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1. ÖZET 

Neraband (Scorzonera veratrifolia) Bitkisinin Antioksidan ve Yara İyileştirici 

Özelliklerinin Araştırılması 

Mert GEÇİM 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Ayfer BECEREN  

Farmasötik Toksikoloji Anabilim Dalı 

Amaç: Scorzonera veratrifolia (S. veratrifolia) bitkisinin antioksidan, antienflamatuvar, yara 

iyileştirici ve antikarsinojenik potansiyellerinin araştırılması hedeflenmiştir.  

Gereç ve Yöntem: S. veratrifolia bitkisinin metanollü ve heptanlı ekstrelerinin yara 

iyileşmesi üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla wistar albino sıçanların sırtında 

doğrusal kesi yarası oluşturularak sıçanlar rasgele 5 gruba (n=6, kontrol, negatif kontrol, 

pozitif kontrol, Heptan ve metanollü ekstre) ayrıldı. Kontrol grubuna herhangi bir işlem 

uygulanmazken diğer gruplara 10 gün boyunca 0,5 gram preparat günde 2 kez uygulanarak 

ilgili tedavi yapıldı. Kanda Kuyruktaki DNA yüzdesi (%DNAT), 8-hidroksideoksiguanozin 

(8-OHdG) düzeyleri ve serumda İnterlökin-1β (IL-1β) ve tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) 

düzeyleri ölçüldü. Deri dokularında glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) düzeyleri, 

myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi, kemilüminesans ölçümler yapıldı. Her bir ekstrenin in 

vitro sitotoksik ve yara iyileştirici aktiviteleri NIH 3T3 fare fibroblast hücrelerinde ve çeşitli 

kanser hücre hatlarında MTT yöntemiyle tayin edildi. Histolojik değişiklikler ışık 

mikroskobu ile incelendi. Ayrıca herbir ekstrenin in vitro antioksidan aktivitesi DPPH ve 

FRAP yöntemleriyle incelendi ve içerdikleri fenolik madde miktarları FCR yöntemiyle tayin 

edildi.  

Bulgular:  8-OHdG düzeyleri ve %DNAT sonuçları kontrol grubuna göre kıyaslandığında 

anlamlı bir fark (p>0.05) oluşmadığı belirlenirken diğer in vitro bulgular ekstrelerin kontrole 

kıyasla anlamlı düzeyde antioksidan ve yara iyileştirici etkiye sahip olduğunu göstermiştir. 

IL-1β, TNF-α, GSH, MDA, MPO, kemilüminesans ölçümler ile de benzer etkililik 

istatistiksel olarak belirlenmiştir. Histolojik incelemeler de anlamlı değişikliği 

desteklemektedir. Kanser hücre hatlarında ise ekstrelerin sitotoksik etkisi olmadığı ancak 

proliferatif etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir. 

Sonuçlar: S. veratrifolia bitkisinin yara iyileştirici özelliğe sahip olduğunu ve yapılacak 

çalışmalar ile desteklenerek klinikte kullanılabilecek bir ilaç olma potansiyeline sahip 

olduğunu göstermektedir.  

Anahtar Sözcükler: Scorzonera veratrifolia, yara iyileştirici, antioksidan aktivite, 

genotoksisite, sitotoksisite 
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2. SUMMARY 

Evaluation of antioxidant and incision wound healing activities of Neraband 

(Scorzonera veratrifolia) plant 

Mert GEÇİM 

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-1β (IL-1β), tumor necrosis factor alpha (TNF-α), 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 % DNAT 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-1β, TNF-α, 

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  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Asteraceae familyasında bulunan Scorzonera cinsi Türkiye florasında 39 tür ile 

temsil edilmekte ve bunlardan 17 tür endemiktir. Scorzonera türleri Anadolu’da 

yemlik, alabend, nalbant, neraband, yarasakızı otu olarak bilinmektedir (Acıkara ve 

ark., 2013; Doğan ve Tuzlacı, 2015). Bazı Scorzonera türleri geleneksel tıpta 

analjezik, antiromatizmal, antihelmintik, stomatik, diüretik olarak ve yara iyi edici, 

hipertansiyon, akciğer ödemi, böbrek rahatsızlıkları, şeker hastalığı ve diyare 

tedavilerinde kullanılmaktadır. Ayrıca Anadolu’da bazı Scorzonera türlerinin kökleri 

ve yeşil sürgünleri taze olarak veya pişirildikten sonra tüketilmektedir (Acıkara ve 

ark., 2013)  

Scorzonera türlerinin dihidroisokumarin, bibenzil türevlerleri, flavonoidler, 

lignanlar, stilben türevleri, kuinik ve kafeik asit türevleri, seskiterpen, seskiterpen 

laktonlar ve triterpen bileşikleri içerdiği saptanmıştır (Sarı, 2010). 

Scorzonera alexandrina bitkisi üzerinde yapılan çalışmada etanol ekstresinin 

kan şekerini düşürücü ve hepatoprotektif aktivite gösterdiği ve skopoletin, 

ksantotoksin, apigenin, luteolin, kersetin-7-O-ramnozit ve luteolin-7-O-glukozit 

bileşiklerini içerdiği saptanmıştır (Raheim ve Donia, 2013).  

Scorzonera undulata ssp. alexandrina bitkisi üzerinde yapılan çalışmada 

bitkiden hazırlanan etil asetat ekstresinin lupeol, 3-O-(6-O-astil-B-D-

glukopiranosil)B-sitosterol, daukosterol ve apigenin bileşiklerini içerdiği 

saptanmıştır (Benabdelaziz ve ark., 2014). 

Scorzonera tomentosa bitkisinin topraküstü kısımları ve köklerinin klorojenik, 

kafeik, ferulik, rosmarinik ve p-kumarik asit gibi fenolik asit içerdiği ve major 

madde olarak da klorojenik asit içerdiği yapılan çalışma ile belirlenmiştir (Acıkara 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 

süperoksit anyon radikaline karşi süpürücü etki modeli ile incelenmiş ve S. 

parviflora bitkisinin köklerinin en güçlü antioksidan aktivite gösterdiği saptanmıştır. 
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Bu bitkilerin HPLC ile fenolik içeriği analiz edilmiş ve klorojenik asit, rutin, 

hiperozit, luteolin ve apigenin içerdiği tespit edilmiştir (Acıkara ve ark., 2013). 

Scorzonera undulata bitkisinin topraküstü ve köklerinden elde edilen metanol 

ekstresinin kumarin, flavonoid, tanen, antrakinon ve kardiyotonik glikozit içerdiği 

bulunmuş ve bu ekstrenin antibakteriyal aktivite gösterdiği saptanmıştır. Ayrıca 

topraküstü kısımlarının laksatif etkili olduğu belirlenmiştir (Kargol ve ark., 2013). 

Scorzonera mongolica bitkisinden 3β-dodekanoil eritrodiol ve 3β-tetradekanoil 

eritrodiol bileşikleri izole edilmiştir (Wang ve ark., 2009). S. undulata ssp. deliciosa 

bitkisinin köklerinden β-Amirin asetat, metil oleanat, metil ursolat, stigmasterol, β-

sitosterol, galangustin, kumarin-O-β-glukozit ve akteosid bileşikleri izole edilmiştir 

(Harkati ve ark., 2010). 

Yapılan literatür taramalarında Scorzonera türlerinin antioksidan, analjezik, 

antienflamatuvar ve yara iyileştirici aktivite gösterdikleri bilimsel çalışmalar ile 

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

Ayrıca, bazı Scorzonera türleri geleneksel tıpta analjezik, antiromatizmal, 

antihelmintik, stomatik, diüretik, yara iyileştirici, hipertansiyon, akciğer ödemi, 

böbrek rahatsızlıkları, diyabet ve diyare tedavisinde kullanılmaktadır. 

Scorzonera veratrifolia Fenzl bitkisi çok yıllık otsu bir bitkidir. Bu bitki Doğu 

Anadolu’da yayılış göstermekte ve kuru kayalık yamaçlarda yetişmektedir. Bu 

bitkinin kökleri ve lateksi yara iyileştirici olarak kullanılmaktadır. Proje bitkimiz 

olan Scorzonera veratrifolia bitkisinin sadece kökünden benzilfithalid, 

skorzoveratrin, skorzoveratrozit, klorojenik asit, klorojenik asit metil ester, 

kriptoklorojenik asit, 4,5-dikaffeoilkuinik asit ve 3,5-dikaffeoilkuinik asit izole 

edilmiş ve bu kısımların antimikrobiyal aktivitesi incelenmiştir (Sarı ve ark., 2009; 

Sarı, 2010).  

Bu çalışmaların dışında yapılan literatür taramasında proje bitkimiz üzerinde,  

antimikrobiyal aktivitesi dışında herhangi bir bilimsel çalışmaya (in vivo veya in 

vitro aktivite çalışması) rastlanılmamıştır.  
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Bu sebeple de çalışmamızın hedeflerini temel olarak şu şekilde toplamak 

mümkündür; 

- Scorzonera veratrifolia bitkisinin topraküstü kısımlarından ve köklerinden heptan 

ve metanol ile maserasyon yöntemi kullanılarak ekstreler elde edilmesi,  

- Elde edilen her bir ekstrenin in vitro antioksidan aktivitesinin FRAP ve DPPH 

yöntemleri kullanılarak karşılaştırmalı olarak incelenmesi ve ayrıca Folin-Ciocalteu 

kullanılarak ekstrelerin toplam fenolik ve alüminyum klorür renk ölçüm yöntemiyle 

de toplam flavonoid madde içeriği belirlenmesi, ekstrelerin antioksidan kapasiteleri 

ile fenolik madde miktarları arasındaki ilişki incelenmesi, 

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

3T3 fare fibroblast hücrelerinde MTT yöntemi tayininin yapılması,  

- Elde edilen her bir ekstrenin in vitro sitotoksik aktivitelerinin kolon kanser hücre 

hattı HT-29, insan akciğer kanser hücre hattı A549, insan servikal kanser hücre hattı 

HeLa ve insan prostat kanser hücre hattında PC-3 MTT yöntemi ile 

değerlendirilmesi,  

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin potansiyel genotoksik etkileri sıçanlardan 

alınan tam kanda Comet tekniği ile değerlendirilmesi ve serumda 8-hydroxy-2' -

deoxyguanosine (8-OHdG) araştırılması, 

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin potansiyel koruyucu etkilerinin sıçanlardan 

alınan dokularda Oksidan-Antioksidan Aktivite Deneyleri ile araştırılması, 

(Malondialdehid (MDA), Glutatyon (GSH), Myeloperoksidaz (MPO)  düzeylerinin 

ve Serbest Radikallerin Kemilüminometrik Ölçümü, 

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin yara iyileştirici etkisinin inflamatuvar 

sitokinler üzerinden olup olmadığının incelenmesi amacıyla TNF-α ve IL-1β 

düzeyleri ölçülmesi, 

- Scorzonera veratrifolia ekstrelerinin potansiyel yara iyileştirici etkilerinin 

sıçanlardan alınan deri doku örneklerinin histolojik olarak incelenmesidir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Deri 

Yetişkin bir insan bedeninin yaklaşık %15’ini oluşturan deri, organlar arasında 

en genişi ve en büyüğüdür (kanitakis, 2002). Derinin temel görevi bir canlıyı 

kimyasal ve fiziksel zararlara karşı koruması aynı zamanda hem vücudu patojenlere 

karşı koruması hem de vücuttan su kaybını önlemek için bariyer görevi yapmasıdır 

(Proksch ve ark., 2008). Deri, epidermis, dermis ve hipodermis olarak 3 ana katmanı 

içerir (Şekil 1). (kanitakis, 2002) 

 

Şekil 1.  Derinin yapısı (McGrath, 2008) 

4.1.1.Epidermis 

Epidermis derinin en dış tabakasını oluşturur (Madison, 2003).  Kan damarları 

bulunmayan bu tabaka derinin elastik yapısını ve bütünlüğünü koruyan bölgedir 

(Mahmud, 2009). Güneşten gelen UV ışınlarının sentezlendiği bu tabaka deriyi 

zararlı ışınlara karşı da korumaktadır. Kıl kökleri ve ter bezleri gibi epidermal eklerin 

çoğu epidermal tabakadan türemiştir (Lai, 2009).  Epidermis, stratum corneum ve 

stratum germinativum adlı iki tabakadan oluşmaktadır (Şekil 2). Stratum corneum 

epidermisin en üst tabakasıdır ve ölü hücre tabakası olarak bilinir. Stratum 
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germinativum ise epidermisin en alt tabakasıdır ve mitoz bölünmenin hızlı 

gerçekleştiği, yeni hücrelerin oluştuğu yer olarak bilinir (Mahmud, 2009). 

 

Şekil 2. Epidermisin yapısı (https://socratic.org/questions/what-is-the-difference-

between-epithelium-and-epidermis Erişim tarihi: 2.04.2018). 

4.1.2. Dermis 

İkinci tabaka tabaka olarak bilinen dermis, fibroblastlar, kan damarları, sinirler,  

kollajen lifi ve elastik lif gibi bağ biyomoleküllerinden oluşmaktadır (Yan ve 

Schsandrin, 2010). Dermis bölgesi gerilebilir bağ dokudan oluşur. Dermis, 

epidermisde yer alan keratinositlerin büyümesi ve çoğalmasını destekleyen bölgedir. 

Fibroblastlar, dermisteki ana hücre türüdür ve büyük miktarda su tutabilen ve 

böylece deriye gerginlik ve esneklik kazandıran bir ağ oluşturacak şekilde hücre dışı 

matrisi, başta tip I kollajeni üretebilirler (Lai, 2009). Dermis ve epidermis arasında 

bağlatı kuran ve pürüzlü bir tabakaya sahip olan papiller tabaka yer almaktadır. Bu 

tabaka aynı anda dermişi ve stratum germinativumu besleyen kılcal damarlar ile 

doludur (Mahmud, 2009). Dermisin yapısı Şekil 3'te verilmektedir. 
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Şekil 3. Dermisin yapısı (https://www.safaribooksonline.com/library/view/your-

body-the/9780596805456/ch01.html Erişim tarihi:2.04.2018) 

4.1.3. Hipodermis 

En içteki katman ise yağ dokusunun bulunduğu hipodermistir (Yan ve 

Schsandrin, 2010). Bu tabaka, vücudumuzun iç kısımlarına yalıtımı sağlarken, 

gerekirse cilt hücrelerine hızlı bir besin kaynağı sağlar (Lai, 2009). Subkütan yağ 

tabakası olan hipodermis, olası bir durumda iltihap salgılama yeteneğine sahip 

olduğundan iltihaplı bir tabaka veya organ olarak da düşünülebilir (Mahmud, 2009). 

4.2. Yara 

Yara, cildin epitel bütünlüğünde bir kopukluk olup altta yatan normal dokunun 

yapısını ve işlevinin bozulması sonucu oluşur. Bir yara, travma, yanma, cerrahi 

insizyon sonucu ciltte, organda ve hasarın olduğu bölgede oluşan hasar ile 

gerçekleşir. (Enoch ve Leaper, 2008). Yara oluşmamış ciltte, epidermis ve dermis, 

kararlı halde bulunur ve dış çevreye karşı koruyucu bir bariyer oluşturur. Koruyucu 

bariyer bozulduğunda, normal fizyolojik yara iyileşmesi süreci hızlı bir şekilde 

harekete geçer.(Nawaz ve Bentley, 2010).  
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4.2.1. Yara çeşitleri 

Yaraları genel olarak akut yaralar ve kronik yaralar olmak üzere iki başlık 

altında ayrılır.  

4.2.1.1. Akut yaralar 

Akut yaralar epidermis bölgesinde ve dermişin bir kısmını içerecek şekilde 

yüzeysel yaralanmalar olarak tanımlanır. Kesi yaraları, termal yaralar ve aşınma akut 

yaralanmalara örnek verilebilir. (Dreifke ve ark., 2015). Akut yaralar ortalama üç 

hafta içerisinde iyileşme gösterebilen yara çeşitleridir. (Korting ve ark., 2011). Yara 

iyileşme aşamaları Şekil 4'te verilmektedir. 

 

Şekil 4. Yara iyileşme aşamaları (http://www.organicskincaretreatment.com/latest-

news-about-wound-healing-process/ Erişim Tarihi: 2.04.2018) 
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4.2.1.2. Kronik yaralar 

Kronik yaralar, uzun zamanda veya zor düzelen ya da hiç düzelmeyen yaralar 

olarak adlandırılır. Başka bir tabirle bir yaranın ortalama üç ay içinde tamamen 

iyileşmemiş olması durumu o yaranın kronik yara olduğunu işaret eder. Kronik yara 

olarak adlandırabileceğimiz yaralar ise diyabetik ayak yaraları, bası yaraları, venöz 

ülserler, iskemik ülserler, çeşitli vaskülitlere bağlı yaralardır (Aktaş Ş., 2012). 

4.2.2. Yara iyileşme fizyolojisi 

Yaralanma ve ardından gelen yara iyileşmesi, vücudun bütün dokularında ve 

organlarında meydana gelir. Yara iyileşmesi sırasında gerçekleştirilen işlemlerin 

çoğu bütün dokular için de geçerlidir ve iyileşme durmaksızın devam eder (Velnar ve 

Ark., 2009).  Yara iyileşme fizyolojisini hemostaz, enflamasyon-epitelizasyon, 

proliferasyon ve yeniden modelleme başlıkları altında incelenir (Korting ve ark., 

2011). 

4.2.2.1 Hemostaz 

Yaralanma gerçekleşir gerçekleşmez koagülasyon ve hemostaz yarada başlar. Bu 

mekanizmanın asıl amacı vasküler sistemi koruyarak kan kaybını önlemek ve hayati 

organların yaralanmaya rağmen işlevini bozmamaktır (Velnar ve ark., 2009). 

Yaradaki hasar görmüş olan endotel, von-Willebrand faktörü (vWF) ve doku 

tromboplastini serbest bırakır (Nawaz ve Bentley, 2010). Pıhtı oluşumu ve trombosit 

yığılması daha fazla kan kaybını önler. Trombositler salındıktan sonra alfa 

granüllerini hücre dışına serbest bir şekilde salar ve bunun sonucunda bir takım 

büyüme hormonları salgılanır (Enoch ve Leaper, 2008). 

- Trombosit-türevi büyüme faktörü (PDGF) 

- İnsulin benzeri büyüme faktörü (IGF) 

- Epidermal büyüme faktörü (EGF) 

- Dönüştürücü büyüme faktörü Beta (TGF- β) 

- Trombosit faktör IV 
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Bu hormonlar vazodilatasyonu teşvik ederek yaralı bölgeye kan akışını 

hızlandırır ve keratinositler ile fibroblastların fonksiyonunu düzenler (Lai, 2009).  

