bitkisinin yara iyilestirici 6zellige sahip oldugunu ve yapilacak
caligmalar ile desteklenerek klinikte kullanilabilecek bir ilag olma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Scorzonera veratrifolia, yara iyilestirici, antioksidan aktivite,

genotoksisite, sitotoksisite



2. SUMMARY

Evaluation of antioxidant and incision wound healing activities of Neraband
(Scorzonera veratrifolia) plant

Mert GECIM

Advisor: Assist. Prof. Dr. Ayfer BECEREN

Department of Pharmaceutical Toxicology

Purpose: The aim of this study is to investigate the possible antioxidant, wound healing,

anti-inflammatory and anticarcinogen effects of Scorzonera veratrifolia plant.

Materials and Methods: Rats were randomly divided into 5 groups (n = 6, control, negative
control, positive control, heptane and methanol extract) to determine the effect of methanol
and heptane extracts of S. veratrifolia on wound healing. While no treatment was applied to
the control group, the other groups were treated with 0.5 g twice a day for 10 days.
Interleukin-1p (IL-1pB), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), 8-hydroxydeoxyguanosine (8-
OHdG) levels and %DNA in tail (%DNAT) were measured in blood samples. Glutathione
(GSH), malondialdehyde (MDA) levels, myeloperoxidase @ (MPO) activity,
chemiluminescence measurements were performed in skin tissues. In vitro cytotoxic wound
healing activities of each extract were determined in NIH 3T3 mouse fibroblast cells and in
various cancer cell lines by MTT method. Histological changes were examined by light
microscopy. In vitro antioxidant activity of each extract was examined by DPPH and FRAP

methods and the amounts of phenolic contents in extracts were determined by FCR method.

Results: The results showed that 8-OHdG levels and % DNA results were not significantly
different (p> 0.05) compared to the control group, while other in vitro findings showed
significant changes compared to control. Similar activity was determined with IL-1p8, TNF-a,
GSH, MDA, MPO, chemiluminescence measurements. Significant changes were supported
by the histological examinations. Plant extracts were not cytotoxic in cancer cell lines but

showed proliferative activity.

Conclusion: The results suggest that the S. veratrifolia has wound healing activity and is a

potential drug candidate which needs to be verified by further studies.

Keywords: Scorzonera veratrifolia, wound healing, antioxidant activity, genotoxicity,

cytotoxicity



3. GIRIS VE AMAC

Asteraceae familyasinda bulunan Scorzonera cinsi Tiirkiye florasinda 39 tiir ile
temsil edilmekte ve bunlardan 17 tiir endemiktir. Scorzonera tiirleri Anadolu’da
yemlik, alabend, nalbant, neraband, yarasakizi otu olarak bilinmektedir (Acikara ve
ark., 2013; Dogan ve Tuzlaci, 2015). Baz1 Scorzonera tiirleri geleneksel tipta
analjezik, antiromatizmal, antihelmintik, stomatik, diiiretik olarak ve yara iyi edici,
hipertansiyon, akciger O0demi, bobrek rahatsizliklari, seker hastaligi ve diyare
tedavilerinde kullanilmaktadir. Ayrica Anadolu’da bazi Scorzonera tiirlerinin kokleri
ve yesil siirgiinleri taze olarak veya pisirildikten sonra tliketilmektedir (Acikara ve

ark., 2013)

Scorzonera tiirlerinin dihidroisokumarin, bibenzil tiirevlerleri, flavonoidler,
lignanlar, stilben tiirevleri, kuinik ve kafeik asit tiirevleri, seskiterpen, seskiterpen

laktonlar ve triterpen bilesikleri igerdigi saptanmistir (Sar1, 2010).

Scorzonera alexandrina bitkisi tizerinde yapilan c¢alismada etanol ekstresinin
kan sekerini diisiiriicii ve hepatoprotektif aktivite gosterdigi ve skopoletin,
ksantotoksin, apigenin, luteolin, kersetin-7-O-ramnozit ve luteolin-7-O-glukozit

bilesiklerini igerdigi saptanmistir (Raheim ve Donia, 2013).

Scorzonera undulata ssp. alexandrina bitkisi {izerinde yapilan ¢aligmada
bitkiden hazirlanan etil asetat ekstresinin  lupeol, 3-O-(6-O-astil-B-D-
glukopiranosil)B-sitosterol,  daukosterol ~ve apigenin bilesiklerini icerdigi

saptanmistir (Benabdelaziz ve ark., 2014).

Scorzonera tomentosa bitkisinin toprakiistii kisimlar1 ve koklerinin klorojenik,
kafeik, ferulik, rosmarinik ve p-kumarik asit gibi fenolik asit i¢erdigi ve major

madde olarak da klorojenik asit i¢erdigi yapilan ¢aligma ile belirlenmistir (Acikara ve
ark., 2013).

Scorzonera cana var. alpine, Scorzonera cana var. jacquinianai ve Scorzonera
cana var. radicosa, Scorzonera cinerea, Scorzonera eriophora, Scorzonera incisa,
Scorzonera laciniata ssp. laciniata, S. parviflora bitkilerinin antioksidan aktiviteleri
siiperoksit anyon radikaline karsi siipliriicii etki modeli ile incelenmis ve S.

parviflora bitkisinin koklerinin en giiglii antioksidan aktivite gosterdigi saptanmuistir.



Bu bitkilerin HPLC ile fenolik igerigi analiz edilmis ve klorojenik asit, rutin,

hiperozit, luteolin ve apigenin icerdigi tespit edilmistir (Acikara ve ark., 2013).

Scorzonera undulata bitkisinin toprakiistii ve koklerinden elde edilen metanol
ekstresinin kumarin, flavonoid, tanen, antrakinon ve kardiyotonik glikozit igerdigi
bulunmug ve bu ekstrenin antibakteriyal aktivite gosterdigi saptanmistir. Ayrica

toprakiistii kisimlarinin laksatif etkili oldugu belirlenmistir (Kargol ve ark., 2013).

Scorzonera mongolica bitkisinden 3B-dodekanoil eritrodiol ve 3pB-tetradekanoil
eritrodiol bilesikleri izole edilmistir (Wang ve ark., 2009). S. undulata ssp. deliciosa
bitkisinin koklerinden B-Amirin asetat, metil oleanat, metil ursolat, stigmasterol, -
sitosterol, galangustin, kumarin-O-B-glukozit ve akteosid bilesikleri izole edilmistir
(Harkati ve ark., 2010).

Yapilan literatlir taramalarinda Scorzonera tiirlerinin antioksidan, analjezik,
antienflamatuvar ve yara iyilestirici aktivite gosterdikleri bilimsel ¢alismalar ile

tespit edilmistir (Tsevegsuren ve ark., 2007; Wang ve ark., 2009).

Ayrica, bazi Scorzonera tiirleri geleneksel tipta analjezik, antiromatizmal,
antihelmintik, stomatik, diliretik, yara iyilestirici, hipertansiyon, akciger odemi,

bobrek rahatsizliklari, diyabet ve diyare tedavisinde kullanilmaktadir.

Scorzonera veratrifolia Fenzl bitkisi ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Bu bitki Dogu
Anadolu’da yayilis gostermekte ve kuru kayalik yamacglarda yetismektedir. Bu
bitkinin kokleri ve lateksi yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir. Proje bitkimiz
olan  Scorzonera veratrifolia bitkisinin  sadece  kokiinden  benzilfithalid,
skorzoveratrin, skorzoveratrozit, klorojenik asit, klorojenik asit metil ester,
kriptoklorojenik asit, 4,5-dikaffeoilkuinik asit ve 3,5-dikaffeoilkuinik asit izole
edilmis ve bu kisimlarin antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir (Sar1 ve ark., 2009;

Sar1, 2010).

Bu calismalarin disinda yapilan literatiir taramasinda proje bitkimiz {izerinde,
antimikrobiyal aktivitesi disinda herhangi bir bilimsel g¢alismaya (in vivo veya in

vitro aktivite galigsmasi) rastlanilmamistir.



Bu sebeple de calismamizin hedeflerini temel olarak su sekilde toplamak

miimkiindiir;

- Scorzonera veratrifolia bitkisinin toprakiistii kisimlarindan ve koklerinden heptan

ve metanol ile maserasyon yontemi kullanilarak ekstreler elde edilmesi,

- Elde edilen her bir ekstrenin in vitro antioksidan aktivitesinin FRAP ve DPPH
yontemleri kullanilarak karsilastirmali olarak incelenmesi ve ayrica Folin-Ciocalteu
kullanilarak ekstrelerin toplam fenolik ve aliiminyum kloriir renk 6l¢iim yontemiyle
de toplam flavonoid madde igerigi belirlenmesi, ekstrelerin antioksidan kapasiteleri

ile fenolik madde miktarlar1 arasindaki iligki incelenmesi,

- Elde edilen her bir ekstrenin in vitro sitotoksik yara iyilestirici aktivitelerinin NIH

3T3 fare fibroblast hiicrelerinde MTT yontemi tayininin yapilmasi,

- Elde edilen her bir ekstrenin in vitro sitotoksik aktivitelerinin kolon kanser hiicre
hatt1 HT-29, insan akciger kanser hiicre hatt1 A549, insan servikal kanser hiicre hatt1
HeLa ve insan prostat kanser hiicre hattinda PC-3 MTT yontemi ile

degerlendirilmesi,

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin potansiyel genotoksik etkileri sicanlardan
alinan tam kanda Comet teknigi ile degerlendirilmesi ve serumda 8-hydroxy-2' -

deoxyguanosine (8-OHdG) arastirilmasi,

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin potansiyel koruyucu etkilerinin siganlardan
alinan dokularda Oksidan-Antioksidan Aktivite Deneyleri ile arastirilmasi,
(Malondialdehid (MDA), Glutatyon (GSH), Myeloperoksidaz (MPO) diizeylerinin

ve Serbest Radikallerin Kemiliiminometrik Ol¢iimi,

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin yara iyilestirici etkisinin inflamatuvar
sitokinler iizerinden olup olmadiginin incelenmesi amaciyla TNF-o ve IL-1B

diizeyleri 6lgiilmesi,

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin potansiyel yara iyilestirici etkilerinin

sicanlardan alinan deri doku 6rneklerinin histolojik olarak incelenmesidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Deri

Yetiskin bir insan bedeninin yaklasik %15’ini olusturan deri, organlar arasinda
en genisi ve en biiyligiidiir (kanitakis, 2002). Derinin temel gorevi bir canliy
kimyasal ve fiziksel zararlara kars1 korumasi ayn1 zamanda hem viicudu patojenlere
kars1 korumast hem de viicuttan su kaybini 6nlemek i¢in bariyer gérevi yapmasidir
(Proksch ve ark., 2008). Deri, epidermis, dermis ve hipodermis olarak 3 ana katmani
igerir (Sekil 1). (kanitakis, 2002)
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Sekil 1. Derinin yapisi (McGrath, 2008)
4.1.1.Epidermis

Epidermis derinin en dig tabakasini olusturur (Madison, 2003). Kan damarlari
bulunmayan bu tabaka derinin elastik yapisini ve biitlinliigiinii koruyan bolgedir
(Mahmud, 2009). Giinesten gelen UV isinlarinin sentezlendigi bu tabaka deriyi
zararli 1g1nlara kars1 da korumaktadir. Kil kokleri ve ter bezleri gibi epidermal eklerin
¢ogu epidermal tabakadan tiiremistir (Lai, 2009). Epidermis, stratum corneum ve
stratum germinativum adli iki tabakadan olusmaktadir (Sekil 2). Stratum corneum

epidermisin en iist tabakasidir ve Olii hiicre tabakasi olarak bilinir. Stratum



germinativum ise epidermisin en alt tabakasidir ve mitoz bdliinmenin hizh

gerceklestigi, yeni hiicrelerin olustugu yer olarak bilinir (Mahmud, 2009).

o'

Sekil 2. Epidermisin yapis1 (https://socratic.org/questions/what-is-the-difference-

between-epithelium-and-epidermis Erisim tarihi: 2.04.2018).
4.1.2. Dermis

Ikinci tabaka tabaka olarak bilinen dermis, fibroblastlar, kan damarlari, sinirler,
kollajen lifi ve elastik lif gibi bag biyomolekiillerinden olusmaktadir (Yan ve
Schsandrin, 2010). Dermis bolgesi gerilebilir bag dokudan olusur. Dermis,
epidermisde yer alan keratinositlerin biiyliimesi ve ¢ogalmasini destekleyen bolgedir.
Fibroblastlar, dermisteki ana hiicre tiirlidiir ve biiylik miktarda su tutabilen ve
boylece deriye gerginlik ve esneklik kazandiran bir ag olusturacak sekilde hiicre disi
matrisi, basta tip I kollajeni tiretebilirler (Lai, 2009). Dermis ve epidermis arasinda
baglat1 kuran ve piiriizlii bir tabakaya sahip olan papiller tabaka yer almaktadir. Bu
tabaka ayn1 anda dermisi ve stratum germinativumu besleyen kilcal damarlar ile

doludur (Mahmud, 2009). Dermisin yapis1 Sekil 3'te verilmektedir.
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Sekil 3. Dermisin yapisi (https://www.safaribooksonline.com/library/view/your-
body-the/9780596805456/ch01.html Erisim tarihi:2.04.2018)

4.1.3. Hipodermis

En icteki katman ise yag dokusunun bulundugu hipodermistir (Yan ve
Schsandrin, 2010). Bu tabaka, viicudumuzun i¢ kisimlarina yalitimi saglarken,
gerekirse cilt hiicrelerine hizli bir besin kaynagi saglar (Lai, 2009). Subkiitan yag
tabakas1 olan hipodermis, olasi bir durumda iltihap salgilama yetenegine sahip

oldugundan iltihapli bir tabaka veya organ olarak da diisiiniilebilir (Mahmud, 2009).
4.2. Yara

Yara, cildin epitel biitiinliigiinde bir kopukluk olup altta yatan normal dokunun
yapisini ve islevinin bozulmasi sonucu olusur. Bir yara, travma, yanma, cerrahi
insizyon sonucu ciltte, organda ve hasarin oldugu bolgede olusan hasar ile
gerceklesir. (Enoch ve Leaper, 2008). Yara olusmamis ciltte, epidermis ve dermis,
kararli halde bulunur ve dis ¢evreye karsi koruyucu bir bariyer olusturur. Koruyucu
bariyer bozuldugunda, normal fizyolojik yara iyilesmesi siireci hizli bir sekilde

harekete gecer.(Nawaz ve Bentley, 2010).



4.2.1. Yara cesitleri

Yaralar1 genel olarak akut yaralar ve kronik yaralar olmak iizere iki baslik

altinda ayrilir.
4.2.1.1. Akut yaralar

Akut yaralar epidermis bolgesinde ve dermisin bir kismini icerecek sekilde
yiizeysel yaralanmalar olarak tanimlanir. Kesi yaralari, termal yaralar ve aginma akut
yaralanmalara 6rnek verilebilir. (Dreifke ve ark., 2015). Akut yaralar ortalama {i¢
hafta igerisinde iyilesme gosterebilen yara gesitleridir. (Korting ve ark., 2011). Yara

iyilesme agamalar1 Sekil 4'te verilmektedir.
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Sekil 4. Yara iyilesme asamalar1 (http://www.organicskincaretreatment.com/latest-
news-about-wound-healing-process/ Erisim Tarihi: 2.04.2018)



4.2.1.2. Kronik yaralar

Kronik yaralar, uzun zamanda veya zor diizelen ya da hi¢ diizelmeyen yaralar
olarak adlandirilir. Bagka bir tabirle bir yaranin ortalama ii¢ ay i¢inde tamamen
tyilesmemis olmasi durumu o yaranin kronik yara oldugunu isaret eder. Kronik yara
olarak adlandirabilecegimiz yaralar ise diyabetik ayak yaralari, basi yaralari, venoz

tilserler, iskemik iilserler, ¢esitli vaskiilitlere bagl yaralardir (Aktas S., 2012).
4.2.2. Yara iyilesme fizyolojisi

Yaralanma ve ardindan gelen yara iyilesmesi, viicudun biitiin dokularinda ve
organlarinda meydana gelir. Yara iyilesmesi sirasinda gerceklestirilen islemlerin
¢ogu biitiin dokular i¢in de gegerlidir ve iyilesme durmaksizin devam eder (Velnar ve
Ark., 2009). Yara iyilesme fizyolojisini hemostaz, enflamasyon-epitelizasyon,
proliferasyon ve yeniden modelleme basliklari altinda incelenir (Korting ve ark.,
2011).

4.2.2.1 Hemostaz

Yaralanma gergeklesir gerceklesmez koagiilasyon ve hemostaz yarada baglar. Bu
mekanizmanin asil amaci vaskiiler sistemi koruyarak kan kaybini 6nlemek ve hayati
organlarin yaralanmaya ragmen islevini bozmamaktir (Velnar ve ark., 2009).
Yaradaki hasar gormiis olan endotel, von-Willebrand faktérii (vWF) ve doku
tromboplastini serbest birakir (Nawaz ve Bentley, 2010). Piht1 olusumu ve trombosit
yigilmas1 daha fazla kan kaybini Onler. Trombositler salindiktan sonra alfa
graniillerini hiicre disina serbest bir sekilde salar ve bunun sonucunda bir takim

biiylime hormonlar1 salgilanir (Enoch ve Leaper, 2008).
- Trombosit-tiirevi biiyiime faktorii (PDGF)

- Insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF)

- Epidermal biiylime faktorii (EGF)

- Dondstiirticii biiyiime faktorii Beta (TGF- B)

- Trombosit faktor IV
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Bu hormonlar vazodilatasyonu tesvik ederek yarali bolgeye kan akisin

hizlandirir ve Keratinositler ile fibroblastlarin fonksiyonunu diizenler (Lai, 2009).
4.2.2.2. Enflamasyon-Epitelizasyon

Enflamasyon, inflamatuvar hiicrelerin yanit siiresine gore erken ve geg
enflamasyon olmak iizere ikiye ayrilir (Enoch ve Leaper, 2008). Genel tanim olarak
ise; inflamatuvar hiicrelerin (notrofiller ve makrofajlar) yara bolgesine ulastigi agsama

olarak tanimlanir (Valender, 2010).
4.2.2.3. Erken inflamatuvar asamasi

Bu asama kompleman sisteminin klasik ve alternatif yollarinin aktivasyonu ile
baslar. Bu sistem yara olusan bolgeye 24-48 saat icerisinde notrofil ve graniilositler

ile inflitrasyona yol acar ve bazi kemoaktraktanlarin salinimini1 gergeklestirir (Enoch

ve Leaper, 2008).

- Ekstraselliiler matriks protein parglari.

