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(Doktora Tezi)

Gizem DEYNEZ

GAZI UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Mayis 2024

OZET

Cerrahi prosediirler sonrasinda meydana gelen abdominal adezyonlar Onemli
komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu komplikasyonlar; ince bagirsak obstriiksiyonu,
fistlil gelisimi, kronik abdominopelvik agri, disparoni, infertilite, tretral obstriiksiyon,
postoperatif ~ kanamalara neden olmakta ve re-operatif cerrahi  operasyon
gerektirebilmektedir. Bu sebeple adezyon olusumunun 6nlenmesi ve tedavi segeneklerinin
gelistirilmesi, bilimsel arastirmalarin konusunu olusturmaktadir. Tedavi secenekleri
arasinda; enflamatuvar yaniti azaltan, pithtilasmay1 engelleyen, fibrinolizi aktive eden ve
kolajen sentezini inhibe eden ajanlar kullanilmaktadir. Calismamizda Asphodeline lutea (L.)
Rchb. (Asphodelaceae), Rheum ribes L. (Polygonaceae), Rubia tinctorum L. (Rubiaceae) ve
Rumex nepalensis Spreng. (Polygonaceae) bitki koklerinden hazirlanan ekstrelerin
fibrinolitik aktiviteleri in vitro fibrin plak yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. En
yiksek etki gosteren R. nepalensis bitkisinin metanollii ekstresi {izerinden aktivite-
yonlendirmeli fraksiyonlama c¢alismalari dogrultusunda iki bilesik izole edilmistir.
Bilesiklerin yapilari, spektroskopik yontemler kullanilarak sinnamtanen B1 ve epikatesin
gallat olarak belirlenmistir. Bitkinin metanollii ekstresinin ve en yiiksek aktivite gdsteren alt
ekstresi, fraksiyonu, alt fraksiyonu ve bilesiginin biyolojik etkisi, Wistar albino irki disi
sicanlarda olusturulan cerrahi intra-abdominal adezyon modelinde degerlendirilmistir.
Deney sonunda deney hayvanlarindan aliman dokular iizerinde histopatolojik ve
immunohistokimyasal analizler yapilmis ve oksidasyon parametrelerinin ortaya konulmasi
amaciyla toplam antioksidan ve toplam oksidan seviyeleri belirlenerek oksidatif stres indeksi
hesaplanmistir. Deney sonuglari, R. nepalensis bitkisinin ve izole edilen sekonder metaboliti
sinnamtanen B1’in fibrinolitik etki gostererek intra-abdominal adezyonlari 6nledigini ve
etkiyi enflamatuvar reaksiyonlari inhibe ederek gdsterdigini ortaya koymustur.

Bilim Kodu 1017

Anahtar Kelimeler : Rumex nepalensis, fibrinolitik aktivite, fibrin plak yontemi, adezyon,
in vitro, in vivo, sinnamtanen B1, epikatesin gallat

Sayfa adedi : 158

Danigman : Prof. Dr. Ipek SUNTAR



PHARMACOGNOSIC EVALUATION OF MEDICINAL PLANTS THAT CAN BE
EFFECTIVE AGAINST SURGICALLY-INDUCED INTRA-ABDOMINAL ADHESION
MODEL
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ABSTRACT

Abdominal adhesions occurring after surgical procedures cause significant complications.
These complications cause small bowel obstruction, fistula development, chronic
abdominopelvic pain, dyspareunia, infertility, urethral obstruction, postoperative bleeding
and may require re-operative surgery. For this reason, preventing adhesion formation and
developing treatment options are the subject of scientific research. Treatment options include
the agents that reduce the inflammatory response, prevent coagulation, activate fibrinolysis
and inhibit collagen synthesis. In the present study, fibrinolytic activities of the extracts
prepared from the roots of Asphodeline lutea (L.) Rchb. (Asphodelaceae), Rheum ribes L.
(Polygonaceae), Rubia tinctorum L. (Rubiaceae) and Rumex nepalensis Spreng.
(Polygonaceae) were evaluated using the in vitro fibrin plate method. Two compounds were
isolated through activity-guided fractionation studies on the methanol extract of the most
effective R. nepalensis. The structures of the compounds were determined as cinnamtannin
B1 and epicatechin gallate using spectroscopic methods. The activity of the methanol extract
of the plant and its highest active sub-extract, fraction, sub-fraction and compound were
evaluated in the surgical intra-abdominal adhesion model induced in female Wistar albino
rats. At the end of the experiment, the tissues taken from the experimental animals were
examined histopathologically and immunohistochemically, and in order to reveal the
oxidation parameters, the total antioxidant and total oxidant levels were determined and the
oxidative stress index was calculated. Experimental results revealed that R. nepalensis and
its isolated secondary metabolite, cinnamtannin B1, prevent intra-abdominal adhesions by
displaying fibrinolytic effect via inhibiting inflammatory reactions.

Science Code : 1017

Key words : Rumex nepalensis, fibrinolytic activity, fibrin plate method, adhesion, in
vitro, in vivo, cinnamtannin B1, epicatechin gallate
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KISALTMA VE SIMGELER

Tez galismasinda kullanilan kisaltma ve simgeler agiklamalari ile asagida yer almaktadir.

Kisaltmalar Aciklamalar

'Dve?D NMR Tek ve iki boyutlu niikleer manyetik rezonans
ABTS 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
ANK Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu
COSY Korelasyon spektroskopisi

COX Siklooksijenaz

DAB Diaminobenzedin

DKM Diklorometan

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
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1. GIRIS

Ilag kesfi ve gelistirilmesi, ilag adayr molekiillerin sentezlenmesi veya dogal kaynakli
bilesiklerin arastirilmas1 yoluyla gergeklestirilir. Ulkemiz zengin florasiyla dogal kaynaklar
konusunda 6nemli bir yere sahiptir. Bitki sekonder metabolitlerinin hem ilag aday1 olabilme
hem de sentez yoluyla elde edilebilecek biyoaktif bilesikler igin molekiiler model
olusturabilme potansiyellerinin bulunmasi, lilkemizde yetisen tibbi bitkilerin arastirilmasini

Onemli kilmaktadir.

Ulkelerin saglik sistemlerine mali yiik olusturan onemli sorunlardan biri olan intra-
abdominal adezyon, cerrahi islem, travma, yaniklar, viicutta yabanci cisimler, doku iskemisi
ve enfeksiyon gibi faktorler nedeniyle i¢ organlarin veya peritonun hasarlanmasi sonucunda
meydana gelir. Karin igi yapisikliklarin en yaygin sebebi, oncesinde gegirilmis abdominal
operasyonlardir. Kolorektal, gastrointestinal, jinekolojik, apandisit ve sezeryan bu
operasyonlar arasinda yer almaktadir (Awonuga, Fletcher, Saed ve Diamond, 2011; Sikirica
ve digerleri, 2011). Intra-abdominal cerrahi sonras1 gelisen adezyon hayati tehdit eden
komplikasyonlara neden olabilmekte, bazi durumlarda re-operatif cerrahi islem
gerektirebilmektedir. Adezyonun tanisal goriintiileme ile net olarak teshis edilemedigi, kesin
tedavi yonteminin heniiz bulunmadigi, ayrica tedavi segeneklerinin semptomlar ortaya
ciktiktan sonra ele alindigir anlasilmaktadir. Bu nedenle, adezyonun tedavisinden ziyade
onlenmesi ve gerekli tibbi miidahalenin cerrahi girisim sirasinda yapilmasi 6n planda
tutulmalidir. Adezyonun 6nlenmesi igin alinan tiim tedbirlere ragmen istenilen etkinin tam
olarak saglanamamasi, bu konuda daha fazla bilimsel arastirmanin ytiriitiilmesi gerekliligine
isaret etmektedir. Adezyon olusumunun patofizyolojisi; enflamasyon, oksidasyon,
koagiilasyon, fibrinoliz, hiicre proliferasyonu gibi bir¢ok karmasik siireci igerdiginden, bu
problemin ¢ok faktorli bir siireg oldugu géz oniinde bulunduruldugunda, tibbi bitkilerin
farkli yapidaki sekonder metabolitleri igermeleri dolayisiyla biyoaktivitelerini farkli
mekanizmalar lizerinden gosterebilmeleri, mevcut sorunun ¢oziimiine 6nemli bir katki

saglayabilir.

Sagligin korunmasinda ve hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yeri olan tibbi bitkiler
lizerinde yapilan fitokimyasal ve biyoaktivite ¢aligmalarinin son yillarda artis gosterdigi

goriilmektedir. Yapilan caligmalarda tespit edildigi lizere, 6zellikle flavonoit, tanen ve



antrakinon yapisindaki bilesiklerin antikoagiilan, trombolitik ve fibrinolitik etkilerine bagh
olarak ve ayni zamanda bu bilesiklerin antioksidan ve anti-enflamatuvar etkileri de goz
ontinde bulundurularak, intra-abdominal adezyon siire¢lerinde koruyucu ve tedavi edici etki
potansiyellerinin olabilecegi 6ngoriilmiistiir. Bu dogrultuda, intra-abdominal adezyona karsi
¢Ozlim iretilmesi amaciyla, c¢alismamizda, igerdigi bilesikler agisindan adezyonun
onlenmesinde olumlu etki gosterebilecek ve aktiviteleri daha onceki ¢alismalarda
arastirtlmis  bitkilerle benzer taksonomik sinifta yer alan Asphodeline lutea Rchb.
(Asphodelaceae), Rheum ribes L. (Polygonaceae), Rubia tinctorum L. (Rubiaceae) ve Rumex
nepalensis Spreng. (Polygonaceae) bitkilerinin koklerinden hazirlanan metanollii ekstrelerin
etkilerinin in vitro (fibrin plak yontemi) ve in vivo (siganlarda deneysel intra-abdominal
adezyon modeli) yontemlerle degerlendirilmesi amaglanmustir. Fibrinolitik etkileri in vitro
yontemlerle karsilagtirmali olarak degerlendirilen bu bitki tiirleri arasindan en etkili bulunan
tiir iizerinde aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama g¢aligsmalar1 yapilarak, etkiden sorumlu
bilesiklerin belirlenmesi, yapilarinin tayin edilmesi ve in vivo deney modelinde preklinik

etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Calismamizda, Asphodeline lutea (L.) Rchb., Rheum ribes L., Rubia tinctorum L. ve Rumex
nepalensis Spreng. bitkilerinin biyolojik aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
bitkiler halk arasinda, sar1 ¢iris (Asphodeline lutea), 1sgin (Rheum ribes), kokboyasi (Rubia
tinctorum) ve dibikizil (Rumex nepalensis) olarak isimlendirilmektedir (Giiner, Aslan, Ekim,
Vural ve Babag, 2012). Bu bitkiler arasinda en yiiksek aktivite gdsteren tliriin Rumex
nepalensis Spreng. oldugu belirlendiginden, “Genel Bilgiler” boliimiinde bu tiire ait botanik

bilgiler sunulmustur.

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Polygonaceae familyasi

Karabugdaygiller veya Madimakgiller olarak bilinen Polygonaceae familyas:t diinya
genelinde 6zellikle Kuzey Yarimkiire’de yayilis gostermekte ve yaklasik 50 cins ve 1200
tiirden olusmaktadir (Freeman ve Reveal, 2005; Sanchez ve Kron, 2008). Tiirkiye’de 6 cins
ve 108 takson ile temsil edilen tek ya da ¢ok yillik bitkilerdir (Keskin ve Severoglu, 2023;
Ozer ve digerleri, 1999). Ulkemizdeki tiirler arasmnda Emex, Fagopyrum, Fallopia,
Koenigia, Oxyria, Persicaria, Polygonum, Pteropyrum, Reynoutria, Rheum ve Rumex yer
almaktadir (Keskin ve Severoglu, 2023).

Ot, ¢al1 ya da kii¢lik agac¢ formunda, tek veya iki evcikli bitkilerdir. Govdesi dik, kivrimli ve
ince yapilidir, genellikle bogumlu veya dikenlidir. Yapraklar basit, alternan dizilisli, nadiren
karsilikli veya cevrel dizilisli, sapli veya sapsizdir. Cicek durumu terminal veya aksiller,
spika, rasemoz, panikula veya kapitattir. Kii¢iik, aktinomorf ¢igeklere sahiptir. Periant 3-6
pargali; pargalar tabanda birlesik, genellikle meyvede genislemistir. Stamenler genellikle 6-
9 adet, nadiren daha fazla; filamentler serbest veya tabanda birlesik; anterler 2 gozlii, gozler
uzunlamasina agilmaktadir. Ovaryum iist durumlu ve 1 gozlii; stilus 2 veya 3, nadiren 4 adet,
serbest veya tabanda birlesiktir. Uggen, bikonveks veya bikonkav seklindeki aken tipi
meyve, diiz veya kavisli embriyo ve ¢ok endosperma i¢eren tohum tasimaktadir (Anjen ve

digerleri, 2003).



2.1.2. Rumex cinsi

Bir veya ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar alternan, okrea tiibiiler. Cigekler tek eseyli
veya hermafrodit, ¢evresel dizilisli (glomeriil); pedisel eklemli. Periant segmentleri iki
halkada ve t¢li; i¢ halkadakiler genellikle genislemis ve meyvede yumrucuklar olusturur.

Stamenler 6 adet; stilus 3 adet, uzun. Findiks1 meyve tiggen seklindedir (Cullen, 1966).

Rumex cinsine ait “Flora of Turkey and the East Aegean Islands” isimli kaynakta yer alan

23 tiir i¢in teshis anahtar1 agsagida yer almaktadir.

1. Cigekler tek eseyli; yapraklar hastat veya sagitat
2. Meyvede i¢ periant segmentleri biliylimez, meyveden biraz daha biiyiik veya degil
1. acetosella
2. Meyvede biiyliyen i¢ periant segmentleri, meyveden daha biiytik
3. Meyvelerde dis periant segmentleri yumrucuksuz i¢ segmentlerin {izerine basiktir;
yapraklar pandurat 2. scutatus
3. D1sg periant segmentleri meyvede geri kivrilmis; i¢ segmentler kiiciik, yamrucuklar
geriye dogru yonlendirilmis; yapraklar pandurat degil
4. Koklerin en azindan bir kism1 yumrulu 3. tuberosus
4. Kokler yumrulu degil 4. tmoleus
1. Cigekler hermafrodit; yapraklar hastat veya sagitat degil
5. Meyvede tiim i¢ periant segmentleri yumrucuksuz
6. Alt yapraklar genis yapraklardan 2 kat daha uzundur, ug kisimlari oldukga yuvarlak;
yapragin orta kisminda ana damarla dar ag1 olusturan ikincil damarlar yer alir
5. alpinus
6. Alt yapraklar genis olanlardan ¢ok daha uzun, kademeli olarak u¢ kisimlarina dogru
sivri; yapragin orta kismindaki ikincil damarlar + ayn1 damarla dik ac1 olusturur
6. gracilescens
5. Meyvede i¢ periant segmentlerinden en az biri yumrucuklu
7. Meyvede i¢ periant segmentleri diiz veya dentikulat (disler nadiren 1 mm'ye kadar)
8. Meyvede i¢ periant segmentleri 10 mm'den genis
9. Meyve pediselleri ince, periant segmentlerinden daha uzun, alt yarida eklemli
11. ponticus

9. Meyve pediselleri kalin, periant segmentlerinden daha kisa, yaklasik ortada eklemli



12. angustifolius
8. I¢ periant segmentleri meyvede 10 mm genislige kadar
10. Pediseller kalin, sert, yaklasik periant segmentleri kadar uzun, ortasina yakin eklemli
19. pulcher
10. Pediseller ince, esnek, periant segmentlerinden daha uzun, alt yarida eklemli
11. I¢ periant segmentleri meyvede ungulat, yumrucuk neredeyse segment kadar genis;
glomertil uzak
12. i¢ periant segmentlerinin tiimii yumrucuklu; pediseller periant segmentlerinden
biraz daha uzun
14. conglomerate
12. Ig periant segmentlerinden yalnizca biri yumrucuklu; pediseller belirgin sekilde
periant segmentlerinden daha uzun
15. sanguineus
11. I¢ periant segmentleri genisce kordat-orbikular veya meyvede kordat- triangular,
yumrucuk segmentten ¢ok daha dardir; glomeriiller genellikle iist iiste biner
13. Sucul; taban yapraklar genellikle en az 50 cm; meyvede i¢ periant segmentleri
triangular, yumrucuklarin boyu enlerinden 2-4 kat daha uzun
16. hydrolapathum
13. Karasal; taban yapraklar ¢ok daha kiiciik; i¢ periant segmentleri + meyve kadar
genis, yumrucuklarin boyu enlerinden 2 kat daha uzun
14. Taban yapraklarin boyu enlerinden 3 kat daha uzundur; yaprak sapi iist yiizde
oluklu 13. crispus
14. Taban yapraklarinin boyu enlerinin 3 katindan daha kisa; yaprak sap1 iist ylizde
diiz
15. Yapragin orta kisminda ana damarla 45-60° ag1 yapan ikincil damarlar yer
alir
16. Yumrucuklar ig seklinde, boylar1 enlerinden yaklasik 2 kat daha uzun
9. caucasicus
16. Yumrucuklar oval veya elips, boylar1 yaklasik olarak enleri kadar
8. patientia
15. Yapragin orta kisminda ana damarla 60-90° a¢1 yapan ikincil damarlar yer
alir
17. i¢ periant segmentleri 6-8 X 6-7 mm, diizensiz dentikulat, tiimii yumrucuklu

10. cristatus



17. I¢ periant segmentleri 5x6 mm, belirsiz sekilde sinuat-dentikulat, yalnizca bir
yumrucuklu 7. olympicus
7. Meyvede i¢ periant segmentleri belirgin sekilde dentat, genellikle disler en az 1 mm
(nadiren segmentler yalnizca tabanda dentat)
18. Cok yillik
19. i¢ periant segmentlerinin disleri ice dogru helisel olarak kivrilmis
21. nepalensis
19. I¢ periant segmentlerinin disleri diiz veya hafif kavisli
20. Pediseller kalin, asagiya dogru sert bir sekilde kavisli, yaklagik olarak meyvedeki
periant segmentleri kadar uzunlukta, ortaya yakin bir yerde eklemlenmis
21. i¢ periant segmentleri 2,5-4,5 mm genisliginde, tiimiiyle disli 19. pulcher
21. I¢ periant segmentleri 2 mm genisliginde, yalnizca alt kisimda disli
20. amanus
20. Pediseller ince, esnek, sarkik, yaklasik olarak orta kismin altinda eklemlenen
periant segmentlerinden 2 kat daha uzun
22. Periantin hemen altinda pediseller aniden sigmis; i¢ periant segmentleri genis
kordat 17. chalepensis
22. Pediseller yavas yavas yukartya dogru sismis; i¢ periant segmentleri dar liggen
seklinde 19. obtusifolius subsp. subalpinus
18. Bir yillik
23. Glomeruli ¢ok ¢icekli; pediseller filiform
22. dentatus subsp. halacsyi
23. Glomeruli 1-2 ¢igekli; pediseller genellikle siskin 23. bucephalophorus

2.1.3. Rumex nepalensis Spreng.

Cok yillik. Alt yapraklar oblong-ovat, boyu eninden 1 1/2-3 kat daha uzun, undulat-
dentikulat, tabanda kordat. Cigek durumunun glomeriilleri en azindan yukarida bitisiktir.
Cigek saplar1 ince, esnek, i¢ periant segmentlerinden daha uzun, alt yarida eklemlenmis. i¢
periant segmentleri + oblong-ovat, derin dentat, dislerin tepe kisimlar1 helisel olarak ige
kivrik, en az bir segmentte belirgin ig seklinde bir yumrucuk var. Fl. 5-8. Yamaglar, maki,
ormanlar, 1100-2000 m (Resim 2.1).



Resim 2.1. Rumex nepalensis Spreng.
a) Toprak isti (https://commons.wikimedia.org) b) Kok (Fotograf: Gizem Deynez)

Sinonimleri: Rumex camptodon Rech.f.; Rumex bequaertii var. quarrei (De Wild.) Robyns;
Rumex quarrei De Wild.; Rumex bequaertii De Wild.; Rumex esquirolii H.Lév.; Rumex

ramulosus Meisn.; Rumex nepalensis var. nepalensis (https://wfoplantlist.org).