4.2.2.2. Enflamasyon-Epitelizasyon 

Enflamasyon, inflamatuvar hücrelerin yanıt süresine göre erken ve geç 

enflamasyon olmak üzere ikiye ayrılır (Enoch ve Leaper, 2008). Genel tanım olarak 

ise; inflamatuvar hücrelerin (nötrofiller ve makrofajlar) yara bölgesine ulaştığı aşama 

olarak tanımlanır  (Valender, 2010). 

4.2.2.3. Erken inflamatuvar aşaması 

Bu aşama kompleman sisteminin klasik ve alternatif yollarının aktivasyonu ile 

başlar. Bu sistem yara oluşan bölgeye 24-48 saat içerisinde nötrofil ve granülositler 

ile inflitrasyona yol açar ve bazı kemoaktraktanların salınımını gerçekleştirir (Enoch 

ve Leaper, 2008). 

- Ekstrasellüler matriks protein parçları. 

- TGF- β 

- Kompleman bileşenleri (c3a, c5a) 

- Bakterilerden gelmiş formil-metionil bileşenleri. 

Nötrofiller, kalıntıları ve bakterileri fagositleştirir ve ayrıca serbest radikalleri 

salarak bakterileri öldürürler. Hasar görmüş dokuları yok eden proteazlar salınır ve 

yara iyileşmeye başlar (Nawaz ve Bentley, 2010). Yüzey adezyon moleküllerinin 

düzenlenmesindeki değişiklikler nedeniyle nötrofiller yapışkan hale gelir ve nötrofil 

lökositlerin enflamasyon boyunca damar endotel hücrelerine yaklaşma ve yapışma 

süreci başlar. Endotel hücreleri tarafından salgılanan kemokinler daha kuvvetli bir 

adezyon sistemi kurarlar (Velnar ve ark., 2009). Süreç devam ederken, epidermis 

üzerindeki kesik bölgenin kenarlarında bazal hücreler çoğalmış ve mitotik aktivite 

başlamıştır ve 24-48 saat içerisinde bu hücreler hızlı bir şekilde ilerler ve iyileşme 

tamamlanır. (Enoch ve Leaper, 2008). Nötrofil aktivitesi, yaralanma sonucu oluşan 

bakterilerin hepsi temizlendikten sonra birkaç gün içinde yavaş yavaş değişir ve 

nötrofiller yaradan uzaklaştırılır. Kalan hücre kalıntıları ise fagositize edilir (Şekil 5) 

(Velnar ve ark., 2009).. 
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Şekil 5. Kalan hücre kalıntılarının fagositize edilmesi (http://webders.net/dolasim-

sistemi-ve-vucudun-savunulmasi-ders-20-367p2.html Erişim tarihi: 2.04.2018) 

4.2.2.4. Geç inflamatuvar aşaması 

Geç inflamatuvar aşaması yara olduktan sonra 2-3 gün sonra gerçekleşen 

aşamadır. Yaralanmadan 48 - 72 saat sonra aşamanın bir parçası olarak makrofajlar 

yarada görülür ve fagositoz sürecine devam eder. Makrofajlar temelinde kan 

monositleri olmasına rağmen fenotipik değişime uğrayarak bu hale gelir (Velnar ve 

ark., 2009). Monositler bir takım kemoatraktanların yaraya ilgisini çekmeyi sağlar 

(Enoch ve Leaper, 2008).  

-Tamamlayıcılar, pıhtılaşma bileşenleri 

-Immunoglobulin G parçaları 

-Kollojen ve elastin ürünleri 

-Sitokinler (örneğin lökotrin B4, trombosit faktör IV) 

Geç inflamatuvar aşamasındaki anahtar rol makrofajlara aittir (Nawaz ve 

Bentley, 2010). Büyüme hormonlarının salınımının yanı sıra fibroblastları beslemek 

için yeni kan damarlarını oluşturur (Valender, 2010). Ayrıca düz kas hücrelerinin ve 

endotel hücrelerinin anjiogenezisini sağlar. Eğer monositler ve doku makrofajlarında 

azalmalar göürülürse yara iyileşme sürecinde ciddi değişiklikler gerçekleşir. Örnek 

olarak yaranın zayıf debridmanına neden olur ya da yetersiz anjiyogenezise yol açar  

(Velnar ve ark., 2009). Geç inflamatuvar aşaması sırasında, kollajen lifleri oluşan 
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yaranın kenarlarında belirgindir. Epitel hücre proliferasyonu devam eder ve 

kalınlaşmış bir epidermal örtü tabakası verir (Enoch ve Leaper, 2008). 

4.2.2.5. Epitelizasyon 

Yara bölgesinin kenarlarında bulunan bazal keratinositler ve kıl follikülleri, ter 

bezleri ve sebase bezler gibi dermal bölgeler, yara iyileşmesinin epitelizasyon 

aşamasından sorumlu ana hücrelerdir. Bazal büyüme faktörleri tarafından modüle 

edilen bazal epitel hücrelerinin mitotik aktivitesindeki artış, matriste migrasyonu 

teşvik eder ve tabakalı epitelin yeniden kurulmasına yol açar (Nawaz ve Bentley, 

2010). 

4.2.2.6. Proliferasyon 

Bu aşama yaralanma gerçekleştikten sonraki üçüncü günde başlar ve yaklaşık iki 

hafta sürer. Fibroblast göçü, hücre dışı matrisin çökelmesi ve granülasyon dokusu 

oluşumu bu aşamada gerçekleşir (Enoch ve Leaper, 2008). Granülasyon dokusunun 

(Resim 1) bol miktarda oluştuğu bu aşama makroskopik seviyededir (Velnar ve ark., 

2009). Bu aşamada gerçekleşen süreçlerden bahsedersek; 

 

Resim 1. Granülasyon dokusu 

(http://www.drwheatgrass.com.au/conditions/woundhealing/skingraft.htm Erişim 

tarihi: 2.04.2018) 
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4.2.2.6.1. Fibroblast göçü 

Yara oluştuktan sonra ilk 3 gün boyunca çevre dokularda bulunan fibroblastlar 

ve miyofibroblastlar yara bölgesi için çoğalmaya teşvik edilir (Witte ve Barbul, 

1997). Fibroblastlar birikimi üçüncü günde fenotipik modülasyona ihtiyaç duyarlar. 

Trombosit tarafından salınan TGF-β ve PDGF gibi faktörlerin yanı sıra hyaluronan, 

fibronektin, proteoglikanlar ve tip1-tip3 prokollajen matriks proteinleri yara 

bölgesinde bulunur (Velnar ve ark., 2009). Oluşan ve biriken bu bileşenler, 

hücrelerin daha çok gelişmesine yardımcı olan ve onarım süreci için olması gerekli 

olan yeni hücre dışı matrisin oluşturulmasına yardımcı olur (Enoch ve Leaper, 2008). 

Birinci hafta bitene kadar çok miktarda hücre dışı matris birikir (ECM), bu 

birikmenin sonucunda hücre göçü çoğalır ve bu durum yara onarımı için zaruridir 

(Velnar ve ark., 2009). ECM: Yapısında kolajenler, elastin bulunan 

glikoproteinlerden oluşan bir hücreler arası matristen oluşur (Enoch ve Leaper, 

2008). 

Fibroblastlar, yeni oluşmuş olan granülasyon dokusunu oluşturur ve bu sayede 

yaraya yapısal bütünlük ve kuvvet sağlayan mikrofibroblastların ana kaynağıdır 

(Darby ve Hewitson, 2007).  

4.2.2.6.2. Kollajen sentezi 

Yara iyileşmesinin her noktasında kollajen önemli bir bir bileşendir. Prolifetarif 

ve yeniden modelleme evrelerinde önemli rolü olan kollajenler fibroblastlardan 

sentezlenir ve bütün dokulara bütünlük ve sağlamlık katarlar (Velnar ve ark., 2009). 

Proliferatif ve yeniden modelleme aşamalarında kollajen sentezini uyaran birçok 

faktör vardır (Enoch ve Leaper, 2008). 

- Trombosit kökenli büyüme faktörü (PDGF)  

- Bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF)  

- Transforme edici büyüme faktörü-β (TGF-β)  

- İnterlökin-1  

- Tümör nekroz faktörü (TNF)  
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Dermis bölgesi yara olmadığı zaman %80-90 arası tip I, %10-20 arası da tip III 

kollajenden oluşur. Yara esnasında ise oluşan granülasyon dokusunda tip III yaklaşık 

%30 seviyelerine yükselir (Lai, 2009).  

4.2.2.6.3. Anjiyogenez ve granülasyon dokusu 

Fibroblastların artması ile aynı anda (3.gün) gerçekleşir. Anjiyogenezis 

gerçekleşmek zorundadır; çünkü fibroblastların ve epitel hücrelerin aktivitesi 

oksijene ihtiyaç duyar. Hasar almamış kan damarlarının bir kısmında bulunan 

endotel hücrelerinin kök hücreleri, psödopodik hareketler ile ECM'yi hasar almış 

bölgeye iterek yeni kan damarları oluşturur (Nawaz ve Bentley, 2010). hemostatik 

aşama sırasında salgılanan birçok anjiyojenik etmen anjiyogenezisi teşvik eder 

(Velnar ve ark., 2009). Granülasyon dokusu 3-5 gün içerisinde gözle görülebilen 

pembe, yumuşak bir dokudur. Bu aşama anjiyogenez veya hasar almış bölgedeki 

mevcut damarlardan yeni kan damarları oluşumu ile karakterizedir (Enoch ve 

Leaper, 2008). Yara bölgesinde koşullara en dayanıklı bölge granülasyon bölgesidir. 

Eğer iyi bir granülasyon dokusu oluşmuş ise yaranın altındaki dokuların nekrozunun 

olmadığı görülür (Altındaş M., 2001).  

4.2.2.7. Yeniden modelleme 

Yara iyileşmesi sürecinin son aşamasıdır. Yeni epitelin gelişimi ve nihai skar 

dokusunun oluştuğu aşamadır (Velnar ve ark., 2009). Bu aşamada yaraya ekstra 

sağlamlık veren gergin çizgiler yeniden düzenlenir ve işlevini yitirmiş hücreler 

çıkartılır. Bu süreç 6 aydan bir yıla kadar devam edebilen bir süreçtir (Velander, 

2010). ECM’ in sentezi ile granülasyon dokusunun oluşmasıyla aynı zamanda başlar. 

Proliferasyon sırasında çok miktarda bulunan Tip III kollajen bu aşamada yavaş 

yavaş azalır ve daha kuvvetli tip I kollajen oluşumu gözlenir (Nawaz ve Bentley, 

2010). Kollajen matrisin yeniden şekillenmesi, granülasyon aşamasından olgun skar 

dokusuna geçişi sırasında çeşitli matris metaloproteinazların (MMP) etkinlikleri ile 

gerçekleşir (Lai, 2009 ). 

Skar dokusu geliştikçe fibronektin ve hiyalüronan parçalanır ve kollajen yapıları 

demetler halinde çoğalır (Resim 2). Bunun yanı sıra, oluşan kollajen demetleri cildin 
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yaralanmadan önceki mukavemetine kavuşamaz ve maksimum %80’lik bir kuvvete 

ulaşabilir (Enoch ve Leaper, 2008). 

 

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

2.04.2018) 

4.3. Yara ve Oksidatif Stres 

Oksijen, solunum metabolizması ve vücut için gerekli olan enerji üretimini 

sağlamış olsa dahi hücrelerimizde oluşan reaktif oksijen çeşitleri (ROS) yani serbest 

radikaller nükleik asitleri hasara uğratarak, proteinleri oksitleyerek ve lipid 

peroksidasyonuna neden olarak; Kanser, kardiyovasküler hastalık, Down sendromu, 

Friedreich ataksisi, romatoid artrit, otoimmün hastalık ve AIDS gibi birçok ölümcül 

hastalıkla ilişkili olduğu bilinmektedir. Oksidatif hasarın mutajenez, tümörigenez, 

yaşlanmadan kaynaklı Parkinson ve Alzheimer gibi hastalıklarda da önemli bir 

etmen olduğu ortaya çıkmaktadır  (Temple ve ark., 2005). Moleküler reaksiyonlar 

indirgenme-yükseltgenme (redoks) potansiyeli olarak bilinen, kimyasal reaksiyona 

elektron alması veya vermesi yeteneğine sahiptirler. Oksijen (O2) dört elektron kabul 

edebilir ve diğer elementlere göre reaksiyona girme açısından büyük bir potansiyele 

sahiptir. Oksijene bir elektron verilmesi durumundan süperoksit radikali (O2•ˉ) 

oluşur. Süperoksit radikali daha sonra hidrojen peroksite (H2O2) dönüştürülebilir. 

Hidrojen peroksit ise fenton prosesi ile yüksek reaktif özelliğe sahip olan hidroksil 

radikalini (OH•) oluşturmak için demir (Fe
2+

) ile reaksiyona girebilir. Bu üç türe 

reaktif oksijen çeşitleri (ROS) denmektedir (McCord, 2000). 
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ROS reaksiyonları: 

O2 + e
-
→ O2

•- 
→ H2O2 + Fe

2+ 
→ 

•
OH + OH

- 
+ Fe

3+
 

 

Bu aşamalar ile meydana gelen ROS, proteinler, DNA ve lipitler gibi biyolojik 

makromoleküllere zarar verirler. Lipid peroksidasyonu, lipidlerde oluşan oksidatif 

hasarın bir göstergesidir. 

Lipid peroksidasyonu: Lipid peroksidasyonu 3 aşamada gerçekleşir. İlk aşamada 

serbest radikallerin lipidlere saldırdığı ve sonucunda bir hidrojen atomu meydana 

getirerek lipit radikalleri (L *) oluşturmasıdır. İkinci aşama ise lipid radikallerinin, 

lipoperoksil radikalleri (LOO *) oluşturmak için oksijen atomlarıyla etkileşime 

girmesiyle gerçekleşir. Serbest radikaller lipid hidroperoksitler (LOOH) ve lipid 

kökleri (L *) oluşturmak için lipid alt tabakalarına tekrar saldırırlar. Lipid 

hidroperoksitleri ayrıca alkil kökleri ve aldehitleri (örneğin malondialdehit veya 

MDA) üretmek üzere ayrışır. Alkil köklerinin işlemi baştan başlatma ihtimalleri 

vardır. Eğer lipid substrat tükendiğinde veya bir antioksidan, lipit radikaline elektron 

verdiğinde işlem başa dönmez ve bu zincirleme reaksiyonun bittiği anlamına gelir 

(Kohen ve Nyska, 2002) . Lipid peroksidasyonun şematize edilmiş hali Şekil 6'da 

verilmektedir. 

 

Şekil 6. Lipid Peroksidasyonu  

Protein oksidasyonu: proteinlerin yapı taşı olan aminoasitlerden bir hidrojen 

atomunun çıkarılması radikal oluşumuna yol açar ve bu radikal O2 ile seri bir şekilde 

reaksiyona girerek alkilperoksiti oluşturur. Birkaç reaksiyonun sonucunda alkil, 

alkilperoksil ve alkoksil radikalleri olarak adlandırılan bu ara ürünler radikal oluşmuş 

proteinin diğer aminoasit kalıntılarıyla ya da başka proteinlerle yan reaksiyon 

oluşturarak yeni radikallerin oluşmasını tetikleyebilir. Bu reaksiyonların sonucunda 
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proteinin aminoasit yapısı bozulur ve protein karbonil türevleri oluşur (Berlett ve 

Stadtman, 1997; Dalle-Donne ve ark., 2003).  

4.3.1. Yara üzerinde ROS etkisi 

Yara iyileşme sürecinde büyüme faktörleri, sitokinler ve hormonların rolü çok 

büyüktür; ancak son yapılan çalışmalarda ROS çeşidi olan nitrik oksidin yara 

iyileşme sürecinde kritik düzenleyicilerden biri olduğunu göstermiştir. Açık yara 

üzerinde olumsuz etkisi olan patojenlere karşı savunma için ROS gerekliliği ortaya 

çıkmıştır. Aynı zamanda düşük ROS seviyeleri de hücre içi sinyalleşmede temel 

aracılar görevindedir. Örnek olarak yakın tarihli bir çalışmada düşük hidrojen 

peroksitin yara anjiyogenezisi üzerinde olumlu etkileri olduğunu saptamıştır (Schafer 

ve Werner, 2008). Yara oluştuktan sonra yaranın etrafında trombosit fonksiyonunu 

organize edecek miktarda oksidan bulunur. Ayrıca trombositlerin kendisi de serbest 

oksijen radikali üretirler ve yara etrafında beyaz kan hücrelerinin ürettiği farklı 

serbest radikallerle iç içe dururlar. Yeterli oksidan miktarıyla aktive olmuş 

trombositler doku faktörü sentezini arttırır. Bunun sonucunda ROS üretimi ve 

NADPH oksidaz üretimi artar (Çavdar ve ark., 2012; Sen ve Roy, 2008 ).  

4.4. Antioksidan 

Protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi oksidasyona maruz kalabilecek 

yapıların oksidasyonunu engelleyen veya oksidasyon süresini geciktiren maddelere 

antioksidanlar denir (Çavdar ve ark., 2012). Antioksidanlar küçük moleküller, tiyol 

içeren peptidler ve enzimler olmak üzere üç gruba ayrılırlar.  Küçük moleküller 

olarak adlandırdığımız grupta sırasıyla C ve E vitamini olarak adlandırılan askorbik 

asit ve α-tokoferol bulunmaktadır. C ve E vitamini olarak adlandırdığımız bu 

antioksidanlar bir elektronu serbest radikal vererek dengeli bir elektron çifti 

oluştururlar ve radikal reaksiyon zincirlerini bozarlar (Castro ve Freeman, 2001; 

Gewanther, 2011). 

C vitamini, suda çözünebilme ve radikal reaksiyon zincirlerini kırabilme 

özelliğine sahip bir antioksidan olduğundan dolayı O2•ˉ ve OH• radikallerinin 

temizlenmesinde kritik bir role sahiptir (Şekil 7). 
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Şekil 7. C vitamini Yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/54670067#section=2D-Structure 

Erişim Tarihi: 06.03.2018) 

E vitamini, yağda çözünebilen esas antioksidandır ve bu özelliğinden dolayı lipit 

peroksidasyonuna karşı antioksidan özelliği vardır (Şekil 8). Bu özellik membran 

fosfolipitlerinin peroksidasyonunun ve hücre membranlarının hasar görmesini 

engellemektedir (Carr ve ark., 2000). 