- TGF-B

- Kompleman bilesenleri (c3a, c5a)

- Bakterilerden gelmis formil-metionil bilesenleri.

Notrofiller, kalintilart ve bakterileri fagositlestirir ve ayrica serbest radikalleri
salarak bakterileri oldiriirler. Hasar gérmiis dokular1 yok eden proteazlar salinir ve
yara iyilesmeye baslar (Nawaz ve Bentley, 2010). Yiizey adezyon molekillerinin
diizenlenmesindeki degisiklikler nedeniyle nétrofiller yapigkan hale gelir ve ndtrofil
l16kositlerin enflamasyon boyunca damar endotel hiicrelerine yaklasma ve yapisma
stireci baglar. Endotel hiicreleri tarafindan salgilanan kemokinler daha kuvvetli bir
adezyon sistemi kurarlar (Velnar ve ark., 2009). Siire¢ devam ederken, epidermis
tizerindeki kesik bolgenin kenarlarinda bazal hiicreler ¢ogalmis ve mitotik aktivite
baslamistir ve 24-48 saat igerisinde bu hiicreler hizli bir sekilde ilerler ve iyilesme
tamamlanir. (Enoch ve Leaper, 2008). Notrofil aktivitesi, yaralanma sonucu olusan
bakterilerin hepsi temizlendikten sonra birka¢ giin i¢inde yavas yavas degisir ve
notrofiller yaradan uzaklastirilir. Kalan hiicre kalintilar1 ise fagositize edilir (Sekil 5)
(Velnar ve ark., 2009)..
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Sekil 5. Kalan hiicre kalintilarinin fagositize edilmesi (http://webders.net/dolasim-

sistemi-ve-vucudun-savunulmasi-ders-20-367p2.html Erisim tarihi: 2.04.2018)
4.2.2.4. Ge¢ inflamatuvar asamasi

Gec¢ inflamatuvar asamast yara olduktan sonra 2-3 giin sonra gergeklesen
asamadir. Yaralanmadan 48 - 72 saat sonra asamanin bir pargasi olarak makrofajlar
yarada goriiliir ve fagositoz siirecine devam eder. Makrofajlar temelinde kan
monositleri olmasina ragmen fenotipik degisime ugrayarak bu hale gelir (Velnar ve
ark., 2009). Monositler bir takim kemoatraktanlarin yaraya ilgisini ¢gekmeyi saglar
(Enoch ve Leaper, 2008).

-Tamamlayicilar, pihtilasma bilesenleri
-Immunoglobulin G parcalari

-Kollojen ve elastin {iriinleri

-Sitokinler (6rnegin 16kotrin B4, trombosit faktor [V)

Geg¢ inflamatuvar asamasindaki anahtar rol makrofajlara aittir (Nawaz ve
Bentley, 2010). Biiyliime hormonlarinin salinimimin yani sira fibroblastlar1 beslemek
icin yeni kan damarlarini olusturur (Valender, 2010). Ayrica diiz kas hiicrelerinin ve
endotel hiicrelerinin anjiogenezisini saglar. Eger monositler ve doku makrofajlarinda
azalmalar gdiiriiliirse yara iyilesme siirecinde ciddi degisiklikler gerceklesir. Ornek
olarak yaranin zayif debridmanina neden olur ya da yetersiz anjiyogenezise yol agar

(Velnar ve ark., 2009). Geg¢ inflamatuvar asamasi sirasinda, kollajen lifleri olusan
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yaranin Kenarlarinda belirgindir. Epitel hiicre proliferasyonu devam eder ve

kalinlasmis bir epidermal ortii tabakasi verir (Enoch ve Leaper, 2008).
4.2.2.5. Epitelizasyon

Yara bolgesinin kenarlarinda bulunan bazal keratinositler ve kil follikiilleri, ter
bezleri ve sebase bezler gibi dermal bolgeler, yara iyilesmesinin epitelizasyon
asamasindan sorumlu ana hiicrelerdir. Bazal biliylime faktorleri tarafindan modiile
edilen bazal epitel hiicrelerinin mitotik aktivitesindeki artig, matriste migrasyonu
tesvik eder ve tabakali epitelin yeniden kurulmasina yol agar (Nawaz ve Bentley,
2010).

4.2.2.6. Proliferasyon

Bu agsama yaralanma gergeklestikten sonraki tigiincii giinde baslar ve yaklagik iki
hafta siirer. Fibroblast gocii, hiicre digi matrisin ¢okelmesi ve graniilasyon dokusu
olusumu bu asamada gergeklesir (Enoch ve Leaper, 2008). Graniilasyon dokusunun
(Resim 1) bol miktarda olustugu bu asama makroskopik seviyededir (Velnar ve ark.,

2009). Bu asamada gergeklesen siire¢lerden bahsedersek;

Resim 1. Graniilasyon dokusu

(http://www.drwheatgrass.com.au/conditions/woundhealing/skingraft.htm Erisim
tarihi: 2.04.2018)
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4.2.2.6.1. Fibroblast gocii

Yara olustuktan sonra ilk 3 giin boyunca ¢evre dokularda bulunan fibroblastlar
ve miyofibroblastlar yara bolgesi igin ¢ogalmaya tesvik edilir (Witte ve Barbul,
1997). Fibroblastlar birikimi {igiincli giinde fenotipik modiilasyona ihtiya¢ duyarlar.
Trombosit tarafindan salinan TGF-f3 ve PDGF gibi faktorlerin yani sira hyaluronan,
fibronektin, proteoglikanlar ve tipl-tip3 prokollajen matriks proteinleri yara
bolgesinde bulunur (Velnar ve ark.,, 2009). Olusan ve biriken bu bilesenler,
hiicrelerin daha ¢ok gelismesine yardimci olan ve onarim siireci i¢in olmasi gerekli
olan yeni hiicre dis1 matrisin olusturulmasina yardimci olur (Enoch ve Leaper, 2008).
Birinci hafta bitene kadar ¢ok miktarda hiicre disi matris birikir (ECM), bu
birikmenin sonucunda hiicre gogii ¢ogalir ve bu durum yara onarimi i¢in zaruridir
(Velnar ve ark., 2009). ECM: Yapisinda kolajenler, elastin bulunan
glikoproteinlerden olusan bir hiicreler arasi matristen olusur (Enoch ve Leaper,
2008).

Fibroblastlar, yeni olusmus olan graniilasyon dokusunu olusturur ve bu sayede
yaraya yapisal biitliinlik ve kuvvet saglayan mikrofibroblastlarin ana kaynagidir

(Darby ve Hewitson, 2007).
4.2.2.6.2. Kollajen sentezi

Yara iyilesmesinin her noktasinda kollajen 6nemli bir bir bilesendir. Prolifetarif
ve yeniden modelleme evrelerinde onemli rolii olan kollajenler fibroblastlardan
sentezlenir ve biitiin dokulara biitiinliik ve saglamlik katarlar (Velnar ve ark., 2009).
Proliferatif ve yeniden modelleme asamalarinda kollajen sentezini uyaran bir¢ok

faktor vardir (Enoch ve Leaper, 2008).

- Trombosit kokenli biiytiime faktorii (PDGF)
- Bazik fibroblast biiytime faktorii (bFGF)

- Transforme edici biiylime faktori-p (TGF-5)
- Interl6kin-1

- Tiimor nekroz faktori (TNF)
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Dermis bolgesi yara olmadigi zaman %80-90 arasi tip I, %10-20 aras1 da tip 111
kollajenden olusur. Yara esnasinda ise olugan graniilasyon dokusunda tip III yaklagsik

%30 seviyelerine yiikselir (Lai, 2009).
4.2.2.6.3. Anjiyogenez ve graniilasyon dokusu

Fibroblastlarin artmasi ile ayni anda (3.glin) gergeklesir. Anjiyogenezis
gerceklesmek zorundadir; ¢ilinkii fibroblastlarin ve epitel hiicrelerin aktivitesi
oksijene ihtiya¢ duyar. Hasar almamis kan damarlarmin bir kisminda bulunan
endotel hiicrelerinin kok hiicreleri, psédopodik hareketler ile ECM'yi hasar almis
bolgeye iterek yeni kan damarlari olusturur (Nawaz ve Bentley, 2010). hemostatik
asama sirasinda salgilanan bircok anjiyojenik etmen anjiyogenezisi tesvik eder
(Velnar ve ark., 2009). Graniilasyon dokusu 3-5 giin icerisinde gozle goriilebilen
pembe, yumusak bir dokudur. Bu asama anjiyogenez veya hasar almis bolgedeki
mevcut damarlardan yeni kan damarlar1 olusumu ile karakterizedir (Enoch ve
Leaper, 2008). Yara bolgesinde kosullara en dayanikli bolge graniilasyon bolgesidir.
Eger iyi bir graniilasyon dokusu olusmus ise yaranin altindaki dokularin nekrozunun

olmadig: goriiliir (Altindas M., 2001).
4.2.2.7. Yeniden modelleme

Yara iyilesmesi siirecinin son asamasidir. Yeni epitelin gelisimi ve nihai skar
dokusunun olustugu asamadir (Velnar ve ark., 2009). Bu asamada yaraya ekstra
saglamlik veren gergin c¢izgiler yeniden diizenlenir ve islevini yitirmis hiicreler
cikartilir. Bu siire¢ 6 aydan bir yila kadar devam edebilen bir siiregtir (Velander,
2010). ECM”’ in sentezi ile graniilasyon dokusunun olugsmasiyla ayni zamanda baslar.
Proliferasyon sirasinda ¢ok miktarda bulunan Tip Ill kollajen bu asamada yavas
yavag azalir ve daha kuvvetli tip I kollajen olusumu gozlenir (Nawaz ve Bentley,
2010). Kollajen matrisin yeniden sekillenmesi, graniilasyon agamasindan olgun skar
dokusuna gegisi sirasinda gesitli matris metaloproteinazlarin (MMP) etkinlikleri ile
gerceklesir (Lai, 2009 ).

Skar dokusu gelistik¢e fibronektin ve hiyaliironan pargalanir ve kollajen yapilar

demetler halinde gogalir (Resim 2). Bunun yani sira, olusan kollajen demetleri cildin
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yaralanmadan 6nceki mukavemetine kavusamaz ve maksimum %380’lik bir kuvvete

ulasabilir (Enoch ve Leaper, 2008).

Resim 2. Skar dokusu (http://images.wisegeek.com/scar-tissue.jpg Erisim tarihi:
2.04.2018)

4.3. Yara ve Oksidatif Stres

Oksijen, solunum metabolizmast ve viicut i¢in gerekli olan enerji iiretimini
saglamig olsa dahi hiicrelerimizde olusan reaktif oksijen gesitleri (ROS) yani serbest
radikaller niikleik asitleri hasara ugratarak, proteinleri oksitleyerek ve lipid
peroksidasyonuna neden olarak; Kanser, kardiyovaskiiler hastalik, Down sendromu,
Friedreich ataksisi, romatoid artrit, otoimmiin hastalik ve AIDS gibi birgok 6liimciil
hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir. Oksidatif hasarin mutajenez, tiimorigenez,
yaslanmadan kaynakli Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklarda da 6nemli bir
etmen oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Temple ve ark., 2005). Molekiiler reaksiyonlar
indirgenme-yiikseltgenme (redoks) potansiyeli olarak bilinen, kimyasal reaksiyona
elektron almasi veya vermesi yetenegine sahiptirler. Oksijen (O,) dort elektron kabul
edebilir ve diger elementlere gore reaksiyona girme agisindan biiylik bir potansiyele
sahiptir. Oksijene bir elektron verilmesi durumundan siiperoksit radikali (O2e")
olusur. Stiperoksit radikali daha sonra hidrojen peroksite (H2O;) doniistiiriilebilir.
Hidrojen peroksit ise fenton prosesi ile yiiksek reaktif 6zellige sahip olan hidroksil
radikalini (OHe) olusturmak icin demir (Fe?") ile reaksiyona girebilir. Bu ii¢ tiire
reaktif oksijen gesitleri (ROS) denmektedir (McCord, 2000).
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ROS reaksiyonlari:

O, + & — 0, — H,0, + Fe*" — "OH + OH + Fe**

Bu asamalar ile meydana gelen ROS, proteinler, DNA ve lipitler gibi biyolojik
makromolekiillere zarar verirler. Lipid peroksidasyonu, lipidlerde olusan oksidatif

hasarin bir gostergesidir.

Lipid peroksidasyonu: Lipid peroksidasyonu 3 asamada gerceklesir. Ik asamada
serbest radikallerin lipidlere saldirdigi ve sonucunda bir hidrojen atomu meydana
getirerek lipit radikalleri (L *) olusturmasidir. Ikinci asama ise lipid radikallerinin,
lipoperoksil radikalleri (LOO *) olusturmak icin oksijen atomlariyla etkilesime
girmesiyle gergeklesir. Serbest radikaller lipid hidroperoksitler (LOOH) ve lipid
kokleri (L *) olusturmak icin lipid alt tabakalarna tekrar saldirirlar. Lipid
hidroperoksitleri ayrica alkil kokleri ve aldehitleri (6rnegin malondialdehit veya
MDA) iiretmek tizere ayrisir. Alkil koklerinin islemi bastan bagslatma ihtimalleri
vardir. Eger lipid substrat tiikendiginde veya bir antioksidan, lipit radikaline elektron
verdiginde islem basa donmez ve bu zincirleme reaksiyonun bittigi anlamina gelir
(Kohen ve Nyska, 2002) . Lipid peroksidasyonun sematize edilmis hali Sekil 6'da

verilmektedir.

N
N

- ‘/l \
OH HO0 /[ o, tH Fe*Z Fe** OH-
\ g, v !\\ ‘C \ }“ ;'<\
LH—>—pL* — 100" —>Z—p LOOH ~<4—<4— | 0 “——> LipidAldehitler
< .
“:. \. "’/.
BH. Rl —

Sekil 6. Lipid Peroksidasyonu

Protein oksidasyonu: proteinlerin yap1 tasi olan aminoasitlerden bir hidrojen
atomunun ¢ikarilmasi radikal olusumuna yol acar ve bu radikal O ile seri bir sekilde
reaksiyona girerek alkilperoksiti olusturur. Birkag reaksiyonun sonucunda alkil,
alkilperoksil ve alkoksil radikalleri olarak adlandirilan bu ara tiriinler radikal olusmus
proteinin diger aminoasit kalintilariyla ya da bagka proteinlerle yan reaksiyon

olusturarak yeni radikallerin olugmasini tetikleyebilir. Bu reaksiyonlarin sonucunda
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proteinin aminoasit yapist bozulur ve protein karbonil tiirevleri olusur (Berlett ve

Stadtman, 1997; Dalle-Donne ve ark., 2003).
4.3.1. Yara iizerinde ROS etKisi

Yara iyilesme siirecinde biiyiime faktorleri, sitokinler ve hormonlarin rolii ¢ok
biiyiiktlir; ancak son yapilan calismalarda ROS c¢esidi olan nitrik oksidin yara
iyilesme siirecinde kritik diizenleyicilerden biri oldugunu gostermistir. Ac¢ik yara
tizerinde olumsuz etkisi olan patojenlere karsi savunma i¢in ROS gerekliligi ortaya
cikmistir. Aym1 zamanda diisiik ROS seviyeleri de hiicre i¢i sinyallesmede temel
aracilar gorevindedir. Ornek olarak yakin tarihli bir calismada diisiik hidrojen
peroksitin yara anjiyogenezisi lizerinde olumlu etkileri oldugunu saptamistir (Schafer
ve Werner, 2008). Yara olustuktan sonra yaranin etrafinda trombosit fonksiyonunu
organize edecek miktarda oksidan bulunur. Ayrica trombositlerin kendisi de serbest
oksijen radikali iretirler ve yara etrafinda beyaz kan hiicrelerinin trettigi farkl
serbest radikallerle i¢ ige dururlar. Yeterli oksidan miktariyla aktive olmus
trombositler doku faktorii sentezini arttirir. Bunun sonucunda ROS iiretimi ve

NADPH oksidaz tiretimi artar (Cavdar ve ark., 2012; Sen ve Roy, 2008 ).
4.4. Antioksidan

Protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi oksidasyona maruz kalabilecek
yapilarin oksidasyonunu engelleyen veya oksidasyon siiresini geciktiren maddelere
antioksidanlar denir (Cavdar ve ark., 2012). Antioksidanlar kiigiik molekiiller, tiyol
iceren peptidler ve enzimler olmak tlizere ii¢ gruba ayrilirlar. Kii¢iik molekiiller
olarak adlandirdigimiz grupta sirasiyla C ve E vitamini olarak adlandirilan askorbik
asit ve o-tokoferol bulunmaktadir. C ve E vitamini olarak adlandirdigimiz bu
antioksidanlar bir elektronu serbest radikal vererek dengeli bir elektron g¢ifti
olustururlar ve radikal reaksiyon zincirlerini bozarlar (Castro ve Freeman, 2001,
Gewanther, 2011).

C vitamini, suda ¢oziinebilme ve radikal reaksiyon zincirlerini kirabilme
Ozelligine sahip bir antioksidan oldugundan dolay1 O,s~ ve OHe radikallerinin

temizlenmesinde kritik bir role sahiptir (Sekil 7).
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Sekil 7. C vitamini Yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/54670067#section=2D-Structure
Erigim Tarihi: 06.03.2018)

E vitamini, yagda ¢oziinebilen esas antioksidandir ve bu 6zelliginden dolay: lipit
peroksidasyonuna kars1 antioksidan o6zelligi vardir (Sekil 8). Bu 6zellik membran
fosfolipitlerinin peroksidasyonunun ve hiicre membranlarinin hasar gormesini

engellemektedir (Carr ve ark., 2000).