Cigeklenme: Nisan-Mayis

Meyve: Haziran-Temmuz

Habitat: Yiiksek rakimlarda, nemli ve kuru yamaglarda, golgede

Yiikseklik: 900-4000 m

Genel yaylis: Afganistan, Butan, Cin, Endonezya, Giiney Afrika, Giineybati Asya,
Hindistan, Japonya, Myanmar, Nepal, Nijerya, Pakistan, Tacikistan, Tiirkiye, Vietnam

Tiirkiye 'deki yayilisi: Amasya, Balikesir, Bilecik, Bolu, Bursa, Giresun, Giimiishane, Hatay,
Isparta, Izmir, Kahramanmaras, Kastamonu, Kocaeli, Konya, Tunceli, Zonguldak
(Vashistha ve digerleri, 2009; Manandhar, 2002; Keskin ve Severoglu, 2023; Shaikh,

Shriram, Srivastav, Barve ve Kumar, 2018).

Rumex nepalensis’in Tiirkiye’deki yayilisi, bitkinin “Flora of Turkey and the East Aegean
Islands™ da yer alan kayitlar ile herbaryum ornekleri incelenerek Cizelge 2.1 ve Sekil 2.1°de

belirtilmistir.



Cizelge 2.1. Rumex nepalensis’in iilkemizdeki yayilist

Kare Toplandig1 Tarih ve Lokasyon Kayit Bilgileri | Herbaryum No Kaynak
A2 | Bursa, Uludag Aucher 2579 - Cullen, 1966
A3 | Bolu, Mudurnu’dan Abant G6li’'ne 1100 m | - D. 37119 Cullen, 1966

Bolu, Bolu-Aladag arasi Abies Ormani, |
A3 1600 m, 14.08.1983 M.Vural 2686 (GAZI)! -
Bolu, Abant Golii gevresi, Pinus sylvestris .. . i
A3 | ormant, 1220 m, 23.07.1978 PGS LETEE (R
A4 | Zonguldak, Kel Tepe 1600 m D. 38867 Cullen, 1966
Kastamonu, Ankara'nin 206 km kuzeyinde .
A4 |Kastamonu yolu izerinde, 1400 m, g'g"é';'fubéltt & | 2728 GAZI)! | -
24.07.1989 - '
A5 Corum, Iskilip, Kogcagiz Kdyii, Ay1 Deresi M.Kilin 04770 (HUB)! i
mevkii Abies orman1, 1400 m, 17.07.1976 ~ine 6930 (HUB)!
A7 | Gimiishane, Tempede Sint. 1894 7429 Cullen, 1966
B1 | Balikesir, ida (Kaz Daglarr) Sint. 1883 706 Cullen, 1966
B2 | izmir, Bozdag Bal. 352 - Cullen, 1966
TS Hub.-Mor.
B3 | Bilecik, Inonii’ye 8 km, 1030 m 14399 - Cullen, 1966
Kahramanmaras, Goksun, Fmdik Koy,
B6 | Kandil Dagi, Kuzey yamag, Orman i¢i ve | B.Yildiz 3071 04767 (HUB)! -
agikliklari, 1600-1800 m, 27.07.1981
B7 | Tunceli, Ovacigm Giineyi, 1750 m - D. 31545 Cullen, 1966
Tunceli, Ovacigin Giineyi, 1750 m, . ] i
B7 29 071957 Davis&Hedge 31545 (ANK)!
Isparta, Dedegdl dagi, Milli park civari gam
C3 | ormam alt;, nemli yerler, 1500-1800 m, | H.Ozcelik 7162 (GAZI)! -
19.07.1995
Isparta, Egridir, Yukar1 Gokdere, Kasnak H Pesmen-
C3 | Ormani, Kalkerli Arazi, Karigtk Orman. A. G"S 1820 04769 (HUB)! -
1700 m, 11.07.1974 unet,
C6 | Hatay, Amanos Haradj 289 Cullen, 1966

ANK: Ankara Un.i.versitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu; GAZI: Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu;
HUB: Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu; (!): Tarafimizdan incelenmis herbaryum 6rnekleri
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2.2. Rumex Tiirleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

2.2.1. Halk arasinda kullanihisi

Rumex tiirlerinin diinyada ve iilkemizde gayir ve mera alanlarinda genis yayilis gstermesi
ve halk arasinda taninan tiirler olmasi dolayisiyla hem ila¢ hem de gida olarak kullanildigina
dair kayitlar mevcuttur. Bu bitkilerin geleneksel tip ve halk arasindaki kullanilislari, Cizelge
2.2°de gosterilmektedir. R. nepalensis, Himalayalar boyunca Giiney Asya’da Butan’dan
Hindistan bolgesindeki Kesmir’e kadar yayilis gosteren, Tirkiye, Java Adas1 ve Giiney
Afrika’da yetisen ¢ok yillik bir bitkidir (Farooq, Pandith Saggoo ve Lattoo, 2013).

Kore Gida ve Ilag Idaresi tarafindan R. acetosa temel gida maddesi olarak bildirilmis, deri
hastaliklarinda ve miishil olarak halk hekimliginde kullanilmistir (Lee ve digerleri, 2005).
R. acetosa’nin toprak iistii, yaprak ve koklerinin gida olarak tiiketildigi belirtilmistir (Dogan
ve digerleri, 2015; Nedelcheva, 2013; Pardo-de-Santayana ve digerleri, 2007; Ali-Shtayeh
ve digerleri, 2008; Luczaj ve Szymanski, 2007). R. acetosella L.’nin ¢ignenmis taze
yapraklarinin mide rahatsizliklarma iyi geldigi ve gida olarak kullanildigi bildirilmistir
Luczaj ve Szymanski, 2007; Moerman, 2003). R. abyssinicus Jacq. bitkisinin rizomlari
tereyagina sar1 renk vermesi amaciyla kullanilmaktadir (Mekonnen, Urga ve Engidawork,

2010). Kenya ve Kuzey Amerika'da R. abyssinicus ve R. hymenosepalus Torr.”un yumrulu
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kokleri boya olarak (sar1 renk) kullanilmaktadir (Munavu, Mudamba ve Ogur, 1984;
Moerman, 2003). Kuzey Amerika Kizilderilileri tarafindan R. hymenosepalus'un tohumlari
gida olarak tiiketilmektedir (Moerman, 2003). R. hymenosepalus kokleri yaralarda, cilt
tahrisine, Oksiiriige ve diyareye karsi kullanilmakta; astrenjan ve kan temizleyici etkilerinden

yararlanilmaktadir (Rivero-Cruz ve digerleri, 2005; Tyler, 1993; Moerman, 2003).

Alplerde, eski ¢aglarda R. alpinus L. yapraklar1 gida olarak tiiketilmis (Dreon ve Paoletti,
2009; Stastna, Klime§ ve Klime$ova, 2010) ve antianemik ve afrodizyak etkileri igin
kullanilmistir (Abbet ve digerleri, 2014). R. patientia L. nin toprak {stii kisimlar1 gida olarak
tiiketilmektedir (Nedelcheva, 2013; Pieroni ve Quave, 2014). R. patientia 'min kokleri
Tiirkiye’de geleneksel tedavide, egzamaya, konstipasyona, diyareye karst ve kan
temizleyici, tonik olarak ve apse olgunlagmasi amaciyla kullanimi bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin toksik igerigi olmadigi ve halk ilaci olarak kullaniminin gilivenilir oldugu
bildirilmistir. R. alpinus, R. conglomeratus, R. crispus, R. obtusifolius, R. pulcher tiirlerinin
kokleri de ayni amagla kullanilmaktadir (Baytop, 1999). R. crispus L.’nin yaprak ve
tohumlar: gida olarak (Luczaj ve Szymanski, 2007; Pareek ve Kumar, 2014); kokleri sislik
ve yaralarda (Moerman, 2003) tohumu diyare ve yara tedavisinde kullanilmistir (Péntek ve
Szabo, 1985).

R. nepalensis, Malam Jabba bolgesinde, C vitamini igerigi yiiksek oldugundan skorbit
tedavisinde kullanilmaktadir (Kala, Farooquee ve Dhar, 2004). Geleneksel Hint Tibbinda
bitkinin yapraklarindan hazirlanan ekstresi yara iyilestirici olarak; inflizyonu kolik ve iilser
tedavisinde (Kumar, Joseph, George, Kaur ve Bharti, 2011); Nepal’de bitkinin kokleri
doviilerek hayvanlarda ishal ve dizanteri tedavisinde; yaprak tozu tereyag: ile karistirilarak
uyuz tedavisinde haricen kullanilmaktadir (Manandhar, 1995). Sulu ekstresinin viicut
agrisint azaltmada kullanimi bulunmaktadir (Shrestha ve Joshi, 1993). Yaprak ekstresi
kanama durdurucu ve antiseptik etkiye sahiptir ve Acacia nilotica (L.) P.J.H.Hurter & Mabb.
yapraklarinin alerjik etkisine karsi kullanilmaktadir (Ahmed, Erum, Khan, Nawaz ve Wahid,
2004). R. nepalensis gida olarak da tiiketilmektedir (Misra, Maikhuri, Kala, Rao ve Saxena,
2008). Geleneksel Hint Tibbinda yaygin kullanimi olan R. nepalensis’in yapraklari kolik
iilser ve frengiye karsi1 kullanilmakta ve antiseptik etki gostermektedir (Kirtikar ve Basu,
1987); kokleri piirgatif amagla Rheum tiirlerine alternatif olarak kullanilmaktadir
(Manandhar, 2002). Geleneksel Cin Tibbinda, kanamaya ve enflamasyona karsi, agr1 kesici

olarak, konstipasyon ve mantar enfeksiyonlarinda tedavi edici amagla yararlanilmaktadir
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(Zhang, Zhao, Wang, Cheng ve Tang, 2008). Yapraklarindan hazirlanan infiizyon, karin
agrist ve dismenorede kullanilmakta, yapraklar pisirilerek sebze olarak tiiketilmektedir
(Sharma, Mishra, Singh, Seth ve Babu, 2008). Etiyopya’da 51 tibbi bitki ile yapilan bir
calismada en yiiksek gegerlilik diizeyi degerine sahip 3 bitkiden biri olan R. nepalensis’in
mide bagirsak sikayetlerinde kullanimi oldugu ve bu alanda yapilacak ¢alismalarda bu

bitkilere 6ncelik verilmesi gerektigi bildirilmistir (Giday, Asfaw ve Woldu, 2009).

Halk arasinda Rumex sp. hem gida olarak hem tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Vasas,
Orban-Gyapai ve Hohmann, 2015). Rumex sp. koklerinin laksatif etkisi sebebiyle eski
caglarda tip alaninda kullanim1 bulunmaktadir. Hintliler tarafindan R. acetosa, R. acetosella,
R.crispus, R. dentatus, R. hastatus, R. maritimus, R. nepalensis, R. scutatus ve R. vesicarius

bitkilerinin astrenjan etkisinden faydanildigi bildirilmistir (Khare, 2007).



Cizelge 2.2. Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Ingiltere, Irlanda

Tiir ismi Yerel isim Kisim Kullanim amaci Kullanim sekli Bulundugu bélge | Kaynak
. . N g . Munavu, Mudamba ve
- Kok Mide rahatsizligina kars1 - Dogu Afrika Ogur (1984)
R. abyssinicus
Mekonnen, Urga ve
) ) Analjezik, antihipertansif, idrar | Etiyopya, Engidawork, 2010;
soktiiriicii ve antikanser amacla Kamerun Tamokou ve digerleri,
2013
Sorrel, common Bogaz agrisi, deri hastaliklari, i Lee ve digerleri
sorrel, garden sorrel, . Kore, Ingiltere ve .
- sarilik ve sigile kars1, hafif - . (2005); Allen ve
narrow-leaved dock, - Irlanda ;
. laksatif olarak Hatfield (2004)
spinach dock
Antipiretik, cilt kasintist, Com.m.lttee on Chinese
dizanteri, gonore, tenesmus Ingiltere ve Medicine and
- Kok o ’ - . Pharmacy (2009);
uyuz, iilser ve bobrek Irlanda .
hastaliklarina karsi Allen ve Hatfield
3 (2004)
Dénes, Papp, Babai,
Antipiretik, antidiyareik ve Macaristan ve Czlcz ve Molnar
R. acetosa - Yaprak antihelmentik olarak, istah agic1 | - (2013); Butura, 1979;
. . Romanya , .
ve kan temizleyici Péntek ve Szabo
(1985)
. . Watt ve Breyer-
Sour dock, red sorrel | Yaprak Apseye karsi - Giiney Afrika Brandwijk (1932)
Kuzey Amerika .
Réti/mezei soska Yaprak Ishal, sigil, morluga kars1 Dekoksiyon (Hintliler), Moerman, 2003; Allen

ve Hatfield (2004)

)



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Cakilcioglu ve

kars1

Kuzukulag1 Yaprak Analjezik, diiiretik - Tiirkiye Tiirkoglu (2010)
Field sorrel, red . Kuzey Amerika .
sorrel, sour dock, Yaprak Sigil, morluga kars1 Buharda pisirilen (Hintliler) ve Moerman, 2003;
S yaprak lapasi Butura, 1979
juhsoéska Romanya
- Yaprak Midevi Cignenmis taze Ku_zey Amerika Moerman, 2003
yapraklar (Hintliler)
R. acetosella Toprak iistii e . .
- kisim, Antidiyareik - Macaristan Erdei, 2011
tohum
Dekoksiyon, Giinde
i Toprak iisti Ates. sarthsa karsi 2-3 kez semptom iran Amiri, Joharchi ve
kisim & & 3 ortadan kalkana kadar Yazdi, 2014
1 haftadan 1 aya
. . . . Giovannini ve
- Tohum Diyare ve dizanteriye kars1 - Macaristan Szathmary, 1961
Alpine dock, Monk's . . . Racz, Racz-Kotilla ve
thubarb Kok Konstipasyona karst - Macaristan Szabé (1992)
. . . Bulgaristan ve Stastna, Klimes ve
R. alpinus - - Mide rahatsizligina karsi - Ukrayna Klimezova, 2010
i ) Konstipasyon, diyare, egzemaya | _ Tiirkiye Baytop, 1999; Ozturk
kars1 ve Ozturk, 2007
. ) Enfeksiyon, ishal, 6dem, sarilik, | . Jang, Han, Jeong ve
R. aquaticus Western dock kabizlik. atese karst Uzak Dogu Sohn (2012)
Munavu, Mudamba ve
R. bequaertii - Kok Mide rahatsizlig1, kansere karg1 | - Dogu Afrika ve Ogur (1984); . .
Kamerun Tamokou ve digerleri,
2013
R. caucasicus i ) Konstipasyon, diyare, egzemaya | Tiirkiye Baytop, 1999; Ozturk

ve Ozturk, 2007

€T



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Giinde 1-3 g toz veya

konstipasyona karsi

Konstipasyon, kontiizyon, kaynatma (kabizlik);
R. chinensis (R. Chinese dock Kok, vaprak enflamasyon, akne, egzama, harici kullanimda taze Vietnam Medicinal Plants in
trisetifer Stokes) - Yap prurigo, kafa derisi uyuzu, kok veya yapraklart Vietnam (1990)
vulvitise karsi sirke veya alkolde
maserasyon
. . 300 mL suda 3 g, . Racz, Racz-Kotilla ve
R. confertus Asiatic dock Tohum Diyareye kars1 saatte 50 mL tiketilir Macaristan Szabo (1992)
Miishil ve kan temizleyici etki, Macaristan, \';'eaﬁ:ffti'éégé%oﬁ;!en
Curled dock, sour cilt hastaliklar1, sarilik, mide- Ingiltere ve !
- . . ; 1 Baskan, Daut-
dock, narrow dock, bagirsak sistemi rahatsizliklari, Irlanda, Tirkiye, - ! - .
. L1 o Ozdemir, Giinaydin ve
yellow dock, curled Kok morluklar, yaniklar, sislikler, - Kazilderili - RSO
.. . . . . Erim (2007); Shiwani,
dock, sour dock, ziihrevi hastaliklar, yaralar, kabileleri (Paiutes, .
. e e y - . Singh ve Wang
fodros lérom dokiintiiler, bel sogukluguna Shoshones, Zuni, 2012)- Stei )
Kars: Navajos) (2012); Steiner, 1986;
Moerman, 2003
: Kok Yara iyilestirici olarak . Kuzey Amerika | \1oerman, 2003
(Hintliler)
i ) Piirgatif, astrenjan etki ve ) . . Watt ve Breyer-
antraksa karst Gney Afrika Brandwijk (1932)
. Kuzey Amerika
R. crispus . . B o
- - Dizanteriye karst Inflizyon (Kazilderililer, Moerman, 2003
ornegin Cerokiler)
Antipiretik, ekspektoran, Committee on Chinese
i Yaorak antitussif, goz enfeksiyonlari, ) Tavvan Medicine and
P vermisit, konstipasyon, bas Y Pharmacy and Lin,
dénmesine karsi 2003
. . Shiwani, Singh ve
- Meyve Dizanteriye kars1 - - Wang (2012)
- Tohum Diyare, yaraya kars1 - Romanya ?fgégl)( ve Szabo
Tonik etki, cilt hastaliklari, Ahmed, Erum, Khan,
- - romatizma, Oksiiriik, - Pakistan Nawaz ve Wahid,

2004

vT



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Bakteriyel, mantar

kanamasi, kanamaya kars1

. enfeksiyonlar (dizanteri, enterit, . Zhang My dlgerl.ein’ .
Toothed dock Kok akariyaz), egzama, diyare Cin 2012; Zhu ve digerleri,
D ' : 2010
konstipasyona karsi
R. dentatus - - Astrenjan (cilt hastaliklari) etkili Hindistan Khare, 2007
Apse, ¢igek hastaligi, karin . . .
- Y.apralf’ agrisi, Oksiiriik, pndmoniye Pakistan Munir ve digerleri,
kok, govde 2016
kars1
. - - Giiney Afrika
. . Purgatif etki, infertilite, yara ve Watt ve Breyer-
R. ecklonianus Smaller dock Kok morluklara kars: (Z?JUIL?S Xosas, Brandwijk (1932)
Laksatif, tonik ve diiiretik etki,
Kok, biitiin romatizma, cilt hastaliklari, Zhang ve digerleri
- bi tki’ basur, akciger kanamasi, Cin (2009); Sahreen, Khan
R. hastatus oksiiriik, bas agrisi, ates, ve Khan (2014)
AIDS’e karsi
- - Astrenjan etki Hindistan Khare, 2007
. Astrenjan, kan temizleyici etki _ . Allen ve Hatfield
R. hydrolapathum Water dock Kok ve iskorbite karst Ingiltere, Irlanda (2004)
. . Ates, mide-bagirsak . . Rivero-Cruz ve
dC:QI? igre, Canaigre Yaprak rahatsizliklari, soguk alginligina k/la;;(nsiﬁg]e”ka’ digerleri (2005);
R hvmenosenalus kars1 Moerman, 2003
-y P Kan temizleyici, yaralar, cilt Rivero-Cruz ve
- Kok tahrisi, astrenjan etki, diyare ve - digerleri (2005); Tyler,
Oksiiriige karst 1993; Moerman, 2003
R. japonicus ) ) Konstipasyon, sarilik, rahim Cin Zee, Kim, Kwon ve

Lee (1998)