 

 

Şekil 8. E Vitamini Yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/imagefly.cgi?cid=6560141&width=500&h

eight=500 Erişim tarihi: 2.04.2018) 



20 
 

Antioksidanların tiyol içeren peptidler grubunda glutatyon (GSH) ve sistein 

(CYS) bulunmaktadır. Bu peptidler, ROS ve oksitlenen makromoleküllere elektron 

veren tiyol gruplarını içerir (Gewanther, 2011; Jones ve ark., 2004). Antioksidanların 

son sınıfı ise, okside olmuş proteinleri, peptidleri veya ROS’ u azaltan enzimleri 

içerir.  Süperoksit dismutaz (SOD) süperoksidin hidrojen peroksit haline 

dönüşmesini katalize eder ve daha sonra katalaz ile suya dönüştürülür. Tioredoksin 

(Trx) hücresel proteinlerde okside tiyolleri azaltır. Glutatyon redüktaz (GR), GSSG 

rediükte ederken, tioredoksin redüktaz (TrxR), tioredoksinin oksitlenmiş halini 

azaltır (Kalinina ve ark., 2008). 

4.5. Glutatyon 

Glutatyon (GSH) canlı yapısında var olan önemli bir antioksidan moleküldür 

(Şekil 9). Hücrede hasar oluşturabilecek olan ROS’lar, serbest radikaller, peroksitler 

ve lipit peroksitleri gibi oksidan maddelerin aktivitesini durdurmakta önemli bir rol 

oynarlar. Glutatyonun yapısında glisin, sistein ve glutamik asit aminoasitleri bulunur 

(Pompella ve ark., 2003). 

 

Şekil 9. Glutatyon Yapısı 

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

Erişim tarihi: 2.04.2018) 

GSH OH• radikalinin giderilmesinde aktif bir rol üstlenmekte birlikte, 

hemoglobinin oksitlenmesi sonucu oluşan methemoglobinin engellenmesi ve 

proteinlerin oksidasyona uğrayan sülfidril (-SH) gruplarını indirgenmiş halde tutarak 

oksidasyona uğramasına karşı koruyucu bir role sahip antioksidandır(Liska, 1998).  
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Glutatyonun toksikoloji açısından önemi ise yapısında bulunan aminoasitlerden 

sisteinin –SH grubunun nükleofilik özellik göstermesi ve asetominofen molekülünün 

toksik metaboliti olan N-asetil-p-benzo-kinonimin ile sistein bağlantılı konjugat 

oluşturarak asetaminofen (parasetamol) zehirlenmesinin engellenmesindeki rolüdür. 

Doz miktarı yüksek asetaminofen alınması durumunda karaciğerde var olan GSH 

miktarı tükendiğinden dolayı toksik metabolit karaciğer hasarına yol açabilmektedir. 

Bu yüzden klinikte, GSH prekürsörü olan N-asetil-sistein ile tedavi yoluna gidilerek 

GSH sentezinin artması amaçlanır (Pompella ve ark., 2003; Hodgman ve Garrard, 

2012). 

4.6. Malondialdehit 

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sırasında ortaya çıkan son 

ürünlerden biridir ve lipit peroksidasyonunun varlığını ortaya koymak için kullanılan 

bir belirtidir. Üç ve üçten fazla çift bağ içeren veya uzun zincirli doymamış yağ 

asitlerinin peroksidasyonu sonucunda meydana gelir. (Ayala ve ark. 2014). MDA, 

yapısı gereği küçük moleküllüdür ve bu durumdan dolayı vücutta diğer bölgelere 

rahatlıkla girebilir. Reaktivite seviyesi yüksek olduğundan dolayı proteinlerle ve 

DNA ile etkileşime girerek çapraz bağlar meydana getirir ve proteinlerin ve 

DNA’nın işlevinde bazı bozukluklara yol açar. DNA’da meydana getirdiği adduktlar 

sebebiyle mutajenik özellik taşımaktadır (Marnett, 1999). 

4.7. Myeloperoksidaz Aktivitesi 

Bir peroksidaz enzimi olan myeloperoksidaz (MPO), memeli canlılarda 

nötrofillerin granüllerine yerleşmiştir. Bu enzimin görevi fagositoz gerçekleştiği 

aşamada mikroorganizmaların öldürülmesinde aktif bir rol oynamasıdır. Fagositoz 

sırasında reaktif oksijen türleri tarafından meydana getirilen H2O2 ile vücut 

sıvılarında mevcut olan Clˉ iyonunu kullanarak hipokloröz asit (HOCl) sentezini 

sağlar. Meydana getirlen HOCl yüksek oranda antimikrobiyal aktiviteye sahiptir 

(Klebanoff, 2005). MPO seviyesinin artmasına bağlı olarak meydana gelen patolojik 

durumlarda durmadan gerçekleşen HOCl üretiminden dolayı dokularda istenmeyen 

durumlar meydana gelmektedir. Toksik bir madde olan HOCl oksidan özellik taşır ve 

lipitler, DNA ve proteinler ile etkileşime girerek oksidatif çapraz bağlanmalara sebep 
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olabilen halojenizasyon ve nitrasyon reaksiyonlarını getirebilir (Schuller-Levis ve 

Park, 2003).  

4.8. Kemilüminesans yöntemle reaktif oksijen türlerinin ölçülmesi 

Kararsız durumda bulunan uyarılmış bir atom veya molekülün elektronu olması 

gereken enerji seviyesine inerken yüksek olan enerjisini ışık halinde uzaklaştırarak 

“lüminesans” olarak adlandırılan ışık yayılmasını meydana getirir. Ortaya çıkan ışık 

yayılması eğer bir kimyasal tepkime ile meydana geliyorsa bu duruma 

“kemilüminesans” (KL) adı verilir (Greenwald, 1985). KL yöntem, diğer yöntemlere 

göre büyük avantajlara sahiptir. Işık, sıcaklık, hücre konsantrasyonu, pH gibi 

etmenler KL yöntemini etkileyebilmektedir. ROS’lar yapılarından dolayı in vivo 

olarak miktarları hemen ölçülemez. Bundan dolayı biyolojik olarak ROS miktarını 

ölçebilmek için KL sinyalini arttırmak gereklidir. Luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-

fitalazin-dion)  (Şekil 10) ve lusigenin (bis-N-metil akridinyum nitrat) probları 

kullanılarak ROS miktarları ölçülebilmektedir. (Lu ve ark., 2006). 

 

Şekil 10. Luminol Yapısı 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10638#section=Top  Erişim tarihi: 

02.04.2018) 
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4.9. Sitokinler 

Sitokinler, hücreler arasında etkileşim, iletişim gibi önemli konularda 

düzenleyici role sahip ufak proteinlerdir. Hücrenin büyümesi, iyileşmesi ve 

yaralanma durumunda gibi bağışıklık ve inflamatuvar yanıtların düzenleyici olan 

sitokinler, birçok uyarılara karşı özel hücreler tarafından üretilirler (Zhang ve An, 

2007). Sitokinler aynı hormonlar gibi düşük konsantrasyonlarda aktif hale geçen 

glikoproteinlerdir ve hücre yüzey molekülüne bağlanarak etki gösterirler (Özoran ve 

ark., 1994). Parakrin ve otokrin etkileri vardır. Parakrin yakında bir hücrede 

salgılandığı zaman etki eden sitokinlerdir. Otokrin ise sitokinin salgılandığı aynı 

hücrede etki etmesidir (Zhang ve An, 2007).  Herhangi bir sitokin diğer sitokinin 

etkisini başlatabilir veya bitirebilir. Hem kendilerinin hem de diğer sitokinlerin 

reseptör oluşumunu ekspresyonunu sağlayan sitokinler multipl yapıya sahip ve iç içe 

geçen biyolojik aktiviteye sahiptirler (Özoran ve ark., 1994). 
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Sitokinler işlevlerine göre 4 ana grupta incelenirler (Güner ve ark). 

1-İmmün sisteme eşlik eden sitokinler;  

- Tip 1 interferonlar (IFN)  

- Tümör nekrotizan faktör (TNF),  

- İnterlökin-1 (IL-1),  

- İnterlökin-6 (IL-6)   

- Kemokinler bu grupta yer alır. 

2-Lenfosit aktivasyonu, büyüme ve T lenfositlerinin spesifik antijenlere karşı 

yanıtına etki eden sitokinler;  

- İnterlökin-2 (IL-2) (T-hücresi büyüme faktörü)  

- İnterlökin-4 (IL-4) (IgE sentez regülatörü)   

- Transforming büyüme faktörü-β (TGF-β) 

3-Enflamasyonu düzenleyen sitokinler. Antijenle uyarılmış CD4
+ 

ve CD8
+ 

hücrelerinin T hücresi regülasyonuna girmesinin sağlarlar;  

- İnterferon  (IFN-) (Mononükleer fagositlerin birincil aktivatörü)  

- Lenfotoksin (LT) (Nötrofil aktivatörü)  

- İnterlökin-10 (IL-10) (Mononükleer fagositlerin negatif regülatörü)  

- İnterlökin-5 (IL-5) (Eosinofil aktivatörü)  

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

- T hücre stimülatörü) 

4-İmmatür lökosit büyüme ve farklılaşmasına aracılık eden mediatörler;  

- C-kit-ligand  

- İnterlökin-3 (Koloni stimüle eden faktör) 

- Granulosit-makrofaj koloni simulatör faktör (GMCSF)  

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

- Granulosit koloni stimülatör faktör (G-CSF)  

- İnterlökin-7 (IL-7)  

- İnterlökin-9 (IL-9)  

- İnterlökin-11 (IL-11)  
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Sitokin işlevlerine göre inflamasyonda IL-1 ve TNF-α en önemli iki sitokindir. 

Proinflamatuar olarak adlandırılan bu iki sitokin, aktive makrofajlar, lenfosit ve 

bunların dışında kalan hücre çeşitleri tarafından oluşturulurlar. Kollajen sentezi ve 

fibroblast proliferasyonunu arttırarak fibroblastik etkilere sahiptirler.  

Son yapılan çalışmalarda TNF-α’nın akut inflamasyonda ve antitümöral 

aktivitede en önemli sitokin olduğu belirlenmiştir. TNF-α genel olarak T hücreler, B 

hücreler, fibroblastlar, kupfer hücreleri, düz kas hücreleri gibi birçok hücre 

çeşidinden salgılanmaktadır. Bundan dolayı TNF-α’ nın yara iyileşmesinde önemli 

bir rolü vardır. TNF-α’ nın üretimi IL-10, TGF-β, PGE, siklosporin A, 

deksametazon, ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafından inhibe edilir 

(Kurulay ve Çavdar, 2006). 

IL-1 biyolojik etkileri esas alındığında TNF-α ile benzer özelliklere sahiptir. 

Düşük yoğunlukta bölgesel inflamatuar olaylara aracılık eder. IL-1, IL-1α ve IL-1β 

olmak üzere iki farklı genden oluşan ancak biyolojik etkileri aynı olan 2 ana 

polipeptidden oluşmaktadır. Dolaşımdaki IL-1 aktivitesinin çoğu IL-1β’dır (Güner 

ve ark., 1997). IL-1; romatoid artrit, septik şok, periodontitis, malignite, asbestoz, 

tüberküloz ve AIDS gibi önemli hastalıkların aktivitesinde ilişkisi vardır. Ayrıca 

radyasyonun ölümcül dozlarına karşı ve kanser hücrelerinin büyümesinin 

durdurulmasında tedavi amaçlı geliştirilmiştir (Kurulay ve Çavdar, 2006). Monositler 

ve makrofajlardan salınan IL-1β, bunların yanı sıra fibroblastlar ve endotel hücreler 

gibi immün sistem dışı hücrelerden salınarak hücre hasarı, enfeksiyon ve 

inflamasyona etki ederler (Zhang ve Jianxiong, 2007). 

4.10. Oksidatif DNA Hasarı ve Ölçüm Yöntemleri 

Oksidatif strese bağlı DNA hasarının birçok hastalığa neden olduğu 

bilinmektedir. Bunların en başında kanser olmakla birlikte nörodejeneratif 

hastalıklar, diyabet ve kalp yetmezliği gibi birçok hastalık gelmektedir. ROS’lar 

DNA yapısında bulunan bazların çift bağlarına H atomunun dahil olması veya 2-

deoksiribozun C-H bağlarından ve metil gruplarından H atomu uzaklaştırılması 

yöntemiyle DNA molekülü ile etkileşimde bulunurlar. Sonuç olarak meydana gelen 

peroksil radikalleri indirgenerek timin glikol, 5-formilurosil ve hidroksihidroperoksit 
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gibi oksidasyon türleri olışur. DNA baz mutasyonları içinde en çok bilineni 8-

hidroksi-2´-deoksiguanozin (8-OHdG, 8-hidroksideoksiguanozin)’dir. 8-OHdG, OH• 

radikalinin guanin bazının 8. pozisyonunda etkileşime girerek oluşmaktadır. 8-OHdG 

bunun yanında doku ve kanda tayini yapılabilen ve DNA hasarının belirlenmesinde 

yaygın olarak kullanılır. (Henle ve ark., 1995; Goto ve ark., 2008). Guanin (G) 

bazının okside olmuş hali olan 8-OHdG, adenin (A) ve sitozin (C) ile baz çifti 

oluşturabilir ve A:T ’i C:C’e veya G:C’i T:A’e dönüşümüne yol açarak mutasyonlara 

sebep olabilir (T: timin). Baz çiftlerinde meydana gelen bu gibi mutasyonlar DNA 

polimeraz enzimi aracılığıyla baz eksizyon onarım mekanizması ile 

onarılmaktadır(Barzilai ve Yamamoto, 2004; Kohen ve Nyska, 2002; Kryston ve 

ark., 2011).  

4.10.1. Tek hücre jel elektroforezi (SCGE) tekniği (Comet tekniği) 

Tek hücre jel elektroforezi tekniği ya da comet tekniği ilk olarak Rydberg ve 

Johanson tarafından geliştirilerek birey hücrelerinin radyasyona uğramasından 

kaynaklı DNA sarmalında meydana gelen hasarın belirlenmesinde kullanılmıştır. 

Hücreleri lam üzerinde agoraza yayarak orta derece alkali bir ortamda lizise 

uğratarak DNA sarmalının açılmasının hemen ardından akridin oranj ile boyayıp 

mikroskop ile yorumlanmasıdır (Rydberg ve Johanson, 1978). Bu tekniğin yaygın 

olarak kullanılmasının sebebi, orta dereceli alkali şartlar altında hücrede var olan 

bütün proteinlerin alkali ortama geçmemesidir. “Mikrojel elektroforezi” olarak 

isimlendirilen teknikte ise aynı şekilde hücreler lam üzerinde agaroza yayılır ve 

nötral deterjan solüsyonu ile lizis işleminin ardından nötral şartlar altında 

elektroforez yöntemi uygulandıktan sonra akridin oranj ile boyayarak mikroskopta 

incelenmiştir (Ostling ve Johanson, 1984). DNA sarmalında kırık oluşması halinde 

elektroforez sırasında (-) yüklü DNA’da bulunan hasarlı bölgeler çekirdekten anoda 

doğru hareket ederler. Bu durumun Mikroskopta görünen hali ise kuyruklu yıldız 

gibidir. Bunun sebebi ise çekirdek merkez, baş ve göç eden kuyruk kısmının 

meydana gelmesidir. Oluşan Kuyruklu yıldız görüntüsünden dolayı bu yönteme 

“comet tekniği” adı verilmiştir. Bu yöntem sayesinde DNA sarmalının her iki 

kolunda bulunan kırıklar belirlenebilir ancak tek kolda bulunan kırıklar belirlenemez.  
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Mikrojel elektroforezi yöntemini değişikliğe uğratan Singh ve ark., DNA tek 

kolda bulunan kırıkları belirlemeyi sağlamıştır (Singh ve ark., 1988). Elektroforez 

sırasında hasara uğramış DNA parçaları çekirdekten serbest hale geçer. DNA’nın 

hareket etme kabiliyeti ise hasarın büyüklüğüne ve hasar şiddetine bağlıdır. DNA 

çekirdekte gergin bir görünüm oluşturuyorsa hasar düzeyi düşük anlamına gelir. Eğer 

kuyruk ve baş ayrılıyorsa hasar düzeyi yüksek anlamına gelir (Şekil 11). (Fairbairn 

ve ark., 1995). 

 

Şekil 11. Comet görünümü 

DNA’daki hasar miktarının belirlenmesinde floresan mikroskobu ile gözle 

skorlama yapılır ve hücreler kuyruk uzunluklarına göre; hasarsız, az hasarlı, hasarlı 

ve çok hasarlı olarak sınıflara ayrılır. Görüntü analiz programları sayesinde kuyruk 

uzunluğu, kuyruk hareketi ve kuyrukta oluşan DNA yüzdesi (%DNAT) gibi birçok 

sonuç elde edilebilir. Bunun için floresan mikroskobuna eklenmiş bir kamera 

kullanılır (Collins, 2002). 

4.10.2. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin 

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

oksidatif stres esnasında meydana gelen DNA hasarının bir belirleyicisi olarak 
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çoğunlukla kullanılan bir göstergedir. İlk defa 1984 yılında Kasai ve ark. çalışmaları 

ile gıdalarda ısı sonucu meydana gelen mutajenlerin izolasyonu ile ilgili yapılan bir 

çalışmada ortaya çıkarılmıştır. (Kasai ve ark., 1984; Kasai ve Nishimura, 1984).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda 8-OHdG’nin önemi vurgulanmış ve birçok 

hastalıklarla bağlantılı olduğu belirlenmiştir. Kanser, yaşlanma, Alzheimer, katarakt, 

tip II diyabet ve hipertansiyon gibi hastıklara sahip hastalarda 8-OHdG düzeylerinin 

yüksek olduğu belirlenmiştir. Br başka örnek ise sigara içiminden dolayı meydana 

gelen akciğer kanserinin potansiyel bir belirleyicisi olarak kabul edilmiştir. (Syslová 

ve ark., 2014). Ayrıca X-ışınları, asbest, benzen, parakuat, UV, ağır metaller gibi 

maddeler 8-OHdG oluşumunda rol oynayan ajanlara örneklerdir. 