F:I %ﬁﬂ

Sekil 8. E Vitamini Yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imagefly.cgi?cid=6560141&width=500&h
eight=500 Erisim tarihi: 2.04.2018)
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Antioksidanlarin tiyol igeren peptidler grubunda glutatyon (GSH) ve sistein
(CYS) bulunmaktadir. Bu peptidler, ROS ve oksitlenen makromolekiillere elektron
veren tiyol gruplarini igerir (Gewanther, 2011; Jones ve ark., 2004). Antioksidanlarin
son simifl ise, okside olmus proteinleri, peptidleri veya ROS’ u azaltan enzimleri
igerir. Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksidin hidrojen peroksit haline
doniligsmesini katalize eder ve daha sonra katalaz ile suya donistiiriiliir. Tioredoksin
(Trx) hiicresel proteinlerde okside tiyolleri azaltir. Glutatyon rediiktaz (GR), GSSG
redilikte ederken, tioredoksin rediiktaz (TrxR), tioredoksinin oksitlenmis halini

azaltir (Kalinina ve ark., 2008).
4.5. Glutatyon

Glutatyon (GSH) canli yapisinda var olan 6nemli bir antioksidan molekiildiir
(Sekil 9). Hiicrede hasar olusturabilecek olan ROS’lar, serbest radikaller, peroksitler
ve lipit peroksitleri gibi oksidan maddelerin aktivitesini durdurmakta énemli bir rol
oynarlar. Glutatyonun yapisinda glisin, sistein ve glutamik asit aminoasitleri bulunur

(Pompella ve ark., 2003).

o —
D:I::
o —

Sekil 9. Glutatyon Yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/124886#section=Top

Erisim tarihi: 2.04.2018)
GSH OHe radikalinin giderilmesinde aktif bir rol iistlenmekte birlikte,
hemoglobinin oksitlenmesi sonucu olusan methemoglobinin engellenmesi ve

proteinlerin oksidasyona ugrayan siilfidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak

oksidasyona ugramasina kars1 koruyucu bir role sahip antioksidandir(Liska, 1998).
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Glutatyonun toksikoloji agisindan 6nemi ise yapisinda bulunan aminoasitlerden
sisteinin —SH grubunun niikleofilik 6zellik gostermesi ve asetominofen molekiiliiniin
toksik metaboliti olan N-asetil-p-benzo-kinonimin ile sistein baglantili konjugat
olusturarak asetaminofen (parasetamol) zehirlenmesinin engellenmesindeki roliidiir.
Doz miktar yiliksek asetaminofen alinmasi durumunda karacigerde var olan GSH
miktar1 tiikendiginden dolay1 toksik metabolit karaciger hasarina yol acabilmektedir.
Bu yiizden klinikte, GSH prekiirsorii olan N-asetil-sistein ile tedavi yoluna gidilerek
GSH sentezinin artmasi amaglanir (Pompella ve ark., 2003; Hodgman ve Garrard,

2012).
4.6. Malondialdehit

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sirasinda ortaya ¢ikan son
iriinlerden biridir ve lipit peroksidasyonunun varligini ortaya koymak i¢in kullanilan
bir belirtidir. Ug ve iigten fazla ¢ift bag iceren veya uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelir. (Ayala ve ark. 2014). MDA,
yapist geregi kiiciik molekiilliidiir ve bu durumdan dolayr viicutta diger bolgelere
rahatlikla girebilir. Reaktivite seviyesi yiiksek oldugundan dolayr proteinlerle ve
DNA ile etkilesime girerek capraz baglar meydana getirir ve proteinlerin ve
DNA’nin islevinde bazi bozukluklara yol agar. DNA’da meydana getirdigi adduktlar
sebebiyle mutajenik 6zellik tasimaktadir (Marnett, 1999).

4.7. Myeloperoksidaz Aktivitesi

Bir peroksidaz enzimi olan myeloperoksidaz (MPO), memeli canlilarda
notrofillerin graniillerine yerlesmistir. Bu enzimin gorevi fagositoz gerceklestigi
asamada mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinde aktif bir rol oynamasidir. Fagositoz
sirasinda reaktif oksijen tiirleri tarafindan meydana getirilen H,O, ile viicut
stvilarinda mevcut olan CI” iyonunu kullanarak hipoklor6z asit (HOCI) sentezini
saglar. Meydana getirlen HOCI yliksek oranda antimikrobiyal aktiviteye sahiptir
(Klebanoff, 2005). MPO seviyesinin artmasina bagli olarak meydana gelen patolojik
durumlarda durmadan gergeklesen HOCI {iretiminden dolayr dokularda istenmeyen
durumlar meydana gelmektedir. Toksik bir madde olan HOCI oksidan 6zellik tasir ve

lipitler, DNA ve proteinler ile etkilesime girerek oksidatif ¢apraz baglanmalara sebep
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olabilen halojenizasyon ve nitrasyon reaksiyonlarini getirebilir (Schuller-Levis ve
Park, 2003).

4.8. Kemiliiminesans yontemle reaktif oksijen tiirlerinin olciilmesi

Kararsiz durumda bulunan uyarilmis bir atom veya molekiiliin elektronu olmasi
gereken enerji seviyesine inerken yiiksek olan enerjisini 1s1k halinde uzaklastirarak
“liminesans” olarak adlandirilan 151k yayilmasin1 meydana getirir. Ortaya ¢ikan 151k
yayllmast eger bir kimyasal tepkime ile meydana geliyorsa bu duruma
“kemiliiminesans” (KL) adi verilir (Greenwald, 1985). KL yontem, diger yontemlere
gore biiyilk avantajlara sahiptir. Isik, sicaklik, hiicre konsantrasyonu, pH gibi
etmenler KL yontemini etkileyebilmektedir. ROS’lar yapilarindan dolay1 in vivo
olarak miktarlar1 hemen o6lgiilemez. Bundan dolay1 biyolojik olarak ROS miktarini
Olgebilmek igin KL sinyalini arttirmak gereklidir. Luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-
fitalazin-dion) (Sekil 10) ve lusigenin (bis-N-metil akridinyum nitrat) problari
kullanilarak ROS miktarlar1 6l¢iilebilmektedir. (Lu ve ark., 2006).
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Sekil 10. Luminol Yapisi
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10638#section=Top Erisim tarihi:
02.04.2018)
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4.9. Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasinda etkilesim, iletisim gibi ©6nemli konularda
diizenleyici role sahip ufak proteinlerdir. Hiicrenin biiylimesi, iyilesmesi ve
yaralanma durumunda gibi bagisiklik ve inflamatuvar yanitlarin diizenleyici olan
sitokinler, bir¢ok uyarilara karsi 6zel hiicreler tarafindan iiretilirler (Zhang ve An,
2007). Sitokinler aynt hormonlar gibi diisilk konsantrasyonlarda aktif hale gegen
glikoproteinlerdir ve hiicre yiizey molekiiliine baglanarak etki gosterirler (Ozoran ve
ark., 1994). Parakrin ve otokrin etkileri vardir. Parakrin yakinda bir hiicrede
salgilandig1 zaman etki eden sitokinlerdir. Otokrin ise sitokinin salgilandigir ayni
hiicrede etki etmesidir (Zhang ve An, 2007). Herhangi bir sitokin diger sitokinin
etkisini baglatabilir veya bitirebilir. Hem kendilerinin hem de diger sitokinlerin
reseptor olusumunu ekspresyonunu saglayan sitokinler multipl yapiya sahip ve i¢ ice

gecen biyolojik aktiviteye sahiptirler (Ozoran ve ark., 1994).
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Sitokinler iglevlerine gore 4 ana grupta incelenirler (Gliner ve ark).
1-Immiin sisteme eslik eden sitokinler;

- Tip 1 interferonlar (IFN)

- Tiimor nekrotizan faktor (TNF),

- Interlkin-1 (IL-1),

- Interlokin-6 (IL-6)

- Kemokinler bu grupta yer alir.

2-Lenfosit aktivasyonu, biliylime ve T lenfositlerinin spesifik antijenlere karsi

yanitina etki eden sitokinler;

- Interldkin-2 (IL-2) (T-hiicresi biiyiime faktorii)
- Interlkin-4 (IL-4) (IgE sentez regiilatorii)

- Transforming biiyiime faktori-p (TGF-p)

3-Enflamasyonu diizenleyen sitokinler. Antijenle uyarilmis CD4;* ve CDg"
hiicrelerinin T hiicresi regiilasyonuna girmesinin saglarlar;

- Interferon y (IFN-y) (Mononiikleer fagositlerin birincil aktivatorii)

- Lenfotoksin (LT) (N6trofil aktivatorii)

- Interl6kin-10 (IL-10) (Mononiikleer fagositlerin negatif regiilatorii)

- Interl6kin-5 (IL-5) (Eosinofil aktivatorii)

- Interl6kin-12 (IL-12) (Naturel Killer (NK)

- T hiicre stimiilatorii)

4-Immatiir 16kosit biiyiime ve farklilagmasina aracilik eden mediatérler;
- C-kit-ligand

- Interl6kin-3 (Koloni stimiile eden faktor)

- Granulosit-makrofaj koloni simulator faktor (GMCSF)

- Monosit-makrofaj koloni uyaran faktor (M-CSF)

- Granulosit koloni stimiilator faktor (G-CSF)

- Interl6kin-7 (IL-7)

- Interldkin-9 (IL-9)

- Interlokin-11 (IL-11)

24



Sitokin islevlerine gore inflamasyonda IL-1 ve TNF-a en 6nemli iki sitokindir.
Proinflamatuar olarak adlandirilan bu iki sitokin, aktive makrofajlar, lenfosit ve
bunlarin disinda kalan hiicre gesitleri tarafindan olusturulurlar. Kollajen sentezi ve

fibroblast proliferasyonunu arttirarak fibroblastik etkilere sahiptirler.

Son yapilan c¢alismalarda TNF-o’nin akut inflamasyonda ve antitiimoral
aktivitede en 6nemli sitokin oldugu belirlenmistir. TNF-a genel olarak T hiicreler, B
hiicreler, fibroblastlar, kupfer hiicreleri, diiz kas hiicreleri gibi bir¢ok hiicre
cesidinden salgilanmaktadir. Bundan dolayr TNF-a’ nin yara iyilesmesinde onemli
bir rolii vardir. TNF-o’ nin {retimi IL-10, TGF-B, PGE, siklosporin A,
deksametazon, ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafindan inhibe edilir

(Kurulay ve Cavdar, 2006).

IL-1 biyolojik etkileri esas alindiginda TNF-a ile benzer 6zelliklere sahiptir.
Diisiik yogunlukta bolgesel inflamatuar olaylara aracilik eder. IL-1, IL-1a ve IL-1B
olmak iizere iki farkli genden olusan ancak biyolojik etkileri ayn1 olan 2 ana
polipeptidden olugmaktadir. Dolasimdaki IL-1 aktivitesinin ¢ogu IL-1B’dir (Giliner
ve ark., 1997). IL-1; romatoid artrit, septik sok, periodontitis, malignite, asbestoz,
tilberkiiloz ve AIDS gibi 6nemli hastaliklarin aktivitesinde iligkisi vardir. Ayrica
radyasyonun oOliimciil dozlarma kars1i ve kanser hiicrelerinin biiyiimesinin
durdurulmasinda tedavi amagh gelistirilmistir (Kurulay ve Cavdar, 2006). Monositler
ve makrofajlardan salinan IL-1f, bunlarin yani sira fibroblastlar ve endotel hiicreler
gibi immiin sistem dig1 hiicrelerden salinarak hiicre hasari, enfeksiyon ve

inflamasyona etki ederler (Zhang ve Jianxiong, 2007).
4.10. Oksidatif DNA Hasar1 ve Ol¢iim Yéntemleri

Oksidatif strese bagli DNA hasarinin bircok hastaliga neden oldugu
bilinmektedir. Bunlarin en basinda kanser olmakla birlikte ndrodejeneratif
hastaliklar, diyabet ve kalp yetmezligi gibi bircok hastalik gelmektedir. ROS’lar
DNA yapisinda bulunan bazlarin ¢ift baglarma H atomunun dahil olmasi veya 2-
deoksiribozun C-H baglarindan ve metil gruplarindan H atomu uzaklastirilmasi
yontemiyle DNA molekiilii ile etkilesimde bulunurlar. Sonug¢ olarak meydana gelen

peroksil radikalleri indirgenerek timin glikol, 5-formilurosil ve hidroksihidroperoksit
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gibi oksidasyon tiirleri olisur. DNA baz mutasyonlar1 i¢inde en c¢ok bilineni 8-
hidroksi-2"-deoksiguanozin (8-OHdG, 8-hidroksideoksiguanozin)’dir. 8-OHdG, OHe
radikalinin guanin bazinin 8. pozisyonunda etkilesime girerek olusmaktadir. 8-OHdG
bunun yaninda doku ve kanda tayini yapilabilen ve DNA hasarmin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilir. (Henle ve ark., 1995; Goto ve ark., 2008). Guanin (G)
bazinin okside olmus hali olan 8-OHdG, adenin (A) ve sitozin (C) ile baz c¢ifti
olusturabilir ve A:T ’1 C:C’e veya G:C’1 T:A’e donlislimiine yol agcarak mutasyonlara
sebep olabilir (T: timin). Baz ciftlerinde meydana gelen bu gibi mutasyonlar DNA
polimeraz enzimi araciligiyla baz eksizyon onarim mekanizmast ile
onarilmaktadir(Barzilai ve Yamamoto, 2004; Kohen ve Nyska, 2002; Kryston ve
ark., 2011).

4.10.1. Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) teknigi (Comet teknigi)

Tek hiicre jel elektroforezi teknigi ya da comet teknigi ilk olarak Rydberg ve
Johanson tarafindan gelistirilerek birey hiicrelerinin radyasyona ugramasindan
kaynakli DNA sarmalinda meydana gelen hasarin belirlenmesinde kullanilmistir.
Hiicreleri lam iizerinde agoraza yayarak orta derece alkali bir ortamda lizise
ugratarak DNA sarmalinin acilmasinin hemen ardindan akridin oranj ile boyayip
mikroskop ile yorumlanmasidir (Rydberg ve Johanson, 1978). Bu teknigin yaygin
olarak kullanilmasinin sebebi, orta dereceli alkali sartlar altinda hiicrede var olan
biitlin proteinlerin alkali ortama ge¢gmemesidir. “Mikrojel elektroforezi” olarak
isimlendirilen teknikte ise ayni sekilde hiicreler lam iizerinde agaroza yayilir ve
notral deterjan soliisyonu ile lizis isleminin ardindan noétral sartlar altinda
elektroforez yontemi uygulandiktan sonra akridin oranj ile boyayarak mikroskopta
incelenmistir (Ostling ve Johanson, 1984). DNA sarmalinda kirik olusmasi halinde
elektroforez sirasinda (-) yiiklii DNA’da bulunan hasarli bolgeler ¢ekirdekten anoda
dogru hareket ederler. Bu durumun Mikroskopta goriinen hali ise kuyruklu yildiz
gibidir. Bunun sebebi ise c¢ekirdek merkez, bas ve goc¢c eden kuyruk kisminin
meydana gelmesidir. Olusan Kuyruklu yildiz goriintiisiinden dolayr bu ydnteme
“comet teknigi” adi verilmistir. Bu yontem sayesinde DNA sarmalinin her iki

kolunda bulunan kiriklar belirlenebilir ancak tek kolda bulunan kiriklar belirlenemez.
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Mikrojel elektroforezi yontemini degisiklige ugratan Singh ve ark., DNA tek
kolda bulunan kiriklar1 belirlemeyi saglamistir (Singh ve ark., 1988). Elektroforez
sirasinda hasara ugramis DNA parcalar1 ¢ekirdekten serbest hale gecer. DNA’nin
hareket etme kabiliyeti ise hasarin biiyiikligiine ve hasar siddetine baglidir. DNA
cekirdekte gergin bir goriiniim olusturuyorsa hasar diizeyi diisiik anlamina gelir. Eger
kuyruk ve bas ayriliyorsa hasar diizeyi yiiksek anlamina gelir (Sekil 11). (Fairbairn
ve ark., 1995).

Kuyruk

Sekil 11. Comet gortiniimii

DNA’daki hasar miktarinin belirlenmesinde floresan mikroskobu ile gozle
skorlama yapilir ve hiicreler kuyruk uzunluklarina gore; hasarsiz, az hasarli, hasarl
ve ¢ok hasarli olarak siniflara ayrilir. Goriintii analiz programlar1 sayesinde kuyruk
uzunlugu, kuyruk hareketi ve kuyrukta olusan DNA ylizdesi (%DNA7T) gibi bir¢cok
sonu¢ eclde edilebilir. Bunun i¢in floresan mikroskobuna eklenmis bir kamera

kullanilir (Collins, 2002).
4.10.2. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin  (8-OHdG, 8-hidroksideoksiguanozin) diizeyi

oksidatif stres esnasinda meydana gelen DNA hasarmin bir belirleyicisi olarak
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cogunlukla kullanilan bir gostergedir. Ik defa 1984 yilinda Kasai ve ark. galismalari
ile gidalarda 1s1 sonucu meydana gelen mutajenlerin izolasyonu ile ilgili yapilan bir

calismada ortaya ¢ikarilmistir. (Kasai ve ark., 1984; Kasai ve Nishimura, 1984).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda 8-OHdG’nin 6nemi vurgulanmis ve bircok
hastaliklarla baglantili oldugu belirlenmistir. Kanser, yaslanma, Alzheimer, katarakt,
tip II diyabet ve hipertansiyon gibi hastiklara sahip hastalarda 8-OHdG diizeylerinin
yiiksek oldugu belirlenmistir. Br baska 6rnek ise sigara iciminden dolayr meydana
gelen akciger kanserinin potansiyel bir belirleyicisi olarak kabul edilmistir. (Syslova
ve ark., 2014). Ayrica X-1sinlari, asbest, benzen, parakuat, UV, agir metaller gibi

maddeler 8-OHdG olusumunda rol oynayan ajanlara 6rneklerdir.
4.11. Scorzonera veratrifolia Bitkisi

Compositae (Asteraceae): Yeryiiziinde 1000'e yakin cins ve 20.000 kadar tiir ile
cigekli bitkiler arasinda en zengin familyaya sahip bitki Compositae (Asteraceae)
familyasidir (Sekil 12). Yurdumuzda bu familyaya ait 130’a yakin cins ve 1100’den
fazla tiir bulunmaktadir ve bu bitkilerin ¢ogu otsu yapida olmakla beraber, ¢alli veya
aga¢ formunda olanlarin sayis1 azdir. Bu Familyada bulunan bitkilerin igeriginde
ucucu yag, iniilin ve lateks en sik rastlanan bilesiklerdir. Ayrica yapilan ¢alismalar
ile seskiterpenler, laktonlar, alkoloitler (Senecio), esterler (piretrinler), sapozonitler,
kumarinler ve flavonollerin de bulundugu saptanmistir. Icerdikleri bilesikler
nedeniyle bitkilerin ¢ogu eczacilikta, gida endiistrisinde ve lateksinden dolayr da
diger sanayi alanlarinda kullanilmaktadir. Halk arasinda tibbi tedavide kullanilan bu
bitkiler tizerine son yillarda ¢ok sayida fitokimyasal arastirma yapilmis ve birgok
yeni madde izole edilmistir. Boylece bu familyaya ait antitimor etki ve
antibakteriyel aktivite gosteren bitkilerin de bulundugu ortaya ¢ikmistir (Tanker ve
ark., 1993). Bu familyaya ait olan Scorzonera veratrifolia bitkisi ile ilgili herhangi

bir ¢calisma yapilmamustir.
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Sekil 12. Compositae (Asteraceae) ailesi

Scorzonera: Kokeni Antik Akdeniz olan, Avrasya’nin kurak bolgelerine yayilan
ve Kuzey Afrika’da da goriilen Compositae familyasina ait Scorzonera cinsi
bitkilerin diinyada yaklasgitk 180 tiirli bulunmaktadir. Tirkiye'de Scorzonera
Chamberlain tarafindan revize edilmistir. Bu bitki Sistemi; tiirlerinin birbirlerine
yakin olmasindan dolay1 ayrimi zordur. Yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu, nadiren
odunsu, kalin-silindirik bazen yumrulu olarak bulunmaktadirlar. Yapraklart direkt
kokten gelir veya sap seklinde sade (basit) ve biitliindiir. Dogrusal, genis oval
seklinde veya sapli ve sapsiz olabilmektedir. Cigekleri sarimsi, mor veya ¢igegi sari
sapt mor seklinde bulunur. Akenleri silindirik, piiriizsiiz ya da damarli, bazen enine
burusuk yaprakli, tiiylii veya tiiysiiz, bir sapa sahip ya da sapsizdirlar (Chamberlain,
1975). Scorzonera cinsinin ilk kapsamli analizi de Candolle tarafindan yapilmustir.
(Candolle, 1805).