R. madarensis

Diiiretik, kan temizleyici etki ve
deri hastaliklarina kars1

Tavares ve digerleri
(2010)

qT



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Rouf, Islam ve

Nabchalli

kagik alinir

- Yaprak Yaniga karsi - - Rahman (2003)
- - Purgatif etki - Hindistan Khare, 2007
R. maritimus
Tonik, afrodizyak, sirt ve bel - Rouf, Islam ve )
- Tohum bileesi icin analiezik etki - Hindistan Rahman (2003);
gestig : Khare, (2007)
- Kok Purgatif etki - Hindistan Khare, (2007)
) . Hemostatik tedavi, tinea’ya i . . Li, (1998); Mei ve
Kok Kars1 Etiyopya, Cin digerleri, (2009)
. . Watt ve Breyer-
- Kok Purgatif etki - S?[?(;ZtaAnfrlka’ Brandwijk (1932);
Khare, (2007)
o . N Hindistan, Khare, (2007);
- Yaprak llfa (;hlk’ illser, cilt bozukluguna Infiizyon Afganistan, Kuzey | Gairola, Sharma ve
3 Hindistan Bedi (2014)
Giglii dekoksiyon/
. . .. .. . Watt ve Breyer-
- Yaprak Sistozomiyaz’a kars1 gz;(; 3 defa 1l corba | Giiney Afrika Brandwijk (1932)
R. nepalensis itireti i i
P Shalkhay Yaprak Diiiretik etki, tahriglere karsi i Malam Jabba Igbal ve Hamayun
yatistiric (2004)
.. . . Yapraklarin Igbal ve Hamayun
Shalkhay Kok Astrenjan etki ovusturulmasiyla Malam Jabba (2004)
. .. - . Giday, Asfaw ve
Girshu Kok Karin agrisina karst - Etiyopya Woldu (2009)
- . Yapraklar1 doviilir, Bati Himalaya Uniyal, Singh, Jamwal
Albar Yaprak Antialerjik etki bolgeye siiriiliir (Bhangalis) ve Lal (2006)
Chuomsa. Shoman Cigek kismi toz edilir,
' g Cigek Romatizmaya kars1 giinde 1 defa yarim Bati Himalaya Singh ve Lal (2008)

a1



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

bronsite karsi

Yaprak, geng siirgiinlerin | Hindistan
Yara iyi edici etki parcalanmasiyla elde (Dzongu Pradhan ve Badola
Ubbal Yaprak edilen 67 suyu vadisindeki (2008)
Lepcha kabilesi)
Hindistan
ey - ... | Kokiin ezilmesiyle elde (Dzongu Pradhan ve Badola
Ubbal Yaprak Sag dokiilmesi 6nleyici etki edilen 67 suyu vadisindeki (2008)
Lepcha kabilesi)
. . N - Suda kaynatilan kokler Khan ve Khatoon
R. nepalensis Obabal Kok Eklem agrisi ve sislige karsi haricen uyeulanir - (2008)
Kukur jihba Yaprak Dis eti kanamalarina karsi Gargara olarak kullanilir | Kuzey Bengal Biswas ve Das (2012)
Hemoroide karsi Yaprak toz edilir ve Etivonva Mesfin, Seta ve Assefa
3 aniise uygulanir yopy (2014)
Hibertansivona k Kaynatilan taze Etivonva Mesfin, Seta ve Assefa
Tullet Yaprak P yona karst yapraklari icilir yopy (2014)
Kok ve yaprak toz edilip .
Amipli dizanteriye karsi balla karistirilarak Etiyopya I(\gg?z; , Seta ve Assefa
tiiketilir
Goz antiseptigi ve akne, . e .
R. nervosus - - diyabet, yara, egzama, tifiis, | - - 8?6%; ¢ digerleri
kuduza kars1
Broad-leaved dock, Toprak iistii
Bitter dock, bluntleaf K P Konstipasyona kars1 - Macaristan Haraszti, 1985
1S1m
dock, butter dock
Astrenjan, laksatif, tonik Harshaw. Nahar
. . etki, isirgan otu panzehiri | _ irlanda Vadla, Saif-E-Naser
- olarak ve yara, kabarcik, !
R. obtusifolius . ve Sarker (2010)
yanik, kanser, tiimdre karsi
i Kék Kan temizleyici etki, deri infiizvon ; uziletir,:\:]:rlka, Moerman, 2003; Allen
dokiintiisii, sariliga karst Y e ve Hatfield (2004)
Irlanda
i Tohum Oksiirtik, soguk algmligi, i ingiltere, irlanda Allen ve Hatfield

(2004)

LT



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Xfi;c;r:il:::r?’ Kuzey Haraszti, 1985; Szalai,
16 i Konstipasyon, dizanteriye i I ! 1991; Gairola, Sharma
orom Kok Hindistan, Kuzey - )
karsi : ; ve Bedi (2014);
Amerika (Hint
; . Moerman, 2003
kabileleri)
Kuzey Amerika
- Kok Cilt problemlerine kars1 Infiizyon (Hint kabileleri, Moerman, 2003
ornegin Cherokee)
Szalai, 1991; Dénes,
- Yaprak Yaraya kars1 - Macaristan Papp, Babai, Czlcz ve
L Molnar (2013)
R. patientia Zlatkovié,
. . . Bogosavljevié,
- Yaprak Anemiye karst Inflizyon Sirbistan Radivojevié ve
Pavlovi¢ (2014)
Sirt agrisi, ates, solunum Afga_nlstan, Kuzey .
rahats1zhk’lar1 ’romatizma H|nd|_stan, Kyzey Galr_ola, Sharma ve
- Yaprak ) ’ N ’ - Amerika (Hint Bedi (2014);
deri hastaliklar1, bogaz kabileleri. Srnedi Moerman. 2003
agrisina kargi C?]e‘rglfgé’) ormegin !
) Siirgiin Sirt agrisi, ates, romatizma, | Afganistan, Kuzey | Gairola, Sharma ve
deri hastaliklarina kars1 Hindistan Bedi (2014)
French sorrel, leaf- N . o Cakilcioglu ve
shield sorrel i Antipiretik etki i Tiirkiye Tiirkoglu (2010)
R. scutatus Bitki Sogutucu, astrenjan
- yaprék (dizanteri durumunda), Ozsuyu Hindistan Khare, 2007
antiskorbiit etki
1 PN Péntek ve Szabo
R. stenophyllus Keskenyleveli lorom | Tohum Oksiiriige karsi - Romanya (1985)
Antifertilite, rektal
prolapsus, hemoroid, Solomon, Largesse,
R. steudelii - Kok yaralar, egzama, sislik, - Etiyopya Mekbeb, Eyasu ve
clizzam, abdominal kolik, Asfaw (2010)
tinea nigra’ya karst

8T



Cizelge 2.2. (devam) Rumex tiirlerinin geleneksel tip ve halk arasinda kullanilist

Antihipertansif ve yara iyi

Polat, Selvi,
Cakilcioglu ve Acar

R. tuberosus - Yaprak le(g Lc: etki, konstipasyona Inflizyon, taze yapraklar | Tiirkiye (2012); Cakilcioglu ve
’ Tiirkoglu (2010)
R. usambarensis - Kok Mide rahatsizliklarina karst | - Dogu Afrika Munavu, Mudamba ve
' Ogur (1984)
.. Swamp dock, water . . Lewis ve Elvin-Lewis
R. verticillatus dock Sariliga kars1 Kuzey Amerika (2003)
Tonik ve analjezik etki,
karaciger hastaliklari,
konstipasyon, zayif sindirim,
Bladder dock - dalak bozukluklan, siskinlik, Misir, Hindistan | E-Hawary, Sokkar,
. Ali ve Yehia (2011)
astim, bronsit, hazimsizlik,
L kusma, basur, alkolizme
R. vesicarius karsi
Khan, Ganaie,
- - Aaknr;gh?fkmalarma karst - Suudi Arabistan | Siddiqui, Alam ve
P Ansari (2014)
- Tohum Dizanteriye karsi - Hindistan Khare, 2007
R. woodii - - Diyareye kars1 - Giiney Afrika Watt ve Breyer-

Brandwijk (1932)

67
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2.2.2. Fitokimyasal ¢calismalar

Fitokimyasal c¢alismalarda, Rumex tiirlerinin, flavonoitler, tanenler, antrakinonlar,
stilbenoitler, terpenoitler ve steroitler gibi ©6nemli sekonder metabolitler igerdigi
bildirilmistir (Bicker, Petereit ve Hensel, 2009; Demirezer, Kuruiiziim-Uz, Bergere, Schiewe
ve Zeeck, 2001a; Demirezer, Kuruiiziim, Bergere, Schiewe ve Zeeck ve digerleri, 2001b; El-
Hawary, Sokkar, Ali ve Yehia, 2011; Gescher, Hensel, Hafezi, Derksen ve Kiihn, 2011;
Gonfa, Beshah, Tadesse, Bachheti ve Bachheti, 2021; Jang, Kim, Kim ve Kim, 2005; Liang
ve digerleri, 2010; Mei ve digerleri, 2009; Wegiera, Smolarz, Wianowska ve Dawidowicz,
2007). Tirkiye’de yetisen bazi Rumex tiirlerinin kokleri iizerinde yapilan calismalarda
katesik tanen ve antrasen tiirevi bilesiklerin sirasiyla %6-12 ve %0,2-1,7 oranlarinda

bulundugu bildirilmistir (Baytop, 1999).

R. nepalensis bitkisi iizerinde yapilan izolayon ¢alismalari incelendiginde, antrakinon yapili
bilesiklerin farkli yapilarda ve yiiksek oranda bulundugu goriilmistiir. R. nepalensis
diklorometan (DKM)/metanol (MeOH) (1:1) kok ekstresinden antrakinon yapida emodin,
emodik asit, emodin-6-O-f-D-glukozit, emodin diantron, 1,3,6-trihidroksi-8-metil-
antrakinon, fiskiyon, krizofanol, krizofanein ve sitreorezin bilesikleri izole edilmistir
(Nguengang ve digerleri, 2023). R. nepalensis kokiiniin MeOH ekstresinden emodin,
emodin-8-O--D-glukopiranozit, fiskiyon, krizofanol, krizofanol-8-O-/-D-glukopiranozit
(Gautam, Srivastava ve Jachak, 2011); etil asetat (EtOAc) ekstresinden emodin, emodin-8-
O-f-D-glukopiranozit, fiskiyon, krizofanol ve endokrosin bilesiklerinin izole edildigi rapor
edilmistir (Gautam, Karkhile, Bhutani ve Jachak, 2010). Bitkinin naftalen iskeleti tagiyan
nepodin ile nepodin-8-O-4-D-glukopiranozit bilesiklerini igerdigi bildirilmistir (Gautam,
Karkhile, Bhutani ve Jachak, 2010; Gautam, Srivastava ve Jachak, 2011).

R. nepalensis EtOAc fraksiyonundan rumeksnepozit A (nepodin-8-O-p-D-(6'-O-trans-
krotonoil)glukopiranozit) ile rumeksnepozit B (torakrizon-8-O-f-D-(6'-O-
asetil)glukopiranozit);  naftalen  glikozitlerinden  torakrizon, torakrizon-8-O-$-D-
glukopiranozit, nepodin-8-O-4-D-glukopiranozit; antrakinon yapili bilesiklerden emodin,
fiskiyon, krizofanol-8-O-4-D-glukopiranozit, emodin-8-O-f-D-glukopiranozit, emodin-8-
O-p-D-(6'-O-asetil)glukopiranozit, krizofanol, krizofanol-8-O-$-D-(6'-O-

asetil)glukopiranozit, sitreorozein ve polifenol yapili resveratrol bilesigi izole edilmis (Liang



21

ve digerleri, 2010). R. nepalensis n-Butanol (BuOH) kok ekstresinden rumeksozit,
liyoniresinol-3a-O-4-D glukopiranozit, orientalozit, aloezin, orsinol glukoziti icerdigi rapor
edilmistir. Ayrica nepalenzit A ve B isimli antrakinon bilesigi izole edilmis ve yapilar

aydinlatilmistir (Mei ve digerleri, 2009).

R. nepalensis'in EtOAc ve BUOH fraksiyonlarindan kersetin-3-O-4-D-glukuronit, 3-O-
metil-epikatesin, f-sitosterol-3-O-4-D-glukozit bilesikleri izole edilmistir (Sharma,
Jandrotia, Singh, Sharma ve Kumar, 2018).

Li ve digerleri (2024) ¢alismasinda R. nepalensis var. remotiflorus’un %60 sulu aseton
ekstresinden (—)-epikatesin-3-O-kurvulinat, malaferin C, (-)-epikatesin-3-(3-O-metil)-
gallat), (—)-epikatesin gallat, (—)-epigallokatesin gallat, (—)-epikatesin, rumozit A, krizofanol
biantron, rumejapozit E, rumejapozit F, rumejapozit G, rumejapozit H, krizaloin A, krizaloin
B, 1-p-D-glukozit-6'-[(2E)-3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-2-propenoat]-3-hidroksi-5-
metilfenil, heloniyozit A, resveratrol-4-C-glukozit, 5-asetonil-7-hidroksi-2-hidroksimetil-
kromon, aloesin, emodin, krizofanol ve fiskiyon izole etmistir. R. nepalensis var.

remotiflorus bitkisinin bu bilesikleri igerdigi ilk defa literatiire gegmistir.

R. nepalensis’in yapraklarindan hazirlanan sulu ve MeOH’li ekstrelerinde LC-MS/MS
analizi ile kinik asit (15,61 mg/g), mikuelianin (2,06 mg/g), kersitrin (1,97 mg/g) ve
protokatekuik asit (0,217 mg/g) major fenolik bilesikler olarak bulunmustur. Ayrica
kemferol, p-kumarik asit, kersetin, rutin, gallik asit, hesperidin, luteolin, salisilik asit,

naringenin ve apigenin igerdigi bildirilmistir (Bursal ve digerleri, 2021).

Rumex nepalensis koklerinden elde edilen ugucu yag, monoterpenoitler ve oksijenli tirevleri
bakimindan zengindir. Hemellitol (%10,80), 1,1,3-trimetil-siklohekzan (%9,17), n-nonan
(%7,05), linalol oksit (%3,87), 4-metil-oktan (%3,58), 14-oksi-a-murolen (%3,56), a-
humulen (%3,53), kusinol (%3,21), 2,6-di-terter-biitil-fenol (%3,09), tridesen (%2,94), e-
karyofillen (%2,83), a-kopaen (%2,36), d-kadinen (%2,32), etil-siklohekzan (%2,18) ve 3,5-
dimetilheptan (%2,09) izole edilen bilesiklerdir (Kumar ve Sing, 2020).

Rumex nepalensis bitkisinin kok veya toprak iistii kisimlarindan farkli solvanlarla hazirlanan
ekstrelerden izole edilen tanen tirevi bilesikler Sekil 2.2. ve Cizelge 2.3’de

detaylandirilmistir.
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Sekil 2.2. Rumex nepalensis bitkisinden izole edilen tanen tiirevi bilesikler
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Cizelge 2.3. Rumex nepalensis bitkisinden izole edilen tanen tiirevi bilesikler

Bilesik Bilesik ismi Kullamlan Ekstre Kaynak
no kisim
1) (—)-Epikatesin Kok n-BuOH Mei ve digerleri (2009)
2 (-)-Epikatesin-3-O-gallat | Kok n-BuOH Mei ve digerleri (2009)
Epikatesin-3-(3"-O-metil) . ) Nguengang ve digerleri
(3) gallate Kok DKM/MeOH (1:1) (2023)
@) Katesin-7-O-gallat Kok DKM/MeOH (1:1) I(‘;%‘g‘)‘gang W !
Sharma, Jandrotia,
(5) 3-O-metil-epikatesin Toprak Ustii, kok | MeOH:H,0O (80:20) | Singh, Sharma ve
Kumar (2018)
(3,5-Dimetoksi-4-
(6) hidroksifenol)-1-O-4-D-(6- | Kok n-BuOH Mei ve digerleri (2009)
O-galloil) glikoz

2.2.3. Aktivite ¢calismalar:

R. nepalensis tizerinde yapilan ¢alismalarda, bitkinin farkli kisimlarindan farkli polaritedeki
coziiciilerle hazirlanan ekstreler ile ekstrelerin igerdigi sekonder metabolitlerin,
antibakteriyel, antifungal, analjezik, anti-enflamatuvar, antioksidan, antidiyabetik, abortif,
anti-iilser, antidiyareik, enzim inhibit6r ve sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir. Rumex

tiirleri izerinde yiiriitiilen aktivite calismalar1 Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir.

Antibakteriyel aktivite

R. nepalensis koklerinden elde edilen DKM:MeOH (1:1) ekstresi, Salmonella typhi CPC,
Salmonella enterica NR13555, Staphylococcus aureus ATCC43300, S. aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa HM801 ve Klebsiella pneumoniae NR41388
suslarina kars: antibakteriyel aktivite gostermistir (MIK = 62,5-31,25 ug/mL). R. nepalensis
n-hekzan, EtOAc ve n-BuOH alt ekstreleri arasinda en yiiksek antibakteriyel aktivitenin
EtOAc alt ekstresi tarafindan saglandig1 belirlenmistir (MIK = 31,2-3,9 ug/mL). EtOAc alt
ekstresinden izole edilen emodinin en yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (MIK = 15,7-1,9 pg/mL). Emodinin sentetik tiirevleri olan 1,6,8-trihidroksi-3-
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metil-2,4,5,7-tetranitro  antrakinon ile 5-amino-1,6,8-trihidroksi-3-metil-2,4,7-trinitro
antrakinon bilesiklerinin, S. enterica ve K. pneumoniae'ye karsi emodinden daha yiiksek
antibakteriyel aktivite gdsterdigi bildirilmistir (sirastyla MIK = 125 pg/mL ve 15,6 ug/mL)
(Nguengang ve digerleri, 2023).

Antibakteriyel aktivite c¢alismasinda, R. nepalensis yaprak ekstresinin olusturdugu
inhibisyon zonunun, Escherichia coli susuna kars1 10,3 = 0,6; Staphylococcus aureus susuna
kars1t 12,0 = 3,5; Salmonella strain (S. typhimerium) susuna kars1 20,7 = 5,5 mm oldugu
kaydedilmistir (Tura, Eshete ve Tucho, 2017).

Antifungal aktivite

R. nepalensis ve Hyptis suaveolens (L.) Poit. bitkilerinin antifungal (Alternaria solani)
aktiviteleri degerlendirilmistir. R. nepalensis toprak iistii (RnA), R. nepalensis kok (RnR) ve
H. suaveolens toprak iistii kisimlarinin (HS) sulu ekstreleri tizerinde in vitro ve in vivo
deneyler yapilmistir. In vitro deneylerde tiim ekstreler orta ve yiiksek seviyede antifungal
aktivite gostermistir. Kontrol grubunda mantarin ortalama ¢ap biiytimesinin en yiiksek deger
olan 90,50 mm olarak &lgiildiigii bildirilmistir. Mantarin neden oldugu ¢ap biiylimesini
azaltmada en etkili ekstrenin RnA ekstresi oldugu rapor edilmistir. Ekstreler %20, %40 ve
%60 (a/h) konsantrasyonda uygulanmig, RnA test patojenine karsi sirastyla %27,25; %55,58
ve %85,18; RnR sirasiyla %20,62; %43,56 ve %69,17 ve HS sirasiyla %12,47; %21,52 ve
%36,18 oranlarinda inhibisyon gostermistir. In vivo deneylerde, RnA ve RnR’nin hastaligin
yayilmasini azaltmada etkili oldugu, 6zellikle RnA’nin hastali1 azaltma yiizdesinin yiiksek

oldugu (%71,43) tespit edilmistir (Pokhrel ve Choden, 2022).

Analjezik aktivite

R. nepalensis’in EtOH 1l kok ekstresi ratlara oral yoldan verilerek analjezik aktivitesi hot
plate yontemi ile Olciilmiistiir. Baslangic reaksiyon zamani 3,50 + 1,1 saniye olarak
olgiiliirken, ekstrenin 200 mg/kg dozda uygulanmasi ile 30. dakikada 6,26 + 1,72 (p<0,05),
60. dakikada 9,58 + 0,85 (p<0,01), 120. dakikada 11,19 + 0,65 (p<0,01), 180. dakikada 10,89
+ 0,63 (p<0,01) saniye oldugu ol¢iilmiistiir. R. nepalensis ekstresinin giiglii analjezik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Khatri, Baruwal Chhetri, Poudel ve Jamarkattel,
2018).
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Anti-enflamatuvar aktivite

12-O-Tetradekanoilforbol-13-asetat ile akut enflamasyon olusturulan fare kulak 6demi
deney modelinde R. nepalensis koklerinden hazirlanan kloroform ve EtOAc ekstrelerinin
anti-enflamatuvar aktiviteleri degerlendirilmis ve ekstrelerin giiglii siklooksijenaz (COX)-1
ve COX-2 inhibitdr aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. EtOAc ekstresinden izole edilen
emodin bilesiginin COX-2 enzimine karsi giiclii inhibisyon olusturdugu ve nepodin
bilesiginin COX-1’¢e se¢icilik gosterdigi rapor edilmistir. Emodin, endokrosin ve nepodin
bilesiklerinin COX-1’e kars1 sirasiyla, 38,56 uM, 40,02 uM, 27,43 uM ve COX-2’ye karst
sirastyla 23,10 uM, 25,76 uM ve 32,28 uM ICso degerleriyle topikal anti-enflamatuvar
aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Gautam, Karkhile, Bhutani ve Jachak, 2010).

Antioksidan aktivite

R. nepalensis koklerinden buhar distilasyonu yontemiyle ucucu yag elde edilmistir. Distilat
NaCl ile doyurulmus ve hekzan ile ekstre edilmistir. Ugucu yag ve standartlarin (askorbik
asit ve a-tokoferol) farkli konsantrasyonlarda 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
stiptiriicli etkileri incelenmistir. Konsantrasyona karsi ylizde inhibisyon egrisi ile sonuglar
elde edilmistir. 600 mg/mL konsantrasyonundaki ugucu yag %83,10 oraninda DPPH radikal
stipiiriicti aktivite gostermistir (askorbik asit %96,37 ve a-tokoferol %100,0). Ugucu yagin
ICso degerlerinin DPPH radikal siipiiriicii aktivite deneyinde 234,57 pg/mL; H20> radikal
stiptiriicti aktivite deneyinde 294,17 pg/mL oldugu tespit edilmistir. R. nepalensis’in giigli
antioksidan aktivitesinin flavonoit ve fenolik yapili bilesiklerinden kaynaklanmis olabilecegi

bildirilmistir (Kumar ve Singh, 2020).