4.11. Scorzonera veratrifolia Bitkisi 

Compositae (Asteraceae): Yeryüzünde 1000'e yakın cins ve 20.000 kadar tür ile 

çiçekli bitkiler arasında en zengin familyaya sahip bitki Compositae (Asteraceae) 

familyasıdır (Şekil 12). Yurdumuzda bu familyaya ait 130’a yakın cins ve 1100’den 

fazla tür bulunmaktadır ve bu bitkilerin çoğu otsu yapıda olmakla beraber, çallı veya 

ağaç formunda olanların sayısı azdır. Bu Familyada bulunan bitkilerin içeriğinde 

uçuçu yağ, inülin ve lateks en sık rastlanan bileşiklerdir. Ayrıca yapılan çalışmalar 

ile seskiterpenler, laktonlar, alkoloitler (Senecio), esterler (piretrinler), sapozonitler, 

kumarinler ve flavonollerin de bulunduğu saptanmıştır. İçerdikleri bileşikler 

nedeniyle bitkilerin çoğu eczacılıkta, gıda endüstrisinde ve lateksinden dolayı da 

diğer sanayi alanlarında kullanılmaktadır. Halk arasında tıbbi tedavide kullanılan bu 

bitkiler üzerine son yıllarda çok sayıda fitokimyasal araştırma yapılmış ve birçok 

yeni madde izole edilmiştir. Böylece bu familyaya ait antitümör etki ve 

antibakteriyel aktivite gösteren bitkilerin de bulunduğu ortaya çıkmıştır (Tanker ve 

ark., 1993). Bu familyaya ait olan Scorzonera veratrifolia bitkisi ile ilgili herhangi 

bir çalışma yapılmamıştır.   
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Şekil 12. Compositae (Asteraceae) ailesi 

Scorzonera: Kökeni Antik Akdeniz olan, Avrasya’nın kurak bölgelerine yayılan 

ve Kuzey Afrika’da da görülen Compositae familyasına ait Scorzonera cinsi 

bitkilerin dünyada yaklaşık 180 türü bulunmaktadır. Türkiye'de Scorzonera 

Chamberlain tarafından revize edilmiştir. Bu bitki Sistemi; türlerinin birbirlerine 

yakın olmasından dolayı ayrımı zordur. Yıllık, iki yıllık veya çok yıllık otsu, nadiren 

odunsu, kalın-silindirik bazen yumrulu olarak bulunmaktadırlar. Yaprakları direkt 

kökten gelir veya sap şeklinde sade (basit) ve bütündür. Doğrusal, geniş oval 

şeklinde veya saplı ve sapsız olabilmektedir. Çiçekleri sarımsı, mor veya çiçeği sarı 

sapı mor şeklinde bulunur. Akenleri silindirik, pürüzsüz ya da damarlı, bazen enine 

buruşuk yapraklı, tüylü veya tüysüz, bir sapa sahip ya da sapsızdırlar (Chamberlain, 

1975). Scorzonera cinsinin ilk kapsamlı analizi de Candolle tarafından yapılmıştır. 

(Candolle, 1805). 

Scornozera veratrifolia bitkisi 1600-2500 metre yükseklikte, kıraç kayalık tepe 

yamaçlarında yetişen bir bitki türüdür (Resim 3). Çiçek açma dönemi Haziran ayı 

içerisinde gerçekleşir. Türkiye’de kayıtlı olduğu iller Hakkari, Tunceli, Van olarak 

saptanmıştır. Bitki bulunduğu yörelerde Nalbant, Neraband, Yarasakızı otu olarak da 
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adlandırılmaktadır. Bitkinin haricen elde edilen sütü yöre halkı tarafından yara 

tedavisinde kullanılmaktadır. (Doğan A., 2014).  

 

Resim 3. Scornozera veratrifolia 

Yapılan literatür taramasında,  Scornozera veratrifolia için hiçbir fitokimyasal 

çalışma tespit edilememiştir. (Sarı ve ark., 2011) yapılan çalışmada Scornozera 

veratrifolia’nın kökünden 2 yeni 3-benzilftalat (skorzoveratrin ve skorzoveratrozit) 

ve daha önce tanımlanmış 5 adet kuinik asit türevi bileşik (kolorojenik asit, 

kolorojenik asitin metil esteri, kriptokolorojenik asit, 4,5-dikaffeolkuinik asit ve 3,5- 

dikaffeolkuinik asit) izole etmiştir (Sarı A., 2010). 

 

  



31 
 

5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Kullanılan Kimyasallar 

Çalışmalarda kullanılan kimyasallar ve satın alındıkları firmaların ticari adları Tablo 

1’de verilmiştir. 

Tablo 1. Çalışmalarda kullanılan kimyasallar ve satın alındıkları firmalar. 

Kimyasal Adı Firma 

Melatonin Sigma-Aldrich 

Ksilen Merck 

Etanol Merck 

Metanol Merck 

HCl Merck 

K2HPO4  Sigma-Aldrich 

EDTA Sigma 

o-dianizidin  Sigma-Aldrich 

Sodyum Azid Sigma-Aldrich 

Hekzadesiltrimetilamonyum bromür  Sigma 

Dimetilsülfoksit (DMSO)  Sigma 

Triton X-100  Sigma 

Düşük kaynama dereceli agaroz (LMA)  Sigma-Aldrich 

Yüksek kaynama dereceli agaroz (HMA)  Sigma-Aldrich 

RPMI  Sigma 

Histopaque  Sigma 

Sodyum klorür  Merck 

Tris Sigma 

Tiyobarbitürik 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. Kullanılan Cihazlar 

Yöntemlerde kullanılan cihazlar Tablo 2’ de yer almaktadır. 

Tablo 2. Yöntemlerde kullanılan cihazlar 

Cihaz Marka 

Doku gömme cihazı Mikrom-AP280, İngiltere 

Doku su banyosu FALC-B-1, İtalya 

Doku takip cihazı Thermo Scientific-Shandon Citadel 

2000, ABD 

Elektroforez tankı Thermo EC 340, ABD 

Etüv Thermo, ABD 

Floresan ataçmanlı mikroskop Olympus-BX51, Japonya 

Hassas terazi Shimadzu-AX-120, Japonya 

Luminometre EG&G Berthold Junior LB 9509, Bad 

Widbad, Almanya 

Işık Mikroskobu Olympus-CX4IRF, Japonya 

Mikrotom bıçağı Feather, Japonya 

pH metre WTW İnolab, Almanya 

Rotari mikrotom Leica RM2125 RTS 

Soğutmalı santrifüj Hettich Universal 320R, Almanya 

Spektrofotometre Beckman Coulter DU 73, ABD 

Vorteks Dragonlab MX-S, Çin 
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5.3.Kullanılan Çözeltiler  

Yöntemlerde kullanılan çözeltiler ve hazırlanışları Tablo 3’de yer almaktadır. 

 

Tablo 3. Yöntemlerde kullanılan çözeltiler ve hazırlanışları  

Çözelti Hazırlanışları 

Toplam fenolik madde içeriğinin tayini için kullanılan çözeltiler 

0,2 N Folin-Ciocalteu’s reaktifi 
2N’lik hazır satın alınan çözeltiden saf 

su ile 1:10 oranında seyreltilerek 

hazırlanır 

%7,5’lik sodyum karbonat (Na2CO3) 

çözeltisi 

7,5 g Na2CO3 100 ml distile suda 

çözülerek hazırlanır 

Stok gallik asit çözeltisi 10 mg gallik asit 10 ml metanolde 

çözülür (1 mg/ml). 

Demir (III) indirgeme/antioksidan kuvvet (FRAP) tayininde kullanılan çözeltiler 

Stok Troloks® çözeltisi 1000 µM stok Troloks® etanolde 

hazırlanır 

A: 150 ml 300 mM asetat tamponu 

(pH=3.6) 

45 mM asetik asit (derişik) alınır, hacim 

saf su ile 40 ml’ ye tamamlanır ve 

üzerine 90 ml metanol ilave edilir. 0,5 

M NaOH ile pH=3.6’ ya ayarlanır ve 

son hacim 150 ml’ye saf su ile 

tamamlanır. 

B: 15 ml 10 mM [2,4,6-Tris(2-pridyl)-s- 

triazine (TPTZ)’nin 100 mM HCl’deki 

çözeltisi 

0,0468 g TPTZ tartılır, 6 ml 100 mM 

HCl ve 9 ml metanol ile çözülür. 

C: 15 ml 20 mM FeCl3, 6H2O 0,0811 g FeCl3.6H2O 6 ml distile suda 

çözülür ve üzerine 9 ml metanol ilave 

edilir. 

FRAP reaktifi A, B ve C çözeltileri taze hazırlandıktan 

sonra, A, B ve C çözeltileri karıştırılır.  
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DPPH radikal temizleme aktivitesi tayini için kullanılan çözeltiler 

100 µM DPPH çözeltisi 100 µM DPPH çözeltisi metanolde 

hazırlanır 

Stok Troloks® çözeltisi 200 µM DPPH çözeltisi etanolde 

hazırlanır 

Stok askorbik asit (C vitamini) 100 µM stok askorbik asit çözeltisi 

distile su ile hazırlanır. 

 

Dokularda glutatyon (GSH) düzeylerinin ölçülmesi için kullanılan çözeltiler 

%10’luk TCA çözeltisi 10 ml TCA distile su ile 100 ml’ye 

tamamlanarak hazırlanır. 

0,3 M Na2HPO4  5,339 g Na2HPO4 100 ml distile su 

içinde çözülür. 

Ellman ayıracı (5,5’-Dithiobis(2-

nitrobenzoik asit), DTNB) 

0,010 g DTNB 25 ml metanol içinde 

çözülür. 

 

Dokularda malondialdehid (MDA) düzeylerinin ölçülmesi için kullanılan 

çözeltiler. 

%10’luk TCA çözeltisi 10 ml TCA distile su ile 100 ml’ye 

tamamlanarak hazırlanır. 

%0,67’lik TBA çözeltisi 0,67 g TBA 100 ml distile su içinde 

çözülür. 

Dokularda myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin ölçülmesi için kullanılan 

çözeltiler 

MPO 1. Çözelti 1 g %0,5 HETAB, 1,7418 g K2HPO4 

(50 mM), 160 ml distile su karıştırılır ve 

pH 6’ya ayarlanır. Rengi parlak olana 

kadar karıştırıldıktan sonra 200 ml’ye 

tamamlanır. 

MPO 2.Çözelti 1 g %0,5 HETAB 1,7418 g K2HPO4 (50 

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

ayarlanır. Sonra 200 ml’ye tamamlanır. 

MPO 3.Çözelti 1,7418 g K2HPO4 (50 mM) ile 160 ml 

distile su karıştırılır ve pH 6’ya 

ayarlanır. Sonra 200 ml’ye tamamlanır. 

20 mM H2O2  5 ml distile su ve 11,4 µL H2O2 

(%30’luk) 

%2 Sodyum azid 100 mg sodyum azid, 5 ml distile su 

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

 

İnterlökin 1 beta (IL-1β) ve Tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) düzeylerinin 

ölçülmesi için kullanılan çözeltiler (Çözeltiler kit içerisinde hazır olarak 

bulunmaktadır.) 

Yıkama solüsyonu %1 Tween 20 içeren PBS 

Biotin konjugatı Biotin-konjuge anti-rat IL-1β poliklonal 

antikor ya da Biotin-konjuge anti-rat 

TNF-α poliklonal antikor 

Durdurma solüsyonu 1 M fosforik asit 

Substrat solüsyonu Tetrametil benzidin (TMB) 

 

Alkali comet tekniği için kullanılan çözeltiler. 

10 M sodyum hidroksit (NaOH)  

çözeltisi 

400 g NaOH’nin, 1000 ml distile sudaki 

çözeltisi hazırlanır ve +4 
o
C’ de 

saklanır. 

0,2 M M etilendiamin tetraasetik asit 

(EDTA) çözeltisi 

37,2 g EDTA’nın 500 ml distile sudaki 

çözeltisi hazırlanır ve +4 
o
C’ de 

saklanır. 

5 N hidroklorik asit (HCl) çözeltisi 91,25 ml HCl distile su ile 500 ml’ye 

tamamlanır. 

100 µg/mL etidyum bromür (EB) 

çözeltisi 

5 mg EB’nin 50 ml distile sudaki 

çözeltisi hazırlanır. +4 
o
C’ de saklanır. 
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Lamlar boyanacağı zaman bu stok 

çözelti, 1:4 oranında distile su ile 

seyreltilip kullanılır 

Stok lizis çözeltisi 

 

 

 

 

146,1 g 2,5 M NaCl; 37,2 g 100 mM 

EDTA; 1,2 g 10 mM Tris’in 1000 ml 

distile sudaki çözeltisi hazırlanır. 

Çözeltinin pH’sı NaOH (5M) ile 10’a 

ayarlanır. Hazırlanan stok lizis oda 

sıcaklığında saklanır. 

Lizis Çözeltisi 53,4 ml stok lizis çözeltisine 6 ml 

DMSO ve 0,6 ml triton-X 100 ilave 

edilerek lizis çözeltisi hazırlanır. 

Düşük kaynama dereceli agar (LMA) 

(%0,65) 

650 mg LMA tartılır, üzerine 100 ml 

PBS ilave edilip çözülene kadar ısıtılır. 

Yüksek kaynama dereceli agar (HMA) 

(%0,65) 

650 mg HMA tartılır, üzerine 100 ml 

distile su ilave edilip çözünene kadar 

ısıtılır. 

Elektroforez çözeltisi 37,5 ml NaOH (10 M) çözeltisi; 6,75 ml 

EDTA (0,2 M) çözeltisi ve 1250 ml 

distile su kullanılarak hazırlanır. 

Elektroforez çözeltisi taze olmalıdır. 

Hazırlanan çözelti kullanılana kadar +4 

o
C’de saklanır. 

Nötralizasyon tamponu 48,5 g Tris (0,4 M)’in 1000 ml distile 

sudaki çözeltisi hazırlanır ve HCl (5 N) 

ile pH 7,5’e ayarlanır. +4
o
C’de saklanır. 

 

MTT yönteminde kullanılan çözeltiler 

Hücre kültür medyumu %10 FBS (İnvitrogen), %1 

streptomisin/penisilin (Hyclone) ve 2 

mM glutamin (Hyclone) içeren düşük 

glukozlu DMEM (İnvitrogen) içerisinde 
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hazırlandı. 

Stok MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-

2,5 difeniltetrazolyum bromür) çözeltisi 

Kit içerisinde bulunan 1 vial MTT 

üzerine 1 ml steril PBS eklenerek 12 

mM stok çözelti hazırlandı. 
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5.4. Deneysel Çalışma 

Bu çalışma, Marmara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 

07.03.2016 tarihli ve 035.2016.mar numaralı onayı alınarak gerçekleştirildi.  

Çalışmada, eşit sayıda yetişkin erkek ve dişi Wistar albino sıçanlar (250-300 g) 

kullanıldı ve sıçanlar Marmara Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve 

Araştırma Merkezi’nden (DEHAMER) temin edildi. Sıçanlar, deney öncesi iki 

haftalık sürede laboratuvar koşullarına alıştırıldı (12 saat aydınlık/karanlık 

periyodunda ve 20˚C±2). Sıçanlar, standart yem ve çeşme suyu (ad libitium) ile 

beslendi. 

5.4.1. Deney grupları 

Çalışmada rastgele seçilen 30 sıçan, her biri 6 sıçandan oluşan 5 gruba ayrıldı. 

Sıçanlara intraperitonal olarak ketamin (100 mg/kg) enjeksiyonu ile genel anestezi 

yapıldı. Sıçanların sırt kısımları tıraşlanarak, traşlı bölge batikon ile dezenfekte 

edildi. Sırtın orta bölgesinden 1,5 cm uzaklıkta bistüri ile tam cilt kalınlıklı iki adet 5 

cm’lik çizgi şeklinde kesi yarası oluşturuldu. Oluşturulan yaralara cerrahi ipek iplikle 

eşit aralıklarla dikiş atıldı. 10. gün sonunda hayvanlar dekapite edilerek kan ve deri 

örnekleri alındı. Deney süresince ölen ya da hastalanan hayvan olmadı. 

GRUP 1: Kontrol (K) Grubu: Bu gruptaki sıçanlarda kesi yarası oluşturulup dikiş 

atıldıktan sonra hiçbir tedavi uygulanmadı. 

GRUP 2: Negatif Kontrol (NK) Grubu: Madecassol® pomadın bazı olan glikol 

stearat: 1,2 propilen glikol: sıvı parafin (3:6:1) uygulandı. Bu amaçla, 3 g sıvı 

parafin, 9 g glikol stearat, 18 g 1,2 propilen glikol karıştırılarak 30 g baz elde edildi 

ve bu gruptaki sıçanlara elde edilen 30 g bazdan her bir hayvana 0,5 g olacak şekilde 

10 gün boyunca günde 2 kez uygulandı.   

GRUP 3: Pozitif Kontrol (PK) Grubu: Madecassol® pomad her bir hayvana 0,5 g 

olacak şekilde 10 gün boyunca günde 2 kez uygulandı.   

GRUP 4: Tedavi Heptan Ekstresi (HE) Grubu: S.veratrifolia bitkisinin in vitro 

deney sonucunda elde edilen konsantrasyona bağlı olarak hazırlandı. Heptan 

ekstesini içeren 0,5 g baz merhem uygulandı. Bu amaçla, 2,97 g sıvı parafin, 8,91 g 

glikol stearat, 17,82 g 1,2-propilen glikol karıştırılarak 29,7 g baz elde edildi. Bu 



39 
 

baza 0,3 g heptan ekstresi ilave edilerek 30 g merhem elde edildi. Bu gruptaki 

sıçanlara elde edilen 30 g merhemden her bir hayvana 0,5 g olacak şekilde 10 gün 

boyunca günde 2 kez uygulandı.   

GRUP 5: Tedavi Metanollü Ekstresi (ME) Grubu: S.veratrifolia bitkisinin in vitro 

deney sonucunda elde edilen konsantrasyona bağlı olarak hazırlandı; metanollü 

Ekstre içeren 0,5 g baz merhem uygulandı. Bu amaçla, 2,97 g sıvı parafin, 8,91 g 

glikol stearat, 17,82 g 1,2-propilen glikol karıştırılarak 29,7 g baz elde edildi. Bu 

baza 0,3 g metanol ekstresi ilave edilerek 30 g merhem elde edildi. Bu gruptaki 

sıçanlara elde edilen 30 g merhemden her bir hayvana 0,5 g olacak şekilde 10 gün 

boyunca  günde 2 kez uygulandı. 

5.4.2. Kesi yarasının oluşturulması 

Sıçanlara intraperitonal olarak ketamin (100 mg/kg) enjeksiyonu ile genel 

anestezi yapıldı. Sıçanların sırt kısımları tıraşlanarak, traşlı bölge batikon ile 

dezenfekte edildi. Sırtın orta bölgesinden 1,5 cm uzaklıkta bistüri ile tam cilt 

kalınlıklı iki adet 5 cm’lik çizgi şeklinde kesi yarası oluşturuldu  (Resim 4). 

Oluşturulan kesi yaralarına cerrahi ipek ile dikiş atıldı. 