Scornozera veratrifolia bitkisi 1600-2500 metre yiikseklikte, kirag kayalik tepe
yamaglarinda yetisen bir bitki tiiriidiir (Resim 3). Cigcek agma donemi Haziran ayi
icerisinde gerceklesir. Tiirkiye’de kayitli oldugu iller Hakkari, Tunceli, Van olarak

saptanmustir. Bitki bulundugu yorelerde Nalbant, Neraband, Yarasakizi otu olarak da
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adlandirilmaktadir. Bitkinin haricen elde edilen siitii yore halki tarafindan yara
tedavisinde kullanilmaktadir. (Dogan A., 2014).

Resim 3. Scornozera veratrifolia

Yapilan literatiir taramasinda, Scornozera veratrifolia i¢in higbir fitokimyasal
calisma tespit edilememistir. (Sart ve ark., 2011) yapilan ¢alismada Scornozera
veratrifolia’nin kokiinden 2 yeni 3-benzilftalat (skorzoveratrin ve skorzoveratrozit)
ve daha Once tanimlanmis 5 adet kuinik asit tiirevi bilesik (kolorojenik asit,
kolorojenik asitin metil esteri, kriptokolorojenik asit, 4,5-dikaffeolkuinik asit ve 3,5-
dikaffeolkuinik asit) izole etmistir (Sar1 A., 2010).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasallar

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1. Calismalarda kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalar.

Kimyasal Adi Firma
Melatonin Sigma-Aldrich
Ksilen Merck
Etanol Merck
Metanol Merck
HCI Merck
KzHPO4 Sigma-Aldrich
EDTA Sigma
o-dianizidin Sigma-Aldrich
Sodyum Azid Sigma-Aldrich
Hekzadesiltrimetilamonyum bromiir Sigma
Dimetilstilfoksit (DMSO) Sigma
Triton X-100 Sigma
Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA) Sigma-Aldrich

Yiiksek kaynama dereceli agaroz (HMA) Sigma-Aldrich

RPMI Sigma
Histopaque Sigma
Sodyum kloriir Merck
Tris Sigma
Tiyobarbitiirik asit (TBA) Sigma-Aldrich
Trikloroasetik asit (TCA) Sigma-Aldrich

5,5'-Ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) | Sigma-Aldrich

Fosfat tamponu (PBS) Sigma
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5.2. Kullanilan Cihazlar

Yontemlerde kullanilan cihazlar Tablo 2’ de yer almaktadir.

Tablo 2. Yontemlerde kullanilan cihazlar

Cihaz

Marka

Doku géomme cihazi

Mikrom-AP280, ingiltere

Doku su banyosu

FALC-B-1, italya

Doku takip cihazi Thermo  Scientific-Shandon  Citadel
2000, ABD

Elektroforez tanki Thermo EC 340, ABD

Etiiv Thermo, ABD

Floresan atagmanli mikroskop

Olympus-BX51, Japonya

Hassas terazi

Shimadzu-AX-120, Japonya

Luminometre

EG&G Berthold Junior LB 9509, Bad
Widbad, Almanya

Isik Mikroskobu Olympus-CX4IRF, Japonya
Mikrotom bigagi Feather, Japonya
pH metre WTW Inolab, Almanya

Rotari mikrotom

Leica RM2125 RTS

Sogutmal1 santrifiij

Hettich Universal 320R, Almanya

Spektrofotometre

Beckman Coulter DU 73, ABD

Vorteks

Dragonlab MX-S, Cin
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5.3.Kullanilan Cozeltiler

Yontemlerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Tablo 3’de yer almaktadir.

Tablo 3. Yontemlerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Cozelti

Hazirlanislar:

Toplam fenolik madde iceriginin tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

0,2 N Folin-Ciocalteu’s reaktifi

2N’lik hazir satin alinan ¢ozeltiden saf

su ile 1:10 oraninda seyreltilerek

hazirlanir

%7,5’lik sodyum karbonat (Na2COs)

¢Ozeltisi

7,5 g NaCOs 100 ml distile suda

¢Oziilerek hazirlanir

Stok gallik asit ¢ozeltisi

10 mg ogallik asit 10 ml metanolde

¢oziiliir (1 mg/ml).

Demir (I11) indirgeme/antioksidan kuvvet (FRAP) tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Stok Troloks® ¢ozeltisi

1000 puM stok Troloks® etanolde

hazirlanir

A: 150 ml 300 mM asetat tamponu
(pH=3.6)

45 mM asetik asit (derisik) alinir, hacim
saf su ile 40 ml’ ye tamamlanir ve
uzerine 90 ml metanol ilave edilir. 0,5
M NaOH ile pH=3.6" ya ayarlanir ve
ile

son hacim 150 ml’ye saf su

tamamlanir.

B: 15 ml 10 mM [2,4,6-Tris(2-pridyl)-s-
triazine (TPTZ)’nin 100 mM HCI’deki

¢Ozeltisi

0,0468 g TPTZ tartilir, 6 ml 100 mM

HCI ve 9 ml metanol ile ¢oziiliir.

C: 15 ml 20 mM FeCls, 6H,0

0,0811 g FeCl3.6H,O 6 ml distile suda
¢Oziilir ve tizerine 9 ml metanol ilave

edilir.

FRAP reaktifi

A, B ve C ¢ozeltileri taze hazirlandiktan

sonra, A, B ve C cozeltileri karistirilir.

33



DPPH radikal temizleme aktivitesi tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

100 uM DPPH c¢ozeltisi 100 uM DPPH ¢o6zeltisi metanolde
hazirlanir

Stok Troloks® ¢ozeltisi 200 pM DPPH c¢ozeltisi etanolde
hazirlanir

Stok askorbik asit (C vitamini) 100 uM stok askorbik asit ¢ozeltisi

distile su ile hazirlanir.

Dokularda glutatyon (GSH) diizeylerinin olgiilmesi icin kullanilan ¢ozeltiler

%10’luk TCA ¢ozeltisi 10 ml TCA distile su ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlanir.

0,3 M NaHPO,4 5,339 g Na,HPO, 100 ml distile su

icinde ¢oziliir.

Ellman  aywract  (5,5’-Dithiobis(2- 0,010 g DTNB 25 ml metanol iginde
nitrobenzoik asit), DTNB) ¢oziiliir.

Dokularda malondialdehid (MDA) diizeylerinin olgiilmesi icin kullanilan

cozeltiler.

%10’luk TCA ¢ozeltisi 10 ml TCA distile su ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanir.

%0,67’lik TBA ¢ozeltisi 0,67 g TBA 100 ml distile su iginde

¢oOziliir.

Dokularda myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin dlgiilmesi icin kullanilan

cozeltiler

MPO 1. Cozelti 1 g %05 HETAB, 1,7418 g K;HPO,
(50 mM), 160 ml distile su karistirilir ve
pH 6’ya ayarlanir. Rengi parlak olana
kadar karistirildiktan sonra 200 ml’ye
tamamlanir.

MPO 2.Cozelti 19 %0,5 HETAB 1,7418 g K,HPO, (50

mM), 0,585 g EDTA (10 mM), 160 ml
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distile su ile karigtirllir ve pH 6’ya

ayarlanir. Sonra 200 ml’ye tamamlanir.

MPO 3.Cozelti

1,7418 g KoHPO, (50 mM) ile 160 ml

distile su karigtirthir ve pH 6’ya

ayarlanir. Sonra 200 ml’ye tamamlanir.

20 mM H,0,

5 ml distile su ve 11,4 puL H0,
(%30’1uk)

%2 Sodyum azid

100 mg sodyum azid, 5 ml distile su

O-dianizidin

50 mg o-dianizidin ve 2,5 ml distile su

Interlokin 1 beta (IL-1p) ve Tiimér nekroz faktor alfa (TNF-a) diizeylerinin

olciilmesi icin kullanilan cozeltiler (Cozeltiler kit icerisinde hazir olarak

bulunmaktadir.)

Yikama soliisyonu

%1 Tween 20 igeren PBS

Biotin konjugati

Biotin-konjuge anti-rat IL-1p poliklonal
antikor ya da Biotin-konjuge anti-rat

TNF-a poliklonal antikor

Durdurma soliisyonu

1 M fosforik asit

Substrat soliisyonu

Tetrametil benzidin (TMB)

Alkali comet teknigi icin kullanilan ¢ozeltiler.

10 M sodyum hidroksit (NaOH)

400 g NaOH’nin, 1000 ml distile sudaki

¢oOzeltisi cozeltisi hazirlamr ve +4 °C° de
saklanir.

0,2 M M etilendiamin tetraasetik asit 37,2 g EDTA’nin 500 ml distile sudaki

(EDTA) ¢ozeltisi cozeltisi hazirlamr ve +4 °C° de
saklanir.

5 N hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi

91,25 ml HCI distile su ile 500 ml’ye

tamamlanir.

100 pg/mL etidyum bromiir (EB)

¢Ozeltisi

5 mg EB’nin 50 ml distile sudaki

¢ozeltisi hazirlanir. +4 °C’ de saklanir.
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Lamlar boyanacagi zaman bu stok
¢ozelti, 1:4 oraninda distile su ile

seyreltilip kullanilir

Stok lizis ¢ozeltisi

146,1 g 2,5 M NacCl; 37,2 g 100 mM
EDTA; 1,2 g 10 mM Tris’in 1000 ml
distile sudaki ¢ozeltisi
Cozeltinin pH’s1t NaOH (5M) ile 10’a

hazirlanir.

ayarlanir. Hazirlanan stok lizis oda

sicakliginda saklanir.

Lizis Cozeltisi

53,4 ml stok lizis ¢oOzeltisine 6 ml
DMSO ve 0,6 ml triton-X 100 ilave

edilerek lizis ¢ozeltisi hazirlanir.

Diisiik kaynama dereceli agar (LMA)
(%0,65)

650 mg LMA tartilir, lizerine 100 ml

PBS ilave edilip ¢oziilene kadar 1sitilir.

Yiiksek kaynama dereceli agar (HMA)
(%0,65)

650 mg HMA tartilir, iizerine 100 ml
distile su ilave edilip ¢oziinene kadar

sitilir.

Elektroforez ¢ozeltisi

37,5 ml NaOH (10 M) ¢ozeltisi; 6,75 ml
EDTA (0,2 M) ¢ozeltisi ve 1250 ml
distile su  kullanilarak  hazirlanir.
Elektroforez ¢ozeltisi taze olmalidir.
Hazirlanan ¢ozelti kullanilana kadar +4

°C’de saklanir.

Nétralizasyon tamponu

48,5 g Tris (0,4 M)’in 1000 ml distile
sudaki ¢ozeltisi hazirlanir ve HCI (5 N)
ile pH 7,5’¢ ayarlanir. +4°C’de saklanir.

MTT yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Hiicre kiiltiir medyumu

%10 FBS %]1
streptomisin/penisilin  (Hyclone) ve 2

(Invitrogen),

mM glutamin (Hyclone) iceren diisiik
glukozlu DMEM (Invitrogen) igerisinde
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hazirlandi.

Stok MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)- Kit igerisinde bulunan 1 vial MTT
uzerine 1 ml steril PBS eklenerek 12

2,5 difeniltetrazolyum bromiir) ¢ozeltisi mM stok cozelti hazirlandi,
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5.4. Deneysel Calisma

Bu calisma, Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

07.03.2016 tarihli ve 035.2016.mar numarali onayi alinarak gergeklestirildi.

Calismada, esit sayida yetiskin erkek ve disi Wistar albino siganlar (250-300 Q)
kullanildi ve siganlar Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nden (DEHAMER) temin edildi. Sicanlar, deney oOncesi iki
haftalik siirede laboratuvar kosullarina alistinnlldi (12 saat aydinlik/karanlik
periyodunda ve 20°C+2). Siganlar, standart yem ve ¢esme suyu (ad libitium) ile
beslendi.

5.4.1. Deney gruplan

Calismada rastgele segilen 30 si¢an, her biri 6 sigandan olusan 5 gruba ayrildi.
Siganlara intraperitonal olarak ketamin (100 mg/kg) enjeksiyonu ile genel anestezi
yapildi. Siganlarmn sirt kisimlar1 tiraglanarak, trasli bolge batikon ile dezenfekte
edildi. Sirtin orta bdlgesinden 1,5 cm uzaklikta bistiiri ile tam cilt kalinlikli iki adet 5
cm’lik ¢izgi seklinde kesi yarasi olusturuldu. Olusturulan yaralara cerrahi ipek iplikle
esit araliklarla dikis atildi. 10. giin sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve deri

ornekleri alindi. Deney siiresince 6len ya da hastalanan hayvan olmada.

GRUP 1: Kontrol (K) Grubu: Bu gruptaki si¢anlarda kesi yarasi olusturulup dikis
atildiktan sonra higbir tedavi uygulanmadi.

GRUP 2: Negatif Kontrol (NK) Grubu: Madecassol® pomadin bazi olan glikol
stearat: 1,2 propilen glikol: sivi parafin (3:6:1) uygulandi. Bu amagla, 3 g sivi
parafin, 9 g glikol stearat, 18 g 1,2 propilen glikol karistirilarak 30 g baz elde edildi
ve bu gruptaki sicanlara elde edilen 30 g bazdan her bir hayvana 0,5 g olacak sekilde
10 giin boyunca giinde 2 kez uygulanda.

GRUP 3: Pozitif Kontrol (PK) Grubu: Madecassol® pomad her bir hayvana 0,5 g
olacak sekilde 10 giin boyunca giinde 2 kez uygulandi.

GRUP 4: Tedavi Heptan Ekstresi (HE) Grubu: S.veratrifolia bitkisinin in vitro
deney sonucunda elde edilen konsantrasyona bagli olarak hazirlandi. Heptan
ekstesini igeren 0,5 g baz merhem uygulandi. Bu amagla, 2,97 g sivi parafin, 8,91 g
glikol stearat, 17,82 g 1,2-propilen glikol karistirilarak 29,7 g baz elde edildi. Bu
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baza 0,3 g heptan ekstresi ilave edilerek 30 g merhem elde edildi. Bu gruptaki
sicanlara elde edilen 30 g merhemden her bir hayvana 0,5 g olacak sekilde 10 giin
boyunca giinde 2 kez uygulandi.

GRUP 5: Tedavi Metanollii Ekstresi (ME) Grubu: S.veratrifolia bitkisinin in vitro
deney sonucunda elde edilen konsantrasyona bagli olarak hazirlandi; metanollii
Ekstre igeren 0,5 g baz merhem uygulandi. Bu amagla, 2,97 g sivi parafin, 8,91 g
glikol stearat, 17,82 g 1,2-propilen glikol karistirilarak 29,7 g baz elde edildi. Bu
baza 0,3 g metanol ekstresi ilave edilerek 30 g merhem elde edildi. Bu gruptaki
sicanlara elde edilen 30 g merhemden her bir hayvana 0,5 g olacak sekilde 10 giin
boyunca giinde 2 kez uygulandi.

5.4.2. Kesi yarasinin olusturulmasi

Siganlara intraperitonal olarak ketamin (100 mg/kg) enjeksiyonu ile genel
anestezi yapildi. Siganlarin sirt kisimlari tiraglanarak, trasli bolge batikon ile
dezenfekte edildi. Sirtin orta bolgesinden 1,5 cm uzaklikta bistiiri ile tam cilt
kalinlikli iki adet 5 cm’lik ¢izgi seklinde kesi yarasi olusturuldu (Resim 4).

Olusturulan kesi yaralarina cerrahi ipek ile dikis atildi.

Resim 4. Kesi yarasi olusturulan sigcan
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5.4.3. Deneylerin sonlandirilmasi ve érneklerinin toplanmasi

Deney gruplarinda yer alan siganlar 10. giin sonunda giyotinle dekapite edilerek
calisma sonlandirildi. Kan ve deri 6rnekleri toplandi. Kan ornekleri ikiye ayrilarak,
ilk kistmda taze kan ile comet teknigi calisildi. ikinci kistmdan ise kan serum
ornekleri ayrilarak aym giin ticari ELISA kit kullanilarak TNF-a, IL-1B, 8-OHdG
Olgtimleri yapildi. Doku ornekleri biyokimyasal parametreler calisilana kadar -
20°C’de saklandi. Isik mikroskobu c¢alismalari i¢in ise %10 ndétral tamponlu

formaline alind1.