R. nepalensis’in koklerinden hazirlanan kloroform ve EtOAc ekstreleri ile izole edilen
naftalen tiirevi nepodin ve nepodin-8-O-f-D-glukopiranozit bilesiklerinin radikal siipiiriicii
aktiviteleri degerlendirilmistir. Her iki bilesigin de dnemli derecede DPPH ve 2,2 -azino-
bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal siipiiriicti aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Nepodinin troloks ve askorbik asitten daha giiclii radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir (nepodin DPPH ICso = 11,67 uM; troloks DPPH ICso= 15,72 uM;
askorbik asit DPPH 1Cso = 22,44 uM). R. nepalensis’in kloroform (DPPH ICsg = 8,51
ug/mL) ve EtOAc ekstrelerinin (DPPH ICso = 7,86 pg/mL) giiclii radikal siiptiriicii
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aktivitelerinin, tagidiklar1 yliksek miktardaki fenolik yapili bilesiklerden ve nepodinden

kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir (Gautam, Karkhile, Bhutani ve Jachak, 2010).

Antidiyabetik aktivite

R. nepalensis koklerinden elde edilen %70 EtOH ekstresi iizerinde in vitro a-amilaz enzim
inhibisyon deneyi yapilmistir. Standart olan 1000 pg/mL akarboz %80,75 + 0,02 degerinde
(ICs0 = 130,57 pg/mL), 1000 pg/mL bitki ekstresi %56,92 +1,16 degerinde (ICso = 912,22
ug/L) a-amilaz inhibitdr aktivitesi gdstermistir. Saglikli ratlarda akut hipoglisemik aktivite
deneyinde ratlara oral yoldan R. nepalensis EtOH kok ekstresi verilerek, ekstrenin kan sekeri
seviyesine etkisi farkli zaman araliklarinda dl¢iilmiistiir. Baslangic kan sekeri (0 dakika) ile
30, 60 ve 120. dakikalardaki kan sekeri diizeyleri kiyaslanmistir. 200 mg/kg ekstrenin
uygulanmasi ile kan sekeri baslangi¢ degerinin 95,8 & 4,54 mg/dL oldugu tespit edilmis; 30,
60 ve 120. dakikalarda sirasiyla 104 + 6,32 mg/dL, 85,6 + 6,3 mg/dL ve 83,6 + 7,16 mg/dL
olarak Olcililmiistiir. 50 mg/kg metformin uygulamasiyla 30, 60 ve 120. dakikalardaki 6l¢iim
degerlerinin sirasiyla 80,4 + 5,68 mg/dL, 72,4 + 2,96 mg/dL ve 67,4 + 2,7 mg/dL oldugu
bulunmustur.  Glukoz-nedenli  hiperglisemik ratlarda akut hipoglisemik etki
degerlendirildiginde; 50 mg/kg ekstre uygulanan grupta kan sekeri Slgiim sonuglart 30.
dakikada 126,5 + 3,11 mg/dL; 60. dakikada 111,75 + 5,37 mg/dL; 120. dakikada 105,75 +
2,75 mg/dL olarak hesaplanmistir. Ekstrenin anlamli derecede a-amilaz inhibisyon aktivitesi
ile hipoglisemik etki gosterdigi bildirilmistir (Khatri, Baruwal Chhetri, Poudel ve
Jamarkattel, 2018).

R. nepalensis var. remotiflorus’un %60 sulu aseton kok ekstresinden izole edilen
bilesiklerden; poligorumin A, rumepalen A, rumepalen B, (—)-epikatesin-3-O-kurvulinat,
malaferin C, (—)-epikatesin-3-(3-O-metil)-gallat bilesiklerinin 1,61 £+ 0,17 ile 32,41 + 0,87
uM araliginda degisen ICso degerleri ile a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi gosterdikleri
bildirilmistir. Flavan tiirevleri olan poligorumin A, (—)-epikatesin-3-O-kurvulinat ve (-)-
epikatesin-3-(3-O-metil)-gallat bilesiklerinin ICso degerleri sirasiyla 6,02 = 0,07; 5,61 0,10
ve 1,61 + 0,17 uM olarak hesaplanmis ve bu bilesikler, pozitif kontrol olan akarboz (228,77
+ 0,38 uM) ve kersetinden (7,82 £ 0,21 uM) daha yiiksek aktivite sergilemistir (Li ve
digerleri, 2024).
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Abortif aktivite

R. nepalensis yapraklarindan hazirlanan %80°lik EtOH ekstresi, ratlarda gebeligin 10.
giinitinden 12. giiniine kadar oral yolla 300 ve 600 mg/kg dozlarda uygulanmistir. Ratlardan
13. giin laparotomi yontemi ile rahim ve yumurtaliklar ¢gikarilmis; canli, canli olmayan
alanlar ve korpus luteum sayilmistir. Korpus luteum sayisi ortalamasi kontrole (12 + 2,1)
kiyasla 300 mg/kg ekstre uygulanan grupta 4,33 + 3,92 (p<0,007) ve 600 mg/kg ekstre
uygulanan grupta 1,83 £+ 4,99 (p<0,002) olarak kaydedilmistir. 300 mg/kg ekstre uygulanan
gebe ratlarin %80’inde ve 600 mg/kg ekstre uygulanan siganlarin %100’iinde abortif etkisi
kaydedilmistir. Ratlarda canli fetiislerin ortalama sayis1 kontrol grubuna kiyasla (11 £ 2,34)
300 mg/kg doz igin 1,5 + 4,17 (p<0,003) ve 600 mg/kg doz i¢in 1,25 + 2,23 (p<0,004) olarak
hesaplanmistir. Halkin geleneksel kullanimini destekleyen bu ¢alisma, R. nepalensis’in

abortif etki gosterdigini ortaya koymustur (Dabe, Kefale ve Dadi, 2020).

Anti-iilser aktivite

R. nepalensis koklerinden hazirlanan %80°lik MeOH ekstresinin, ratlarda asetik asit-nedenli
iilser modeli tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ekstrenin 200 ve 400 mg/kg dozlarda 15
giin uygulanmasi ile iilserli bolgede sirasiyla %53,22 ve %54,59 oranlarinda anlamli 6l¢tide
(p<0,01) iyilesme tespit edilmistir. Hipotermik kisitlama stresi ile olusturulan {lser
modelinde, 200 mg/kg/giin ve 400 mg/kg/giin dozlarinin iilser indeksini sirasiyla 10,24 +
2,05 (p<0,01) ve 9,52 + 1,91 (p<0,01); iilser skorunu sirasiyla 12,92 + 2,61 (p<0,001) ve
8,50 + 1,82 (p<0,001) olmak iizere anlamli Ol¢iide azalttigi saptanmistir. R. nepalensis
kokiiniin MeOH ekstresinin EtOAC alt ekstresi (5,92 = 1,89; p<0,001) iilser indeksini kontrol
grubuna (91,17 £ 1,94) kiyasla anlamli 6l¢iide azaltmistir. Bu ¢aligsma bitkinin halk arasinda
kullanimini desteklemistir (Zewdu ve Aragaw, 2020).

Antidiyareik aktivite

R. nepalensis koklerinden hazirlanan %80’lik MeOH ekstresinin, hint yagi-nedenli diyare
modelinde, hayvanlarda diyare baglama siiresini uzattigi ve toplam feces miktarini1 100, 200
ve 400 mg/kg dozlarda anlaml dlciide azalttig1 tespit edilmistir. Negatif kontrol (5,4 + 0,30)
ile kiyaslandiginda; yas feces agirliklarinin, ekstrenin 100, 200 ve 400 mg/kg dozlarda
uygulandig1 gruplarda sirasiyla 4,4 + 0,18 (p<0,05); 4,2 + 0,17 (p<0,01); 3,8 + 0,10
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(p<0,001) oldugu ve loperamid (3 mg/kg) uygulanan grupta 2,7 + 0,32 (p<0,001) oldugu
saptanmistir. Toplam feges agirligi, negatif kontrol grubu (5,8 + 0,30) ile kiyaslandiginda;
100, 200 ve 400 mg/kg doz gruplarinda sirasiyla 4,3 + 0,36; 3,4 = 0,20; 3,1 + 0,08 iken
loperamid (3 mg/kg) icin 2,3 + 0,12 olarak hesaplanmistir. Ayrica ekstrenin 200 ve 400
mg/kg dozlarda bagirsak iceriginin hacmi ve agirhigini anlamli derece azalttigi ortaya
konulmustur. R. nepalensis kok ekstresinin mide-bagirsak hareketliligi ile sivi sekresyonu
iizerindeki engelleyici etkisi nedeniyle antidiyareik aktiviteye sahip olabilecegi bildirilmistir

(Andargie, Sisay, Molla ve Adela, 2022).

Enzim inhibitor aktivite

R. nepalensis koklerinden hazirlanan EtOAc ekstresinden izole edilen nepodin ve krizofanol
molekiillerinin COX inhibitdr potansiyeli degerlendirilmistir. Yap1 aktivite iliskisi agcisindan
bu dogal bilesiklerden yola ¢ikilarak sentezlenen 9 krizofanol ve 18 nepodin tiirevi arasinda
4 nepodin ve 4 krizofanol sentetik bilesigin dogal bilesiklere gore daha iyi derecede COX-2
inhibisyonu gosterdigi bildirilmistir. 30 pM konsantrasyonda in vitro COX uyarimina bagl
prostaglandin sentezinin artist deneyinde tiim nepodin ve krizofanol tiirevi sentetik
bilesiklerde, COX-1 ve COX-2 inhibitér potansiyeli degerlendirilmistir. 4 nepodin ve 3
krizofanol tiirevi bilesiginin COX-1 ve COX-2 inhibisyonu gosterdigi rapor edilmistir. En
yiksek COX-2 inhibisyonu gosteren 1-(8-(benziloksi)-1-hidroksi-3-metilnaftalen-2-il)
etanon bilesigi, (ICs50=11,21 pM) ile en yiiksek COX-2 seg¢iciligine sahip 1-(8-(2-
Bromobenziloksi)-1-hidroksi-3-metilnaftalen2-il)etanon  bilesigi  (S1=2,01)  oldugu
bildirilmistir (Grover, Kumar, Singh, Bairwa ve Sobhia, 2014).

R. nepalensis’in EtOAc ekstresinden HPTLC analizi ile krizofanol ve fiskiyon bilesiklerinin
miktar1 belirlenmis ve pankreatik lipaz inhibitor aktiviteleriyle pozitif korelasyon elde
edilmistir. Krizofanol ve fiskiyon i¢in sirasiyla Pearson’s r=0,801 ve r=0,755 olarak
hesaplanmistir. R. nepalensis'ten izole edilen iki antrakinon bilesiginin ekstredeki
miktarlarinin pankreatik lipaz inhibisyon aktiviteleri ile orantili oldugu ortaya konulmustur.
Ayrica R. nepalensis’in EtOAc ekstresinin %69,226 oraninda pankreatik lipaz inhibitor

aktivite gosterdigi saptanmistir (George, Sengupta ve Paul, 2020).
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Sitotoksik aktivite

R. nepalensis’in sekonder metabolitlerinden olan poligonumnolit ve krizofanol biatron
bilesiklerinin sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Krizofanol biatronun pozitif kontrol
sisplatine gore HL-6 hiicre hattina kars1 3,81 + 0,17 uM ICsp degeri ile giiglii sitotoksik
aktivite sergiledigi bildirilmistir. Anilan bilesik A-549, MDA-MB-231 ve SMMC-7721
hiicre hatlarina karsi orta derecede sitotoksik aktivite gostermistir (ICso degerleri sirasiyla

16,57; 27,02 ve 35,15 uM) (Li ve digerleri, 2024).



Cizelge 2.4. Rumex nepalensis bitkisi tizerinde gergeklestirilen aktivite caligmalart

Kullanilan

(—)-epikatesin-3-(3-O-metil)-gallat ICso= 1,61 + 0,17 uM

Aktivite Kisim Ekstre/Bilesik Sonug Kaynaklar
EtOAc alt ekstre | MIK = 3,9-31,2 ug/mL
Kok - Nguengang ve digerleri, (2023)
. . Emodin MIK =1,9-15,7 pg/mL
Antibakteriyel — -
Escherichia coli susuna kars1 10,3 + 0,6
Yaprak Aseton ekstresi Staphylococcus aureus susuna kars1 12,0 + 3,5 Tura, Eshete ve Tucho, 2017
Salmonella strain susuna kars1 20,7 + 5,5 mm
. Toprak istii 985,18 inhibisyon
Antifungal Sulu ekstre Pokhrel ve Choden, (2022)
Kok %69,17 inhibisyon
200 mg/kg ekstre 30. dakika 6,26 + 1,72 (p<0,05)
- i 60. dakika 9,58 + 0,85 (p<0,01) Khatri, Baruwal Chhetri, Poudel ve
0 b b
Analjezik Kok %670 EtOH 120. dakika 11,19 % 0,65 (p<0,01) Jamarkattel, (2018)
180. dakika 10,89 + 0,63 saniye (p<0,01)
. COX-1 ICs = 38,56 uM
Emodin COX-2 ICso = 23,10 uM
. i . COX-1 1Cso = 40,02 pM Gautam, Karkhile, Bhutani ve
Anti-enflamatuvar Kok Endokrosin COX-2 ICs = 25.76 uM Jachak, (2010)
. COX-11Csp = 27,43 uM
Nepodin COX-2 ICso =32,28 uM
%83,10 inhibisyon
Ugucu yag I1Cs0 = 234,57 pg/mL (DPPH) Kumar ve Singh, (2020)
. . . |C5o = 294,17 pg/mL (HzOz)
Antioksidan Kok EtOAC ekstresi | 1Cso = 7,86 pg/mL (DPPH)
Kloroform _ Gautam, Karkhile, Bhutani ve
ekstresi Cs0=8,51 pg/mL (DPPH) Jachak, (2010)
Nepodin ICs0 = 11,67 uM (DPPH)
1000 pg/mL akarboz ICso = 130,57 pg/mL . .
Kok %70 EtOH 1000 pg/mL ekstre ICso= 912,22 g/mL (a-amilaz Kha”'lé Barlu""zao'lzhhe”" Poudel ve
N inhibisyonu) Jamarkattel, (2018)
Antidiyabetik
polygorumin A 1Cso = 6,02 + 0,07 pM
Kok %60 sulu aseton | (—)-epikatesin-3-O-kurvulinat ICso = 5,61 £ 0,10 uM Li ve digerleri, 2024

0€



Cizelge 2.4. (devam) Rumex nepalensis bitkisi tizerinde gergeklestirilen aktivite ¢alismalari

%80 (300 mg/kg) abortif etki :
Abortif Yaprak %80 EtOH (DZ%bZ%)KEfa'e ve Dadi,
%100 (600 mg/kg) abortif etki
] ] 200 mg/kg 12,92 + 2,61 iilser skoru (p<0,001)
Anti-ilser Kok %80 MeOH ekstresi Zewdu ve Aragaw, (2020)
400 mg/kg 8,50 + 1,82 iilser skoru (p<0,001)
100 mg/kg %29,7 (defekasyon inhibisyonu) N
Antidiyareik Kok %80 MeOH ekstresi 200 mg/kg %40,6 (defekasyon inhibisyonu ﬁgggg(lgb?;)ay, Molla ve
400 mg/ kg %50,7 (defekasyon inhibisyonu) ’
1-(8-(Benziloksi)-1-hidroksi-3-metilnaftalen-2-il) etanon
S . Nepodin tirevi sentetik | (ICso = 11,21 uM) Grover, Kumar, Singh,
Enzim inhibisyonu (COX) Kok bilesikler 1-(8-(2-Bromobenziloksi)-1-hidroksi-3-metilnaftalen-2-il) | Bairwa ve Sobhia, (2014)
etanon (S1 =2,01)
Enzim inhibisyonu (pankreatik o . 0 S George, Sengupta ve Paul,
lipaz inhibisyon) Bitki EtOAC ekstresi 069,226 (PL inhibisyon) (2020)
Sitotoksik Kok %60 sulu aseton Krizofanol biatron 1Cso = 3,81 + 0,17 uM Li ve digerleri, (2024)

ABTS: 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit; DPPH.: 2,2-difenil-I-pikrilhidrazil; ICso: %650 Inhibisyon gdosteren konsantrasyon; MIK: Minimal inhibisyon konsantrasyonu;
SI:Segicilik Indeksi; PL: Pankreatik lipaz

1€
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2.3. Abdominal Adezyon

2.3.1. Abdominal adezyonun olusum mekanizmasi

Intraperitoneal adezyon; cerrahi operasyon, travma, yanik, yabanci cisim, doku iskemisi,
enfeksiyon ve endometriozis gibi durumlarin sonucunda saglam peritonun hasarlanmasi ile
gelismekte, fibrinolitik etkinin bozulmasi nedeniyle fibrin birikimi sonucunda olusmaktadir
(Monk, Berman ve Montz, 1994; Yanik, F., 1996; Holmdahl, Falkenberg, Ivarsson ve
Risberg, 1997). Operasyon sonrasi gelisen adezyon, viicudun dis uyaranlara karsi kendini
koruma reaksiyonu ile baslamakla birlikte, ilerleyen asamada ciddi komplikasyonlara yol
acabilen patolojik bir durum olarak degerlendirilmektedir (Heydrick ve digerleri, 2007; Ellis
ve digerleri, 1999; Saini, Bains, Hadke ve Koner, 2020).

Adezyonun olusum mekanizmasi hala net bir sekilde aydinlatilamamistir ancak
mekanizmasina iliskin bazi basamaklar belirlenmistir. Bunlar arasinda, enflamasyon,
oksidasyon, fibrinoliz, koagiilasyon, hiicre proliferasyonu ve apoptoz basamaklar1 yer
almaktadir (Sekil 2.3). Peritoneal bolgedeki hasar, bir dizi biyokimyasal siirecin
tetiklenmesine yol agmakta ve ¢ok miktarda mediyatoriin salindigr pihtilasma kaskatini
aktive etmektedir. Periton yiizeyinin hassas olmasi, travmaya yatkinligi ve 5-8 giin i¢indeki
remezotelizasyon oranit adezyon olusumunu etkileyen temel etmenlerdendir. Adezyon
patofizyolojisinde; mezotel hiicreleri, makrofajlar, notrofiller, 16kositler ve fibrin anahtar
role sahiptir. Cerrahi travmadan sonra sayisi artan makrofajlar, periton bolgesinde etkinligini
artirmakta ve interlokin (IL)-1 ve IL-6, tiimor nekroz faktorii (TNF), lokotrien B4,
prostaglandin (PG) E2, COX ve lipoksijenaz (LOX) metabolitleri, plazminojen aktivatorii,
plazminojen aktivator inhibitérii (PAI), kolajenaz, elastaz gibi sitokin ve enzimlerin

tiretimini arttirmaktadir (DiZerega, 1992; Rodgers ve DiZerega, 1993; DiZerega, 1997).

Hasarli bolgedeki mezotel hiicreleri, farkli mediyatorlerin salimina neden olarak, serozal
enflamatuvar yanitin baglamasinda, fibrozis ve iyilesme siirecinde dnemli rol oynamaktadir.
Bu siiregte, transforme edici biiytime faktorii (TGF)-f, epidermal biiyiime faktorii (EGF),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biiylime faktori (IGF),
fibroblast biiytime faktorii (FGF), sitokinler, kemokinler, koagiilasyon kaskadi iiriinleri,

prostaglandinler ve prostasiklinler, reaktif nitrojen ve oksijen tiirleri, antioksidan enzimler



33

ve ECM proteinleri yer almaktadir (Genevieve ve Weigel, 2006; Mutsaers, Whitaker ve
Papadimitriou, 2002).