 

Resim 4. Kesi yarası oluşturulan sıçan 
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5.4.3. Deneylerin sonlandırılması ve örneklerinin toplanması 

Deney gruplarında yer alan sıçanlar 10. gün sonunda giyotinle dekapite edilerek 

çalışma sonlandırıldı. Kan ve deri örnekleri toplandı. Kan örnekleri ikiye ayrılarak, 

ilk kısımda taze kan ile comet tekniği çalışıldı. İkinci kısımdan ise kan serum 

örnekleri ayrılarak aynı gün ticari ELİSA kit kullanılarak TNF-α, IL-1β, 8-OHdG 

ölçümleri yapıldı. Doku örnekleri biyokimyasal parametreler çalışılana kadar -

20°C’de saklandı. Işık mikroskobu çalışmaları için ise %10 nötral tamponlu 

formaline alındı. 

5.5. In Vivo Yöntemler 

5.5.1. Kan örneklerinde DNA hasarının incelenmesi 

5.5.1.1. Comet tekniği ile DNA hasarının incelenmesi 

Alkali comet tekniği protokolü Singh ve ark.’nın yönteminden minör 

modifikasyonlarla uygulanmıştır (Singh ve ark., 1988). Her örnek için iki lam 

çalışıldı. Her lam için bir ependorf tüpüne 1’er mL PBS konuldu (+ 4ºC). 100 µl kan, 

tüplerdeki PBS (+ 4ºC) üzerine eklendi. Karıştırıldı ve 10-15 dk. bekletildi. 100 µl 

histopak tüpün dibine eklendi. 1640 rpm, +4ºC’de 5 dk. santrifüj edildi. Comet 

yöntemi uygulanırken Tripan mavisi canlılık testi ile izole edilen periferal 

lenfositlerde en az % 95 canlılık tespit edilen örneklere comet tekniği uygulamıştır. 

İzole edilen periferal lenfositlerde %0,65’lik LMA ile karıştırılarak her bir örnek için 

iki lam olacak şekilde önceden HMA ile kaplanmış lamlara yayıldı ve lamel ile 

kapatıldı. Sonrasında lamlar +4°C’de donmaya bırakıldı. Lameller dikkatlice 

uzaklaştırılarak lamlar lizis çözeltisine alınarak (alüminyum folyo ile sarılı cam 

şalede) +4°C’de 1,5 saat bekletildi. Lizis işlemi tamamlanınca lamlar elektroforez 

tankına yerleştirildi. Lamlar tank içinde 20 dk. bekletildi. Güç kaynağı 300 mA ve 15 

V’a ayarlanarak 20 dk. elektroforezde bırakıldı. Elektroforez sonrasında lamlar 

dikkatlice tanktan alınarak cam şale içerisinde ve +4°C’de 3x5 dk. olacak şekilde 

nötralizasyon özeltisinden geçirilerek nötralizasyon işlemine tabi tutuldu. Son olarak 

lamlar, her birinde 5 dk. tutularak, sırasıyla %50, 75 ve absolü alkol ile fikse edilerek 
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oda sıcaklığında ve karanlıkta kurumaya bırakıldı. Kuruyan lamlar serin karanlık 

ortamda saklandı.  

5.5.1.1.1. Mikroskopta değerlendirme 

Görüntü analizi için hazırlanan her bir lam, floresan renk vermesi için önceden 

hazırlanan, 50 μL Et-Br ile boyandı ve lamelle kapatıldı. Her bir lamdan rastgele 50 

(gruptaki her bir sıçan için toplam 100) lenfosit seçilerek X40 büyütme, 546 nm 

eksitasyon filtreli ve 590 nm bariyer filtreli kamera ataçmanlı floresan mikroskobu 

(Olympus, BX51) ile incelendi. Kamera ataçmanı ile çekilen görüntüler BAB 

Bs200Pro görüntü analiz programı kullanılarak hasar durumları değerlendirildi ve 

sonuçlar kuyruktaki DNA yüzdesi, %DNAT, olarak verildi. 

5.5.1.2. 8-OHdG düzeylerinin ölçümü 

Serum 8-OHdG düzeyleri ELISA kiti (Katalog No: E-EL-0028, 

ELABSCİENCE, Unıversal 8-OHdG(8-Hydroxydeoxyguanosine) ELISA Kit 96 

test) ile ölçüldü. Yöntem, üretici firmanın talimatları doğrultusunda çalışıldı. 

Yöntemin temeli 8-OHdG için spesifik bir antikora karşı biyotin işaretli 8-OHdG ile 

işaretsiz 8-OHdG (örnek ve standart) arasındaki yarışmalı inhibisyona 

dayanmaktadır. Serum 8-OHdG düzeyleri png/ml olarak ifade edildi. 

5.5.2. Dokularda biyokimyasal incelemeler 

5.5.2.1. Malondialdehit ve glutatyon ölçümleri 

250-300 mg tartılan dokuların üzerine 10 katı hacimde %10 triklorasetik asit 

(TCA) eklenerek homojenize edilerek santrifüjlendi (3000 rpm, 15 dk.). 

Süpernatantlar alınarak eşit hacimde %0,67 tiyobarbitürik asit (TBA) ile 95°C’de 20 

dk. kaynatıldı. Süre sonunda tüpler soğutularak spektrofotometrede 532nm’de 

ölçümler yapıldı. Sonuçlar nmol/g doku olarak ifade edildi (Yagi, 1984). Dokularda 

GSH düzeylerinin belirlenmesi için Ellman ayıracı kullanıldı. Süpernatantların 

üzerine 0,3 M Na2HPO4 ile ditiyobis nitro benzoik asit içeren Ellman ayırıcı ilave 

edildi. Karanlıkta 15 dk. inkübe edildikten sonra spektrofotometrede 412 nm’de 

ölçülerek sonuçlar μmol/ g doku olarak ifade edildi (Boyne ve Ellman, 1972). 
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5.5.2.2. Myeloperoksidaz aktivitesi tayini 

Deri dokularında MPO aktivitesi tayini için spektrofotometrik yöntem kullanıldı 

(Hillegas ve ark., 1990). 0,25-0,30 g doku örneği ağırlığının 10 katı kadar (%w/v) 

çözelti I içerisinde buzda homojenize edildi. Elde edilen homojenattan 1,5 ml 

alınarak +4°C’de 12.000 rpm’de santrifüj edildi. Süpernatantlar atılarak üzerine 1,5 

ml çözelti II eklendi ve vortekslenerek buz içerisinde bekletildi. İçerisinde 2900 μl 

çözelti III bulunan 37°C’deki tüplere 30 μl o-dianizidin ve 60 μl H2O2 ilave edildi. 

Üst fazdan 50 μl örnek alınarak tüplere eklendi. 3 dk. sonra reaksiyonu durdurmak 

için %2’lik sodyum azid eklendi ve 460 nm’de spektrofotometrede absorbans 

ölçüldü. Sonuçlar U/g doku olarak ifade edildi. 

5.5.2.3. Kemilüminesans ölçümleri 

Kemilüminesans ölçümleri luminol ve lusigenin probları kullanılarak 

luminometre (EG&G Berthold Junior LB 9509, Bad Widbad, Almanya) ile yapıldı 

ve sonuçlar rölatif ışık birimi (relative light unit-rlu) olarak ifade edildi. 10-30 

mg’lık dokular kesilerek 2 ml PBS+HEPES (0,50 M fosfat tamponlu salin ve 20 mM 

HEPES) tamponu içeren sayım tüplerine alındı.  

Luminol aracılı ölçüm ile hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve 

hidroperoksil radikalleri tespit edilirken, lusigenin aracılı ölçüm ile süperoksit 

radikali tespit edilir. 0,2 M luminol veya lusigenin eklenen sayım tüpleri 

luminometrede 1 dk.’lık aralıklarla ve 5 dk. süre ile okutularak ölçümler alındı. Elde 

edilen ölçümler zamana karşı grafiğe geçirilerek ‘eğri altı alan’ hesaplandı ve AUC 

rlu/g doku olarak ifade edildi.  

Nitrik oksit ölçümleri için saflaştırılmış luminol-hidrojen peroksit sistemi 

kullanıldı. Sayım tüpüne alınan dokuların üzerine sırasıyla 0,4 mM K2CO3, 60 μM 

desferal, 4 mM H2O2 ve 3,6 μM saflaştırılmış luminol ilave edilerek luminometre ile 

sayım yapıldı (Kikuchi ve ark., 1993).  

Kemiluminesans ölçümlerinin değerlendirilmesinde kullanılan ‘eğri altı alan’ 

(Area Under Curve, AUC) hesaplaması, luminometre ile elde edilen sayımların 

zamana karşı grafiğe geçirilmesi ile yapılır. Elde edilen grafikten ölçüm noktalarının 

integrali alınarak AUC değeri hesaplanmaktadır (Kikuchi ve ark., 1993; Davies ve 
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ark., 1992; Haklar ve ark., 2002). Alan hesaplamada kullanılan formül aşağıda yer 

almaktadır.  

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

Δt: Zaman aralığı.  

n: Ölçüm noktası sayısı.  

y1, y2, … yn: Ölçümleri ifade eder. 

5.5.3. Antiinflamatuvar aktivite 

5.5.3.1. TNF-α düzeyleri 

Hücresel inflamasyonda son ürün olarak kabul edilen tümör nekrozis faktör-α 

(TNF-α) üzerine S.veratrifolia ekstrelerinin etkinliği, deri dokularından elde edilen 

süpernatantlara TNF-α ELİSA test kiti (BMS622, EBİOSCİENCE, Rat TNF-alpha 

Platinum ELISA 96 tests) uygulamasıyla belirlendi. Yöntem üretici firmanın 

talimatları doğrultusunda çalışıldı. Elde edilen tüm doku örneklerinde TNF-α OD 

(optik dansite) değerleri mikroplaka okuyucu ile 495nm’de spektrofotometrik olarak 

ölçüldü. Test kitinin içerdiği standarttan elde edilen kalibrasyon grafiği ile 

hesaplamalar yapıldı. Sonuçlar pg/ml cinsinden ifade edildi. 

5.5.3.2. IL1-β düzeyleri 

Serum örneklerinde IL1-β düzeyleri ELİSA test kiti (BMS630, EBİOSCİENCE, 

RAT IL-1 Beta Platınum Elisa Kit 96 test) ile kit protokolünde yer alan talimatlar 

doğrultusunda çalışıldı. Ölçümler mikroplaka üzerinde 495nm’de spektrofotometrik 

olarak ölçülecek ve standarttan elde edilen kalibrasyon grafiği ile örneklerin içerdiği 

IL1-β Optik Dansite düzeyleri hesaplanacaktır. Sonuçlar pg/ml cinsinden ifade 

edildi. 
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5.6. In Vitro Yöntemler 

5.6.1. In vitro sitotoksik ve yara iyileştirici aktivitelerinin tayini 

NIH 3T3 fare fibroblast hücrelerinin çoğaltılması için % 10 fetal sığır serumu, 

100 mM L-Glutamin ve % 1 Penisilin-Streptomisin içeren Dulbecco’s modifiye 

Eagle medium (DMEM) kullanıldı. Hücrelerin üretilmesi ve çoğaltılması aşamaları 

“tissue culture” 25 cm
2
 flasklarında, deney protokolü ve MTT test çalışmaları ise 24 

kuyucuklu kültür plakalarında gerçekleştirildi. M.Ü. Eczacılık Fakültesi Biyokimya 

Anabilim Dalı’nda daha önceki projelerden temin edilmiş ve dondurulmuş olan 

hücreler çözüldükten sonra kültür medyumunda kültüre edilerek minimum 3. 

pasajdan sonra deneye alındı. 

5.6.1.1. Hücrelerin çözülmesi  

Kültür işlemleri için -80 ºC‘den çıkarılan hücreler çok hızlı bir şekilde 37 ºC‘lik 

su banyosunda inkübe edildikten sonra, içerisinde PBS bulunan 15 ml‘lik Falkon 

tüpüne aktarıldı ve yavaş bir biçimde süspanse edilip 1200 rpm‘de 10 dk. santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası hücre sayımı yapıldı ve canlılıkları tripan mavisi ile kontrol 

edildi.  

Hücrelerin canlılığının belirlenmesi: Tripan mavisi ölü hücrelerin 

membranlarından geçerek onları maviye boyayan bir diazo boyasıdır. NIH 3T3 fare 

fibroblast hücrelerinin canlılığını tayin etmek için, % 0,1 tripan mavisi kullanılarak 

mikroskop altında incelendi. (Kodama ve ark., 2001) Kültür kabında bulunan 

hücreler 15 ml‘lik Falkon tüpüne alınarak 1300 rpm‘de 5 dk. santrifüj edildi. Üst faz 

atılarak, tüpün dibinde bulunan hücre çökeltisine 1 ml kültür medyumundan 

eklenecek ve pipet yardımıyla hücreler iyice süspanse edildi. İçerisinden 50 µL 

alınarak eppendorf tüpüne aktarıldı ve üzerine 50 µL Tripan mavisi eklenerek 

karıştırıldı. Thoma lamının her iki yanında bulunan kanalların ortasında kalan sayım 

alanında, lamelin lam ile birleştiği noktaya pipetin ucunu dayayarak, tam orta 

noktasından yavaşça 50 µL hücre süspansiyonu pipetlendi. Thoma lamı mikroskobun 

tablasına yerleştirilerek mikroskop objektifi 40x‘e ayarlanarak sayma alanı bulundu. 

Thoma lamında 16 büyük kare ve her karede 25 küçük kare olmak üzere toplam 400 
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kare vardır. 16 büyük karede bulunan canlı hücreler tek tek sayılarak not edilerek 

aşağıda verilen formüle göre toplam hücre sayısı belirlendi;  

Hücre sayısı x Dilüsyon oranı x 10.000 

5.6.1.2. Ekstrelerin sitotoksik aktivitelerinin belirlenmesi 

Çalışmada insan akciğer 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) hücre hatları kullanıldı. Kanser hücrelerinin 

çoğaltılması için % 10 fetal sığır serumu, 100mM L-Glutamin ve %1 Penisilin-

Streptomisin içeren Dulbecco’s modifiye Eagle medium (DMEM) kullanıldı. MTT 

çalışmaları, Vybrant” MTT hücre proliferasyon kiti (İnvitrogen) kullanılarak 96 

kuyucuklu doku kültür kaplarında gerçekleştirildi. MTT (3-[4,5- dimethylthiazol-2- 

yl]-2,5-dipheniltetrazolium bromid), hücre proliferasyonunu, canlılığını ve 

sitotoksisiteyi ölçmede kullanılan kantitatif bir yöntemdir. Direkt olarak kültürdeki 

hücrelerin metabolik aktivitelerini ve buna bağlı olarak yaşayan hücre sayısının 

tespitini sağlar. 

5.6.1.3. MTT yöntemi  

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheniltetrazolium bromid), hücre 

proliferasyonunu, canlılığını ve sitotoksisiteyi ölçmede kullanılan kantitatif bir 

yöntemdir. Bu yöntem, mitokondriyal enzim sistemleri tarafından kataliz edilen 

tetrazolium tuzlarının indirgenmesine dayanmaktadır ve hücre büyümesi ile 

ksenobiyotik sitotoksisiteyi yansıtır. Tetrazolium tuzları (MTT, XTT, WST-1), 

genelde substrat olarak renksiz, canlı hücrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucu 

renkli ürünler veren maddelerdir. MTT bu amaçla kullanılan bir tetrazolium tuzudur 

ve substrat olarak sarı renkte olmasına rağmen canlı hücrelerin mitokondrilerinde 

süksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olarak bağlandığında suda çözünmeyen 

mavi-mor formazan tuzları oluşturur. Formazan tuzları, DMSO, izopropanol gibi 

organik çözücülerde kolayca çözünürler. Solventte çözünen materyalin optik 

dansitesi, çözünmüş olan formazan kristallerinin konsantrasyonunun verdiği 

absorbansa göre spektrofotometrik olarak ölçülebilir. Ölçülen değer direkt olarak 
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kültürdeki hücrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu değer de yaşayan hücre 

sayısı ile ilişkilendirilir.  

Hücreler çözüldükten sonra kültür medyumunda kültüre edildiler. 3. Pasajdan 

sonra hücreler %0,25’lik Tripsin-EDTA solüsyonuyla kaldırıldılar. Daha sonra 15 

ml’lik Falcon tüpe alınarak 2000 rpm’de 5 dk. santrifüjlendiler. Santrifüj sonrası tüp 

içerisinde bulunan üst faz döküldü. Hücre pelleti 1 ml kültür medyumu ile süspanse 

edildildikten sonra hücre sayımı yapıldı. Bunun için %1’lik Tripan mavisi kullanıldı. 

Hücre sayımından sonra her bir kuyucuğa 1X10
4
 hücre ekildi ve 37°C’de %95 nem 

ve %5 CO2’li ortamda 24 saat inkübasyona tabi tutuldular. Bu sürenin bitiminde, 

ekstreler  10, 50, 100, 200 µg/mL konsantrasyonlarda eklenerek 37°C’lik inkübatöre 

kaldırıldılar. Kültürün 48. Saatinde kültür kabında bulunan medyum çıkarıldı ve her 

bir kuyucuğa 100 μl taze kültür medyumu konulduktan sonra 10 μl MTT boyası (5 

mg/ml) eklenerek hücreler 37°C’de 4 saat daha inkübe edildiler. İnkübasyon 

sonunda, canlı hücreler tarafından oluşturulan formazan tuzlarının çözülmesi için her 

bir kuyuya 100  µl solubilizasyon çözeltisi eklendi 37°C’de 12 saat bekletildi. Kültür 

plağı mikroplaka okuyucusuna konularak absorbans değerleri 540 nm dalga boyunda 

okutuldu. Referans dalga boyu olarak 630 nm dalga boyu kullanıldı. Hiçbir madde 

eklenmeyen kontrol kültürlerinden elde edilen absorbans değerlerinin ortalaması 

alınarak bu değer % 100 kabul edildi. Ekstreleri içeren kültürlerden elde edilen 

absorbans değerleri kontrol absorbans değerine oranlandı ve hücrelerin canlılık 

oranları % olarak ifade edildi.  

5.6.1.4. In vitro yara iyileştirme aktivitesinin tayini  

NIH 3T3 fare fibroblast hücreleri sayılarak ertesi gün besi ortamında % 80-90 

yoğunlukta olacak şekilde petri kaplarına ekilerek hücrelerin petri kabını tek tabaka 

halinde kaplamaları sağlandı. Petri kabına hücreler arasında eşit genişlikte boşluk 

olmasına özen gösterilerek 100 µL‘lik pipet ucu yardımıyla çizikler atıldı.  