5.5. In Vivo Yontemler

5.5.1. Kan oérneklerinde DNA hasarimin incelenmesi
5.5.1.1. Comet teknigi ile DNA hasarinin incelenmesi

Alkali comet teknigi protokolii Singh ve ark.’’nin yonteminden mindr
modifikasyonlarla uygulanmistir (Singh ve ark., 1988). Her ornek i¢in iki lam
calisildi. Her lam i¢in bir ependorf tiipiine 1’er mL PBS konuldu (+ 4°C). 100 ul kan,
tiiplerdeki PBS (+ 4°C) iizerine eklendi. Karistirildi ve 10-15 dk. bekletildi. 100 pl
histopak tiiptin dibine eklendi. 1640 rpm, +4°C’de 5 dk. santrifiij edildi. Comet
yontemi uygulanirken Tripan mavisi canlilik testi ile izole edilen periferal
lenfositlerde en az % 95 canlilik tespit edilen 6rneklere comet teknigi uygulamistir.
Izole edilen periferal lenfositlerde %0,65°lik LMA ile karistirilarak her bir &rnek igin
iki lam olacak sekilde onceden HMA ile kaplanmis lamlara yayildi ve lamel ile
kapatildi. Sonrasinda lamlar +4°C’de donmaya birakildi. Lameller dikkatlice
uzaklagtirilarak lamlar lizis ¢ozeltisine alinarak (alliminyum folyo ile sarili cam
salede) +4°C’de 1,5 saat bekletildi. Lizis islemi tamamlaninca lamlar elektroforez
tankina yerlestirildi. Lamlar tank i¢cinde 20 dk. bekletildi. Gii¢ kaynagi 300 mA ve 15
V’a ayarlanarak 20 dk. elektroforezde birakildi. Elektroforez sonrasinda lamlar
dikkatlice tanktan alinarak cam sale igerisinde ve +4°C’de 3x5 dk. olacak sekilde
notralizasyon Ozeltisinden gecirilerek nétralizasyon islemine tabi tutuldu. Son olarak

lamlar, her birinde 5 dk. tutularak, sirastyla %50, 75 ve absolii alkol ile fikse edilerek
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oda sicakliginda ve karanlikta kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar serin karanlik

ortamda saklandi.
5.5.1.1.1. Mikroskopta degerlendirme

Gorinti analizi i¢in hazirlanan her bir lam, floresan renk vermesi i¢in dnceden
hazirlanan, 50 pL Et-Br ile boyandi ve lamelle kapatildi. Her bir lamdan rastgele 50
(gruptaki her bir sican i¢in toplam 100) lenfosit secilerek X40 biiyiitme, 546 nm
eksitasyon filtreli ve 590 nm bariyer filtreli kamera atagmanli floresan mikroskobu
(Olympus, BX51) ile incelendi. Kamera atagmani ile ¢ekilen goriintiiller BAB
Bs200Pro goriintii analiz programi kullanilarak hasar durumlar1 degerlendirildi ve

sonuglar kuyruktaki DNA yiizdesi, %DNA-T, olarak verildi.
5.5.1.2. 8-OHdG diizeylerinin 6l¢iimii

Serum 8-OHdG diizeyleri ELISA kiti (Katalog No: E-EL-0028,
ELABSCIENCE, Universal 8-OHdG(8-Hydroxydeoxyguanosine) ELISA Kit 96
test) ile oOl¢iildii. Yontem, dretici firmanmn talimatlar1 dogrultusunda ¢alisildi.
Yontemin temeli 8-OHAG igin spesifik bir antikora kars1 biyotin igaretli 8-OHdG ile
isaretsiz  8-OHdG (6rnek ve standart) arasindaki yarismali inhibisyona

dayanmaktadir. Serum 8-OHdG diizeyleri png/ml olarak ifade edildi.
5.5.2. Dokularda biyokimyasal incelemeler
5.5.2.1. Malondialdehit ve glutatyon ol¢iimleri

250-300 mg tartilan dokularin iizerine 10 kati hacimde %10 triklorasetik asit
(TCA) eklenerek homojenize edilerek santrifijlendi (3000 rpm, 15 dk.).
Stipernatantlar alinarak esit hacimde %0,67 tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C’de 20
dk. kaynatildi. Siire sonunda tiipler sogutularak spektrofotometrede 532nm’de
Olctimler yapildi. Sonuglar nmol/g doku olarak ifade edildi (Yagi, 1984). Dokularda
GSH diizeylerinin belirlenmesi i¢in Ellman ayiraci kullanildi. Siipernatantlarin
tizerine 0,3 M Na2HPO4 ile ditiyobis nitro benzoik asit iceren Ellman ayirici ilave
edildi. Karanlikta 15 dk. inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 412 nm’de

Olciilerek sonuglar umol/ g doku olarak ifade edildi (Boyne ve Ellman, 1972).
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5.5.2.2. Myeloperoksidaz aktivitesi tayini

Deri dokularinda MPO aktivitesi tayini i¢in spektrofotometrik yontem kullanildi
(Hillegas ve ark., 1990). 0,25-0,30 g doku &rnegi agirligimin 10 kat1 kadar (%w/v)
cOzelti I igerisinde buzda homojenize edildi. Elde edilen homojenattan 1,5 ml
alinarak +4°C’de 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatantlar atilarak tizerine 1,5
ml ¢ozelti 11 eklendi ve vortekslenerek buz icerisinde bekletildi. igerisinde 2900 ul
¢oOzelti IIT bulunan 37°C’deki tiiplere 30 ul o-dianizidin ve 60 pul H202 ilave edildi.
Ust fazdan 50 pl érnek alinarak tiiplere eklendi. 3 dk. sonra reaksiyonu durdurmak
icin %2’lik sodyum azid eklendi ve 460 nm’de spektrofotometrede absorbans

Olciildii. Sonuglar U/g doku olarak ifade edildi.
5.5.2.3. Kemiliiminesans olciimleri

Kemiliiminesans 0Ol¢limleri luminol ve lusigenin problart kullanilarak
luminometre (EG&G Berthold Junior LB 9509, Bad Widbad, Almanya) ile yapildi
ve sonuglar rolatif 1s1k birimi (relative light unit-rlu) olarak ifade edildi. 10-30
mg’lik dokular kesilerek 2 ml PBS+HEPES (0,50 M fosfat tamponlu salin ve 20 mM

HEPES) tamponu igeren sayim tiiplerine alind1.

Luminol aracili 6l¢iim ile hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve
hidroperoksil radikalleri tespit edilirken, lusigenin aracili Ol¢iim ile siiperoksit
radikali tespit edilir. 0,2 M Iluminol veya lusigenin eklenen sayim tiipleri
luminometrede 1 dk.’lik araliklarla ve 5 dk. siire ile okutularak 6l¢timler alindi. Elde
edilen Ol¢iimler zamana kars1 grafige gecirilerek ‘egri alt1 alan’ hesapland1 ve AUC
rlu/g doku olarak ifade edildi.

Nitrik oksit olglimleri ig¢in saflagtirllmis luminol-hidrojen peroksit sistemi
kullanild1. Sayim tiipiine alinan dokularin iizerine sirastyla 0,4 mM K2CO3, 60 uM
desferal, 4 mM H,0; ve 3,6 uM saflastirilmis luminol ilave edilerek luminometre ile
sayim yapildi (Kikuchi ve ark., 1993).

Kemiluminesans Ol¢limlerinin degerlendirilmesinde kullanilan ‘egri alti alan’
(Area Under Curve, AUC) hesaplamasi, luminometre ile elde edilen sayimlarin
zamana kars1 grafige gecirilmesi ile yapilir. Elde edilen grafikten 6l¢tim noktalarinin

integrali alimarak AUC degeri hesaplanmaktadir (Kikuchi ve ark., 1993; Davies ve
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ark., 1992; Haklar ve ark., 2002). Alan hesaplamada kullanilan formiil asagida yer
almaktadir.

Alan= At [(y1/2) + y2 + y3 + yn-1 + (yn/2)]

At: Zaman aralig1.

n: Olgiim noktas1 sayisi.

yl, y2, ... yn: Olgiimleri ifade eder.
5.5.3. Antiinflamatuvar aktivite
5.5.3.1. TNF-a diizeyleri

Hiicresel inflamasyonda son iiriin olarak kabul edilen tiimoér nekrozis faktor-o
(TNF-a) tizerine S.veratrifolia ekstrelerinin etkinligi, deri dokularindan elde edilen
siipernatantlara TNF-o. ELISA test kiti (BMS622, EBIOSCIENCE, Rat TNF-alpha
Platinum ELISA 96 tests) uygulamasiyla belirlendi. Yontem {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda calisildi. Elde edilen tiim doku orneklerinde TNF-a OD
(optik dansite) degerleri mikroplaka okuyucu ile 495nm’de spektrofotometrik olarak
Olgiildii. Test kitinin igerdii standarttan elde edilen kalibrasyon grafigi ile

hesaplamalar yapildi. Sonuglar pg/ml cinsinden ifade edildi.
5.5.3.2. IL1-B diizeyleri

Serum 6rneklerinde IL1-B diizeyleri ELISA test kiti (BMS630, EBIOSCIENCE,
RAT IL-1 Beta Platinum Elisa Kit 96 test) ile kit protokoliinde yer alan talimatlar
dogrultusunda ¢alisildi. Olgiimler mikroplaka iizerinde 495nm’de spektrofotometrik
olarak olciilecek ve standarttan elde edilen kalibrasyon grafigi ile 6rneklerin igerdigi
IL1-B Optik Dansite diizeyleri hesaplanacaktir. Sonuclar pg/ml cinsinden ifade
edildi.
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5.6. In Vitro Yontemler
5.6.1. In vitro sitotoksik ve yara iyilestirici aktivitelerinin tayini

NIH 3T3 fare fibroblast hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in % 10 fetal sigir serumu,
100 mM L-Glutamin ve % 1 Penisilin-Streptomisin i¢eren Dulbecco’s modifiye
Eagle medium (DMEM) kullanildi. Hiicrelerin iiretilmesi ve ¢ogaltilmasi agsamalari
“tissue culture” 25 cm? flasklarinda, deney protokolii ve MTT test ¢alismalari ise 24
kuyucuklu kiiltiir plakalarinda gerceklestirildi. M.U. Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali’nda daha onceki projelerden temin edilmis ve dondurulmus olan
hiicreler c¢oziildiikten sonra kiiltir medyumunda kiiltiire edilerek minimum 3.

pasajdan sonra deneye alindi.
5.6.1.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Kiiltiir islemleri i¢in -80 °C*den ¢ikarilan hiicreler ¢ok hizli bir sekilde 37 °C*lik
su banyosunda inkiibe edildikten sonra, icerisinde PBS bulunan 15 ml‘lik Falkon
tiipline aktarildi ve yavas bir bigimde siispanse edilip 1200 rpm‘de 10 dk. santrifiij

edildi. Santrifiij sonras1 hiicre sayim1 yapildi ve canliliklar1 tripan mavisi ile kontrol

edildi.

Hiicrelerin  canliliginin  belirlenmesi:  Tripan mavisi  6lii  hiicrelerin
membranlarindan gegerek onlar1 maviye boyayan bir diazo boyasidir. NIH 3T3 fare
fibroblast hiicrelerinin canliligini tayin etmek icin, % 0,1 tripan mavisi kullanilarak
mikroskop altinda incelendi. (Kodama ve ark., 2001) Kiiltiir kabinda bulunan
hiicreler 15 ml‘lik Falkon tiipiine almarak 1300 rpm‘de 5 dk. santrifiij edildi. Ust faz
atilarak, tlipiin dibinde bulunan hiicre ¢okeltisine 1 ml kiltir medyumundan
eklenecek ve pipet yardimiyla hiicreler iyice siispanse edildi. Igerisinden 50 pL
alinarak eppendorf tiipiine aktarildi ve iizerine 50 pL Tripan mavisi eklenerek
karistirildi. Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim
alaninda, lamelin lam ile birlesti§i noktaya pipetin ucunu dayayarak, tam orta
noktasindan yavagca 50 pL hiicre siispansiyonu pipetlendi. Thoma lam1 mikroskobun
tablasina yerlestirilerek mikroskop objektifi 40x‘e ayarlanarak sayma alani bulundu.

Thoma laminda 16 biiyiik kare ve her karede 25 kiiciik kare olmak tizere toplam 400
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kare vardir. 16 bliylik karede bulunan canli hiicreler tek tek sayilarak not edilerek
asagida verilen formiile gore toplam hiicre sayisi belirlendsi;

Hiicre sayis1 x Diliisyon oran1 x 10.000
5.6.1.2. Ekstrelerin sitotoksik aktivitelerinin belirlenmesi

Calismada insan akciger kanseri A549 (ATCC, CCL-185), insan prostat kanseri
PC-3 (ATCC, CRL-1435), insan kolon kanseri HT-29 (ATCC, HTB-38) ve insan
serviks kanseri HeLa (ATT, CCL-2) hiicre hatlar1 kullanildi. Kanser hiicrelerinin
cogaltilmast igin % 10 fetal sigir serumu, 100mM L-Glutamin ve %1 Penisilin-
Streptomisin igeren Dulbecco’s modifiye Eagle medium (DMEM) kullanildi. MTT
calismalar, Vybrant” MTT hiicre proliferasyon kiti (invitrogen) kullanilarak 96
kuyucuklu doku kiiltiir kaplarinda gerceklestirildi. MTT (3-[4,5- dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-dipheniltetrazolium bromid), hiicre proliferasyonunu, canliligini ve
sitotoksisiteyi 6lgmede kullanilan kantitatif bir yontemdir. Direkt olarak kiiltiirdeki
hiicrelerin metabolik aktivitelerini ve buna bagli olarak yasayan hiicre sayisinin

tespitini saglar.
5.6.1.3. MTT yontemi

MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheniltetrazolium bromid), hiicre
proliferasyonunu, canliligini ve sitotoksisiteyi O0lgmede kullanilan kantitatif bir
yontemdir. Bu yontem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafindan kataliz edilen
tetrazolium tuzlarinin indirgenmesine dayanmaktadir ve hiicre biiylimesi ile
ksenobiyotik sitotoksisiteyi yansitir. Tetrazolium tuzlarn (MTT, XTT, WST-1),
genelde substrat olarak renksiz, canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu
renkli tiriinler veren maddelerdir. MTT bu amagla kullanilan bir tetrazolium tuzudur
ve substrat olarak sar1 renkte olmasina ragmen canli hiicrelerin mitokondrilerinde
stiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olarak baglandiginda suda ¢oziinmeyen
mavi-mor formazan tuzlari olusturur. Formazan tuzlari, DMSO, izopropanol gibi
organik ¢oziiclilerde kolayca ¢oOziiniirler. Solventte ¢dziinen materyalin optik
dansitesi, ¢0ziinmiis olan formazan kristallerinin konsantrasyonunun verdigi

absorbansa gére spektrofotometrik olarak oOlgiilebilir. Olgiilen deger direkt olarak
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kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de yasayan hiicre

sayist ile iliskilendirilir.

Hiicreler ¢oziildiikten sonra kiiltiir medyumunda kiiltiire edildiler. 3. Pasajdan
sonra hiicreler %0,25’lik Tripsin-EDTA soliisyonuyla kaldirildilar. Daha sonra 15
ml’lik Falcon tiipe alinarak 2000 rpm’de 5 dk. santrifiijlendiler. Santrifiij sonrasi tiip
icerisinde bulunan {ist faz dokiildii. Hiicre pelleti 1 ml kiiltiir medyumu ile siispanse
edildildikten sonra hiicre sayimi yapildi. Bunun i¢in %1°lik Tripan mavisi kullanildi.
Hiicre sayimindan sonra her bir kuyucuga 1X10* hiicre ekildi ve 37°C’de %95 nem
ve %5 CO;’li ortamda 24 saat inkiibasyona tabi tutuldular. Bu siirenin bitiminde,
ekstreler 10, 50, 100, 200 pg/mL konsantrasyonlarda eklenerek 37°C’lik inkiibatore
kaldirildilar. Kiiltiiriin 48. Saatinde kiiltiir kabinda bulunan medyum ¢ikarild: ve her
bir kuyucuga 100 pl taze kiiltiir medyumu konulduktan sonra 10 pl MTT boyas1 (5
mg/ml) eklenerek hiicreler 37°C’de 4 saat daha inkiibe edildiler. Inkiibasyon
sonunda, canlt hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢oziilmesi igin her
bir kuyuya 100 pl solubilizasyon ¢dzeltisi eklendi 37°C’de 12 saat bekletildi. Kiiltiir
plag1 mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans degerleri 540 nm dalga boyunda
okutuldu. Referans dalga boyu olarak 630 nm dalga boyu kullanildi. Hi¢cbir madde
eklenmeyen kontrol kiiltlirlerinden elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi
alinarak bu deger % 100 kabul edildi. Ekstreleri igeren kiiltiirlerden elde edilen
absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve hiicrelerin canlilik

oranlar1 % olarak ifade edildi.
5.6.1.4. In vitro yara iyilestirme aktivitesinin tayini

NIH 3T3 fare fibroblast hiicreleri sayilarak ertesi giin besi ortaminda % 80-90
yogunlukta olacak sekilde petri kaplaria ekilerek hiicrelerin petri kabini tek tabaka
halinde kaplamalar1 saglandi. Petri kabina hiicreler arasinda esit genislikte bosluk
olmasina 6zen gosterilerek 100 pL‘lik pipet ucu yardimiyla cizikler atildi.
Baslangicta, 24, 48 ve 72. saatte her bir ¢izik hatt1 4 kez fotograflandi. Her zaman
noktasindaki fotograflarda hiicreler arasindaki bosluk dlciilerek ortalamalar1 alinarak

farkli gruplarin zaman igerisinde boslugu doldurma yiizdeleri hesaplandi.
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5.6.3. Antioksidan aktivite

S.veratrifolia ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri; serbest radikal yakalayici
temizleyici aktivitenin belirlenmesinin yani sira total fenol miktarinin saptanmasi
esasina dayanan testler ile belirlendi. Bu amagla DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikali temizleme aktivitesi testi, Demir (III) Indirgeme / Antioksidan Gii¢ (FRAP)
Yontemi ve Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi (Folin-Ciocalteau YOntemi)

uygulandi.
5.6.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi yontemi

Ekstrelerin serbest radikal yakalama etkinligi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikali kullanilarak tayin edildi (Fu ve ark., 2010). 0,5-5 mg/ml konsantrasyonlarda
hazirlanan  Ekstrelerden ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart
coOzeltilerden (askorbik asit ve BHT) 0,1’er ml alinarak, 3,9 ml 0,1 mM DPPH
¢ozeltisi ilave edildi. DPPH ¢ozeltisi ilave edilen ekstreler ve standart ¢ozeltiler 1 dk.
vortekslendikten sonra oda kosullarinda ve karanlikta 30 dk. bekletildi.
Absorbanslar1 517 nm’de UV-spektrofotometrede (Shimadzu 1800) referansa kars1
ol¢iildii. Ornek ve standart madde yerine 0,1 ml metanol kullanilarak ayni sartlarda
kontrol hazirlandi. Kontroliin absorbansi giinliik 6l¢iildii. Deney ii¢ kez tekrarlanarak
ortalamas1 alindi. ICsp degeri hesaplanmadan once % DPPH radikali giderme

kapasitesi asagida verilen formiil ile hesaplandi:

% DPPH radikali giderme kapasitesi = [(Ao — A1) / Ag] x 100 ]
Ay : Kontrol ¢6zeltisinin absorbansi,
A : Bitki ekstreleri ve standart ¢ozeltilerin absorbansi

Baslangic DPPH™ derisiminde % 50 azalmaya neden olan ekstre ve standart
madde konsantrasyonu ICsy olarak tanimlanir. Bu deger calisilan konsantrasyonlara
kars1 % serbest radikal giderme aktivite degerlerinin yerlestirilmesi ile elde edilen

dogru denklemi kullanilarak hesaplandi ve sonuglar ICso = mg/ml olarak verildi.
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5.6.3.2. Toplam fenolik madde tayini yontemi (Folin-Ciocalteau yontemi)

1-5 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 0,1’er ml tiiplere alinarak
hacimleri 4,6 ml olacak sekilde distile su ilave edildi. 0,1 ml Folin-Ciocalteu ayiraci
(distile su ile 1/3 oraninda seyreltilir) ve 0,3 ml %2 lik sodyum karbonat
cozeltisinden ilave edilerek, oda kosullarinda 2 saat calkantili su banyosunda
tutulduktan sonra meydana gelen mavi rengin absorbanst ekstrenin yerine 0,1 ml
distile su igeren referansa karst 760 nm’de Ol¢ildi. 0,05-0,4 mg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit c¢ozeltilerine Folin-Ciocalteu ayiraci ile
toplam fenolik madde tayini uygulandi. Olgiilen absorbanslara kars1 konsantrasyonlar
grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi hazirland1 ve dogru denklemi elde edildi
[(Absorbans = 75,63 gallik asit (mg) — 0,04429 (R*: 0,9963)]. Elde edilen bu dogru
denkleminden, Orneklerin toplam fenolik madde miktarlari mg gallik asit (mg
GAE/mg ekstre) esdegeri seklinde hesaplandi. Deney ii¢ kez tekrarlanarak ortalamasi
alind1 (Taskin ve ak., 2016).