Mezotelyum hasari

— “a .
Koagiilasyon ve

Enflamasyon siireci
v Hemostaz siireci Hipoksl siireci
\ + v
Makrofajlar, mezotelyal hiicreler,
sitokinler, biylme faktorleri, Trombosit (platelet), Devaskilarizayon,
arasidonik asit tirevleri, doku Fibrinojen (kanda) oksidatif stres
faktérd, enflamatuvar eksuda
~ Fibroblast

Miyofibroblast
‘ Fibrinojen + Trombin | v

tPA, uPA (+)
PAI-1, PAI-2 () il Hiicre proliferasyonunun
— - — artmasi ve apoptozun
'| Plazmin ] " \ Flrin | azalmas
Fibrinoliz -
e S
| Fibrin yikim drinleri ‘ | Fibrin kalintisi hd
Kolajen ve ekstraseliiler
v ¥ matriks olusumu
| lyilesme siireci ‘ Fibroblast ve kollajen
sentezi,
kilcal damarlann
PR Fibrin
blyimesi S
(Fibrin organizasyonu) //
v .../,.a'

Adezyon olusumu | “

Sekil 2.3. Adezyon olusumu mekanizmasi

Histopatolojik olarak adezyon olusumu, fibrin birikimi ve epitelizasyona gore deriden ayr1
olarak degerlendirilmektedir. Peritonu kaplayan mezotelyal tabaka, ECM, lenfatik ve kilcal
damarlardan meydana gelmektedir. Yaralanma sonrasinda damar gegirgenliginin artmasi ile
enflamatuvar yanit baglar. Enflamasyon, hiicrelerin hasarli bolgeye gogiine, enflamatuvar

mediyatorlerin salinmasina ve ECM proteinlerinin artmasina neden olmaktadir.

Bolgenin yaralanmasiyla birlikte hiicresel yapilar ile pihtilasma ve doku faktorleri
enflamatuvar yanit1 aktive eder. Birka¢ saatte hasarli bolgede fibrin birikimi ve fibrindz
eksiidasyon olusur. 24 saat icinde fagositler toplanir ve 3. giinde fibroblastlar kolajen lifleri
olusturmaya baslar (Cheong ve digerleri, 2001; Holmdahl ve Ivarsson, 1999). Makrofajlarin
aktivasyonu ile mezotel hiicreler hasarli bolgeye toplanir ve ¢ogalan bu hiicreler genellikle
yaralanmadan 5-7 giin sonra yeniden epitelizasyon saglanir. Peritonun yaralanmasi

mezotelyumun ve endotelin aktivasyonuna neden olarak periton bosluguna TNF-« ve IL-6
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gibi enflamatuvar sitokinlerinin lokal salinmasina, devaminda da nétrofillerin, makrofajlarin
ve eozinofillerin toplanmasina ve peritonda fibrinéz bir eksudanin birikimine yol
acmaktadir. Fibrin matriks, fibronektin ve bir dizi aminoasitin etkilesimi ile fibrin
polimerlerinden olusur (DiZerega, 1997; Liakakos, Thomakos, Fine, Dervenis ve Young,
2001; Heydrick ve digerleri, 2007). Fibrin6z eksiida iyilesmeyi hizlandirmaya yardimci olur,
ancak patolojik durumda komsu dokularla baglanti kurar ve hemen ardindan periton
stvisindaki enflamasyon hiicreleri hasarli bolgeye ulasir (DiZerega ve Rodgers, 1992).
Fibrinolitik aktiviteye sahip doku plazminojen aktivator (tPA) fibrin matriksi
parcalayabilmektedir ancak cerrahi islemler fibrinolitik aktiviteyi ©onemli Olgiide
baskilamaktadir (Heydrick ve digerleri, 2007; Liakakos, Thomakos, Fine, Dervenis ve
Young, 2001; DiZerega, 1997).

Damar yaralanmas1 durumunda endotel hiicre yapist bozulur ve von Willebrand faktorii ile
doku faktorleri salinir. Von Willebrand faktorii trombositlere baglanir, trombositlerin
birikmesiyle trombosit tikacinin olugsmasina neden olur. Trombosit yapismasi ile endotel
hiicre aktive olur ve kolajen, fibronektin, laminin, trombin, tromboksan A2, adenozin
difosfat gibi bilesenler bircok reaksiyonu baglatir. Fibrinojen kopriileri sayesinde aktif
trombositler birbirine baglanir ve trombosit tikact olusur. Buna birincil hemostaz veya
trombosit pihtilasmasi denir (Mutsaers, 2004; Hoffman ve digerleri, 2013; Ersoz, 1997).
Trombosit tikact hasari kapatan ilk asama olup gegicidir ve stabil degildir. Ikincil hemostaz,
pihtilasma faktorlerini iceren ve tikaci stabilize eden pihtilagsma kaskadi olarak adlandirilir.
Pihtilagsma kaskadinin aktivasyonunu takiben fibrinojenin fibrine doniisiimiinii uyaran
trombin olusumu gergeklesir ve periton boslugunda fibrin aktif hale gelir. Fibrin yapisini ve
trombosit tikacini ¢dzmek i¢in yapilan son hemostazda fibrinoliz aktive edilir (Shaz, Hillyer
ve Reyes Gil, 2019; Cheong ve digerleri, 2001).

Peritonda biriken fibrin bantlari, normal fizyolojik sartlarda fibrinolitik sistemin aktivasyonu
ile pargalanmaktadir. Ancak fibrinoliz ve koagiilasyon basamaklar1 arasindaki dengesizlik
nedeniyle fibrin matriksi, fibrokolajen adi verilen daha biiyiik yapilara doniisiir. Bu siiregte
fibroblastlar ECM’yi olusturur ve birikimine sebep olur (Cheong ve digerleri, 2001). Fibrin
birikimi ile bitisik ylizeyler birbirine baglanir ve adezyon olusur. Fibroblastlarin
farklilasmasi, uyarilmasi, proliferasyonu ve plazminojen aktivatdrlerinin salimi makrofajlar
tarafindan diizenlenir. Makrofajlar, doku hasarinin iyilesmesinde anahtar rol oynamaktadir.

Ar’Rajab ve digerleri (1995), peritoneal makrofajlarin indiiksiyonunun postoperatif
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abdominal adezyon (PAA) derecesini 6nemli olgiide azalttigini gdstermistir. Peritoneal
tabakadaki bitisik yiizeyler arasindaki fibrin bagi, fibrinolitik ajanlarin aktivitesi ile

pargalanabilir (DiZerega ve Rodgers, 1992).

Adezyon olusumunun Onlenmesinde hassas ve dogru cerrahi miidahale temel faktordiir
ancak cerrahi yaklasim modelleri bu amag igin yeterli olmadigindan adezyon olusumunu
onleyebilmek i¢in farkli adjuvan tedavi yontemleri kullanilmaktadir (Yanik, 1996).
Ozellikle son yillarda, adezyonun dnlenmesi ve tedavisi ile ilgili yapilan ¢alisma sayisi

oldukca fazladir ancak kesin tani, tedavi ve korunma yontemleri yeterli degildir.
2.3.2. Adezyon modelinde tedavi yaklasimlari

Intra-abdominal adezyonlarin énlenmesi ile ilgili ok sayida preklinik ve klinik ¢alisma
yapilmig ve adezyonun preventif tedavi ile onlenmesi oncelik verilen hususlardan biri
olmustur. Klinikte PAA’nin 6nlenmesinde temel olarak; uygun cerrahi teknik, ilag tedavisi
ve bariyer metotlar1 uygulanmaktadir. Cerrahi operasyon sonrasi farmakolojik ajanlar ve

mekanik bariyerler adezyonun 6nlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Sekil 2.4).

Adezyonda Tedavi Yaklasimi

o | ]

Farmakolojik

Cerrahi Teknik Bariyer Yontemleri .
Ajanlar

Kati Bariyer Yontemleri
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Uygun Cerrahi Teknik:

- Minimal invaziv cerrahi
- Laparoskopik cerrahi

- Optimum hemostaz

- Doku kurumasinin
onlenmesi

Uygun Olmayan Cerrahi

- Politetrafloroetilen

- Oksitlenmis rejenere
seliiloz

- Hyaluronik asit-
karboksimetil seliiloz
- Jelatin slinger

- NSAIi

- Kortikosteroidler

- Antihistaminikler

- Progesteron/ﬁstrojen

- Antikoagiilanlar
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- Devaskiilarizasyon tamponlu tuzlu su

- Travmatize doku ve - Dekstran bazl jel

organlar - Polivinil alkol jel

Sekil 2.4. Adezyonda tedavi yaklasimi1
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Adezyon; enflamasyon, oksidasyon, fibrinoliz, anjiyogenez, hiicre migrasyonu, koagiilasyon
stireglerini igerdiginden (Braun ve Diamond, 2014; Holmdahl ve Ivarsson, 1999; Hu ve
digerleri, 2021; Rout, Saed ve Diamond, 2002), adezyon olusumuna kars1 etkili bir tedavi
yaklasimi elde etmek amaciyla ¢ok yonlii etki mekanizmalarina sahip ajanlarin
arastirtlmasina ihtiyag duyulmaktadir (Arung, Meurisse ve Detry, 2011; Coelho Junior ve
digerleri, 2015; Liakakos, Thomakos, Fine, Dervenis ve Young, 2001).

Uygun cerrahi teknik

Laparoskopik cerrahide travma alani ve kanama daha az oldugu i¢in yabanci maddeye bagh
adezyon olusumu, abdominal ve pelvik acik cerrahi islemlere gére daha az goriilmektedir.
Minimal invaziv islem, dokularda nemli ortamin devam etmesine olanak sagladig: i¢in,
islem sirasinda i¢ organlarin zarar gormesini engellemektedir (Goldberg, Sheets ve Habal,
1980; Kavic ve Kavic, 2002; Luijendijk ve digerleri, 1996). Yabanci madde, doku
yaralanmasi, periton i¢i kan birikimi, periton dikisi gibi uygun olmayan cerrahi islemler
adezyon olusumuna yol acarken, minimal invaziv cerrahi ile adezyonun olusum oram

azaltilabilir (Liakakos, Thomakos, Fine, Dervenis ve Young, 2001).

Bariyer yontemleri

Sivi veya kati bariyerler, periton yiizeylerini ayri tutarak ve yiizeyler arasinda fiziksel veya
kimyasal etkiyle bariyer gorevi gorerek adezyon dokusu olusumunu 6nlemektedir (Kocaay,
Celik, Eker, Cetinkaya ve Geng, 2015). Bariyer olusturan ajanlar, periton boslugunda uzun
stire kalabildigi i¢in klinikte siklikla kullanilmaktadir (DiZerega, 2000; Kocaay, Celik, Eker,
Cetinkaya ve Geng, 2015). Kimyasal bariyer yontemlerinin anti-enflamatuvar ve antifibrotik
aktiviteler gosterdigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Ibrahim, Kamel ve Soliman, 2022;
Zhao ve digerleri, 2022). Laktathi ringer ¢ozeltisi, sodyum kloriir ve PBS gibi ¢ozeltiler,
tedaviye yardimci ajanlar olarak tercih edilmektedir (DiZerega, 2000). ADEPT® kisa ismi
ile bilinen %4’liik ikodekstrin soliisyonu, laparoskopik cerrahide adezyon Onleyici madde
olarak uygulanmak {izere FDA ve Avrupa tarafindan onaylanmistir (Brown ve digerleri,

2007).

Toksik olmayan, biyolojik olarak pargalanabilen, stabil ve FDA onayli bir {irlin olan

hyaluronik asit-karboksimetilseliiloz (CMC) kombinasyonu olan Seprafilm®, en az 3 giin
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stireyle hasarli alanda etkisini gostermektedir (Zeng, Yu, You ve Zhang, 2007). Polilaktik
asit filmin (SurgiWrap®) ratlarda operasyon sonrasi adezyon ve enflamasyonu énemli dl¢iide
azalttig1 rapor edillmistir (Ersoy, Ozturk, Yazgan, Ozdogan ve Gundogdu, 2008). Polivinil
alkol ve karboksimetillenmis seliillozdan olusan yiiksek viskoziteli bir jelin jinekolojik ve
abdominal operasyonlarda bariyer gorevi gorerek tedavide etkili oldugu tespit edilmistir
(Lang ve digerleri, 2007). Yapilan preklinik ¢alismalarda, polivinil alkol jelin, dekstran
yapisindaki bir hidrojelin (Lydex®) ve hidrojel filminin (SprayGel®) cerrahi sonrasi adezyon
olusumunu azalttigi (Dunn, Lyman, Edelman adn Campbell, 2001; Hyon, Hyon and
Matsumura, 2022; Lang ve digerleri, 2007); diisiik viskoziteye ve diisiik molekiil agirligina
sahip hyaluronik asitin ve jelatin siingerinin fiziksel bariyer 6zelligi ve anti-enflamatuvar
etki gostererek adezyon olusumunu azaltmada etkili oldugu bildirmistir (Ibrahim, Kamel ve
Soliman, 2022; Rodgers, Johns, Girgis, Campeau ve DiZerega, 1997). Oksitlenmis rejenere
seliilozun (Interceed®), operasyon sonrasi ovaryum adezyonunu Onlemede etkili oldugu

(Franklin, 1995) ortaya konulmustur.

Cizelge 2.5. Klinikte adezyona kars1 kullanilan ve bariyer etkisi gosteren dogal {irtinler

. Uygulama yolu/
- R Etki o Deney
Dogal kaynakh bilesikler Mekanizmasi Farmasotik Modeli Kaynak
Formu
. . Huang ve digerleri,
?ga;%ggpr(.erﬁ) aSI | Eisiksel bariyer | ip./Jel Klinik (2020  Luo  ve
y digerleri, (2024)
Hyaluronik  asitCMC | oo oo s e
(Seprafilm®, Guardix-sol®) y -P- (2016)
Jelatin Fiziksel bariyer i 0./Yama In vivo (rat) Ibrahim, Kamel ve
(Gelita-Spon®Standard) Anti-enflamatuvar | "P- Soliman, (2022)
Lauder, Garcea,
Kitozan-Dekstran Hemostatik i.p./Jel Invivo (rat) | Strickland ve
Maddern, (2011)
Aljinat Fiziksel bariyer i.p./Jel In vivo (rat) | Hol ve digerleri, 2019
. . In vivo | Hyon Hyon and
®
Dekstran (Lydex®) Hemostatik i.p./Jel ) Matsumura, 2022
-, - . Laminektomi In vivo .
Kitin (SuproGel®) Anti-fibrosiz bolgeye/Jel (tavsan) Keskin ve Esen, 2010
Kolzgen matrix (DuraGen Anti-fibrosiz L?mlnektoml In VIVO | ockin ve Esen. 2010
plus®) bolgeye/Yama (tavsan)
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Aljinat, hyaluronik asit gibi polisakkarit ve jelatin bazli dogal kaynakli polimerlerin,
biyolojik olarak parcalanabilir, biyouyumlu, non-toksik 6zelliklerinin yani sira ekonomik,
kolay ulasilabilir ve giivenilir olmalar1 dolayisiyla sentetik polimerlere gére daha {istiin
nitelikte oldugu bildirilmistir (Kulkarni, Butte ve Rathod, 2012). Cizelge 2.5’te belirtilen
dogal yapili polimerler i.p. bolgeye jel ya da yama formunda uygulanabilmektedir ve
adezyona kars etkili bariyerler olarak klinikte sik¢a kullanilmaktadir (Park, Baek, Kang ve
Lee, 2020; Saif, Shami, Anwar and Asif, 2019; Jiang ve Roby, 2000).

Farmakolojik ajanlar

Cerrahi operasyon, doku hasarina, doku hipoksisine, indiiklenen oksidatif strese,
devaskiilarizasyona ve bunlarin sonucunda transkripsiyon faktorlerinin salimina sebep
olmaktadir. Bu agidan bakildiginda, farmakolojik tedavide, fibrinolitik ajanlar, kalsiyum
kanal blokerleri, antioksidanlar, antikoagiilanlar, kortikosteroitler, nonsteroidal anti-
enflamatuvar ilaglar (NSAII), antibiyotikler, antihistaminikler, progesteron/dstrojen Ve
vitaminler kullanilmaktadir (Risberg, 1997; Liakakos, Thomakos, Fine, Dervenis ve Young,
2001).

Etil piriivat, metilen mavisi, borik asit, mitokinon, budezonid, metilprednizolon, sodyum
hidrosiilfit, tranilast gibi maddelerin antioksidan ve anti-enflamatuvar etkilerine bagli olarak
adezyonu onlemede etkili oldugu bildirilmistir (Urkan ve Giiven, 2021; Artis ve digerleri,
2016; Avsar ve digerleri, 2001; Xia, Zhu ve Xu, 2017; Heydrick ve digerleri, 2007; Hu ve
digerleri, 2022; Cooper ve digerleri, 2007; Yeo ve digerleri, 2007).

Bir fibroz biyobelirte¢ olan TGF-f fibrotik siiregler ile ECM olusum mekanizmasinda yer
almaktadir (Hinz, 2015; Rahimi ve digerleri, 2017). Ayrica fibrotik dokuda kolajen tiretimini
arttirdigr  goriilmiistir (Lijnen ve Petrov, 2002). Lisinopril molekiiliiniin TGF-51
ekspresyonunu baskiladigi ve abdominal adezyonu azaltmada aktif bir ajan oldugu

bildirilmistir (Bulbuller ve digerleri, 2005).

Adezyonun bir anjiyogenez biyobelirteci olan VEGEF ile iliskili oldugu ve VEGF’nin
inhibisyonu ile adezyon olusumunun azaldigi gosterilmistir (Rahimi ve digerleri, 2017).

Selekoksib, sunitinib ve bevasizumab gibi antianjiyogenik etkili ilaglar, adezyon tedavisinde
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kullanilmaktadir (Acun ve digerleri, 2018; Greene ve digerleri, 2005; Kim ve digerleri,
2008).

Antikoagiilan ajanlarin peritoneal adezyon olusumunu engelledigi literatiirde bildirilmistir.
Hayvan modelinde yapisikliklari 6nlemek amaciyla intraperitoneal (i.p.) olarak verilen
diisiik molekiil agirlikli heparinin subkiitan ve i.p. heparin uygulamasina gore daha etkili

oldugu rapor edilmistir (Tiirk¢apar ve digerleri, 1995).

Streptokinaz, t-PA ve fosfatidilkolinin adezyonun derecesini diisiirdiigii bildirilmistir
(Irkorucu, Ferahkose, Memis, Ekinci ve Akin, 2009; Hosseini, Akhavan, Menshaei ve Feizi,
2018). Fibrinolitik aktiviteye sahip rekombinant doku plazminojen aktivatoriiniin (rt-PA)
laparotomi sonrasi adezyon olusumunu ve yeniden gelisimini azaltabildigi, boylece
fibrinolitik siirece katki sagladigi belirlenmistir (Hellebrekers, Trimbos-Kemper, Trimbos,
Emeis ve Kooistra, 2000). Bir plazminojen aktivatorii olan enoksaparin sodyum ve
rekombinant insan plazminojen aktivatorii olan alteplaz, trombolitik ajanlardan daha
avantajlidir. Plazminojen aktivatorlerinin 6zellikle fibrin {izerinde etki gostermesi ve immiin
sistemde reaksiyona neden olmamasi, daha az yan etki gostermesine neden olur
(Hellebrekers, Trimbos-Kemper, Trimbos, Emeis ve Kooistra, 2000). Tranilastin 21 giinliik
tavsan adezyon modelinde anti-fibrotik aktivite gostererek adezyonun azaltilmasinda etkili

oldugu goriilmiistiir (Cooper ve digerleri, 2007).

E vitaminin i.p. yolla uygulamasi, fiziksel bariyer etkisine ek olarak enflamasyon,
neovaskiilarizasyon ve fibrozis basamaklarinda iyilestirici etki olusturmaktadir (Yetkin ve
digerleri, 2009; Sudirman ve digerleri, 2022). Kolekalsiferoliin (vitamin D3) i.p.
uygulamasinin enflamasyon ve fibrozisi dnleyerek abdominal adezyonda etkili oldugu rapor

edilmistir (Sahbaz ve digerleri, 2015b).

2.3.3. Bitkilerin ve dogal bilesiklerin adezyonun engellenmesindeki rolii

Son yillarda yapilan preklinik ¢alismalarda bitki ekstrelerinin farkli bircok biyolojik aktivite
gostermek suretiyle adezyonu onleyici etkilerinin olabilecegi One siiriilmiis ve yapilan
caligmalar bu hipotezi dogrulamistir (Parsaei, Karimi, Asadi ve Rafieian-Kopaei, 2013;
Rajaei ve digerleri, 2014; Karimi ve digerleri, 2016a; Siintar, Demirel, Ceribasi, Ergin ve

Gokbulut, 2021). Calismalara dair bulgular bitki ekstrelerinin PAA'nin iyilesme siirecini
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destekleyebilecek ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. In vivo

deney modellerinde PAA olusumunu engelleyen bitki ekstreleri, sekonder metabolitler ve

dogal kaynakli tirtinlerin; fibrinolitik, antiplatelet, anti-enflamatuvar, antioksidan ve anti-

anjiyogenik aktiviteler gostererek adezyona karsi etkili oldugu Cizelge 2.6 ve 2.7°de yapilan

caligmalarda gosterilmistir.