Başlangıçta, 24, 48 ve 72. saatte her bir çizik hattı 4 kez fotoğraflandı. Her zaman 

noktasındaki fotoğraflarda hücreler arasındaki boşluk ölçülerek ortalamaları alınarak 

farklı grupların zaman içerisinde boşluğu doldurma yüzdeleri hesaplandı. 
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5.6.3. Antioksidan aktivite 

S.veratrifolia ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri; serbest radikal yakalayıcı 

temizleyici aktivitenin belirlenmesinin yanı sıra total fenol miktarının saptanması 

esasına dayanan testler ile belirlendi. Bu amaçla DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 

radikali temizleme aktivitesi testi, Demir (III) İndirgeme / Antioksidan Güç (FRAP) 

Yöntemi ve Toplam Fenolik Madde Tayini Yöntemi (Folin-Ciocalteau Yöntemi) 

uygulandı. 

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

Ekstrelerin serbest radikal yakalama etkinliği 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

radikali kullanılarak tayin edildi (Fu ve ark., 2010). 0,5-5 mg/ml  konsantrasyonlarda 

hazırlanan Ekstrelerden ve farklı konsantrasyonlarda hazırlanan standart 

çözeltilerden (askorbik asit ve BHT) 0,1’er ml alınarak, 3,9 ml 0,1 mM DPPH 

çözeltisi ilave edildi. DPPH çözeltisi ilave edilen ekstreler ve standart çözeltiler 1 dk. 

vortekslendikten sonra oda koşullarında ve karanlıkta 30 dk. bekletildi. 

Absorbansları 517 nm’de UV-spektrofotometrede (Shimadzu 1800) referansa karşı 

ölçüldü. Örnek ve standart madde yerine 0,1 ml metanol kullanılarak aynı şartlarda 

kontrol hazırlandı. Kontrolün absorbansı günlük ölçüldü. Deney üç kez tekrarlanarak 

ortalaması alındı. IC50 değeri hesaplanmadan önce % DPPH radikali giderme 

kapasitesi aşağıda verilen formül ile hesaplandı: 

 % DPPH radikali giderme kapasitesi = [(A0 – A1) / A0] × 100 ] 

A0 : Kontrol çözeltisinin absorbansı, 

A1 : Bitki ekstreleri ve standart çözeltilerin absorbansı 

Başlangıç DPPH
•
 derişiminde % 50 azalmaya neden olan ekstre ve standart 

madde konsantrasyonu IC50 olarak tanımlanır. Bu değer çalışılan konsantrasyonlara 

karşı % serbest radikal giderme aktivite değerlerinin yerleştirilmesi ile elde edilen 

doğru denklemi kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar IC50 = mg/ml olarak verildi.  
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5.6.3.2. Toplam fenolik madde tayini yöntemi (Folin-Ciocalteau yöntemi) 

1-5 mg/ml konsantrasyonlarda hazırlanan ekstrelerden 0,1’er ml tüplere alınarak 

hacimleri 4,6 ml olacak şekilde distile su ilave edildi.  0,1 ml Folin-Ciocalteu ayıracı 

(distile su ile 1/3 oranında seyreltilir) ve 0,3 ml %2 lik sodyum karbonat 

çözeltisinden ilave edilerek, oda koşullarında 2 saat çalkantılı su banyosunda 

tutulduktan sonra meydana gelen mavi rengin absorbansı ekstrenin yerine 0,1 ml 

distile su içeren referansa karşı 760 nm’de ölçüldü. 0,05-0,4 mg/ml 

konsantrasyonlarda hazırlanan gallik asit çözeltilerine Folin-Ciocalteu ayıracı ile 

toplam fenolik madde tayini uygulandı. Ölçülen absorbanslara karşı konsantrasyonlar 

grafiğe geçirilerek kalibrasyon eğrisi hazırlandı ve doğru denklemi elde edildi 

[(Absorbans = 75,63 gallik asit (mg) – 0,04429 (R
2
: 0,9963)]. Elde edilen bu doğru 

denkleminden, örneklerin toplam fenolik madde miktarları mg gallik asit (mg 

GAE/mg ekstre) eşdeğeri şeklinde hesaplandı. Deney üç kez tekrarlanarak ortalaması 

alındı (Taşkın ve ak., 2016).  

5.6.3.3. Demir (III) indirgeme / Antioksidan güç (FRAP) yöntemi   

FRAP ayıracı, 25 ml 300 mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 ml TPTZ çözeltisi 

(10 mM TPTZ’nin 40 mM HCI’deki çözeltisi) ve 2,5 mL 20 mM FeCI3.6H2O’nin 

karıştırılması ile hazırlandı ve 37 
o
C de 30 dk. bekletildi. FRAP ayıracının 3,8 ml’si 

0,2 ml ekstre ile karıştırılarak, ekstre yerine distile su konularak hazırlanan referansa 

karşı absorbans artışı 4. dakikada 593 nm’de ölçüldü. ekstrelerin 593 nm’deki 

absorbans değerleri, FeSO4.7H2O ile hazırlanan kalibrasyon grafiğine [Absorbans = 

0,8226 FeSO4 (mM) - 0,03374 (R
2
: 0,9940)] ait değerlerle karşılaştırılmak suretiyle, 

FRAP değeri mM FeSO4/mg ekstre olarak ifade edildi. 

5.6.4. Histolojik inceleme 

Çalışma sonunda hayvanlardan alınan deri doku örnekleri histolojik çalışma için 

%10 nötral tamponlu formaline alındı. Işık mikroskobu çalışması için %10 nötral 

tamponlu formaline alınan dokular, doku takip cihazında takip edilerek parafine 

gömüldü. Mikrotomda yapılan kesit çalışması sonrasında dokulara Hematoksilen ve 

Eozin (H&E) boyası ve Gamori’nin tek aşamalı trikrom boyası uygulandı. 
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5.6.4.1. Hematoksilen ve eozin boyaması  

Lamlara alınan kesitler etüvde 60ºC’de 1 saat bekletildi. Lamlar iki ayrı ksilende 

10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi. Sırasıyla %96, 80 ve 70’lik etanol 

serilerinden 10’ar dip geçirilerek hidrate edildi. Akan su altında yıkama yapıldı. Gill 

Hematoksilen’de 3 dk. bekletildi.  Akan su altında 5 dk. yıkanarak nükleuslar 

morartıldı. %1’lik sulu Eozin’de 30 saniye bekletildi. Akan su altında yıkandı.  

Sırasıyla %70, 80 ve 96’lık etanol serilerinden 10’ar dip geçirilerek dehidrate edildi. 

Lamlar kurumaya bırakıldı ve kapama maddesi ile kapatıldı.  

5.6.4.2. Gomori’nin tek aşamalı trikrom (GT) boyaması  

Lamlara alınan kesitler etüvde 60ºC’de 1 saat bekletildi.  Lamlar iki ayrı 

ksilende 10’ar dk. bekletilerek deparafinize edildi. Sırasıyla %96, 80 ve 70’lik etanol 

serilerinden 10’ar dip geçirilerek hidrate edildi. Distile sudan geçirildi. Kesitler 

Bouin’s solüsyonunda 56ºC’de 1 saat bekletildi. Sarı renk gidene kadar musluk suyu 

altında yıkandı. Weigert Hematoksilen’de 10 dk. bekletildi. Musluk suyu altında 10 

dk. yıkandı. Gomori One Step Trikrom solüsyonunda 20 dk. bekletildi. %0,5’lik 

asitik asit ile hızla diferansiye edildi. Distile sudan geçirildi. Sırasıyla %70, 80 ve 

96’lık etanol serilerinden 10’ar dip geçirilerek dehidrate edildi. Lamlar kurumaya 

bırakıldı ve kapama maddesi ile kapatıldı.  
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5.6.5. İstatistiksel değerlendirme 

Çalışmadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri için Graph-Pad Prism 5.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programı kullanıldı. Elde edilen veriler 

ortalama±standart sapma olarak ifade edildi. Grup verilerinin karşılaştırılmasında 

tek-yönlü varyans analizini (one-way ANOVA) takiben Tukey’s çoklu karşılaştırma 

testi uygulandı. p<0.05 değeri istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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6. BULGULAR 

6.1. DNA Üzerine Etkilerin İncelenmesi  

Tablo 4. Metanollü ve Heptanlı ekstrelerin %DNAT ve 8-OHdG düzeyleri üzerine 

etkileri 

 K NK PK ME HE 

%DNAT 

 
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 kıyaslandığında, p>0.05 pozitif kontrol grubu ile kıyaslandığında (n=6).  

Veriler ortalama ± ortalamanın standart sapma (SD) olarak ifade edildi.  

K: Kontrol NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre, 

%DNAT: Kuyruktaki DNA yüzdesi, 8-OHdG: 8-hidroksi-2´-deoksiguanozin 

6.1.1. Alkali comet tekniği sonuçları 

Lenfosit hücrelerinin %DNAT düzeyleri ölçüğünde kontrol grubu 24,08±0,68 

olarak ölçülürken ve ME, HE ve PK grupları sırasıyla (23,05±1,11), (23,47±1,18) ve 

(24,51±1,35) olarak ölçülerek kontrol veya negatif kontrol grubuna göre 

kıyaslandığında anlamlı bir fark oluşturmadığı (p> 0.05) istatistiksel olarak tespit 

edildi (Şekil 13, Resim 5-14).  

 

Şekil 13.  Periferal kan lenfositlerinde %DNAT düzeyleri.  

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre 
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Resim 5. Kontrol grubuna ait comet görüntüsü 

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

 
Resim 8. Negatif kontrol grubuna ait comet görüntüsü 
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Resim 9. Pozitif kontrol grubuna ait comet görüntüsü 

 
Resim 10. Pozitif kontrol grubuna ait comet görüntüsü 
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Resim 11. Metanollü Ekstre (ME) grubuna ait comet görüntüsü 

 
Resim 12. Metanollü Ekstre (ME) grubuna ait comet görüntüsü 
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Resim 13. Heptan Ekstre (HE) grubuna ait comet görüntüsü 

 
Resim 14. Heptan Ekstre (HE) grubuna ait comet görüntüsü 
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6.1.2. 8-OHdG düzeyleri 

K grubuna ait serum örneklerine bakıldığında 8-OHdG düzeyi (9,65±7,46 ng/ml) 

olarak bulundu. ME ve HE gruplarında kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark olmadığı (p>0.05) tespit edildi. ME ve HE gruplarına ait serum örneklerinin 

8-OHdG düzeyleri ise sırasıyla; 9,56±9,75 ng/ml ve 8,84±4,62 olarak tespit edildi 

(Şekil 14). 

 

 

Şekil 14. Serum örneklerinde 8-OHdG düzeyleri. 

K grubuna ait serum örnekleri kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklıklık tespit edilmedi 

(p>0.05). NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre 
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6.2. Deri Dokusunda Biyokimyasal Bulgular  

Tablo 5. Metanollü ve Heptanlı ekstrelerin GSH, MDA, MPO, Luminol, Lusigenin, 

NO, IL-1β, TNF-α düzeyleri üzerine etkileri. 

 
K NK PK ME HE 

GSH 

(µmol/g doku) 
9,19±1,60 11,32±2,43 12,02±1,78 16,58±3,9##,++,*** 15,05±0,97*** 

MDA 

(nmol/g doku) 
28,37±3,74 24,61±5,42 11,79±1,73+++,*** 12,99±2,34+++,*** 16,17±2,56+++,*** 

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 

(rlu/mg doku) 13,1± 2,5 13,6±2,2   6,1±1,2***+++ 5,6±1,6***+++ 5,8 ±1,7***+++ 

Lusigenin 

(rlu/mg doku) 13,1± 1,8 13,0± 3,3 7,1±1,6**++ 6,8 ± 1,4***+++ 5,7±2,0***+++ 

NO 

(rlu/mg doku) 29,6± 10,7 38,1±20,4 13,0±4,5*++ 8,7± 2,6**+++ 9,9± 4,1***+++ 

IL1-β 

(pg/mL) 
7,47±3,70 6,11±2,73 2,96±1,49* 2,53±1,79** 2,72±3,10** 

TNF-α 

(pg/mL) 
10,91±8,15 8,68±3,69 4,61±2,22* 4,30±2* 3,38±2,11* 

***p <0.001 kontrol ve +++p <0.001 NK gruplarına göre kıyaslandığında (n=6).  

Veriler ortalama ± ortalamanın standart sapma (SD) olarak ifade edildi.  

K: Kontrol, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan 

Ekstre, GSH: Glutatyon; MDA: Malondialdehit; MPO: Miyeloperoksidaz; NO: Nitrik oksit; IL-

1β: İnterlökin-1β; TNF-α: Tümor nekröz faktör alfa 

 

6.2.1. Dokularda malondialdehit düzeyleri  

Deri dokusuna ait MDA düzeyleri şekil 15’de verilmiştir. Kontrol grubunun 

ortalama MDA değeri 28,37±3,74 nmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları 

kontrol grubuna göre kıyaslandığında MDA düzeylerinin düşük olduğu tespit edildi. 

ME ve HE gruplarının MDA düzeyleri sırasıyla; 12,99±2,34 ve 16,17±2,56 

(p<0.001) olarak tespit edildi. NK grubunun ortalama MDA değeri 24,61±5,42 

nmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları NK grubuna göre kıyaslandığında 

MDA düzeylerinin düşük olduğu tespit edildi. PK grubunun ortalama MDA değeri 
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11,79±1,73 nmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları PK grubuna göre 

kıyaslandığında gruplar arasında anlamlı bir fark olmadığı tespit edildi (P>0.05). 

 

Şekil 15. Sıçanların Deri dokusunda MDA düzeyleri.  

ME ve HE grupları ***p <0.001 kontrol ve +++p <0.001 NK gruplarına göre kıyaslandığında. 

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

6.2.2. Dokularda glutatyon düzeyleri 

Deri dokusuna ait GSH düzeyleri Şekil 16’da verilmiştir. Kontrol grubunda 

ortalama GSH düzeyi 9,19±1,60 μmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları 

kontrol grubuna göre kıyaslandığında GSH düzeylerinin yüksek olduğu tespit 

edilmiştir. ME ve HE gruplarının GSH düzeyleri sırasıyla; 16,58±3,9 ve 15,05±0,97 

μmol/g doku (***p<0.001) olarak tespit edildi. NK grubunun ortalama GSH düzeyi 

11,32±2,43 μmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları NK grubuna göre 

kıyaslandığında ME grubunun yüksek olduğu (++p<0.01) HE grubuna kıyasla ise 

anlamlı bir fark olmadığı (p>0.05) tespit edildi. PK grubunun ortalama GSH değeri 

12,02±1,78 μmol/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları PK grubuna göre 

kıyaslandığında ME grubunun yüksek olduğu (**p<0.01) HE grubuna kıyasla ise 

anlamlı bir fark olmadığı (p>0.05) tespit edildi. 
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Şekil 16. Sıçanların deri dokusun GSH düzeyleri.  

ME ve HE grupları ***p <0.001 kontrol grubuna göre kıyaslandığında, ++p<0.01 NK grubuna göre 

kıyaslandığında, 
##

p<0.01 PK grubuna göre kıyaslandığında. 

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

6.2.3. Dokularda miyeloperoksidaz aktivitesi sonuçları 

Kontrol grubunda ortalama MPO düzeyi 39,58±7,50 U/g doku olarak bulundu. 

ME ve HE grupları kontrol grubuna göre kıyaslandığında MPO düzeylerinin düşük 

olduğu tespit edilmiştir. ME ve HE gruplarının MPO düzeyleri sırasıyla; 20,58±4,16 

(p<0.001) ve 25,28±4,46  (p< 0.01) olarak tespit edildi. NK grubuna ait MPO düzeyi 

36,06±9,69 U/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları NK grubuna göre 

kıyaslandığında ME grubunun düşük olduğu (++p<0.01) HE grubuna kıyasla ise 

anlamlı bir fark olmadığı (p>0.05) tespit edildi. PK grubuna ait MPO düzeyi 

26,59±7,71 U/g doku olarak bulundu. ME ve HE grupları PK grubuna göre 

kıyaslandığında anlamlı bir fark olmadığı tespit edildi (P>0.05). Deri dokusuna ait 

MPO düzeyleri Şekil 17’de verilmiştir. 
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Şekil 17. Sıçanların deri dokusunda MPO düzeyleri.  

ME ve HE grupları ***p <0,001 ve **p<0,01 kontrol grubuna göre kıyaslandığında. ME grubu NK 

grubuna göre kıyaslandığında ++p<0.01 

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

6.2.4. Kemilüminesans ölçüm sonuçları 

Luminol düzeyleri kontrol grubuna (26,8±6,8 rlu/mg) göre kıyaslandığı zaman 

ME (14,6±3,4 rlu/mg) ve HE (11,6±2,8 rlu/mg) gruplarının anlamlı bir şekilde 

düştüğü görüldü (P<0,001) (Şekil 18). Lusigenin düzeyleri kontrol grubuna 

(18,4±5,4 rlu/mg) göre kıyaslandığı zaman ME (10,4±2,6 rlu/mg) ve HE (8,6±3,1 

rlu/mg) gruplarının anlamlı bir şekilde düştüğü görüldü (p<0,001) (Şekil 19). NO 

düzeyleri kontrol grubuna göre (42,1±12,4) göre kıyaslandığı zaman ME (12,8± 8,1) 

ve HE (13,4± 4,2) gruplarının anlamlı bir şekilde düştüğü görüldü (p<0,001) (Şekil 

20) 
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Şekil 18. Deri dokularında luminol düzeylerinin sonuçları 

***p <0,001 kontrol grubuna göre kıyaslandığında. +++p<0.001 NK grubuna göre kıyaslandığında. 

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

 

 

Şekil 19. Deri dokularında lusigenin düzeylerinin sonuçları  

**p <0.01 ve ***p <0.001 kontrol grubuna göre kıyaslandığında. ++p<0.01 ve+++p<0.001 NK 

grubuna göre kıyaslandığında.  

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre 
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Şekil 20. Deri dokularında NO düzeylerinin sonuçları 

*p <0.005,**p <0.01 kontrol grubuna göre. ++p<0.01 ve+++p<0.001 NK grubuna göre 

kıyaslandığında  

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

 

6.3. Serum Örneklerinde Sitokin Düzeyleri 

6.3.1 İnterlökin 1 beta düzeyleri 

K grubuna ait sıçanların serum örneklerine bakıldığunda ortalama IL-1β düzeyleri 

7,47±3,70 pg/ml olarak bulundu. PK grubunun ortalama IL-1β düzeyi 2,96±1,49 

pg/ml olarak bulunurken kontrole kıyasla anlamlı düzeyde düşük bulundu (p<0.05). 