5.6.3.3. Demir (III) indirgeme / Antioksidan giic (FRAP) yontemi

FRAP ayiraci, 25 ml 300 mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 ml TPTZ ¢ozeltisi
(10 mM TPTZ’nin 40 mM HCI’deki ¢ozeltisi) ve 2,5 mL 20 mM FeCl3.6H,0O’nin
karistirilmast ile hazirland1 ve 37 °C de 30 dk. bekletildi. FRAP ayiracinin 3,8 ml’si
0,2 ml ekstre ile karistirilarak, ekstre yerine distile su konularak hazirlanan referansa
kars1 absorbans artis1 4. dakikada 593 nm’de Ol¢iildii. ekstrelerin 593 nm’deki
absorbans degerleri, FeSO4.7H,0 ile hazirlanan kalibrasyon grafigine [Absorbans =
0,8226 FeSO, (mM) - 0,03374 (R?: 0,9940)] ait degerlerle karsilastirilmak suretiyle,
FRAP degeri mM FeSO4/mg ekstre olarak ifade edildi.

5.6.4. Histolojik inceleme

Calisma sonunda hayvanlardan alinan deri doku 6rnekleri histolojik ¢alisma igin
%10 noétral tamponlu formaline alindi. Isik mikroskobu ¢alismast i¢in %10 ndotral
tamponlu formaline alinan dokular, doku takip cihazinda takip edilerek parafine
gomiildii. Mikrotomda yapilan kesit ¢calismasi sonrasinda dokulara Hematoksilen ve

Eozin (H&E) boyast ve Gamori’nin tek asamali trikrom boyas1 uygulandi.
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5.6.4.1. Hematoksilen ve eozin boyamasi

Lamlara alinan kesitler etiivde 60°C’de 1 saat bekletildi. Lamlar iki ayr1 ksilende
10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi. Sirasiyla %96, 80 ve 70’lik etanol
serilerinden 10’ar dip gegirilerek hidrate edildi. Akan su altinda yikama yapildi. Gill
Hematoksilen’de 3 dk. bekletildi. Akan su altinda 5 dk. yikanarak niikleuslar
morartildi. %1°lik sulu Eozin’de 30 saniye bekletildi. Akan su altinda yikandi.
Sirastyla %70, 80 ve 96’lik etanol serilerinden 10’ar dip gegirilerek dehidrate edildi.

Lamlar kurumaya birakildi ve kapama maddesi ile kapatildi.
5.6.4.2. Gomori’nin tek asamal trikrom (GT) boyamasi

Lamlara alinan kesitler etiivde 60°C’de 1 saat bekletildi. Lamlar iki ayri
ksilende 10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi. Sirasiyla %96, 80 ve 70’lik etanol
serilerinden 10’ar dip gecirilerek hidrate edildi. Distile sudan gecirildi. Kesitler
Bouin’s soliisyonunda 56°C’de 1 saat bekletildi. Sar1 renk gidene kadar musluk suyu
altinda yikandi. Weigert Hematoksilen’de 10 dk. bekletildi. Musluk suyu altinda 10
dk. yikandi. Gomori One Step Trikrom soliisyonunda 20 dk. bekletildi. %0,5’lik
asitik asit ile hizla diferansiye edildi. Distile sudan geg¢irildi. Sirasiyla %70, 80 ve
96’lik etanol serilerinden 10’ar dip gegirilerek dehidrate edildi. Lamlar kurumaya

birakildi ve kapama maddesi ile kapatildi.
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5.6.5. Istatistiksel degerlendirme

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in Graph-Pad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programi kullanildi. Elde edilen veriler
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. Grup verilerinin karsilagtirilmasinda
tek-yonlii varyans analizini (one-way ANOVA) takiben Tukey’s ¢oklu karsilastirma
testi uygulandi. p<0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. DNA Uzerine Etkilerin incelenmesi

Tablo 4. Metanollii ve Heptanli ekstrelerin %DNAt ve 8-OHdG diizeyleri iizerine

etkileri

K NK PK ME HE

0
YoDNAT 24,08+0,68 25,56+0,72 24,51+1,35 23,05+1,11 23,47+1,18

8-OHdG  9,65+7,46 11,70+£8,16 11,14+7,65 9,56+9,75 8,84+4,62

p>0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, p>0.05 pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda (n=6).
Veriler ortalama + ortalamanin standart sapma (SD) olarak ifade edildi.

K: Kontrol NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre,
%DNA7: Kuyruktaki DNA yiizdesi, 8-OHdG: 8-hidroksi-2 -deoksiguanozin

6.1.1. Alkali comet teknigi sonuglari

Lenfosit hiicrelerinin %DNA~T diizeyleri dl¢tigiinde kontrol grubu 24,08+0,68
olarak ol¢iiliirken ve ME, HE ve PK gruplari sirasiyla (23,05+1,11), (23,47+1,18) ve
(24,51+1,35) olarak olgililerek kontrol veya negatif kontrol grubuna gore
kiyaslandiginda anlaml bir fark olusturmadigi (p> 0.05) istatistiksel olarak tespit
edildi (Sekil 13, Resim 5-14).
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Sekil 13. Periferal kan lenfositlerinde %DNA diizeyleri.
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre
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Resim 5. Kontrol grubuna ait comet goriintiisii

Resim 6. Kontrol grubuna ait comet goriintiisii
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Resim 7. Negatif kontrol grubuna ait comet goriintiisii

Resim 8. Negatif kontrol grubuna ait comet goriintiisii




Resim 9. Pozitif kontrol grubuna ait comet goriintiisii

Resim 10. Pozitif kontrol grubuna ait comet goriintiisii




Resim 11. Metanollii Ekstre (ME) grubuna ait comet goriintiisii

Resim 12. Metanollii Ekstre (ME) grubuna ait comet goriintiisii




Resim 13. Heptan Ekstre (HE) grubuna ait comet goriintiisii

Resim 14. Heptan Ekstre (HE) grubuna ait comet goriintiisii




6.1.2. 8-OHdG diizeyleri

K grubuna ait serum 6rneklerine bakildiginda 8-OHdG diizeyi (9,65+7,46 ng/ml)
olarak bulundu. ME ve HE gruplarinda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. ME ve HE gruplarina ait serum 6rneklerinin
8-OHdG diizeyleri ise sirasiyla; 9,56+9,75 ng/ml ve 8,84+4,62 olarak tespit edildi
(Sekil 14).
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Sekil 14. Serum 6rneklerinde 8-OHAG diizeyleri.
K grubuna ait serum 6rnekleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml bir farkliklik tespit edilmedi
(p>0.05). NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre

57



6.2. Deri Dokusunda Biyokimyasal Bulgular

Tablo 5. Metanollii ve Heptanli ekstrelerin GSH, MDA, MPO, Luminol, Lusigenin,
NO, IL-1B, TNF-a diizeyleri ilizerine etkileri.

K NK PK ME HE
esH FHE A ke
(umol/g doku) 9,19+1,60 113242,43  12,02+1,78 16,58+3,9%+" 15,05+0,97
umol/g doku
MDA B i T -
(nmollg doku) 28,37+3,74 24,61£5,42  11,7941,73""™ 12,9942 34" 16,17+2,56""
nmo
MPO » -
(U/g doku) 39,58+7,50 36,06+9,69 26,59+7,71 20,58+4,16%" 25.28+4.46
Luminol
(Umgdoki) 13,1425 13,6422 61127 56£1677 58177
Lusigenin
(lu/mg doku) 13,1=1,8 13,0£33  7,1£1,6™ 6,8+ LA™ 5740 07
NO
(lumgdoku) — 29,6£10,7 38,1204 13,044,5™ 8,7+2,6™"  99+4,17
IL1-p ) - -
(pg/mL) 7,47+3,70 6,1142,73 2,96+1,49 2,53+1,79 2,7243,10
TNF-a ) ) )
(pg/mL) 10,9148,15 8,68+3,69 4,61+2,22 4,30+2 3,38+2,11

***p <0.001 kontrol ve +++p <0.001 NK gruplarina gére kiyaslandiginda (n=6).

Veriler ortalama + ortalamanin standart sapma (SD) olarak ifade edildi.

K: Kontrol, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan
Ekstre, GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; MPO: Miyeloperoksidaz; NO: Nitrik oksit; IL-
1B: Interldkin-1B; TNF-a: Tiimor nekrdz faktor alfa

6.2.1. Dokularda malondialdehit diizeyleri

Deri dokusuna ait MDA diizeyleri sekil 15°de verilmistir. Kontrol grubunun
ortalama MDA degeri 28,37+3,74 nmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplari
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda MDA diizeylerinin diisiik oldugu tespit edildi.
ME ve HE gruplarinin MDA diizeyleri sirasiyla; 12,99+2,34 ve 16,17+2,56
(p<0.001) olarak tespit edildi. NK grubunun ortalama MDA degeri 24,61+5,42
nmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplar1 NK grubuna gore kiyaslandiginda
MDA diizeylerinin diisiik oldugu tespit edildi. PK grubunun ortalama MDA degeri
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11,79+1,73 nmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplari PK grubuna gore
kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi (P>0.05).
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Sekil 15. Sicanlarin Deri dokusunda MDA diizeyleri.
ME ve HE gruplar1 ***p <0.001 kontrol ve +++p <0.001 NK gruplarina gore kiyaslandiginda.
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre

6.2.2. Dokularda glutatyon diizeyleri

Deri dokusuna ait GSH diizeyleri Sekil 16°da verilmistir. Kontrol grubunda
ortalama GSH diizeyi 9,19+1,60 pumol/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplari
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda GSH diizeylerinin yliksek oldugu tespit
edilmistir. ME ve HE gruplarinin GSH diizeyleri sirasiyla; 16,5843,9 ve 15,05+0,97
umol/g doku (***p<0.001) olarak tespit edildi. NK grubunun ortalama GSH diizeyi
11,32+2,43 pmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplart NK grubuna gore
kiyaslandiginda ME grubunun yiiksek oldugu (++p<0.01) HE grubuna kiyasla ise
anlaml1 bir fark olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. PK grubunun ortalama GSH degeri
12,02+1,78 pumol/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplart PK grubuna gore
kiyaslandiginda ME grubunun yiiksek oldugu (**p<0.01) HE grubuna kiyasla ise
anlamli bir fark olmadig1 (p>0.05) tespit edildi.
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Sekil 16. Sicanlarin deri dokusun GSH diizeyleri.

ME ve HE gruplar1 ***p <0.001 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda, ++p<0.01 NK grubuna gore
kiyaslandiginda, #p<0.01 PK grubuna gére kiyaslandiginda.

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre

6.2.3. Dokularda miyeloperoksidaz aktivitesi sonug¢lari

Kontrol grubunda ortalama MPO diizeyi 39,58+7,50 U/g doku olarak bulundu.
ME ve HE gruplar kontrol grubuna gore kiyaslandiginda MPO diizeylerinin diisiik
oldugu tespit edilmistir. ME ve HE gruplarinin MPO diizeyleri sirasiyla; 20,584+4,16
(p<0.001) ve 25,28+4,46 (p< 0.01) olarak tespit edildi. NK grubuna ait MPO diizeyi
36,06+9,69 U/g doku olarak bulundu. ME ve HE gruplari NK grubuna gore
kiyaslandiginda ME grubunun diisiik oldugu (++p<0.01) HE grubuna kiyasla ise
anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) tespit edildi. PK grubuna ait MPO diizeyi
26,59+7,71 Ulg doku olarak bulundu. ME ve HE gruplari PK grubuna gore
kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi (P>0.05). Deri dokusuna ait
MPO diizeyleri Sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 17. Sicanlarin deri dokusunda MPO diizeyleri.

ME ve HE gruplar1 ***p <0,001 ve **p<0,01 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda. ME grubu NK
grubuna gore kiyaslandiginda ++p<0.01

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre

6.2.4. Kemiliiminesans 6l¢iim sonuclari

Luminol diizeyleri kontrol grubuna (26,8+6,8 rlu/mg) gore kiyaslandigi zaman
ME (14,6+3,4 rlu/mg) ve HE (11,642,8 rlu/mg) gruplarinin anlamli bir sekilde
distigti gorildi (P<0,001) (Sekil 18). Lusigenin diizeyleri kontrol grubuna
(18,445,4 rlu/mg) gore kiyaslandigr zaman ME (10,4£2,6 rlu/mg) ve HE (8,6+3,1
rlu/mg) gruplarimin anlamli bir gekilde diistiigli goriildii (p<0,001) (Sekil 19). NO
diizeyleri kontrol grubuna gore (42,1+12,4) gore kiyaslandigi zaman ME (12,8+ 8,1)
ve HE (13,4+ 4,2) gruplarinin anlamli bir sekilde distiigii gortldii (p<0,001) (Sekil
20)
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Sekil 18. Deri dokularinda luminol diizeylerinin sonuglari
***p <0,001 kontrol grubuna goére kiyaslandiginda. +++p<0.001 NK grubuna gore kiyaslandiginda.
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre
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Sekil 19. Deri dokularinda lusigenin diizeylerinin sonuglari

**p <0.01 ve ***p <0.001 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda. ++p<0.01 ve+++p<0.001 NK
grubuna gore kiyaslandiginda.

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre
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Sekil 20. Deri dokularinda NO diizeylerinin sonuglari

*p <0.005**p <0.01 kontrol grubuna gore. ++p<0.01 ve+++p<0.001 NK grubuna gore
kiyaslandiginda

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre

6.3. Serum Orneklerinde Sitokin Diizeyleri
6.3.1 Interlokin 1 beta diizeyleri

K grubuna ait sicanlarin serum Orneklerine bakildigunda ortalama IL-1f diizeyleri
7,47+3,70 pg/ml olarak bulundu. PK grubunun ortalama IL-1B diizeyi 2,96+1,49
pg/ml olarak bulunurken kontrole kiyasla anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05).
NK grubunun ortalama IL-1f diizeyi 6,11+2,73 pg/ml olarak bulunurken kontrole
kiyasla anlamli farklilik goriilmedi (p>0.05). ME ve HE gruplart K grubuna gore
kiyaslandiginda anlamli bir azalma tespit edildi. ME ve HE gruplarinin IL-1f
diizeyleri sirasiyla; 2,53+1,79 pg/ml (p<0,01) ve 2,72+3,10 pg/ml (p<0,01) olarak
bulundu (Sekil 18).
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Sekil 21. Serum 6rnekleri 1L1-B diizeyleri.
ME ve HE gruplart *p<0,05, **p<0,01 ve ***p <0,001 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda. NK:
Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre

6.3.2. Tiimor nekroz alfa (TNF-a) diizeyleri

K grubuna ait sicanlarin serum Orneklerine bakildiginda ortalama TNF-a diizeyleri
10,9131+8,15 pg/ml olarak bulundu. ME ve HE gruplart K grubuna gore
kiyaslandiginda anlamli bir azalma tespit edildi. ME ve HE gruplarinin TNF-a
diizeyleri sirasiyla; 4,3096+2,00 pg/ml (p<0.05) ve 3,3834+2,11 pg/ml (p<0.05)
olarak bulundu (Sekil 19).
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Sekil 22. Serum ornekleri TNF-a diizeyleri.
ME ve HE gruplan *p<0,05, **p<0,01 ve ***p <0,001 kontrol grubuna gore kiyaslandiginda. NK:
Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre
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6.4. In Vitro Sitotoksik Testler
6.4.1. MTT yontemi

Elde edilen sonuglara gore S.veratrifolia bitkisinin gévdesinden elde edilen heptan ve
metanol Ekstreleri ve kokten elde edilen metanol ektraktinin MTT yOntemine goére
herhangi bir sitotoksik etki gostermedigi belirlenmistir (Tablo 4). Ayrica kanser
hiicrelerinin proliferasyonunda herhangi bir inhibisyonun olmadigi, aksine kanser

hiicrelerinin ¢ogaldig: tespit edildi (Sekil 20-23).
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&
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‘ kontrol
-00.1 T
00 020 040 060 080

Zaman (Saatlik)

Sekil 23. PC-3 hiicrelerinde proliferasyon

00.8 a
= 00.7 — ——tm 100ug/ml
= 006
g 005 gl N N —=—th 100ug/ml
004 o e

——tk 100ug/ml

L 003 g ’
9
:= 00.2 g : »  —=—kok 100ug/ml
M 00.1

00, & kontrol

00 020 040 060 080
Zaman (Saatlik)

Sekil 24. HelLa hiicrelerinde proliferasyon.
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Sekil 25. HT-29 hiicrelerinde proliferasyon.

00.6

00S

004

et 100ug/mi
»— th 100ug/ml

—e— 1tk 100ug/mi
002 - J. ! 4 ! 1 ! | ! | ! - kik 100ug/mi
g kontrol

00 010 020 030 040 050 060 070 080 09%0

Zaman (Saatlik)

Sekil 26. A549 hiicrelerinde proliferasyon.

Tablo 6. S.veratrifolia bitkisinden hazirlanan metanol ekstresinin fare fibroblast hiice
(NIH 3T3) ¢ogalmasi lizerine etkisi (%)

Konsantrasyon Toprakiistii metanol ekstresi Kok metanol ekstresi
100 pg/ml 102,54 121,52
50 pg/ml 112,82 119,7
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6.4.2. In vitro hiicre canlihg testi

Bu galismaya gore, S.veratrifolia kok kismindan elde edilen metanol ekstresi, toprak

istii kisimdan elde edilen metanol ekstresine gore daha yiiksek yara iyilestirme

aktivitesi sergilemistir (Resim 15-17).