Cizelge 2.6. In vivo deney modellerinde adezyon onleyici etki gosteren bitkiler

Familya Bitki ismi Bitki | Doz, Siire, Uygulama Ek'St.re Kaynak
kismi | Yolu tipi
Matricaria . 100,200 ve 400 mg/kg, Rajaei ve
Asteraceae chamomilla L. Cigek 174 giin, i.p. i digerleri, 2014
Karimi, Parsaei,
Asteraceae Silybum marianum Tohum %1, %5 (a/h), 14 gin, | %70 | Shafiei-Alavijeh,
(L.) Gaertn. i.p. EtOH | Rafieian-Kopaei
ve Asadi, 2016(b)
Boswellia . n- Jamshidi-
Burseraceae sacra Fliick Recine | 40 pg/mL, 7 giin, i.p. Hekzan aq?ganlg ve
digerleri, 2022
Ecballium . . .
Cucurbitaceae | elaterium (L.) A. | Meyve | 2,5 mg/kg, 15 giin, i.p. el Ol Gl
. EtOH | 2014
Rich
. . . . Hidro- | Arjmand ve
Iridaceae Crocus sativus L. Stigma | 100 mg/kg, 10 giin, oral alkolik | digerleri, 2021
Iridaceae Crocus sativus L ) 100, 200 ve 400 pg/ml, | %70 | Rahmanian-Devin
' 7 giin, i.p. lavaj EtOH | ve digerleri, 2021
Lamiaceae Rosmarinus Toprak | %1, %2 ve %4 (a/h), 7 %70 Roohbakhsh  ve
officinalis L. ustii giin/ i.p. lavaj EtOH | digerleri, 2020
. . 0.2 g/kg, 15 giin, i.p. | %50 | Jomezadeh ve
Malvaceae Malva sylvestris L. Cicek lavaj EtOH | digerleri, 2019
. Bletilla 0 . Distile | Liu ve digerleri,
Orchidaceae striata Rchb.f. - %15 (a/h), 7 giin, i.p. su 2019
Portulacaceae Portulaca Toprak | 100 ve 300 mg/kg, 7 | %70 | Jaafari ve
oleracea L. ustii giin, oral EtOH | digerleri, 2021
. . %1, 2 ve 4 (a/h), 7 giin, | %70 | Ghadiri ve
Punicaceae Punica granatum L. | Kabuk i.p. lavaj EtOH | digerleri, 2021
. . . 100, 200 ve 400 mg/kg, | EtOH/ | Mahmoudieh ve
Punicaceae Punica granatum L. | Cigek 14 giin, oral H,0 digerleri, 2020
Rosaceae Rosa  damascena Cicek %1 ve %5 (a/h), 14 giin, | %70 | Karimi ve
Mill. ¢ i.p. EtOH | digerleri, 2016a
. . Parsaei, Karimi
Camellia ) %4 (a/h), 14 gin, i.p. | %70 Y .
Uiz sinensis (L.) Kuntze lavaj EtOH [l [REIGIE

Kopaei, 2013



https://www.ipni.org/n/323270-2
https://www.ipni.org/n/323270-2
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Aloe barbadensis Mill. bitkisinden elde edilen Aloe vera jelin, viskoz yapisina bagl olarak
bariyer etkisi gosterdigi ve adezyon dokusunu azalttig1 bildirilmistir (Aysan, Bektas ve
Ersoz, 2010). Crocus sativus L. ekstresinin, glutatyon ve anti-enflamatuvar sitokinlerin (IL-
10) seviyesini yiikselttigi ve fibrinolitik aktivitenin gostergesi olan tPA/PAI oranini artirdig;
oksidatif stresi, enflamatuvar sitokinleri, fibrozis ve anjiyogenez gostergelerini azalttig1
rapor edilmistir (Rahmanian-Devin ve digerleri, 2021). Matricaria chamomilla L. ekstresi
uygulanan ratlarda enflamasyon, vaskiilarizasyon ve fibroz doku olusumunun azaldigi
belirlenmis ve bu fizyolojik olaylarin iyilesme siirecine katki sundugu bildirilmistir (Rajaei
ve digerleri, 2014). Portulaca oleracea L. bitkisinin dahilen kullanildiginda, anjiyogenezi,
oksidasyonu, fibrozisi ve enflamatuvar belirtegleri inhibe ettigi ortaya konulmustur
(Elkhayat, Ibrahim ve Aziz, 2008; Jaafari ve digerleri, 2021). Rumex crispus L. ekstresinin
enflamasyon belirteglerini azalttigi ve bu etkinin antrakinon yapisindaki bilesiklerden
kaynaklanmig olabilecegi bildirilmistir (Stintar, Demirel, Ceribasi, Ergin ve Gokbulut,
2021). Camellia sinensis (L.) Kuntze’nin etanollii ekstresnin Wistar albino ratlarin karin
bosluguna uygulanmasiyla, adezyon skor degerinin anlamli olarak diistiigii; ekstrenin
antioksidan ve anti-enflamatuvar aktivitesinden dolay1 kolajen tiretimi ve birikimini 6nleyici

etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Parsaei, Karimi, Asadi ve Rafieian-Kopaei, 2013).

Sekonder metabolitler ile dogal kaynakli triinlerin abdominal adezyonu farkli etki
mekanizmalar tizerinden Onledigi ¢alismalar Cizelge 2.7°de sunulmustur. Geleneksel Cin
Tibbinda kullanim1 olan Danhong, Salvia miltiorrhiza Bunge kokii ile Carthamus tinctorius
L. ¢igeklerinin ekstre edilmesiyle elde edilmektedir. Danhong, bitkisel kaynakli yaglar, bal,
propolis gibi dogal kaynakli iirlinlerin de adezyon oOnleyici aktivite gosterdigi rapor
edilmistir. Iran’da yapilan bir ¢alismada bal ve propolisin anjiyogenez ve enflamasyonu
baskilayarak, biiylime faktorlerinin seviyesini azaltarak ve antioksidan etki gostererek
adezyonu Onledigi rapor edilmistir (Askari ve digerleri, 2018; Rahimi ve digerleri, 2017).
Brezilya yesil propolisinin peritoneal kavitede anti-enflamatuvar etki gosterdigi
bildirilmistir (Lima ve digerleri, 2014). Nigella sativa L. yaginin fibrozis, anjiyogenez ve
enflamasyon siireglerine etki ederek iyilesme sagladig: tespit edilmistir (Sahbaz, Ersan ve
Aydin, 2014).
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Cizelge 2.7. Anti-adezif etki gosteren dogal kaynakli tiriinler ve bilesikler

Dogal Uriinler

Doz, Siire, Uygulama Yolu

Kaynak

Bal

%5 ve %10 (a/h), 7 giin, i.p. lavaj (rat)

Rahimi ve digerleri, 2017

Brezilya yesil propolisi

500 mg/kg, 4 giin, oral (rat)

Lima ve digerleri, 2014

Danhong

1, 2 ve 4 mL/kg, 7 giin, i.v. kuyruk veninden (rat)

Wu ve digerleri, 2019

Propolis

50, 100 ve 200 mg/kg, 14 giin, oral (rat)

Askari ve digerleri, 2018

Nigella sativa L. yag1

1 mL, 8 giin, i.p. (rat)

Sahbaz, Ersan ve Aydin,
2014

Dogal Bilesikler Doz, Siire, Uygulama Yolu Kaynak
Berberin 0,75 ve 1,5 mg/mL, 14 giin, i.p. lavaj (rat) Zhang ve digerleri, 2014
. . . Zhang, Song, Li, Zhang
Breviskapin 10, 20 ve 40 mg/kg, 10 giin, i.p. (rat) ve Zeng, 2016
. - Sahbaz ve digerleri,
Bromelin 10 mg/kg, 10 giin, i.p. (rat) 2015
Krosin 100 mg/kg, 10 giin, oral (rat) ';\(;JZTand ve digerleri,
Kurkumin 10 mg/kg, 15 giin, i.p. (rat) Tiirkoglu ve digerleri,
2015
Emodin 20, 40 ve 80 mg/kg, 7 giin, oral (rat) Wei ve digerleri, 2017
. . . Charboneau, Delaney ve
Fukoidan 4,3, 8,3 ve 17,2 mg/giin, 7 giin, i.p. (rat) Beilman, 2018
Gallik asit 50, 100 ve 150 mg/kg, 7 gtin, oral (rat) Wei ve digerleri, 2018
Ghrelin 0,16 mg/kg, 20 giin, i.p. (fare) Bianchi ve digerleri, 2016
Honokiol 1 mg/kg, 14 giin, i.p. (rat) Agacayak ve digerleri,
2015
Ligustrazin 30 ve 60 mg/kg, 10 giin, i.p. (rat) Zhang ve digerleri, 2015
Paeoniflorin 10, 20 ve 40 mg/kg, 7 giin, oral (rat) Gao ve digerleri, 2017

Polisakkaritler

%0,25 (a/h), 7 giin, i.p. (rat)

Bae, Ahn, Yim, Jang ve
Jin, 2005

Resveratrol

10, 20 ve 40 mg/kg, 8 giin, i.v. (rat)

Wei ve digerleri, 2016

Rosmarinik asit

50 ve 70 mg/kg, 14 giin, i.p. lavaj (rat)

Kakanezhadi ve digerleri,
2022

Salvionat 12, 24 ve 48 mg/kg, 8 giin, i.p. (rat) Sui ve digerleri, 2007
Javanmardi,

Silimarin 50 mg/kg, 15 giin, i.p. (rat) Golmohammadi ve
Mazaheri-khamene, 2017

Tansinon 1A 2,5 ve 10 mg/kg, 7 giin, i.p. (rat) Wang ve digerleri, 2014
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Erigeron breviscapus (Vaniot) Hand.-Mazz.''n flavonoit yapisindaki bilesigi olan
breviskapin, adezyon dokusunda antifibroz ve anti-enflamatuvar etkiler gostermistir.
Breviskapin sican kanindaki IL diizeylerini ve periton sivisindaki TGF-£1 diizeylerini
azaltmistir (Zhang, Song, Li, Zhang ve Zeng, 2016). Resveratrol, fibrin birikimi ve pro-
enflamatuvar sitokinlerin serum diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir (Wei ve digerleri,
2016). Castanea sativa Mill., Quercus robur L. ve C. sinensis gibi bitkilerden elde edilen
gallik asitin sigan periton dokusunda fibrozis ve enflamasyonu azalttigi rapor edilmistir
(Choubey, Varughese, Kumar ve Beniwal, 2015; Wei ve digerleri, 2018). Kakanezhadi ve
digerleri (2022) rosmarinik asitin pro-enflamatuvar sitokinleri, fibroblast tiretimini ve
anjiogenezi bloke ettigini bildirmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada nepalenzit A, fiskiyon,
emodin ve krizofanolun 10 uM konsantrasyonda kolajen IV ile fibronektin tiretimini 6nemli
Olgiide azalttigi, ECM iiretimini inhibe ettigi goriilmistiir (Yang ve digerleri, 2013).
Phyllanthus urinaria L. bitkisinin toprak tisti MeOH ekstresinden izole edilen Kkorilajinin
rat plazmasinda t-PA aktivitesini arttirdigi, PAI-1 aktivitesini (ICso = 16,7 uM) Snemli
olglide azalttigi bildirilmistir (Shen, Dong, Peng ve Liu, 2003).

2.3.4. Adezyon ol¢iim yontemleri

Adezyon patofizyolojisinde yer alan siireglerdeki parametrelerin 6l¢iimii igin birgok in vitro
teknik kullanilmaktadir. In vitro analiz yontemlerinden, trombin zamani (TT), protrombin
zamani (PT), parsiyel tromboplastin zaman1 (PTT), aktive parsiyel tromboplastin zamani
(@aPTT) optik agregasyon ve piht1 lizis testleri, koagiilasyon kaskadi ile ilgili siiregler
hakkinda bilgi vermektedir. Fibrin plak yontemi (Astrup ve Mullertz, 1952) ve 6globulin
piht1 lizis zamani (ECLT) 6l¢timii ise (Kowarzyk ve Buluk, 1950) fibrinolitik basamaklarla
iliskilidir.

ECLT, PT, PTT, aPTT, TT, optik agregasyon ve piht1 lizis testleri kan plazmasinin
kullanimin1 gerektiren deneylerdir. ECLT, serbest PAI-1 miktarin1 ve fibrinolitik aktivitenin
varligint gosterir. Kan orneklerinden dglobulin fraksiyonunun elde edilmesi i¢in deney
tiiplerinde bir seri islemler yapilmaktadir. Trombin eklenmesiyle pihti olusumu baslatilir,
oglobulin piht1 erime zamaninin belirlenmesi esasina gore dl¢lim yapilarak, tPA ve PAI

iliskisi arastirilir (Ilich, Bokarev ve Key, 2017; Urano ve digerleri, 1990).
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PT, PTT, aPTT ve TT testleri antikoagiilan aktivitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
PTT ile aPTT koagiilasyon kaskadi intrinsik yolagint (Hoffman ve digerleri; 2005, Liu ve
digerleri, 2018), PT testi ise koagiilasyon kaskad1 ekstrinsik yolagini (Liu ve digerleri, 2018)
O0lcmek icin kullanilir. TT o6l¢liimii ile fibrinojeni fibrine doniistirme kapasitesi

degerlendirilir (Yang ve digerleri, 2022).

Optik agregasyon, tiirbidimetrik olarak trombosit agregasyonunu gostermekte ve
trombositten fakir plazma (PPP) ile yapilmaktadir. Adenozin difosfat, arasidonik asit,
kolajen, trombin gibi cesitli agregat maddeler ile PPP karistirilir. Lumi-agregasyon ile
agregasyon ve agregatsiz numunenin 6l¢limii yapilmakta ve bu degerlerin karsilagtiriimasi
ile 151k gecirgenligindeki degisim yiizde olarak belirlenir (Seo, Ngoc, Lee, Kim ve Jung,
2012; Jung ve digerleri, 2002).

Piht1 lizis testinde plazma Ornekleri steril bir mikrosantrifiij tiipine transfer edilir.
Inkiibasyon siiresinden sonra pihti olusmasi durumunda, pthti agirhg hesaplanr.
Numunenin, pthtinin bulundugu tiiplere eklenmesi ve 37°C’de 90 dakika siireyle inkiibe
edilmesinin ardindan piht1 ¢oziinmesiyle tiipler yeniden tartilarak agirlik farki hesaplanir.
P1ht1 ¢6ziinme yiizdesi, pitht1 erimesinden dnce ve sonrasindaki tartimin farki ile belirlenir

(Prasad ve digerleri, 2006).

Fibrin plak yontemi ise, temel olarak agaroz, fibrin ve trombin igeren tabaka ile kaplanmis
petri kaplarina numunenin ve plazmin referansinin uygulanmasi ve inkiibasyon siiresinin
sonunda, numune ve standardin olusturduklar1 erime alanlarmin karsilastirilmasi esasina

dayanmaktadir (Nguyen ve digerleri, 2021).

Adezyonun degerlendirilmesinde, in vivo adezyon modelinin deney hayvanlarinda
olusturulmasi ve sonrasinda olusan adezyonun skorlanmasi; adezyon dokusunda, periton
stvisinda ve kanda adezyon olusumu ile dogrudan veya dolayli olarak iliskili bulunan
parametrelerin 6l¢iilmesi yaklagimlari, klinige daha yakin bulgularin elde edilmesi agisindan

in vitro yontemlere kiyasla tercih edilmektedir (Sekil 2.5).
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Adezyon Olgiim Yontemleri

) Doku MDA, GSH IL-6, IL-17F, Total Kolajen ) L
AAd:eanE:re::SI - TOS’TAS‘ IL-1pB, TNF-a, Protein Western i uj . Hidroksipirolin
e Siogedt | | estterinin " oer | | vEGE TGF BleDim Blot Iceriginin Diizeyleri

Aderyonsiddeti | | oo onmac, TAC, 0SI o m‘ﬁ- Oliimii Olgiimi ¥
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Adezyon Skorlama Histopatolojik ~ Spektrofotometrik ELSA  Spektrofotometrik Kemiliiminesans Spektrofotometrik Spektrofotometrik
Sistemi Degerlendirme Analiz Analiz Olgiim Analiz Analiz

Sekil 2.5. In vivo adezyon modeli sonrasi 6l¢iilen parametreler

In vivo adezyonun indiiksiyonunda, deney hayvani olarak genellikle sigan, tavsan ve domuz
kullanilmaktadir. Deneyin cerrahi olarak olusturulmasi amaciyla kolon, ¢cekum ve uterusta
ve bu organlarin komsulugundaki periton duvarinda yiizeysel ya da iskemik hasarlar
olusturulmakta ve 7-14 giin boyunca adezyonun olusumu i¢in beklenmektedir. Yapilan in
vivo deneylerde referans standart olarak hyaluronik asit, karboksimetil seliilozun sulu
cozeltisi ve bariyer yontemlerinin tercih edildigi tespit edilmistir (Hyon, Hyon ve
Matsumura, 2022; Ruiz-Esparza ve digerleri, 2021; Sirovy ve digerleri, 2023).

In vivo adezyon 6l¢iim yontemleri arasinda en sik kullanilan adezyon skorlama sistemi ile
adezyonun derecesi, hasarli alanda yapismanin boyutu ve siddeti makroskobik olarak
degerlendirilmektedir (Leach, Burns, Dawe, Smith Barbour ve Diamond, 1998). Adezyon
skorlama sisteminde deney siiresinin sonlanmasi ile 6tanaziyi takiben karin boslugu agilan
deney hayvanlarinda; adezyon sekillenmis dokular, kornu uteri, ovaryum, periton, ¢ekum
gibi doku 6rnekleri, periton sivisi ile kan 6rneklerinin incelenmesi ile tedavi grubuna yonelik

analiz ve degerlendirmeler yapilabilmektedir.

Histopatolojik skor derecesinin belirlenmesi i¢in (fibroz ve enflamasyon skorlari), alinan
doku kesitleri 151k mikroskobunda incelenmekte ve mikroskopik diizeyde adezyon skorlari
belirlenmektedir Kolajen birikimi ve enflamasyon siireclerini degerlendirmek amaciyla
kesitlere Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom ile boyama islemi yapilmaktadir (Sravya
ve digerleri, 2018; O’connor ve Valle, 1982; Giusto ve digerleri, 2017; Okur ve digerleri,
2014).
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Adezyonun degerlendirilmesinde, in vivo deneylerden elde edilen deney gruplarina ait serum
ve doku ornekleri ile periton sivisinda oksidatif siireglerin degerlendirilmesi amaciyla,
oksidan/antioksidan seviyeleri olgiilmekte (Agacayak ve digerleri, 2015; Erel, 2005);
enflamasyon siireclerinin degerlendirilmesi amaciyla ise enflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-
10, IL-15 ve TNF-a); anjiyogenez biyobelirteglerinin (VEGF) ve fibrozis belirteglerinin
(TGF-p) diizeyleri belirlenmektedir (Rahimi ve digerleri, 2019; Ghadiri ve digerleri, 2021;
Rahmanian-Devin ve digerleri, 2021; Roohbakhsh ve digerleri, 2020; Jaafari ve digerleri,
2021).