NK grubunun ortalama IL-1β düzeyi 6,11±2,73 pg/ml olarak bulunurken kontrole 

kıyasla anlamlı farklılık görülmedi (p>0.05). ME ve HE grupları K grubuna göre 

kıyaslandığında anlamlı bir azalma tespit edildi. ME ve HE gruplarının IL-1β 

düzeyleri sırasıyla; 2,53±1,79 pg/ml (p<0,01) ve 2,72±3,10 pg/ml (p<0,01) olarak 

bulundu (Şekil 18). 
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Şekil 21. Serum örnekleri IL1-β düzeyleri.  

ME ve HE grupları *p<0,05,  **p<0,01 ve ***p <0,001 kontrol grubuna göre kıyaslandığında. NK: 

Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre 

6.3.2. Tümör nekroz alfa (TNF-α) düzeyleri 

K grubuna ait sıçanların serum örneklerine bakıldığında ortalama TNF-α düzeyleri 

10,9131±8,15 pg/ml olarak bulundu. ME ve HE grupları K grubuna göre 

kıyaslandığında anlamlı bir azalma tespit edildi. ME ve HE gruplarının TNF-α 

düzeyleri sırasıyla; 4,3096±2,00 pg/ml (p<0.05) ve 3,3834±2,11 pg/ml (p<0.05) 

olarak bulundu (Şekil 19). 

 

Şekil 22. Serum örnekleri TNF-α düzeyleri.  

ME ve HE grupları *p<0,05,  **p<0,01 ve ***p <0,001 kontrol grubuna göre kıyaslandığında. NK: 

Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre 
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6.4. In Vitro Sitotoksik Testler 

6.4.1. MTT yöntemi 

Elde edilen sonuçlara göre S.veratrifolia bitkisinin gövdesinden elde edilen heptan ve 

metanol Ekstreleri ve kökten elde edilen metanol ektraktının MTT yöntemine göre 

herhangi bir sitotoksik etki göstermediği belirlenmiştir (Tablo 4). Ayrıca kanser 

hücrelerinin proliferasyonunda herhangi bir inhibisyonun olmadığı, aksine kanser 

hücrelerinin çoğaldığı tespit edildi (Şekil 20-23). 

 

Şekil 23. PC-3 hücrelerinde proliferasyon 

 

Şekil 24. HeLa hücrelerinde proliferasyon. 
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Şekil 25.  HT-29 hücrelerinde proliferasyon. 

 

Şekil 26. A549 hücrelerinde proliferasyon.  

Tablo 6. S.veratrifolia bitkisinden hazırlanan metanol ekstresinin fare fibroblast hüce 

(NIH 3T3) çoğalması üzerine etkisi (%) 

Konsantrasyon 
Topraküstü metanol ekstresi Kök metanol ekstresi 

100 µg/ml 102,54 121,52 

50 µg/ml 112,82 119,7 
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6.4.2. In vitro hücre canlılığı testi 

Bu çalışmaya göre, S.veratrifolia kök kısmından elde edilen metanol ekstresi, toprak 

üstü kısımdan elde edilen metanol ekstresine göre daha yüksek yara iyileştirme 

aktivitesi sergilemiştir (Resim 15-17). 

 

Resim 15. 24 saat sonra kontrol grubu 

 

Resim 16. 24 saat sonra Kökten elde edilen ekstre grubu 
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Resim 17. 24 saat sonra toprak üstü kısımdan elde edilen ekstre grubu 

6.5. Antioksidan Aktivite 

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

Elde edilen sonuçlara göre, bitkinin topraküstü kısımlarından elde edilen metanol 

ekstresi kökünden elde edilen ekstresinden daha güçlü DPPH radikal süpürücü 

aktivite gösterdiği tespit edildi. Standart olarak kullandığımız askorbik asit ve BHT 

ile karşılaştırdığımızda her iki ekstrenin standartlardan daha düşük aktivite gösterdiği 

saptandı. (Tablo 5, Şekil 24) 

Tablo 7. Bitkinin topraksütü ve kökünden hazırlanan metanol ekstrelerinin DPPH 

radikal süpürücü aktivitesi 

Ekstreler 
DPPH 

(IC50: mg/mL) 

Topraküstü ekstresi 0.62±0.6 

Kök ekstresi 2.76±0.28 

BHT 0.323 ± 0.03 

Askorbik asit 0.093 ± 0.006 
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Şekil 27. Bitkinin topraksütü ve kökünden hazırlanan metanol ekstrelerinin DPPH 

radikal süpürücü aktivitesi 

6.5.2. Toplam fenolik madde tayini yöntemi (Folin-Ciocalteau yöntemi) 

Elde edilen veriler değerlendirildiğinde bitkinin topraküstü kısımlarının kökünden 

daha yüksek miktarda fenolik madde içerdiği saptandı (Tablo 6, Şekil 25).  

Tablo 8. Bitkinin topraksütü ve kökünden hazırlanan metanol ekstrelerinin fenolik 

içerikleri 

Ekstreler Total fenolik 

(mgGAE/g ekstre) 

Topraküstü ekstresi 46 ± 0.005 

Kök ekstresi 10 ±0.004 
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Şekil 28. Bitkinin topraksütü ve kökünden hazırlanan metanol ekstrelerinin fenolik 

içerikleri 

6.5.3. Demir (III) İndirgeme / Antioksidan güç (FRAP) yöntemi   

Bu çalışmada bitkinin kök ve topraküstü kısımları karşılaştırıldığında 

topraküstü kısımlarından elde edilen metanol ekstresinin, kökünden hazırlana 

metanol ekstresinden daha güçlü demir (III) indirgeme güçü gösterdiği tespit edildi. 

Her iki ekstre standart olarak kullanılan BHA bileşiğinden daha düşük aktivite 

gösterdiği saptandı (Tablo 7, Şekil 26). 

Tablo 9. Bitkinin topraksütü ve kökünden hazırlanan metanol ekstrelerinin demir 

(III) indirgeme aktivitesi 

Ekstreler 
FRAP 

(mM FeSO4/mg ekstre) 

Topraküstü ekstresi 1.56± 0.03 

Kök ekstresi 1.02± 0.05 

BHA 16.9±0.02 
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Şekil 29. Bitkinin topraksütü ve kökünden hazırlanan metanol ekstrelerinin demir 

(III) indirgeme aktivitesi 

10.2. Histolojik inceleme 

Kontrol grubu H&E ve GT kesitlerinde, yoğun inflamatuar hücre, daha az 

fibroblast ve neovaskülarizasyon içeren granülasyon dokusu izlendi (Resim 18a, 

Resim 18b). Benzer bulgular negatif kontrol grubunda da saptandı (Resim 19a, 

Resim 19b). Pozitif kontrol grubu, kesi yarası grubu ile karşılaştırıldığında 

inflamatuar hücrelerde azalma buna karşın fibroblast proliferasyonunun olduğu 

granülasyon dokusu görüldü. Bazı kesitlerde yeni kolajen birikiminin baskın olduğu 

izlendi  (Resim 20a, Resim 20b). Tedavi heptan ekstresi  (Resim 21a, Resim 21b) ve 

tedavi metanollü ekstre (Resim 22a, Resim 22b) grupları yara kesi grubu 

granülasyon dokusu ile karşılaştırıldığında her iki tedavi grubunda baskın fibroblast 

ve kolajen birikimi saptandı. Tüm gruplarda epitelyal rejenerasyonunun 

tamamlandığı gözlendi. Histoloji skorlama sonuçlarına göre ise kontrol grubuna 

(5,12±3,13) göre kıyasladığımızda zaman ME (10,125±0,74) ve HE (10,62±0,31) 

zaman anlamlı bir yükselme göstermiştir (***p<0.001) (Şekil 30).  
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Şekil 30. Histolojik Skorlama sonuçları. ME ve HE grupları ***p<0.001 kontrol grubuna 

göre kıyaslandığında.  

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, ME: Metanollü Ekstre, HE: Heptan Ekstre 
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Tablo 10. Histolojik inceleme skorlama puanları 

1-3: Hücre birikimi yok veya minimal, granülasyon doku veyaepitel göçü yok 

4-6: İnflamatuar hücreden zengin, birkaç fibroblast, kapillerler veya kollajen depozitleri ve minimal 

epitelyal göç içeren ince immatür granülasyon dokusu 

7-9: Orta kalınlıkta granülasyon dokusu, baskın inflamatuar hücre, daha fazla fibroblast ve kolajen 

depozitleri, aşırı damar oluşumu, minimalden orta dereceye doğru epitel göçü 

10-12: Kalın, vasküler granülasyon dokusu yerine baskın fibroblast varlığı, aşırı kolajen depolanması 

ve yarayı kısmen 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  

ME5    11 

ME6    12 

HE1    12 

HE2    12 

HE3    11 

HE4    12 

HE5    10 

HE6    11 
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Resim 18a. Kontrol grubunda H&E  boyasında fibroblast ve yoğun inflamatuar 

hücre içeren granülasyon dokusu (*), inflamatuar hücre infiltrasyonu (ok). 

 

Resim 18b. GT boyasında granülasyon dokusu (*). 
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Resim 19a. Negatif kontrol doku grubunda H&E boyasında granülasyon dokusu (*), 

inflamatuar hücre infiltrasyonu (ok). 

 

Resim 19b. GT boyasında granülasyon dokusu (*), yeni damar oluşumu (ok başı). 
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Resim 20a. Pozitif kontrol doku grubunda granülasyon dokusu (*), H&E boyası. 

 

Resim 20b. GT boyasında yara alanı dışında yer alan kolajen (k) ve yara alanında 

daha açık yeşil renkte izlenen yeni kolajen birikimi (yk). 
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Resim 21a. Tedavi heptan ekstresi grubunda granülasyon dokusu (*). H&E boyası. 

 

Resim 21b. GT boyasında yara alanında izlenen yeni kolajen birikimi (yk). 
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Resim 22a. Tedavi metanollü ekstre grubunda granülasyon dokusu (*). H&E boyası. 

 

Resim 22b. Aynı grupta GT boyasında yara alanında izlenen yeni kolajen birikimi 

(yk). 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Bitkilerin ürettiği doğal ürünler olan primer ve sekonder metabolitler doğrudan 

veya dolaylı olarak tedavi amaçlı kullanılabilecek ilaç adayları için en temel 

ürünlerdir. Bu özelliklerinden dolayı bitkiler ve bitkilerin taşıdığı bu bileşikler 

üzerinde yapılan bilimsel araştırmaların sayısının her geçen gün arttığı 

görülmektedir. Günümüzde birçok rahatsızlığa karşı (diyabet, kanser vb.) doğal 

kaynaklı ürünleri kullanılması, tedavi amacıyla kullanılan bazı ilaçların yetersiz 

olması, insanları yeniden doğal kaynaklı ürünlere yönelmesine neden olmuştur. 

Ayrıca günümüzde, insanların tedavi konusunda bilinçlendiği, hastalıklara 

yakalanmamak ve bağışıklık sistemlerini güçlendirmek için günlük yaşamlarında 

doğal kaynaklı antioksidanlara yer verdiği görülmektedir. İnsan sağlığı açısından 

önem taşıyan güçlü antioksidan aktivite gösteren ekstrelerin ayrıca yara iyileştirici, 

antikolinesteraz ve antiinflamatuvar aktivite gibi birçok etkiye sahip olduğu yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar doğrultusunda, son yıllarda 

antioksidan aktivite gösteren bitki veya bitki ekstrelerinin, hem ilaç hem de gıda 

sanayiinde büyük önem kazandığı görülmektedir (Giorgi ve ark., 2009).   

Yara, dış etmenlerin yanı sıra diyabet ve obezite gibi her geçen gün artış 

gösteren hastalıklarla da bağıntılı bir sağlık sorunudur. Yıllık yara tedavi masrafları 

25 milyar ABD dolarını geçmekte ve cilt yara bakım ürünlerinin pazar değeri de 12 

milyar ABD dolarına sahip bir piyasa oluşturmaktadır. Yaraların toplum üzerinde 

muazzam sosyal ve ekonomik etkilere sahip olması, yara komplikasyonlarının 

altında yatan biyolojik mekanizmaların ortaya çıkarılması için daha çok çalışmaya ve 

kaynak tahsis edilmesi gerekliliğini ortaya koymuştur (Sen ve ark., 2009).  

Yara iyileşme aşamaları birçok biyolojik aktivite ile gerçekleşmektedir. 

Plateletlerin, nötrofillerin, makrofajların ve fibroblastların aktif rol almasının yanı 

sıra interlökinlerin ve TNF-α gibi sitokinlerin ve önemli büyüme faktörlerinin de 

(trombosit kökenli büyüme faktörü (PDGF) gibi) salgılandığı bir bütündür (Shah ve 

ark., 2012).  
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Dünya genelinde, tahminen 250 bin çiçekli bitki türünden sadece % 15’i 

fitokimyasal olarak değerlendirilmiş ve bunların arasından biyolojik aktivitesi 

taranan bitki sayısı ise % 6 olarak değerlendirilmiştir (Cronquist, 1981; Verpoorte, 

2000). Son yıllarda geleneksel bitkiler kullanılarak yapılan tedaviye ilgi artmış ancak 

buna rağmen bilinen geleneksel bitkisel ilaçların çok az bir kısmı yara ve cilt 

bozukluklarının tedavisi için geliştirilmiştir (Mantle ve ark., 2001). Bu sebeple,  yara 

iyileşmesi üzerine antiinflamatuvar, antioksidan ve antimikrobiyal etki gibi olumlu 

etkilere sahip olan bitkisel ajanların araştırılması önem taşımaktadır (Pazyar ve ark., 

2014). 

Yapılan literatür taramasında, Ülkemizde Tunceli yöresinde geleneksel halk ilacı 

olarak haricen yara iyileşmesinde yaygın olarak kullanılan Scorzonera veratrifolia 

bitkisinin kökünde bulunan birkaç bileşiğin izolasyonu haricince  (Sarı ve ark., 2011) 

herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu çalışma ile Scorzonera veratrifolia 

bitkisinin kök ve gövdesinden elde edilen ekstrelerin in vivo ve in vitro yöntemler 

kullanarak yara iyileşmesi üzerine etkisi araştırılmıştır.  

Antioksidan aktiviteyi tespit etmek için toplam fenolik madde içeriği, demir (III) 

indirgeme antioksidan kuvvet ve DPPH* radikal temizleme aktivitesi in vitro testler 

olarak çok sık kullanılan yöntemler arasında yer almaktadır. DPPH radikal 

temizleme aktivitesi olan antioksidanların bu özelliğinin hidrojen verme yetenekleri 

ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (Wadood ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2017). 

Polifenoller, antioksidan, antimutajenik, antitümör gibi çeşitli biyolojik aktiviteleri 

nedeniyle büyük ilgi görmüştür (Tai ve ark., 2011). Fenolik bileşikler, antioksidatif 

ajanlar olarak hareket ettiklerinden sağlık açısından yararlı olarak görülmektedirler 

(Oztürk ve ark., 2011). FRAP testi ile bileşiklerin indirgeme potansiyeli 

gösterilmekte olup, yöntem Fe
+3

’ün Fe
+2

’ye indirgemesi prensibine dayanmaktadır 

(Benzie ve Stain, 1996).  

Scorzonera undulata bitkisinden elde edilen ekstreler ile yapılan in vitro 

testlerde DPPH* radikal temizleme ve FRAP aktivitesi ile toplam fenolik madde 

içeriğinin yüksek olduğu gösterilmiştir (Athmouni ve ark., 2015).  
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Justicia adhatoda yapraklarından elde edilen ekstrelerle DPPH* aktivitesinin ve 

toplam fenolik madde içeriğinin yüksek olduğu belirtilmiştir (Jha ve ark., 2014).  

Çalışmamızın ilk basamağını oluşturan antioksidan aktivitenin ve bitki 

içeriğindeki fenolik madde bileşiklerinin araştırılması ile elde edilen veriler 

sonucunda, S. veratrifolia bitkisinin toprak üstü kısmının kök kısmına göre DPPH 

radikal süpürücü ve FRAP aktivitesinin yüksek olduğunu göstermiştir. Benzer 

şekilde toprak üstü kısmının kök kısmına göre toplam fenolik madde içeriğinin de 

daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Çalışmamızda, güçlü antioksidan aktivite 

gözlenen S. veratrifolia’nın bu etkilerinin metanollü ve heptanlı esktrelerinin 

taşıdıkları fenolik bileşiklerden dolayı olabileceği kanaatine varılmıştır.  

Yara iyileşmesi, yara olan bölgeye hücresel yanıtlarla başlar ve bu süreçte 

fibroblastların, endotel hücrelerin ve makrofajların aktivasyonu gerçekleşir. Yara 

olan bölgede yapının tekrar düzelmesi ve fonksiyonunu kazanması için fibroblast 

proliferasyonu gerçekleşir (Clark, 2001; Mensah ve ark., 2001). Bu sebeple yara 

iyileşmesinde fibroblast proliferasyonunun gösterilmesi önem arz etmektedir. 

Muhammad ve ark. Moringa oleifera bitkisinin ekstresi ile yaptığı çalışmada 

yara iyileştirme üzerine etkinin gösterilmesi amacıyla hücre canlılığını in vitro olarak 

araştırmış ve bitki ekstresinin proliferasyon üzerine olumlu etkilere sahip olduğunu 

göstermişlerdir (Muhammad ve ark., 2013). Çalışmamızda da benzer şekilde S. 

veratrifolia bitkisinin kök ve toprak üstü ekstrelerinin kontrol grubuna kıyasla in 

vitro hücre canlılığını ve fibroblast göçünü arttırdığı ve ayrıca kök kısmının ise 

toprak üstü kısma göre daha yüksek aktiviteye sahip olduğu olduğu gösterilmiştir. 

Bitki ekstrelerinin antikanser ve sitotoksik aktivitesinin değerlendirilmesi 

güvenli tedavi için önemlidir. Bitkinin olası toksik etkilerinin ve doz aşımında ortaya 

çıkabilecek istenmeyen etkilerinin belirlenmesine olanak sağlar. Hücre kültürü 

deneyleri, belli bir hücre türünün mikro boyutta bulunan maddelere karşı bile 

duyarlılığını test etmek için kullanılan popüler ve etkili yöntemlerdir. Bitki 

ekstrelerinin çeşitli hücre hatları üzerindeki toksik etkileri, sitotoksik ve antikanser 

aktivitesi MTT testi ile değerlendirilebilmektedir. Aynı şekilde NIH-3T3 fare 

fibroblast hücre kültürleri kullanılarak yapılan MTT testi de bu doğrultuda yara 
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iyileştirme aktivitesini in vitro olarak test etmek için kullanılan hızlı, güvenilir ve 

tekrarlanabilir yöntemlerden biridir (Abe ve ark., 2000; Padmaja ve ark., 2002; 

Rahman ve ark., 2016; Morshed ve ark., 2011). NIH-3T3 fibroblast hücre hattı ile 

yapılan bir çalışmada Terminalia fagifolia bitkisinden elde edilen ekstrelerin 

sitotoksik etki göstermediği görülmüştür (Araujo ve ark., 2015). Çalışmamızda da 

benzer şekilde, Scorzonera veratrifolia bitkisinin her iki ekstresinin farklı 

konsantrasyonlarda NIH-3T3 fibroblast hücreleri üzerinde sitotoksik etki 

göstermediği ve bitki kökünden elde edilen ekstrenin, toprak üstü kısmından elde 

edilen ekstresine göre daha yüksek migrasyon aktivitesi gösterdiği tespit edilmiştir. 