Resim 15. 24 saat sonra kontrol grubu

Resim 16. 24 saat sonra Kokten elde edilen ekstre grubu
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Resim 17. 24 saat sonra toprak iistii kisimdan elde edilen ekstre grubu

6.5. Antioksidan Aktivite

6.5.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali temizleme aktivitesi yontemi

Elde edilen sonuglara gore, bitkinin toprakiistii kisimlarindan elde edilen metanol
ekstresi kokiinden elde edilen ekstresinden daha giigli DPPH radikal siipiiriicii
aktivite gosterdigi tespit edildi. Standart olarak kullandigimiz askorbik asit ve BHT
ile karsilastirdigimizda her iki ekstrenin standartlardan daha diisiik aktivite gosterdigi
saptandi. (Tablo 5, Sekil 24)

Tablo 7. Bitkinin topraksiitii ve kokiinden hazirlanan metanol ekstrelerinin DPPH

radikal siiptiriicii aktivitesi

Ekstreler L C55Prr|?é_/|mL)
Toprakiistii ekstresi 0.62+0.6

Kok ekstresi 2.76+0.28
BHT 0.323 £0.03
Askorbik asit 0.093 + 0.006
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Sekil 27. Bitkinin topraksiitii ve kokiinden hazirlanan metanol ekstrelerinin DPPH

radikal siiptiriicii aktivitesi
6.5.2. Toplam fenolik madde tayini yontemi (Folin-Ciocalteau yontemi)

Elde edilen veriler degerlendirildiginde bitkinin toprakiistii kisimlarinin kokiinden

daha yiiksek miktarda fenolik madde icerdigi saptandi (Tablo 6, Sekil 25).

Tablo 8. Bitkinin topraksiitii ve kokiinden hazirlanan metanol ekstrelerinin fenolik

igerikleri
Ekstreler Total fenolik
(mgGAE/g ekstre)
Toprakiistii ekstresi 46 + 0.005
Kok ekstresi 10 £0.004

69



-
-
-
- 40+
7]
4
W
O o
= W 20-
3
o 104
£
0- T
> N
& -
Q@
«o

Sekil 28. Bitkinin topraksiitii ve kokiinden hazirlanan metanol ekstrelerinin fenolik

igerikleri
6.5.3. Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan giic (FRAP) yontemi

Bu calismada bitkinin kok ve toprakiistii kisimlar1 karsilastirildiginda
toprakiistii kisimlarindan elde edilen metanol ekstresinin, kokiinden hazirlana
metanol ekstresinden daha giiclii demir (III) indirgeme giicti gosterdigi tespit edildi.
Her iki ekstre standart olarak kullanilan BHA bilesiginden daha diisiik aktivite
gosterdigi saptandi (Tablo 7, Sekil 26).

Tablo 9. Bitkinin topraksiitii ve kokiinden hazirlanan metanol ekstrelerinin demir

(1) indirgeme aktivitesi

FRAP
Ekstreler (mM FeSO4/mg ekstre)
Toprakiistii ekstresi 1.56+ 0.03
Kok ekstresi 1.02+ 0.05
BHA 16.9+0.02
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Sekil 29. Bitkinin topraksiitii ve kokiinden hazirlanan metanol ekstrelerinin demir

(1) indirgeme aktivitesi
10.2. Histolojik inceleme

Kontrol grubu H&E ve GT kesitlerinde, yogun inflamatuar hiicre, daha az
fibroblast ve neovaskiilarizasyon igeren graniilasyon dokusu izlendi (Resim 18a,
Resim 18b). Benzer bulgular negatif kontrol grubunda da saptandi (Resim 19a,
Resim 19b). Pozitif kontrol grubu, kesi yarasi grubu ile karsilastirildiginda
inflamatuar hiicrelerde azalma buna karsin fibroblast proliferasyonunun oldugu
graniilasyon dokusu goriildii. Baz1 kesitlerde yeni kolajen birikiminin baskin oldugu
izlendi (Resim 20a, Resim 20b). Tedavi heptan ekstresi (Resim 21a, Resim 21b) ve
tedavi metanollii ekstre (Resim 22a, Resim 22b) gruplari yara kesi grubu
graniilasyon dokusu ile karsilagtirildiginda her iki tedavi grubunda baskin fibroblast
ve kolajen birikimi saptandi. Tiim gruplarda epitelyal rejenerasyonunun
tamamlandigr gozlendi. Histoloji skorlama sonuglarmma goére ise kontrol grubuna
(5,1243,13) gore kiyasladigimizda zaman ME (10,125+0,74) ve HE (10,62+0,31)
zaman anlamli bir yiikselme gostermistir (***p<0.001) (Sekil 30).
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Sekil 30. Histolojik Skorlama sonuglart. ME ve HE gruplar1 ***p<0.001 kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda.
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollii Ekstre, HE: Heptan Ekstre
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Tablo 10. Histolojik inceleme skorlama puanlari

1-3: Hiicre birikimi yok veya minimal, graniilasyon doku veyaepitel gocii yok

4-6: Inflamatuar hiicreden zengin, birkag fibroblast, kapillerler veya kollajen depozitleri ve minimal
epitelyal go¢ iceren ince immatiir graniilasyon dokusu

7-9: Orta kalinlikta graniilasyon dokusu, baskin inflamatuar hiicre, daha fazla fibroblast ve kolajen
depozitleri, asir1 damar olusumu, minimalden orta dereceye dogru epitel gocii

10-12: Kalin, vaskiiler graniilasyon dokusu yerine baskin fibroblast varligi, asir1 kolajen depolanmasi

ve yaray1 kismen kapatan epitel

Grup 1-3 4-6 7-9 10-12

K1 4

K2 4

K3 6 7

K4

K5 4

K6 4
NK1 1
NK2 9
NK3 7
NK4 10
NK5 7
NK6 1
PK1 7
PK2 12
PK3 6
PK4 9
PK5 6
PK6 9
ME1 10
ME2 11
ME3 11
ME4 7
MES5 11
MEG6 12
HE1 12
HE2 12
HE3 11
HE4 12
HE5 10
HE6 11
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Resim 18a. Kontrol grubunda H&E boyasinda fibroblast ve yogun inflamatuar

hiicre i¢eren graniilasyon dokusu (*), inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok).

Resim 18b. GT boyasinda graniilasyon dokusu (*).
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Resim 19a. Negatif kontrol doku grubunda‘H&E boyasinda graniilasyon dokusu (*),

inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok).
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Resim 19b. GT boyasinda graniilasyon dokusu (*), yeni damar olusumu (ok bast).
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Resim 20a. Pozitif kontrol doku grubunda graniilasyon dokusu (*), H&E boyasi.
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Resim 20b. GT boyasinda yara alan1 diginda yer alan kolajen (k) ve yara alaninda
daha agik yesil renkte izlenen yeni kolajen birikimi (yk).
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Resim 21b. GT boyasinda yara alaninda izlenen yeni kolajen birikimi (yk).
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Resim 22a. Tedavi metanollii ekstre grubunda graniilasyon dokusu (*). H&E boyasi.
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Resim 22b. Ayni grupta GT boyasinda yara alaninda izlenen yeni kolajen birikimi

(YK).

M
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7. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerin iirettigi dogal tiriinler olan primer ve sekonder metabolitler dogrudan
veya dolayli olarak tedavi amagli kullanilabilecek ilag adaylari igin en temel
tiriinlerdir. Bu ozelliklerinden dolay:1 bitkiler ve bitkilerin tasidigi bu bilesikler
tizerinde yapilan bilimsel arastirmalarin sayisinin  her gegen gilin arttif
gorilmektedir. Giiniimiizde bir¢ok rahatsizliga karsi (diyabet, kanser vb.) dogal
kaynakli triinleri kullanilmasi, tedavi amaciyla kullanilan bazi ilaglarin yetersiz
olmasi, insanlar1 yeniden dogal kaynakli {irlinlere yonelmesine neden olmustur.
Ayrica gilinlimiizde, insanlarin tedavi konusunda bilinglendigi, hastaliklara
yakalanmamak ve bagisiklik sistemlerini giiglendirmek icin giinliik yasamlarinda
dogal kaynakli antioksidanlara yer verdigi gériilmektedir. Insan sagligi acisindan
Oonem tasiyan Qiiclii antioksidan aktivite gosteren ekstrelerin ayrica yara iyilestirici,
antikolinesteraz ve antiinflamatuvar aktivite gibi birgok etkiye sahip oldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir. Yapilan calismalar dogrultusunda, son yillarda
antioksidan aktivite gosteren bitki veya bitki ekstrelerinin, hem ilag hem de gida
sanayiinde biiyiik 6nem kazandigi goriilmektedir (Giorgi ve ark., 2009).

Yara, dis etmenlerin yani sira diyabet ve obezite gibi her gegen giin artis
gosteren hastaliklarla da bagmtili bir saglik sorunudur. Yillik yara tedavi masraflari
25 milyar ABD dolarin1 gegmekte ve cilt yara bakim iirlinlerinin pazar degeri de 12
milyar ABD dolarma sahip bir piyasa olusturmaktadir. Yaralarin toplum iizerinde
muazzam sosyal ve ekonomik etkilere sahip olmasi, yara komplikasyonlarinin
altinda yatan biyolojik mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ¢ok ¢aligmaya ve

kaynak tahsis edilmesi gerekliligini ortaya koymustur (Sen ve ark., 2009).

Yara iyilesme asamalar1 birgok biyolojik aktivite ile ger¢eklesmektedir.
Plateletlerin, nétrofillerin, makrofajlarin ve fibroblastlarin aktif rol almasinin yani
sira interlokinlerin ve TNF-a gibi sitokinlerin ve dnemli biiylime faktorlerinin de
(trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF) gibi) salgilandig: bir biitiindiir (Shah ve
ark., 2012).
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Diinya genelinde, tahminen 250 bin c¢igekli bitki tiiriinden sadece % 15°i
fitokimyasal olarak degerlendirilmis ve bunlarin arasindan biyolojik aktivitesi
taranan bitki sayisi ise % 6 olarak degerlendirilmistir (Cronquist, 1981; Verpoorte,
2000). Son yillarda geleneksel bitkiler kullanilarak yapilan tedaviye ilgi artmis ancak
buna ragmen bilinen geleneksel bitkisel ilaglarin ¢ok az bir kismi yara ve cilt
bozukluklarinin tedavisi igin gelistirilmistir (Mantle ve ark., 2001). Bu sebeple, yara
lyilesmesi iizerine antiinflamatuvar, antioksidan ve antimikrobiyal etki gibi olumlu
etkilere sahip olan bitkisel ajanlarin arastiriimasi 6nem tasimaktadir (Pazyar ve ark.,
2014).

Yapilan literatiir taramasinda, Ulkemizde Tunceli yoresinde geleneksel halk ilaci
olarak haricen yara iyilesmesinde yaygin olarak kullanilan Scorzonera veratrifolia
bitkisinin kokiinde bulunan birkag bilesigin izolasyonu haricince (Sar1 ve ark., 2011)
herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu calisma ile Scorzonera veratrifolia
bitkisinin kok ve govdesinden elde edilen ekstrelerin in vivo ve in vitro yontemler

kullanarak yara iyilesmesi tizerine etkisi arastirilmustir.

Antioksidan aktiviteyi tespit etmek i¢in toplam fenolik madde igerigi, demir (III)
indirgeme antioksidan kuvvet ve DPPH* radikal temizleme aktivitesi in vitro testler
olarak cok sik kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir. DPPH radikal
temizleme aktivitesi olan antioksidanlarin bu 6zelliginin hidrojen verme yetenekleri
ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Wadood ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2017).
Polifenoller, antioksidan, antimutajenik, antitimor gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri
nedeniyle biiyiik ilgi gérmistiir (Tai ve ark., 2011). Fenolik bilesikler, antioksidatif
ajanlar olarak hareket ettiklerinden saglik agisindan yararli olarak goriilmektedirler
(Oztirk ve ark., 2011). FRAP testi ile bilesiklerin indirgeme potansiyeli
gosterilmekte olup, yontem Fe**iin Fe+2’ye indirgemesi prensibine dayanmaktadir

(Benzie ve Stain, 1996).

Scorzonera undulata bitkisinden elde edilen ekstreler ile yapilan in vitro
testlerde DPPH* radikal temizleme ve FRAP aktivitesi ile toplam fenolik madde

iceriginin yliksek oldugu gosterilmistir (Athmouni ve ark., 2015).
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Justicia adhatoda yapraklarindan elde edilen ekstrelerle DPPH* aktivitesinin ve

toplam fenolik madde igeriginin yiiksek oldugu belirtilmistir (Jha ve ark., 2014).

Calismamizin ilk basamagini olusturan antioksidan aktivitenin ve bitki
igerigindeki fenolik madde bilesiklerinin arastirilmas: ile elde edilen veriler
sonucunda, S. veratrifolia bitkisinin toprak istii kismimin kok kismia gére DPPH
radikal stipiiriici ve FRAP aktivitesinin yiiksek oldugunu gostermistir. Benzer
sekilde toprak tstii kisminin kok kismina gére toplam fenolik madde igeriginin de
daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Calismamizda, gli¢lii antioksidan aktivite
gozlenen S. veratrifolia’nin bu etkilerinin metanollii ve heptanli esktrelerinin

tasidiklar: fenolik bilesiklerden dolay: olabilecegi kanaatine varilmistur.

Yara iyilesmesi, yara olan bolgeye hiicresel yanitlarla baslar ve bu siirecte
fibroblastlarin, endotel hiicrelerin ve makrofajlarin aktivasyonu gerceklesir. Yara
olan bolgede yapinin tekrar diizelmesi ve fonksiyonunu kazanmasi icin fibroblast
proliferasyonu gerceklesir (Clark, 2001; Mensah ve ark., 2001). Bu sebeple yara

tyilesmesinde fibroblast proliferasyonunun gosterilmesi 6nem arz etmektedir.

Muhammad ve ark. Moringa oleifera bitkisinin ekstresi ile yaptig1 ¢aligmada
yara iyilestirme {izerine etkinin gésterilmesi amaciyla hiicre canliligini in vitro olarak
arastirmig ve bitki ekstresinin proliferasyon iizerine olumlu etkilere sahip oldugunu
gostermislerdir (Muhammad ve ark., 2013). Calismamizda da benzer sekilde S.
veratrifolia bitkisinin kok ve toprak istii ekstrelerinin kontrol grubuna kiyasla in
vitro hiicre canliligini ve fibroblast gogiinii arttirdigr ve ayrica kok kisminin ise

toprak Ustii kisma gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu oldugu gosterilmistir.

Bitki ekstrelerinin antikanser ve sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesi
giivenli tedavi i¢cin dnemlidir. Bitkinin olas1 toksik etkilerinin ve doz asiminda ortaya
cikabilecek istenmeyen etkilerinin belirlenmesine olanak saglar. Hiicre kiiltiirii
deneyleri, belli bir hiicre tiirlinlin mikro boyutta bulunan maddelere karsi bile
duyarliligin1 test etmek icin kullanilan popiiler ve etkili yontemlerdir. Bitki
ekstrelerinin ¢esitli hiicre hatlar1 tizerindeki toksik etkileri, sitotoksik ve antikanser
aktivitesi MTT testi ile degerlendirilebilmektedir. Ayni sekilde NIH-3T3 fare
fibroblast hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan MTT testi de bu dogrultuda yara

81



iyilestirme aktivitesini in vitro olarak test etmek i¢in kullanilan hizli, giivenilir ve
tekrarlanabilir yontemlerden biridir (Abe ve ark., 2000; Padmaja ve ark., 2002;
Rahman ve ark., 2016; Morshed ve ark., 2011). NIH-3T3 fibroblast hiicre hatti ile
yapilan bir calismada Terminalia fagifolia bitkisinden elde edilen ekstrelerin
sitotoksik etki gostermedigi goriilmiistiir (Araujo ve ark., 2015). Calismamizda da
benzer sekilde, Scorzonera veratrifolia bitkisinin her iki ekstresinin farkl
konsantrasyonlarda NIH-3T3 fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksik etki
gostermedigi ve bitki kokiinden elde edilen ekstrenin, toprak tistii kismindan elde

edilen ekstresine gore daha yiiksek migrasyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

Insan prostat kanseri hiicre hatt1 olarak PC-3 hiicreleri, insan rahim agz1 kanseri
hiicre hatt1 olarak HelLa hiicreleri, insan kolon kanseri hiicre hatti olarak HT29
hiicreleri, insan akciger kanseri hiicre hatti olarak A549 hiicreleri Ozellikle
antikarsinojenik aktivitenin gosterilmesinde toksisite ¢aligmalarinda kullanilan hiicre
hatlar1 olup MTT teknigiyle beraber ¢alisilmaktadir (Perkel ve ark., 1990; Scherer ve
ark., 1953; Fogh ve Trempe, 1975; Giard ve ark., 1973).

Rascon ve ark.’nin Asclepias subulata bitki ekstrelerinde yaptigi caligmada
HeLa, A549 ve PC-3 hiicre hatlarinda antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Rascon ve ark., 2015).

Curcuma zedoaria bitkisinin ektraktlari ile yapilan testlerde ise PC-3 ve HT29

hiicre hatlarinda antiproliferatif bir aktivite goriilmiistiir (Ahmed ve ark., 2014).

Calismamizda Scorzonera veratrifolia bitkisinin her iki ekstresinin farkli
konsantrasyonlarinin insan rahim agzi kanseri (HelLa), insan akciger kanseri (A549),
insan prostat kanseri (PC-3) ve insan kolon kanseri (HT29) hiicre hatlarinda ise
antiproliferatif bir aktiviteye sahip olmadigi, aksine kanser hiicrelerinin

proliferasyonunu arttirdig: tespit edilmistir.