Toplam protein konsantrasyonu i¢in Bradford yontemi (Bradford, 1976; Jaafari ve digerleri,
2021); proteinlerin belirlenmesinde kemiliiminesans esasina dayanan Western blot yontemi
(Liu ve digerleri, 2019; Guo ve digerleir, 2007; Wu ve digerleri, 2019); kolajen (Shan ve
digerleri, 2009; Marotta ve Martino, 1985; Tullberg-Reinert ve Jundt, 1999; Zhang ve
digerleri, 2014) ve hidroksiprolin diizeylerinin o6lgiimii icin spektrofotometrik analiz

yontemlerinden yararlanilmaktadir (Okur ve digerleri, 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Bitki materyalleri

Calismamizda Rheum ribes L. (Polygonaceae), Rubia tinctorum L. (Rubiaceae), Rumex
nepalensis Spreng. (Polygonaceae) ve Asphodeline lutea Rchb. (Asphodelaceae) bitki
materyalleri olarak secilmistir. Bitkilerin kokleri iilkemizde dogal olarak yetistigi bilinen
lokasyonlardan toplanmustir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1) ve es drnekleri Selguk Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir. Bitki 6rneklerinin tiir tayinleri, Selguk
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Osman TUGAY tarafindan yapilmistir. Bitkilere ait fotograflar Resim 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calisilan bitki Orneklerinin toplandig1 yer, tarih, teshis eden aragtirmaci ve
herbaryum numarasi bilgileri

Bitki isimleri Topl_ama Toplandig: lokasyon Arastirmact Herbaryum
tarihi numarasi numarasi
Asphodeline lutea (L.)Rchb. | 16.05.2021 | Seydisehir, Toroslar, Konya Olgggaly KNYA 30195
Rheum ribes L. 28.08.2022 | Islahiye, AmanosDagi, | & oo, g | KNYA 30102
Gaziantep
o . y . 0.Tugay”
Rubia tinctorum L. 19.06.2021 Cigek Dagi, Kirgehir 18.405 KNYA 30193
O.Tugay”
Rumex nepalensis Spreng. 17.10.2021 | Abant Kuzey yamaglar, Bolu 19.152 & KNYA 30194
G.Deynez 2.
KNYA: Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumu
* Selcuk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Botanik Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o 1
A
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Sekil 3.1. Calisma materyallerinin toplandig1 lokaliteler




e lutea (L.)Rchb.; C: Rheum ribes L.; D: Rubiatinctf)ru‘m L

Resim 3.1. Bitki materyali (Fotograf: Prof. Dr. Osman Tugay ve Gizem Deynez)

3.1.2. Calismada kullanilan malzemeler ve cihazlar

Fitokimyasal analiz ve aktivite deneylerinde, ¢alisma boyunca kullanilan kimyasal maddeler

ve sarf malzemeler Cizelge 3.2’de; cihazlar Cizelge 3.3’te belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve kimyasal maddeler

Sarf Malzeme/Kimyasal

Madde Kodu Tedarik¢i Firma | Sarf Malzeme/Kimyasal Madde
S7907-500G Sigma Sodyum tamponu igin Na;HPO4
9690531000 Isolab Sodyum tamponu igin NaH,PO4-2H.0
AGA103 Bioshop Agaroz

F8630 Sigma Fibrinogen from bovine plasma

T4648 Sigma Thrombin from bovine plasma

P1867 Sigma Plasmin from human plasma

RM648.00 Medilife Hyalobarrier® gel

V07337.901 Kimyalab Parafin

12648286 Thermo Sitrat buffer, Ph:6.0 10x soliisyon
P4417-100TAB Sigma PBS tablet

9230122500. Isolab Formaldehit soliisyonu

TK.060161.05001 ITK Formaldehit %10 (Tamp. PH :6,9-7,1) (min.%1 Methanol)
L.11090.090x10 Unbrand 10 cm gapinda Cam Petri Kab1 50 adet/PK
8870040100. Firtamed Numune Kabi, Plastik, PP

C974002 Superior Lam Renkli, Unimark, Traslh, Beyaz 50ad/pk
E481033 Tarsons Lam Saklama Kutusu, 100 Lamlik, PS
C911060 Superior Lamel No:1, 24x24 mm, 100'Lik

ER 08-636-0 Erma Mikrotom Bigagi (50'lik ambalajda)
400.ZA.CB6100.0100 Zag Masson Trichrome (aniline blue) Boyama Kiti
TK.090270.02500 ITK Ksilen (Izomerleri Karisimi) Extra pure
06522-100ML Sigma DPX Kapama mediumu

34002 Thermo DAB Kromojen Substrate

TA-125-HP Thermo Hydrogen Peroxide Block

TP-125-HL Thermo Polyvalent (Rabbit-Mouse) HRP Kit
M109844.1000 Merck Eosin Alcoholic

1092531000 Merck Haematoxylin Harris Non Pap

C981041 Superior Pozitif sarjli lam

E-AB-22159 Elabsci. TNF-a Polyclonal Antibody

E-AB-65802 Elabsci. IL-6 Polyclonal Antibody

E-AB-22204 Elabsci. IL-8 Polyclonal Antibody
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan cihazlarin isim ve marka bilgileri

Cihaz isimleri Cihaz markasi
NMR Spektrometresi Bruker 400 MHz Avance 111 sistemi
Etiv Niive EN 400
Ogiitme makinesi Brader
Rotavapor Heidolph V2000 rotary evaporator
Rotavapor Buchi Heating Bath B-100
Tart1 Kern PLJ 720
Ultrasonik banyo Isolab
UV Lambasi Camag
Vorteks cihazi Firlabo, V3000F
3.2. Yontem

3.2.1. Fitokimyasal ¢calismalar

Ekstraksiyon

Bitkilerin kok kisimlar1 ayrilmis, kiiciik pargalara boliinerek oda sicakliginda, golgede ve
havalandirmasi olan kurutma odasinda kurutulmus ve materyal 1 y1l boyunca kuru ve serin
ortamda bekletilmistir. Bitkisel materyaller ekstraksiyon calismalar1 i¢in degirmende
ogiitiilmiis ve Cizelge 3.4’te belirtilen miktarlarda tartilmistir. Uzerlerine 500’er mL MeOH
ilave edilerek, oda sicakliginda 72 saat boyunca maserasyona birakilmistir. Filtre kagidi
kullanilarak yapilan siizme isleminden sonra, ekstreler balona alinarak rotavaporda algak
basing altinda 40°C’de kuruluga kadar yogunlastirilmistir. Kalan bitki koklerinin iizerlerine
taze ¢ozicii (MeOH) eklenerek maserasyona birakilmistir. Bu isleme 4 kere devam
edilmistir. Tiim ekstreler rotavaporda algak basing altinda yogunlastirilmistir. Tartilan bitki

koklerinin miktar1 ve elde edilen ekstre agirliklar1 ve verimleri Cizelge 3.4 ’te sunulmustur.
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Cizelge 3.4. Bitkilerin miktarlari, elde edilen ekstrelerin agirliklar ve yiizde verimleri

Bitkin isimleri Kuru kok agirhigi (g) | Ekstre agirhg (g) Verim (%)
Asphodeline lutea (L.) Rchb. 63,704 28,720 45,084
Rheum ribes L. 100,771 29,327 29,103
Rubia tinctorum L. 53,788 16,988 31,583
Rumex nepalensis Spreng. 100,775 25539 25,343

Calismamiz, in vitro yontemler kullanilarak fibrinolitik etkisi degerlendirilen ekstrelerden
en etkili olan1 {izerinde aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama calismalarinin yapilarak etkili
bilesiklerin belirlenmesi yoniinde kurgulandigindan (Sekil 3.2), alt ekstre hazirlama,

fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalar1 R. nepalensis bitkisi tizerinden yiiriitilmistiir.

4 bitkinin metanol (MeOH) ekstrelerinden in vitro aktivite
deney modeli (fibrin plak yontemi) ile tarama yapilmistir.

L !

En etkili olan bitkiden metanol ana ekstresi hazirlanmistir.
MeOH ekstresinden 3 alt ekstre hazirlanmistr.

n-Hekzan Diklorometan Kalan sulu
alt ekstresi alt ekstresi alt ekstre

In vitro deney modelinde aktif olan alt ekstreden
fraksiyonlama

:

En etkili alt ekstreden kolon kromatografileri ile fraksiyonlama
yapilmistir.

:

Aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama calismalari ile izole
edilen bilesiklerin yapilan spektroskopik yontemler
kullanilarak aydinlatilmistir.

4

En etkili ana ekstre/alt ekstre/fraksiyon/alt fraksiyon/bilesik
in vivo deney modeli kullanilarak etkileri karsilastirilip
degerlendirilmistir.

N7

N

N

Sekil 3.2. Aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalart metodoloji semasi
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Alt ekstrelerin hazirlanmasi

In vitro fibrinolitik aktivite deneylerinde, ekstreler arasinda en yiiksek etki gosteren R.
nepalensis’ten ileri ¢alismalarin yiiriitiilebilmesi amaciyla, bitkinin koklerinden hazirlanan
MeOH ekstresinden sivi-sivi partitisyon yapmak iizere, ekstreden 5,120 g tartilarak 100 mL
metanolde ¢6ziilmiis ve 100 mL n-hekzan ile ayirma hunisinde 20 defa ekstre edilmistir.
Kalan metanollii ekstre rotavaporda kuruluga kadar yogunlastirilmigtir. Bakiye 100 mL suda
¢oziilerek DKM ile ayirma hunisinde 30 defa partitisyon yapilmistir. Birlestirilen n-hekzan
ve DKM alt ekstreleri ile kalan su fazi1 rotavaporda 40°C’de, algak basing altinda kuruluga
kadar yogunlastirilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen alt ekstrelerin hazirlaniglarina ait gorseller

Resim 3.2°de; alt ekstrelerin miktarlari, yiizde verimleri ve ITK profili Cizelge 3.5’te

sunulmustur.

Cizelge 3.5. Alt ekstrelerin miktarlar1, yiizde verimleri ve ITK profili

Alt ekstre tipi Alt ekstre agirhg (g) Verim (%)
n-Hekzan 0,100 1,953
DKM 0,279 5,450
Kalan sulu faz 3,591 70,137

- ™

¢ d

*Swi-sivi - partitisyon ile hazirlanan alt ekstrelerin kloroform:MeOH (90:10) mobil faz sisteminde
yiiriitiildiikten sonra UV 366 nm’de @) Ana ekstre b) n-Hekzan ¢) DKM d) Kalan sulu faz ITK gériiniimleri
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Resim 3.2. Alt ekstrelerin hazirlanisi; @) n-Hekzan ile ekstraksiyon b) DKM ile ekstraksiyon
¢) Kalan sulu faz

R.nepalensis
MeOH ekstresi
. _5»,12073';_

R.nepalensis
Sulu faz alt ekstresi
DKM
100 ml x 30
R.nepalensis R.nepalensis
DKM alt ekstresi Sulu faz alt ekstresi
0,279g 3,591g

DKM: Diklorometan alt ekstresi

Sekil 3.3. R. nepalensis kok ekstresinden alt ekstrelerin hazirlanis semasi
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Kromatografik yontemler

Sephadex LH-20 kolon kromatografisi-1

In vitro fibrinolitik aktivite deneylerinde elde edilen sonuglara gore en etkili bulunan kalan
sulu ekstre tizerinden fraksiyonlama c¢alismalarina devam edilmistir. Sulu alt ekstrenin
fraksiyonlandirilmasi amaciyla molekiiler eleme prensibine dayanan Sephadex LH 20 sabit
faz1 kullanilarak ac¢ik kolon kromatografisi yontemi uygulanmistir. Bu amagla, 130 ¢
Sephadex LH 20 tartilmig, MeOH’de siispande edilmis ve sismesi ve doygun hale gelmesi
icin kolon hazirlanmadan once bir giin boyunca bekletilmistir. 3 cm eninde ve 70 cm
boyundaki cam kolonun alt kismina pamuk yerlestirilmis ve siispansiyon halindeki dolgu
materyali kolona aktarilmigtir. Kolonun {ist kissmdan MeOH ilave edilerek dolgu
materyalinin oturmasi ve kolonun sartlandirilmas: saglanmistir. Mobil faz olarak MeOH
kullanilmistir. Sulu alt ekstreden 3,261 g tartilarak 5 mL MeOH’de ¢oziilmiis ve kolona
tatbik edilmistir. Yiizeyin bozulmamasi amaciyla sabit faz iizerine pamuk yerlestirilmistir.
Mobil faz istten ilave edilerek fraksiyonlama iglemleri tamamlanmistir. Fraksiyonlar
yaklasik 50 mL olacak sekilde 27 fraksiyon olarak toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin,
normal faz silika jel (Merck F 254 20 x 20, 1.05554) kullanilarak ince tabaka kromatografisi
(ITK) ile kontrolii yapilmis ve bu fraksiyonlar madde gruplarmin karakterine (molekiil
biiytikligii/agirligi) gore 5 fraksiyonda birlestirilmis [FR1 (0,288 g); FR2 (0,959 g); FR3
(0,239 g); FR4 (0,225 g); FR5 (0,511 g)] ve yogunlastirilmistir.

Ince tabaka kromatografisi calismasi normal faz (Kieselgel 60 Fzss, 0.2 mm, Merck, 5554)
silika jel kaplt hazir aliiminyum plaklar ile yiiriitiilmistiir. Plagin 1 cm yukarisi baslangi¢
noktasi olarak belirlenmis ve yaklasik 0,7 cm araliklarla ince cam kapiler yardimiyla nokta
tatbik  yapilmistir. Oda  sicakliginda  kromatografi  tankina aliman  plaklar,
kloroform:MeOH:su (61:32:7) hareketli faz sistemiyle siiriiklenmistir. Siiriiklenme
sonrasinda plak kurutularak floresan veren maddeler UV2ss4 ve UV3gs NM’de goriilmiistiir.
Plaga vanilin/siilfirik asit (H2SO4) piskiirtiilerek 110°C’de 1 dakika 1sitilmasiyla plak

renklendirilmistir. Tlgili ekstrelerin ITK profilleri Resim 3.3’te sunulmustur.
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Resim 3.3. Sephadex LH-20 kolon kromatografisi-1 sonucu toplanan fraksiyonlarin,
kloroform:MeOH:su (61:32:7) mobil faz sistemlerinde yiiriitiildiikten sonra
a) UV 366 nm b) UV 254 nm dalga boylarindaki ve ¢) Vanilin/H2SO4 reaktifi
piiskiirtiildiikten sonraki ITK goriiniimleri

Vakumlu ters faz silika jel kolon kromatografisi (VLC)

Invitro fibrinolitik aktivite deneylerinde en etkili bulunan fraksiyon olan FR5 fraksiyonunun
(0,474 g) alt fraksiyonlara ayrilmas1 amacuyla, ters faz silika jel sabit faz1 kullanilarak kolon
kromatografisi yontemi uygulanmistir. Bu amagla, 60 g RP-18 (LiChroprep, 40-63 pm,
Merck 113900) tartilmis ve alt kismina pamuk yerlestirilmis olan 2 cm eninde ve 35 cm
boyundaki cam kolona aktarilmistir. Ust kisimdan %100 su ilave edilerek dolgu materyalinin
oturmasi ve kolonun sartlanmasi saglanmistir. FRS, 3 mL suda ¢oziilerek hazirlanan kolona
tatbik edilmistir. Kullanilan mobil faz sistemleri Cizelge 3.6°da gosterilmistir. Alt
fraksiyonlarin hacimleri 10 mL olacak sekilde alttan vakum yardimiyla toplanmis ve toplam
59 alt fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlar ITK profillerinde (Resim 3.4) gozlemlenen
benzer madde gruplarina (polarite farklarina) gére VLC1 (0,365 g) ve VLC2 (0,030 g) olmak

iizere 2 alt fraksiyonda birlestirilmis ve yogunlagtirilmigtir.
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Cizelge 3.6. VLC sisteminde kullanilan mobil faz bilesimleri

Su (%) MeOH (%) Hacim (mL)

100 0 50

90 10 50

80 20 50

70 30 50

60 40 50

40 60 50

30 70 50

20 80 50

0 100 50

Resim 3.4. Vakumlu ters faz silika jel kolon kromatografisi sonucu toplanan fraksiyonlarin,
kloroform:MeOH:su (61:32:7) mobil faz sistemlerinde yiiriitiildiikten sonra
Vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiildiikten sonraki ITK goriiniimleri
a) VLC1 b) VLC2

Sephadex LH-20 kolon kromatografisi-2

Ikinci defa Sephadex LH-20 kolon kromatografisi kullanarak fraksiyonlama islemi yapmak
tizere, in vitro fibrinolitik aktivite deneylerinde aktif oldugu tespit edilen VLC1 (0,290 g)
tartilarak 5 mL MeOH ¢6ziilmiis ve Sephadex LH-20 kolon kromatografisi-1 boliimiinde
anlatilan kosullar ayn1 olmak {izere kolona tatbik edilmistir. Mobil faz iistten ilave edilerek
fraksiyonlama islemleri tamamlanmistir. Fraksiyonlar yaklagik 20 mL olacak sekilde toplam
154 fraksiyon toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarm, ITK ile kontrolii yapilmis ve bu
fraksiyonlar madde gruplarina gore 12 fraksiyonda birlestirilmis ve yogunlastirilmistir

(Cizelge 3.7). Toplanan fraksiyonlarin ITK profilleri Resim 3.5’te sunulmustur.
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Cizelge 3.7. VLC1’den elde edilen alt fraksiyonlar

Fraksiyon numarasi Fraksiyon kodu Fraksiyon agirhgi (g)
1-40 FRa 0,006
41-49 FRDb 0,005
50-52 FRc 0,002
53-61 FRd 0,008
62-65 FRe 0,007
66-75 FRf 0,025
76-83 FRg 0,047
84-88 FRh 0,031
89-82 FRi 0,025
93-102 FRj 0,046
103-116 FRk 0,035
117-154 FRI 0,046

Resim 3.5. Sephadex LH-20 kolon kromatografisi-2 sonucu toplanan fraksiyonlarin,
kloroform:MeOH:su (65:35:10) mobil faz sisteminde yiiriitiillmesinin ardindan
vanilin/H2S04 reaktifi piiskiirtiildiikten sonraki ITK gériiniimleri
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Preparatif ITK yontemi

FRh fraksiyonu icin preparatif ITK ydntemi uygulanmustir. Mobil faz sistemi olarak
kloroform:MeOH:su (65:35:10) kullanilmistir. Siiriklenmenin ardindan plakta UV366
nm’de yapilan inceleme ile isaretlenen {i¢ alan (RN1, RN2 ve RN3), plaktan kaziyarak
alimmigtir. Bu kisimlarin, normal faz silika jel plak (Merck 1.05554, F 254, 20 x 20)
kullanilarak iTK ile kontrolii yapilmis ve Resim 3.6°da ITK profilleri sunulan RN2 (11,3
mg) ve RN3 (5,1 mg) bilesikleri saf olarak elde edilmistir.

Resim 3.6. Preparatif iTK yontemiyle alinan maddelerin, kloroform:MeOH:su (65:35:10)
mobil faz sistemlerinde yiiriitiildiikten sonra a) UV 254 nm dalga boylarindaki
ve b) Vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiildiikten sonraki iITK gériiniimleri
2) RN2 (11,3 mg) 3) RN3 (5,1 mg)

Silika jel kolon kromatografisi

Preparatif ITK yontemi ile izole edilen RN2 bilesiginin FRg fraksiyonunda da bulundugu,
Rf hesabi ile belirlenmis ve bu bilesigin miktarini arttirmak tizere, FRg fraksiyonunun silika
jel kolona uygulanmasina karar verilmistir. Bu amagla, 6 g Silika jel (Kieselgel 60, 0,063-
0,2 mm, Merck 7734), su (2 mL) ile muamele edilmistir. FRg fraksiyonu, kloroform:MeOH
(90:10) mobil faz sistemi kullanilan 2 cm eninde ve 70 cm boyundaki kolona kuru tatbik

usulii ile uygulanmistir. Kullanilan mobil faz sistemleri Cizelge 3.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.8. Silika jel-1 kolonda kullanilan mobil faz sistemler

Kloroform (%) MeOH (%) Su (%) Hacim (mL)
90 10 - 100
85 15 - 100
80 20 2 100
75 25 25 100
70 30 3 100
65 35 15 100

Her biri 20 mL olacak sekilde 57 fraksiyon toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarin, normal
faz silika jel kullanilarak ITK ile kontrolii yapilmis ve bu fraksiyonlar madde gruplarinin
benzer karakterine (polarite farki) gore 5 fraksiyonda birlestirilmis ve yogunlastirilmistir.
Fraksiyonlar ITK profilleri Resim 3.7°de sunulmustur. Bu fraksiyonlardan 24-29 numarali

fraksiyondan RN2 bilesigi saf halde (21,5 mg) alinmustir.

Resim 3.7. Silika jel kolon kromatografisi sonucu toplanan fraksiyonlarin
kloroform:MeOH:su (65:35:10) mobil faz sistemlerinde yiiriitiildiikten
sonra @) RN2 (silika jel kolon kromatografisinden elde edilen) b) RN2
(preparatif ITK ile elde edilen) ¢) RN3 (preparatif ITK ile elde edilen)
Vanilin/H2SO4 reaktifi piiskiirtiildiikten sonraki ITK gériiniimleri

Elde edilen RN2 ve RN3 kodlu maddelerin yapilarinin analizi i¢in spektral (1D ve 2D NMR,
HR-MS) yontemler kullanilmistir. R. nepalensis metanollii ekstresinin sulu alt ekstresi

tizerinden yiiriitiilen izolasyon ¢alismalart Sekil 3.4’de gosterilmistir.