İnsan prostat kanseri hücre hattı olarak PC-3 hücreleri, insan rahim ağzı kanseri 

hücre hattı olarak HeLa hücreleri, insan kolon kanseri hücre hattı olarak HT29 

hücreleri, insan akciğer kanseri hücre hattı olarak A549 hücreleri özellikle 

antikarsinojenik aktivitenin gösterilmesinde toksisite çalışmalarında kullanılan hücre 

hatları olup MTT tekniğiyle beraber çalışılmaktadır (Perkel ve ark., 1990; Scherer ve 

ark., 1953; Fogh ve Trempe, 1975; Giard ve ark., 1973).   

 Rascon ve ark.’nın Asclepias subulata bitki ekstrelerinde yaptığı çalışmada 

HeLa, A549 ve PC-3 hücre hatlarında antiproliferatif aktiviteye sahip olduğu 

bildirilmiştir (Rascon ve ark., 2015).  

Curcuma zedoaria bitkisinin ektraktları ile yapılan testlerde ise PC-3 ve HT29 

hücre hatlarında antiproliferatif bir aktivite görülmüştür (Ahmed ve ark., 2014).  

Çalışmamızda Scorzonera veratrifolia bitkisinin her iki ekstresinin farklı 

konsantrasyonlarının insan rahim ağzı kanseri (HeLa), insan akciğer kanseri (A549), 

insan prostat kanseri (PC-3) ve insan kolon kanseri (HT29) hücre hatlarında ise 

antiproliferatif bir aktiviteye sahip olmadığı, aksine kanser hücrelerinin 

proliferasyonunu arttırdığı tespit edilmiştir.  

Yara iyileşme süreci, dermis ve epidermis arasındaki hücrelerin etkileşimler ile 

inflamatuvar hücrelerden, fibroblastlardan ve keratinositlerden salınan kimyasalların 

etkileşimiyle gerçekleşir. Mazenkimal hücrelerin ve kılcal damarların çoğalmasının 

yanı sıra makrofajların granülasyon dokusu içine dahil olması, yara olan bölgedeki 
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defektin yerini almasına ve yeniden epitelizasyon için gereken substratlar ve 

indükleyiciler ile beraber hareket eder. Granülasyon dokusunun kütlesinin artması ve 

protein miktarının çoğalması, hücre dışı proteini olan kollajen sentezinin artışına 

neden olan hücresel proliferasyonu gösterir. Yara iyileşme sürecinin hızlanmasında 

epidermisin yenilenmesi, fibroblastların ve endotel hücrelerin görevi, kılcal 

damarlanma ve kollajen artışının desteklenmesi gibi faktörlerin önemi birçok çalışma 

ile kanıtlanmıştır. Çeşitli hücre bazlı terapiler, fizyolojik ve patolojik durumlarda 

yara iyileşmesini hızlandırmak için umut verici stratejiler sunmaktadır (Wu ve ark., 

2007; Kant ve ark., 2013; Yariswamy ve ark., 2013; Fikru ve ark., 2012; Gio ve 

Dipietro, 2010). Joshi ve ark.’nın Leea macrophylla bitkisinin ektraktı ile yaptıkları 

çalışmada kollajen artışının yara iyileşme sürecine olan etkisini histolojik çalışmalar 

ile gösterilmiştir (Joshi ve ark., 2016). Carissa spinarum ektresi ile yapılan histolojik 

çalışmada ise hücresel proliferasyonun artışı gözlemlenmiştir (Sanwal ve Chaudhary, 

2011).  

Çalışmamızda da benzer şekilde deri dokularının histolojik incelemeler 

sonrasında HE ve ME tedavi gruplarında kontrol grubuna göre inflamatuvar 

hücrelerin azalarak, fibroblast göçünün ve granülasyon dokusunun artış gösterdiği 

görüldü. Ayrıca bu bulgulara ilave olarak HE ve ME gruplarında baskın kollajen 

birikiminin olduğu da tespit edildi. Histoloji çalışmalarından elde edilen sonuçlar ile 

in vitro hücre proliferasyonu testlerinden elde edilen veriler arasında korelasyon 

olduğu görüldü. 

Literatürde, inflamasyon oluşumu ve lipid peroksidasyonunun bazı kimyasal 

ajanlar aracılığı ile DNA alt birimlerine bağlanarak özel bileşiklerin oluşmasına ve 

MPO aracılığı ile oluşan HOCl’in nükleotidlerin modifikasyonuna yol açtığı 

gösterilmiştir (Strzepa ve ark., 2017; Cadet ve Davies, 2017). MDA’nın DNA’ya 

bağlanarak aduktlar meydana getirebileceği ve DNA’nın işlevinde bozukluklara yol 

açabileceği bildirilmiştir (Chaudhary ve ark., 1994). Genotoksik ajanlara maruziyetin 

gösterilmesinde sıklıkla kullanılan Comet tekniği DNA hasarının düzeyini göstermek 

amacıyla kullanılan bir tekniktir  (Collins, 2004; Sardas ve ark., 2010; Beceren ve 

ark., 2016). Çalışmamızda sıçanların periferal kan lenfositlerinde comet tekniği 

uygulanması sonucunda gruplardan elde edilen ortalama %DNAT değerleri 
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karşılaştırıldığında istatistiksel olarak gruplar arasında anlamlı bir fark olmadığı 

(p>0.05) görüldü. Benzer şekilde oksidatif DNA hasarının gösterilmesinde bir 

biyogösterge olarak kullanılan 8-OHdG düzeyleri de ölçülmüş olup, gruplar arasında 

anlamlı bir fark olmadığı (p>0.05) görüldü.  

Reaktif oksijen türlerinin, hücreler ve dokular üzerindeki zararlı etkileri 

nedeniyle yara iyileşme sürecine olumsuz etki ettiği bildirilmiştir. Oksidatif stres 

olması halinde meydana gelen lipit peroksidasyonu ROS artışına bağlıdır. Hücrenin 

fonksiyonel yapısının bozulmasıyla meydana gelen oksidatif stres özellikle membran 

lipitlerinin oksidasyona uğraması sonucu olmaktadır. Oksidan hasarın 

belirlenmesinde bir biyogösterge olarak kullanılan MDA, lipit peroksidasyonunun bir 

ürünüdür (Casini ve ark., 1986). Abood ve ark.’nın sıçanlarda kesi yarası oluşturarak 

yaptıkları çalışmada, MDA seviyelerinde artış olduğu ve yaralı bölgeye Phaleria 

macrocarpa ekstresinin uygulanması ile MDA seviyelerinde anlamlı bir düşüş 

olduğu tespit edilmiştir (Abood ve ark., 2015). Bir başka çalışmada, Annona 

muricata yaprak ektrelerinin kesi yarası oluşturulan sıçanlara uygulanması 

sonucunda MDA düzeylerinde anlamlı bir düşüş olduğu bildirilmiştir 

(Moghadamtousi ve ark., 2015). Benzer şekilde çalışmamızda S.veratrifolia 

bitkisinin metanollü ve heptanlı ekstrelerinin uygulandığı grupların doku MDA 

düzeylerinin kontrole kıyasla istatiksel olarak düşük olduğu ve pozitif kontrol grubu 

ile benzer düzeyde olduğu görülmüştür.  

Glutatyon, vücudun antioksidan savunma mekanizmasında önemli bir rol 

oynayan, canlı organizmalarda bulunan protein olmayan bir tiol antioksidan 

bileşiğidir. GSH, H2O2 ve lipit peroksit gibi oksitleyici ajanların indirgemesinde rol 

alarak radikallerin detoksifikasyonunda önemli bir yere sahiptir (Teng ve ark., 2001; 

Roy ve ark., 2012; Venukumar ve Latha., 2002). Leea macrophylla bitkisinden elde 

edilen ekstrelerle yapılan kesi yarası tedavisinde, GSH seviyelerinin anlamlı bir 

şekilde yükseldiği bildirilmiştir (Joshi ve ark., 2016). Aynı şekilde Chaturvedi ve 

ark.’nın Jasminum grandiflorum bitkisinden elde ettikleri ektraktları sıçanların kesi 

yarasına uygulamaları sonucu GSH seviyeleri anlamlı bir şekilde yüksek çıkmıştır 

(Chaturvedi ve ark., 2013). Çalışmamızda ME ve HE gruplarında kontrole kıyasla 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaturvedi%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22905741
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GSH düzeylerinin anlamlı düzeyde yüksek olduğu görülürken (p<0.01), pozitif 

kontrol ile kıyaslandığında anlamlı farklılık olmadığı görülmüştür (p>0.05).  

Yara oluşumu sonrasında oksidatif strese bağlı antioksidan savunma sisteminin 

zayıfladığı ve lipid peroksidasyonunun arttığı literatürde bildirilmektedir. 

Çalışmamızda doku MDA düzeylerinden elde edilen veriler S.veratrifolia bitkisinin 

lipid peroksidasyonunu azalttığını ya da önlediğini göstermektedir. MDA 

düzeylerinde görülen bu azalış, endojen antioksidan olan GSH düzeylerinin ME ve 

HE uygulamaları sonrasında artması ile oksidan hasara karşı dokuları koruyarak lipid 

peroksidasyonunu azalttığı şeklinde yorumlanabilir. 

İnflamatuvar yanıt sırasında ekstraselüler sıvıya salınan MPO, fagositik 

hücrelerde bulunan lizozomal bir enzim türüdür. ROS’lar ve sitokinler tarafından 

harekete geçen nötrofiller MPO enziminin salınımını sağlar. Oksidatif stres 

esnasında çoğalan MPO aktivitesi oksidan moleküllerinin üretilmesini sağlayarak 

doku hasarına sebep olur (Nauseef, 1998; Şener ve ark., 2015). Solidago chilensis 

ektraktlarının sıçanlarda oluşturulan yara modeline uygulanması sonucu yara 

dokularında MPO aktivitesinde anlamlı bir düşüş olduğu görülmüştür (Barros ve 

ark., 2015). Çalışmamızda ise deri dokularında MPO aktivitesinin ME ve HE 

gruplarında, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir düzeyde düşük 

olduğu (p<0.001) görülürken, pozitif kontrole göre kıyaslandığında anlamlı faklılık 

görülmemiştir (p>0.05).  

Yara oluşumunda belirlenen MDA düzeyleri ve MPO aktivitesindeki artış ile 

glutatyon düzeylerinde azalma ciddi doku hasarına neden olabilir (Parihar ve ark., 

2008). Bizim çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar, S. veratrifolia bitki 

ekstrelerinin uygulandığı kesi yarası dokularında MDA düzeyi ve MPO 

aktivitesindeki artışı önlediğini ve glutatyon düzeylerinin korunmasında etkili 

olduğunu göstermiştir. Ayrıca histolojik incelemelerde görülen inflamatuvar hücre 

proliferasyonundaki azalış, doku MPO aktivitesindeki azalış ile desteklenmektedir. 

Bu veriler doğrultusunda S. veratrifolia bitkisinin yara tedavisinde kullanılabileceği 

görüşüne varılmaktadır. 
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Yara iyileşmesi esnasında, granülasyon dokusunun gelişmesi için nötrofil ve 

makrofaj hücrelerinin yara bölgesine göç etmesini ve IL-1β ve TNF-α gibi 

sitokinlerin de salgılanması gerçekleşir (Li ve ark., 2007).  Sitokin düzeyleri 

iyileşmeyen yaralarda, özellikle de IL-1β ve TNF-α düzeylerinde, iyileşme sürecinde 

olan yaralara göre daha yüksektir (Chin ve ark., 2005; Trengove ve ark., 2000). Bu 

sitokinlerin düzeylerinin yüksek olması, granülasyon dokusu oluşumundaki 

gecikmeyi ve yara iyileşmesinin yeterli olmadığını veya sürecinin uzadığını 

göstermektedir (Werner ve Grose, 2003). Pyrostegia venusta ekstreleriyle yapılan 

yara iyileşmesi çalışmasında TNF-α düzeylerinin yara iyileşme sürecinin son 

aşamalarında düşük seviyede çıktığı görülmüştür (Roy ve ark., 2012). Benzer şekilde 

Mendes ve ark.’nın Aleurites moluccana ekstreleri ile yaptığı çalışmada IL-1β sitokin 

salınımının yara iyileşme evresinde azaldığı bildirilmiştir (Mendes ve ark., 2015). 

Çalışmamızda, IL-1β ve TNF-α seviylerinin kontrol grubuna göre ME ve HE 

gruplarında düşük çıktığı görüldü.  

Birden çok çalışmada oksijen bazlı serbest radikallerin doku hasarına yol açtığı 

raporlanmıştır (Bakar ve ark., 2015; Arthur ve ark., 1985). Bu sebepten serbest 

radikallerin süpürülmesinin dokuların oksidan hasara karşı korunmasında önemli 

olduğu gösterilmiştir (Ciftci ve ark., 2015; Alturfan ve ark., 2012; Sener ve ark., 

2007). ROS’ların enzimatik olarak parçalanmasında ve zarar vermeyecek hale 

gelmesinde SOD, CAT ve GPx (glutatyon peroksidaz) enzimleri rol alır. SOD, CAT 

ve GPx enzimlerinin aktivitelerinde oluşacak azalma yüzünden dokularda bulunan 

ROS miktarında bir artış söz konusu olur (Bakar ve ark., 2015; Gerin ve ark., 2016). 

Dokularda ROS miktarı luminol ve lusigenin probları kullanılarak kemüliminesans 

yöntemle ölçülebilmektedir (Haklar ve ark., 2001; Sener ve ark., 2006). Luminol 

yardımıyla gerçekleştirilen ölçümlerde hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve 

hidroperoksit radikalleri, lusigenin yardımıyla gerçekleştirilen ölçümlerde ise 

süperoksit tayini yapılır. Kemüliminesans yöntemler hipertansiyon, diyabet ve kalp 

yetmezliği gibi hastalıkların dokularda bulunan O2
.-
 üretimini ne yönde etkilediği 

hakkında önemli bilgiler edinilmesini sağlamıştır (Dikalov ve ark., 2007).  

Bizim çalışmamızda kesi yarası sonrasında deri dokusunda ROS miktarı luminol 

ve lusigenin aracılı kemilüminesans yöntem ile ölçüldü. Luminol düzeylerinin, ME 
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ve HE uygulaması ile kontrol grubuna göre azalış gösterdiği tespit edildi. Benzer 

şekilde deri dokusunda luminol düzeylerinin, pozitif kontrol grubunda, madekasol
®

 

uygulaması ile de azaldığı görüldü. Benzer sonuçlar lüsigenin aracılı kemilüminesans 

ölümler için de tespit edildi. In vitro antioksidan aktivite testlerinden elde edilen 

veriler ile in vivo ROS ölçümler birbirini desteklemekte olup, S. veratrifolia 

bitkisinin antioksidan aktiviteye sahip olduğunu dokularda görülen bu etkilerin 

ortaya çıkışını önlediğini göstermektedir.  

Normal yara iyileşmesi sürecinde NO’nun önemli bir rol oynadığına dair 

kanıtlar artmaktadır. Üç adet NOS izoformları deri dokularında eNOS, iNOS ve 

nNOS olmak üzere adlandırılır (Frank ve ark., 2002). Epidermal bazal tabakada, 

dermal fibroblastlarda, kılcal damarlarda ve ter bezlerinin keratinositlerinde eNOS 

ekpresyonu tespit edilebilir (Shimizu ve ark., 1997). NO, normal cilt homeostazisini 

gerçekleştirmede otokrin ve parakrin mediyatörü olarak görev alır (Frank ve ark., 

2002; Witte ve Barbul, 2002). Yara iyileşmesinin merkezi süreçlerine destek olur 

(Ziche ve ark., 1994; Frank ve ark., 1999). Han ve ark., NO üzerinde in vivo ve in 

vitro olarak yaptığı çalışmada yara üzerinde NO varlığının yara iyileşme hızını 

arttırdığı yönündedir (Han ve ark., 2012). Bir başka çalışmada ise NO ile tedavi 

edilen yaşlı sıçanlar salin ile tedavi edilenlere kıyasla gecikmiş iyileşme gösterdiler 

(Bauer ve ark., 1998).  

Bizim çalışmamızda kemilüminesans yöntem ile kesi yapılan deri dokularında 

NO düzeyleri ölçülerek karşılaştırılmıştır. NO düzeyleri kontrol ve negatif kontrol 

gruplarının her ikisinde de anlamlı düzeyde yüksek olup pozitif kontrol, metanol 

ekstresi ve heptan ekstresi uygulanan gruplarda ise NO düzeylerinin baskılanarak 

deri dokularında artışının önlendiği görülmüştür.  

Literatürde Scorzonera veratrifolia bitkisinin potansiyel antioksidan, 

antiinflamatuvar, sitotoksik ve antikarsinojenik özellikleri ile ilgili yapılan bir 

çalışma bulunmamaktadır. Dolayısıyla bu çalışma, S. veratrifolia bitkisinin bu 

özelliklerinin incelendiği ilk çalışma olması nedeniyle literatüre önemli bir katkı 

sunmaktadır. S. veratrifolia bitkisinin halk arasında yıllardır yara iyileştirmede tedavi 

amaçlı sıklıkla kullanılıyor olmasına dayanarak oluşturduğumuz hipotez sonucu 

yaptığımız in vitro ve in vivo deneylerden elde edilen veriler hipotezimizi 
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desteklemektedir. Ayrıca bu çalışmadan elde edilen veriler, ileri çalışmalara ışık 

tutması açısından da önem arz etmektedir. S. veratrifolia bitkisinin klinikte yara 

iyileşmesinde kullanılabilecek alternatif bir tedavi yöntemi olması açısından yüksek 

bir potansiyele sahip olduğu düşünülmektedir. Bu doğrultuda, yara iyileştirici 

özelliklerinin yanı sıra, olası yan etkilerinin veya toksik etkilerinin incelenmesine 

yönelik ileri çalışmaların yapılması önerilmektedir.   
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