Yara iyilesme siireci, dermis ve epidermis arasindaki hiicrelerin etkilesimler ile
inflamatuvar hiicrelerden, fibroblastlardan ve keratinositlerden salinan kimyasallarin
etkilesimiyle gerceklesir. Mazenkimal hiicrelerin ve kilcal damarlarin ¢ogalmasinin

yan1 sira makrofajlarin graniilasyon dokusu i¢ine dahil olmasi, yara olan bolgedeki
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defektin yerini almasina ve yeniden epitelizasyon igin gereken substratlar ve
indiikleyiciler ile beraber hareket eder. Graniilasyon dokusunun kiitlesinin artmasi ve
protein miktarmin ¢ogalmasi, hiicre dis1 proteini olan kollajen sentezinin artisina
neden olan hiicresel proliferasyonu gosterir. Yara iyilesme siirecinin hizlanmasinda
epidermisin yenilenmesi, fibroblastlarin ve endotel hiicrelerin gorevi, kilcal
damarlanma ve kollajen artiginin desteklenmesi gibi faktorlerin 6nemi bir¢ok ¢alisma
ile kanmtlanmistir. Cesitli hiicre bazli terapiler, fizyolojik ve patolojik durumlarda
yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in umut verici stratejiler sunmaktadir (Wu ve ark.,
2007; Kant ve ark., 2013; Yariswamy ve ark., 2013; Fikru ve ark., 2012; Gio ve
Dipietro, 2010). Joshi ve ark.’nin Leea macrophylla bitkisinin ektrakti ile yaptiklari
calismada kollajen artisinin yara iyilesme siirecine olan etkisini histolojik ¢alismalar
ile gosterilmistir (Joshi ve ark., 2016). Carissa spinarum ektresi ile yapilan histolojik
calismada ise hiicresel proliferasyonun artis1 gozlemlenmistir (Sanwal ve Chaudhary,
2011).

Calismamizda da benzer sekilde deri dokularinin histolojik incelemeler
sonrasinda HE ve ME tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore inflamatuvar
hiicrelerin azalarak, fibroblast gociiniin ve graniilasyon dokusunun artis gosterdigi
goriildii. Ayrica bu bulgulara ilave olarak HE ve ME gruplarinda baskin kollajen
birikiminin oldugu da tespit edildi. Histoloji ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ile
in vitro hiicre proliferasyonu testlerinden elde edilen veriler arasinda korelasyon

oldugu goriildii.

Literatiirde, inflamasyon olusumu ve lipid peroksidasyonunun bazi kimyasal
ajanlar aracilig1 ile DNA alt birimlerine baglanarak 6zel bilesiklerin olusmasina ve
MPO araciligr ile olusan HOCI’in niikleotidlerin modifikasyonuna yol agtig1
gosterilmistir (Strzepa ve ark., 2017; Cadet ve Davies, 2017). MDA’nin DNA’ya
baglanarak aduktlar meydana getirebilecegi ve DNA’nin islevinde bozukluklara yol
acabilecegi bildirilmistir (Chaudhary ve ark., 1994). Genotoksik ajanlara maruziyetin
gosterilmesinde siklikla kullanilan Comet teknigi DNA hasarinin diizeyini gostermek
amaciyla kullanilan bir tekniktir (Collins, 2004; Sardas ve ark., 2010; Beceren ve
ark., 2016). Calismamizda siganlarin periferal kan lenfositlerinde comet teknigi

uygulanmas1 sonucunda gruplardan elde edilen ortalama %DNAt degerleri

83



karsilastirildiginda istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig:
(p>0.05) goriildii. Benzer sekilde oksidatif DNA hasarinin gosterilmesinde bir
biyogosterge olarak kullanilan 8-OHdG diizeyleri de 6l¢iilmiis olup, gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadig: (p>0.05) goriildii.

Reaktif oksijen tiirlerinin, hiicreler ve dokular {izerindeki zararli etkileri
nedeniyle yara iyilesme siirecine olumsuz etki ettigi bildirilmistir. Oksidatif stres
olmas1 halinde meydana gelen lipit peroksidasyonu ROS artisina baglidir. Hiicrenin
fonksiyonel yapisinin bozulmasiyla meydana gelen oksidatif stres 6zellikle membran
lipitlerinin ~ oksidasyona ugramast sonucu olmaktadir. Oksidan hasarin
belirlenmesinde bir biyogdsterge olarak kullanilan MDA, lipit peroksidasyonunun bir
tirtintidiir (Casini ve ark., 1986). Abood ve ark.’nin siganlarda kesi yarasi olusturarak
yaptiklar1 ¢alismada, MDA seviyelerinde artis oldugu ve yarali bolgeye Phaleria
macrocarpa ekstresinin uygulanmas: ile MDA seviyelerinde anlamli bir disiis
oldugu tespit edilmistir (Abood ve ark., 2015). Bir baska c¢alismada, Annona
muricata yaprak ektrelerinin kesi yarasi olusturulan si¢anlara uygulanmasi
sonucunda MDA  diizeylerinde anlamli bir diisiis oldugu bildirilmistir
(Moghadamtousi ve ark., 2015). Benzer sekilde c¢alismamizda S.veratrifolia
bitkisinin metanollii ve heptanli ekstrelerinin uygulandigr gruplarin doku MDA
diizeylerinin kontrole kiyasla istatiksel olarak diisiik oldugu ve pozitif kontrol grubu

ile benzer diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Glutatyon, viicudun antioksidan savunma mekanizmasinda Onemli bir rol
oynayan, canli organizmalarda bulunan protein olmayan bir tiol antioksidan
bilesigidir. GSH, H,0, ve lipit peroksit gibi oksitleyici ajanlarin indirgemesinde rol
alarak radikallerin detoksifikasyonunda 6nemli bir yere sahiptir (Teng ve ark., 2001,
Roy ve ark., 2012; Venukumar ve Latha., 2002). Leea macrophylla bitkisinden elde
edilen ekstrelerle yapilan kesi yarasi tedavisinde, GSH seviyelerinin anlamli bir
sekilde yiikseldigi bildirilmistir (Joshi ve ark., 2016). Aym sekilde Chaturvedi ve
ark.’nin Jasminum grandiflorum bitkisinden elde ettikleri ektraktlar1 siganlarin kesi
yarasina uygulamalar1 sonucu GSH seviyeleri anlaml bir sekilde yiiksek ¢ikmistir

(Chaturvedi ve ark., 2013). Calismamizda ME ve HE gruplarinda kontrole kiyasla
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GSH diizeylerinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriiliirken (p<0.01), pozitif
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli farklilik olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

Yara olusumu sonrasinda oksidatif strese bagli antioksidan savunma sisteminin
zayifladigt ve lipid peroksidasyonunun arttigir literatiirde bildirilmektedir.
Calismamizda doku MDA diizeylerinden elde edilen veriler S.veratrifolia bitkisinin
lipid peroksidasyonunu azalttigin1 ya da Onledigini gostermektedir. MDA
diizeylerinde goriilen bu azalis, endojen antioksidan olan GSH diizeylerinin ME ve
HE uygulamalar1 sonrasinda artmasi ile oksidan hasara kars1 dokular1 koruyarak lipid

peroksidasyonunu azalttigi seklinde yorumlanabilir.

Inflamatuvar yanit sirasinda ekstraseliiler siviya salinan MPO, fagositik
hiicrelerde bulunan lizozomal bir enzim tiiriidiir. ROS’lar ve sitokinler tarafindan
harekete gecen ndtrofiller MPO enziminin salimimini saglar. Oksidatif stres
esnasinda ¢ogalan MPO aktivitesi oksidan molekiillerinin iiretilmesini saglayarak
doku hasarma sebep olur (Nauseef, 1998; Sener ve ark., 2015). Solidago chilensis
ektraktlarinin sicanlarda olusturulan yara modeline uygulanmasi sonucu Yyara
dokularinda MPO aktivitesinde anlamli bir diisiis oldugu goriilmiistiir (Barros ve
ark., 2015). Calismamizda ise deri dokularinda MPO aktivitesinin ME ve HE
gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde diisiik
oldugu (p<0.001) goriiliirken, pozitif kontrole gore kiyaslandiginda anlamli faklilik
goriilmemistir (p>0.05).

Yara olusumunda belirlenen MDA diizeyleri ve MPO aktivitesindeki artig ile
glutatyon diizeylerinde azalma ciddi doku hasarina neden olabilir (Parihar ve ark.,
2008). Bizim c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar, S. veratrifolia bitki
ekstrelerinin  uygulandigi kesi yarast dokularinda MDA diizeyi ve MPO
aktivitesindeki artis1 Onledigini ve glutatyon diizeylerinin korunmasinda etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica histolojik incelemelerde goriilen inflamatuvar hiicre
proliferasyonundaki azalis, doku MPO aktivitesindeki azalis ile desteklenmektedir.
Bu veriler dogrultusunda S. veratrifolia bitkisinin yara tedavisinde kullanilabilecegi

goriisiine varilmaktadir.
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Yara iyilesmesi esnasinda, graniilasyon dokusunun gelismesi i¢in nétrofil ve
makrofaj hiicrelerinin yara bdlgesine go¢ etmesini ve IL-1B ve TNF-o gibi
sitokinlerin de salgilanmasi1 gergeklesir (Li ve ark., 2007). Sitokin diizeyleri
lyilesmeyen yaralarda, 6zellikle de IL-1P ve TNF-a diizeylerinde, iyilesme silirecinde
olan yaralara gore daha yiiksektir (Chin ve ark., 2005; Trengove ve ark., 2000). Bu
sitokinlerin  diizeylerinin yiiksek olmasi, graniilasyon dokusu olusumundaki
gecikmeyi ve yara iyilesmesinin yeterli olmadigin1 veya siirecinin uzadigini
gostermektedir (Werner ve Grose, 2003). Pyrostegia venusta ekstreleriyle yapilan
yara iyilesmesi calismasinda TNF-a diizeylerinin yara iyilesme siirecinin son
asamalarinda diistik seviyede ¢iktig1 goriilmiistiir (Roy ve ark., 2012). Benzer sekilde
Mendes ve ark.’nin Aleurites moluccana ekstreleri ile yaptigi ¢alismada IL-1p sitokin
salimiminin yara iyilesme evresinde azaldigi bildirilmistir (Mendes ve ark., 2015).
Caligmamizda, IL-1B ve TNF-a seviylerinin kontrol grubuna gére ME ve HE
gruplarinda diisiik ¢iktig1 gortildii.

Birden c¢ok ¢alismada oksijen bazli serbest radikallerin doku hasarina yol agtig1
raporlanmistir (Bakar ve ark., 2015; Arthur ve ark., 1985). Bu sebepten serbest
radikallerin siipiiriilmesinin dokularin oksidan hasara karsi korunmasinda 6nemli
oldugu gosterilmistir (Ciftci ve ark., 2015; Alturfan ve ark., 2012; Sener ve ark.,
2007). ROS’larin enzimatik olarak parcalanmasinda ve zarar vermeyecek hale
gelmesinde SOD, CAT ve GPx (glutatyon peroksidaz) enzimleri rol alir. SOD, CAT
ve GPx enzimlerinin aktivitelerinde olusacak azalma yliiziinden dokularda bulunan
ROS miktarinda bir artig s6z konusu olur (Bakar ve ark., 2015; Gerin ve ark., 2016).
Dokularda ROS miktart luminol ve lusigenin problar1 kullanilarak kemiiliminesans
yontemle Olciilebilmektedir (Haklar ve ark., 2001; Sener ve ark., 2006). Luminol
yardimiyla gercgeklestirilen Ol¢timlerde hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve
hidroperoksit radikalleri, lusigenin yardimiyla gergeklestirilen Ol¢limlerde ise
stiperoksit tayini yapilir. Kemiiliminesans yontemler hipertansiyon, diyabet ve kalp
yetmezligi gibi hastaliklarin dokularda bulunan O;" iiretimini ne yonde etkiledigi

hakkinda 6nemli bilgiler edinilmesini saglamistir (Dikalov ve ark., 2007).

Bizim ¢alismamizda kesi yarasi sonrasinda deri dokusunda ROS miktari luminol

ve lusigenin aracili kemiliiminesans yontem ile 6lgtildi. Luminol diizeylerinin, ME
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ve HE uygulamasi ile kontrol grubuna gore azalis gosterdigi tespit edildi. Benzer
sekilde deri dokusunda luminol diizeylerinin, pozitif kontrol grubunda, madekasol®
uygulamasi ile de azaldig1 goriildii. Benzer sonuglar liisigenin aracili kemiliiminesans
olimler i¢in de tespit edildi. In vitro antioksidan aktivite testlerinden elde edilen
veriler ile in vivo ROS o6l¢iimler birbirini desteklemekte olup, S. veratrifolia
bitkisinin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu dokularda goriilen bu etkilerin

ortaya ¢ikisini 6nledigini gostermektedir.

Normal yara iyilesmesi slirecinde NO’nun 6nemli bir rol oynadigina dair
kanitlar artmaktadir. Ug adet NOS izoformlar: deri dokularinda eNOS, iNOS ve
nNOS olmak tiizere adlandirilir (Frank ve ark., 2002). Epidermal bazal tabakada,
dermal fibroblastlarda, kilcal damarlarda ve ter bezlerinin keratinositlerinde eNOS
ekpresyonu tespit edilebilir (Shimizu ve ark., 1997). NO, normal cilt homeostazisini
gerceklestirmede otokrin ve parakrin mediyatorii olarak gorev alir (Frank ve ark.,
2002; Witte ve Barbul, 2002). Yara iyilesmesinin merkezi siireglerine destek olur
(Ziche ve ark., 1994; Frank ve ark., 1999). Han ve ark., NO {izerinde in vivo ve in
vitro olarak yaptigi c¢alismada yara iizerinde NO varhiginin yara iyilesme hizini
arttirdigr yoniindedir (Han ve ark., 2012). Bir baska ¢alismada ise NO ile tedavi
edilen yash siganlar salin ile tedavi edilenlere kiyasla gecikmis iyilesme gosterdiler

(Bauer ve ark., 1998).

Bizim ¢aligmamizda kemiliiminesans yontem ile kesi yapilan deri dokularinda
NO diizeyleri 6lgiilerek karsilastirilmistir. NO diizeyleri kontrol ve negatif kontrol
gruplarinin her ikisinde de anlaml diizeyde yiiksek olup pozitif kontrol, metanol
ekstresi ve heptan ekstresi uygulanan gruplarda ise NO diizeylerinin baskilanarak

deri dokularinda artiginin 6nlendigi goriilmustiir.

Literatiirde ~ Scorzonera veratrifolia  bitkisinin ~ potansiyel antioksidan,
antiinflamatuvar, sitotoksik ve antikarsinojenik ozellikleri ile ilgili yapilan bir
calisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu ¢alisma, S. veratrifolia bitkisinin bu
ozelliklerinin incelendigi ilk calisma olmasi nedeniyle literatiire onemli bir katki
sunmaktadir. S. veratrifolia bitkisinin halk arasinda yillardir yara iyilestirmede tedavi
amagh siklikla kullaniliyor olmasina dayanarak olusturdugumuz hipotez sonucu

yaptigimiz in vitro ve in vivo deneylerden elde edilen veriler hipotezimizi
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desteklemektedir. Ayrica bu calismadan elde edilen veriler, ileri ¢alismalara 151k
tutmasi agisindan da 6nem arz etmektedir. S. veratrifolia bitkisinin klinikte yara
tyilesmesinde kullanilabilecek alternatif bir tedavi yontemi olmasi agisindan yiiksek
bir potansiyele sahip oldugu distiniilmektedir. Bu dogrultuda, yara iyilestirici
Ozelliklerinin yani sira, olast yan etkilerinin veya toksik etkilerinin incelenmesine

yonelik ileri ¢caligmalarin yapilmasi: 6nerilmektedir.
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9. EKLER

9.1 Etik Kurul O

nay1i

MARMARA UNIVERSITES| HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

PROJE ONAY FORMU
PROTOKOL KODU 035.2016.mar TcnusMA: BILIMSEL
Neraband (Scorzonera veratrifolia) Bitkisinin
PROJE ADI Antioksidan ve Yara lyilestirici Ozelliklerinin
Arastinlmasi
BASVURU 3
hGILER] SORUMLU ARASTIRMACI | Yrd. Dog. Dr. Ayfer BECEREN
UNVANI/ ADI
ARASTIRMA MERKEZI DEMAMER
DESTEKLEYIC
TARIH: 07.03.2016
Yukanda bagvury bllgher verilen aragtirma bagvuru dosyas: ve (g belgeler arastwmanin gerekge, amag,
- ¥ ki 1m0 we i diddate ak ki ..:,vemkles." nde saklnga b ‘,",b;tn
KARAR BILGILERI | kuruslumuzca onaylanmasia oy birkg lle karar verlimistic. Onsy sonrasnda yapilacak hee tirld prajo deflsiickler!
(kaulimcdar, bashk vb.] veya pratakeol cedighliklerinin Etk Kurula bildirilerek proje onayinin yendenmest
gerels :
ETIK KURUL BiLGILER]
Deney hayvanlan lle yapilatak olan bismsal aragtma, test, saghk hizmetiert upgulamalan ve eftim-cdretim gibé
CALISMA ESAS! temel etkinliklerde kullansan yéntem ve materyoller Je ilgili etik standartan gézatmek, otik Skeler dogrutusunda
£3ris bildirmek, sragtirma doerilerini Incelemek ve sertifikas clmayanlare deney hayvars adanmalarn
UYELER
Onaylanan
Onivanif Adi/ Saryach | - S3meni Kurumu/ Ek Oyeligi Projalia | TORMIRNE imza
Dal Katihm
Higkisi
M.U, Eczacilik Fakiltesi ve
Prof.Dr. Goksel SENER | Farmakoloji Hayvan Deneylert Etik Kury! Var
Bagkan Yok Evet  Hayir
M. U. Tip Fakilitesi ve Hayvan e
Prof.Dr. Inci ALICAN Fizyoloji Denayier Etk Kurul Var
{YGrutoch Sekreter) Yok Evet  Hayr
. .0, D Mekimbgi Fakaltesive |y, .
Prof.Dr. Aysen YARAT | Biyokimya | o0l o nevleri Etk Kurul Opesi |yo o Fa
Prof.Dr, Serap E:Etﬂovl:&jl M.0. Tip Fakiiltesi ve Hayvan Var S&_
SIRVANCI ABD Deneylari Etik Kurul Dyesi Yok Pt S 'L U.«LQ
Prof.Dr. Rezzan .0, Tip Fakiitesl ve Hayvan [y
GULHAN parTaolon Deneyleri Bk Kurul Oyest — [yok Evet  Hayr
Tip Tarlhive M0, Tip Fakidltesi ve Hayvan  |yg-
DOFDr- G0 SERT Etik Deneyieri Ek Kurul Oyesi  |yok Bt Hay
Vet Hek. Dilek Veteriner M.U. Tip Fakoftesi ve Hayvan |,
GZBEYLl Hekim Deneyleri Exik Kurul Oyesi Yok Evet Haywr
Sivil Toplum Kurvhusu Uyesi ve
Bio. Arlf GOMUS Blyoloji Kurumla iligkisi almayan TC  |var
__ vatandag liye Yok Evet  Hayr
Emekdi Kurumia iligkisi almayan TC
Dilek KOXTURK ; ver .
Memur g Yok Evet  Hayr ).
\~
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