Sephadex LH-20
MeOH
FR1 FR2 FR3 FR4 FR5
0,288 g 0,959 g 0,239g 0,225¢g 0,511¢g
VLC

H,0:MeOH
(100:0 - 0:100)

VLC2
0,030g

VLC1
0,365¢
1

FRa FRb FRc FRd FRe FRf FRg FRh FRi FRj FRk FRI
0,006 g 0,005 g 0,002 g 0,008 g 0,007 g 0,025 g 0,047 g 0,031g 0,025 g 0,046 g 0,035¢g 0,046 g
Silika jel KK

CHCl,:MeOH - CHCI,:MeOH:H,0
(90:10) > (65:35:10)

Prep ITK
CHCI;:MeOH:H,0
(65:35:10)

5,1 mg

Sekil 3.4. R. nepalensis metanollii ekstresinin sulu alt ekstresi tizerinden yiiriitiilen izolasyon galismalari

09
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Miktar arttirma calismalari

Aktif alt fraksiyondan izole edilen iki bilesigin (RN2 ve RN3) miktar arttirma c¢alismalari
dogrultusunda R. nepalensis ana MeOH ekstresi iizerinden tekrar fraksiyonlama ve
izolasyon calismalari yapilmistir. Miktar arttirma c¢alismalarinda kullanilan ayirma
teknikleri, baglangi¢ asamasinda aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ¢alismasinda yapilan

prosediire uyum saglayacak sekilde uygulanmistir:

R. nepalensis MeOH ekstresi (16,758 g) MeOH’de ¢oziilmiis ve n-hekzan ile ayirma
hunisinde sivi sivi ekstraksiyon metoduyla ekstre edilmistir. Bakiye daha sonra suda
¢oziilmiis ve DKM ile partitisyon yapilmustir. Birlestirilen n-hekzan ve DKM alt ekstreleri
ile kalan su faz1 yogunlastirilarak sirasiyla 0,226 g n-hekzan; 0,350 g DKM ve 13,058 g sulu
alt ekstreler elde edilmistir. Sulu alt ekstre (12,443 g) Sephadex LH-20 kolon kromatografisi
ile 31 fraksiyona ayrilmis ve ITK profillerine gére 7 fraksiyonda birlestirilmistir [2FR1
(0,112 g); 2FR2 (1,991 g); 2FR3 (3,893 g); 2FR4 (0,182 g); 2FR5 (0,249 g) 2FR6 (0,450 g);
2FR7 (4,247 g)]. 2FR7’den 4,247 ¢ tartilarak ikinci kez Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi yontemiyle 117 alt fraksiyona ayrilmis ve ITK profillerine gére 10

fraksiyonda birlestirilmistir.

Miktar arttirma amactyla yapilmis olan fraksiyonlama isleminde RN2 ve RN3 bilesikleri
hedeflenerek ayirma tekniklerinden en uygun olanlar1 asagidaki sekilde uygulanmak

suretiyle ¢alismalara devam edilmistir:

85 g Silika jel (Kieselgel 60, 0,063-0,2 mm, Merck 7734) tartilarak, suda stispande edilmis
dolgu materyali kolona aktarilmis ve tist kismina pamuk yerlestirilmistir. Silika, cam kolona
(4 x 100 cm) uygulanmadan 6nce su (2 mL) ile muamele edilerek madde miktar1 kaybinin
azaltilmas1 amaglanmustir. Ikinci Sephadex LH-20 kolondan alinan 2FR7 alt fraksiyonunun
5. alt fraksiyonundan (2FR7s) 0,287 g tartilarak silika ile karistirilmig ve kuru usulle kolona
tatbik edilmistir. Kolona DKM:MeOH:su (80:20:2) mobil faz sistemi ilave edilerek dolgu
materyalinin oturmasit ve kolonun sartlandirilmasi saglanmistir. Kullanilan mobil faz

sistemleri Cizelge 3.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 3.9. Silika jel-2 kolonda kullanilan mobil faz sistemleri

DKM (%) MeOH (%) Su (%) Hacim (mL)
80 20 2 102 (x3)
75 25 2,5 102,5 (x3)
70 30 3 103 (x3)
65 35 5 105 (x2)
65 35 10 110 (x2)

Alt fraksiyonlar yaklasik 20 mL olacak sekilde 52 fraksiyon olarak toplanmistir. Toplanan
fraksiyonlar ITK profillerine goére 9 (2FR7s.a - 2FRT7s.) fraksiyonda birlestirilmis ve
yogunlastirilmistir [2FR7s.a (0,002 g); 2FR7s., (0,002 g); 2FR75¢ (0,010 g); 2FR75.4 (0,025
9); 2FR7s- (0,038 g); 2FR75.¢(0,029 g); 2FR75.4 (0,135 g); FR7bs., (0,003 g); FR7bs.i (0,006
g)]. 2FR7s+ alt fraksiyonunun (28,1 g) saflastirilmasi amaciyla Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi yontemi kullanilmis; yaklasik 10 mL olacak sekilde toplanan 31 adet
fraksiyondan 30-31 numarali fraksiyonlar yogunlastirilarak RN2 bilesigi (24,8 mg) saf

olarak elde edilmistir.

2FR7s fraksiyonundan RN3 bilesiginin izolasyonu amaciyla, preparatif ITK yontemi
uygulanmistir. Mobil faz sistemi olarak kloroform:MeOH:su (65:35:10) kullanilmustir.
Plaktan kazinarak alinan kisimlar birlestirilmis ve yogunlastirilmis ve 13 mg RN3 bilesigi

elde edilmistir.

R. nepalensis metanollii ekstresinin sulu alt ekstresi {izerinden yiiriitiilen izolasyon

caligmalar1 Sekil 3.5°de gosterilmistir.



Sephadex LH 20
MeOH

A 2FR2 2FR3 2FR4 2FR5 2FR6 2FR7
0,112 g 1,991¢g 3,893 g 0,182 g 0,249 g 0,450 g 4247 g

Sephadex LH 20
MeOH

Prep ITK
CH,Cl,:MeOH:H,0
(65:35:10)

Silika jel KK

CH,Cl,:MeOH:H,0
80:20:2 -65:35:1

2FR7., 2FR7,
0,038 g 0,029 g

Sephadex LH-20
MeOH
RN2

24,8 mg

Sekil 3.5. R. nepalensis’in sulu alt ekstresi lizerinde yapilan miktar arttirma ¢alismalari

€9
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3.2.2. Yap1 tayini calismalari

1z01asyonu yapilan bilesiklerin 1H, 13C, HMBC, COSY VE HSQC NMR o6l¢timleri, Bruker
400 MHz Avance Il sistemi kullanilarak kaydedilmistir. Bilesikler 600 pL. MeOD-d4
icerisinde bilesikler ¢oziilmiistiir. Tetrametilsilan i¢ standart olarak uygulanmistir. Kimyasal

kayma degeri (0) ppm, etkilesim sabiti (J) birimi Hz seklinde belirtilmistir.

3.2.3. Aktivite calismalari

In vitro fibrin plak yontemi

Fibrinolitik aktivite, fibrin plak yontemi kullanilarak belirlenmistir (Nguyen ve digerleri,
2021). Fibrin piht1 tabakasi olusturmak i¢in S0 mM pH 7.8 Tris HCI, %1 agaroz, %1 sigir

fibrinojeni ve 100 U trombin kullanilmistir.

50 mM pH 7.8 Tris-HCL tamponu: 0,788 g Tris-HCI, 100 mL distile suda ¢6ziilmiis; pH
ayar1 1M NaOH ile yapilmuistir.

%1 Agaroz: 73 mg agaroz, 7,3 mL 50 mM pH 7,8 Tris-HCI tamponunda, mikrodalga

yardimiyla ¢oziilmiistiir.

%1 Sigir fibrinojeni: 25 mg sigir fibrinojeni, 2,5 mL 50mM pH 7,8 Tris-HCI tamponunda

¢Ozllmiistiir.

100 U Sigwr trombini: 10 mg si8ir trombini, 10 mL distile suda ¢oziilmiis ve 200 pL olarak

porsiyonlanarak -20 °C de kullanilmak tizere saklanmustir.

Plazmin: Stok ¢dzelti iireticinin yonergesine gore (0,3 U/mL) veya (0,15 mg/mL) 250 uL
distile suda ¢oziilmiistiir. Stok konsantrasyondan (1,2 U/mL) seyreltmeler (0,6 U/mL; 0,3
U/mL; 0,15 U/mL; 0,075 U/mL) yapilmistir.

Fibrin plagin hazirlanmasi: 50mM pH 7.8 Tris-HCL tamponu igerisinde ¢oziinmiis, 7,3 mL
%1 agaroz karisimina, agaroz tam katilagmadan 2,5 mL %1 sigir fibrinojeni ve 200 pL

trombin (100 U) eklenmis ve zaman kaybetmeden 10 cm capindaki petri kabina, hava



65

kabarcig1 olmamasi i¢in ortadan baglayarak dokiilmiistiir. Petri kabini dairesel hareket
ettirerek, karigimin esit dagilmasi saglanmistir. Petri kapmin kapagi hava alacak sekilde
kapatilmig ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, elde edilen
fibrin piht1 tabakasina 4 mm ¢apinda en az 6 kuyucuk acilmistir (Resim 3.8). Bitki ekstreleri
(125-250-500 mg/mL) alt ekstreler (500 mg/mL), fraksiyonlar (500 mg/mL), alt fraksiyonlar
(500 mg/mL) ve bilesikler (100 mg/mL) %50 sulu etanol ¢ozeltisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir. Petri kabinda agilan kuyucuklara 20 pL. hacminde, bitki ekstreleri, pozitif
kontrol (plazmin enzimi) ve negatif kontrol (plazmin igin su; ekstreler, fraksiyonlar ve
bilesikler i¢in %50 etanol-su) eklenmistir. Petrinin kapagi hava alacak sekilde yarim
kapatilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda petri
kabindaki eritme zonlarinin en ve boy yarigaplari (ri/rz; yarigap) 6lgiilmiistiir. Daire alani
formiilii (m x r1 X r2) ile hesaplanan eritme alanlarinin ortalamasi alinarak eritme alan1 degeri
(mm?) bulunmustur. Plazminin erittigi alan degerlerinin konsantrasyona karsi grafigi
cizilmig, grafikten elde edilen denklem kullanilarak, ekstrelerin plazmin esdegeri

hesaplanmastir.

Resim 3.8. Fibrin plak yontemi
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In vivo deneysel intra-abdominal adezyon modeli

In vivo deneylerin tiim asamalari, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Bakim ve Arastirma Unitesinde yapilmistir. Deneyler, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan G.U.ET-22.015 kod numarasi ile alian onay dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Calismamizda, 200-250 g agirliginda, 48 adet Wistar albino irki disi
siganlar kullanilmistir. Hayvanlar 12 saat gece/giindiiz periyodunda, 21-24°C’de, uygun
kafeslerde barindirilmis ve siganlara standart sigan yemi ve musluk suyu ad libitum olarak
verilmistir. Abdominal adezyon modelini olusturmak i¢in yapilacak cerrahi iglemler i¢in
caligsmaya dahil edilen tiim hayvanlar, bir haftalik adaptasyon siirecinin ardindan her grupta

6 sican olacak sekilde gruplandirilmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Deney gruplari

Deney Grubu Uygulama

Sham grubu* Serum fizyolojik

Kontrol grubu Serum fizyolojik

Ana ekstre grubu In vitro deney modelinde en etkili bulunan ekstre (100 mg/kg)

Alt ekstre grubu In vitro deney modelinde en etkili bulunan alt ekstre (doz-verim hesabi)
Fraksiyon grubu In vitro deney modelinde en etkili bulunan fraksiyon (doz-verim hesabi)
Alt fraksiyon grubu In vitro deney modelinde en etkili bulunan alt fraksiyon (doz-verim hesabi)
Bilesik grubu In vitro deney modelinde en etkili bulunan bilesik (10 mg/kg)

Referans grubu Hyalobarrier® jel

* Sham grubu disindaki biitiin hayvanlarda abdominal adezyon modeli olusturulmustur.

Sigan abdominal adezyon modelinin olusturulmasi

Cerrahi islem oncesi siganlar ksilazin (8 mg/kg/i.p.) ve ketamin (75 mg/kg/i.p.) ile genel
anesteziye alinmistir. Genel anesteziye alinan siganlar sirt listli pozisyonda yatirilarak,
abdomen tiiyleri trag edildikten sonra bolgenin povidon iyot ile dezenfeksiyonu saglanmistir.
Daha sonra linea alba iizerinden yaklasik 3 cm olacak sekilde kutan, subkutan ve kas
tabakalar1 ayrilarak peritoneal kaviteye ulagilarak her iki kornu wuteri disariya
alimmigstir. Abdominal adezyon modelinin olusturulmasi amaciyla her bir kornu uterilerin
daha az wvaskiilarize bdlgelerinden no:15 skalpel yardimiyla petesiyal kanamalar

olusturularak dokunun travmatize olmasi saglanmis, yine ayni sekilde no:15 skalpel ile
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kornu uterilerin karsiligi olan abdominal duvarda da travmatik bolgeler olusturulmustur

(Resim 3.9) (Yilmaz ve digerleri, 2013).

Resim 3.9. Siganlarda abdominal adezyon modelinin olusturulmasi

Cizelge 3.11. Test numunelerinin hayvanlara uygulaniglari

Grup Uygulanan numnune Doz/Uygulanan miktar/Uygulama yolu
Sham Serum fizyolojik 2mL (i.p.)

Kontrol Serum fizyolojik 2 mL (i.p. lavaj)

Ana ekstre R. nepalensis kok ekstresi 100 mg/kg (i.p. lavaj)

Alt ekstre Sulu alt ekstre 70,136 mg/kg (i.p. lavaj)

Fraksiyon FR5 10,976 mg/kg (i.p. lavaj)

Alt fraksiyon VLC1 8,4492 mg/kg (i.p. lavaj)

Bilesik RN2 10 mg/kg (i.p. lavaj)

Referans Hyalobarrier® jel 1 mL (i.p. lavaj)

Sham grubuna adezyon modeli olusturulmadan serum fizyolojik i.p. yolla verilmistir.

Kontrol grubuna ise adezyon modeli olusturulup serum fizyolojik i.p. yoldan uygulanmistir.

Referans madde grubundaki sicanlarda adezyon modeli olusturulup 1 mL Hyalobarrier® jel

uygulanmistir (Allégre ve digerleri, 2018). Deney gruplarina, test numuneleri deney

modelinin olusturuldugu anda abdomen kapatilmadan hemen dnce 2 mL hacimde tek seferde

periton i¢i uygulanmistir. Ana ekstre deney hayvanlarina 100 mg/kg dozda uygulanmais, alt

ekstre, fraksiyon ve alt fraksiyon i¢in doz verim hesab: yapilmistir (Cizelge 3.11). izole

edilen bilesigin uygulama dozu literatiir bilgileri 15181inda 10 mg/kg olarak belirlnemistir

(Sahbaz ve digerleri, 2015b; Tirkoglu ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2014; Zhang,
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Song, Li, Zhang ve Zeng, 2016). Tiim cerrahi islemler sonrasi kas ve deri, usuliine uygun
olarak 3/0 siitur materyali ile dikilerek, insizyon bolgesinin yara bakimi giinliik olarak
povidon iyot ile yapilmistir. Adezyon modeli olusturulduktan 14 giin sonra deneye dahil

edilen tiim siganlar genel anestezi altinda eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edilmistir.

Adezyon skorlamast

Abdomenleri tekrar agilan sicanlarda Leach, Burns, Dawe, Smith Barbour ve Diamond
(1998)’nin yontemine gore adezyon skorlart belirlenmistir. Bu skorlama Cizelge 3.12°de

belirtildigi sekilde yapilmistir:

Cizelge 3.12. Adezyon skorlama sistemi

Kornu uterilerdeki defekte Makroskobik bakida R
Derece .. q . Adezyonun derecesine gore
gore adezyonun siddeti

0 Adezyon yok Adezyon yok Adezyon yok

1 %1-25 adezyon alani Ince avaskiiler et eana gl
adezyon

2 %26-50 adezyon alani Vaskiiler ya da opak Orta siddette cekme ile

ayrilan adezyon

3 %51-75 adezyon alani Yapisik baglantilar IS EEE CEE Y ElE
adezyon

4 %76-100 adezyon alani - -

Histopatolojik analiz

Otanaziyi takiben karin boslugu agilan siganlarda, adezyon sekillenmis dokular, kornu uteri
ve ovaryumlardan aliman doku ornekleri 1s1k mikroskobunda incelenmistir. Mikroskobik
inceleme ile kornu wuteri iizerindeki yangisal degisimler ve fibrozisin siddeti
degerlendirilmis, ovaryumlarda meydana gelen stromal ve parankimal degisimler de

kaydedilmistir (Celepli ve digerleri, 2011).
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Hematoksilen&Eosin (H&E) boyama protokolii

Rutin histolojik islemlerden gecirilerek parafin bloklardan elde edilen 4 pm kalinligindaki
kesitler, deparafinizasyon isleminin ardindan rehidratasyon islemi igin azalan etil alkol
serilerinde (%100, %90, %80, %70 ve %50) 10’ar dakika tutulmustur. Kesitler havada
kurutma iglemi tamamlandiktan sonra 10 dakika akan musluk suyu ile yikanip alkolden
uzaklagtirilmistir. Yikama isleminin ardindan 10 dakika Harris hematoksilen boya
solisyonunda tutulan kesitler daha sonra akan musluk suyu altinda 10 dakika, glasiyel
asetik asit ile alkol karisimi olan soliisyona 2-3 kez batirilip ¢ikarilarak akan musluk suyu
altinda tekrar 10 dakika yikanmistir. Daha sonra 10 dakika Eosin boya soliisyonunda
bekletilerek, tekrar 10 dakika akan musluk suyu ile yikamanin ardindan dehidratasyon
islemi i¢in sirastyla %50, %70, %80, %90 ve %100’liik artan etil alkol serilerinden hizlica
gecirilmistir. 45 dakika ksilolde bekletilen lamlar entellan ile kapatilmistir. Hazirlanan
kesitlerden elde edilen goriintiller ZEISS Axioscope 5 bilgisayar destekli 1s1k

mikroskobunda degerlendirilmistir.

Masson’s Trichrome boyama protokolii

Deney gruplarinda adezyon sekillenen alanlardaki fibrotik degisimleri incelemek amaciyla
4 um kalinhigindaki kesitlere Masson’s Trichrome boyama kiti uygulanmistir. Boyama
sonrasinda kapama mediumu ile kapatilan kesitler ZEISS Axioscope 5 bilgisayar destekli
151k mikroskobunda incelenerek, Image J programu ile kesitlerdeki mavi kolajen lif alan
yiizdesi degerlendirilerek fibrotik alan hesaplanmustir (Saribas, Ozogul, Tiryaki, Alpaslan
Pinarli ve Hamdemir Kilic, 2020).

Immunohistokimyasal analiz

Bu ¢alismada streptavidin-biotin-peroksidaz metodu ile ticari bir kit kullanilarak tiretici
firma prosediiriine gore; kornu uteri adezyonu ve adezyon sonrast karin bosluguna deney
numuneleri uygulanan sicanlarda adezyon sekillenen bdlgedeki yangisal degisimleri
degerlendirmek amaciyla TNF-a, IL-6 ve IL-8 salinimlart immunohistokimyasal olarak
karsilagtirilmigtir. Immiinohistokimyasal boyama igin parafin bloklardan polilizinli lamlara
4 um kaliliginda kesitler alinmigtir. Kesitler, deparafinizasyon isleminin ardindan azalan
alkol serilerinden (%100, %96, %90, %80 ve %70) ge¢irilmistir. Dehidrate edilen dokular
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alkolden uzaklastirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirilerek, daha sonra
dokulara sitrat tamponu (pH 6,0) ile retrival islemi uygulanmigtir. Dokular sitrattan
arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirilmistir. Dokularin ¢evresi doku
siirlama kalemi ile gevrilerek nemli ortam olmasina dikkat edilen immunohistokimya
barina dizilmistir. Dokular 3 kez 3’er dakika fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7,4) ile
yikanmugtir. Daha sonra, 15 dakika %3’liik hidrojen ile etkin birakilmistir. islem sonrasinda
PBS ile lamlar yikanarak ve yikanan lamlara 5 dakika UltraV block uygulanarak, 6zgiin
olmayan baglanmalarin engellenmesi saglanmistir. Bu islemden sonra dokular yikanmadan
primer antikor asamasia gegcilmistir. Kesitler 1:100 diliisyonda TNF-a (E-AB-40015,
Elabscience) IL-6 (E-AB-40073, Elabscience) ve IL-8 (E-AB-22204, Elabscience) primer
antikorlarina etkin birakilarak inkiibe edilmistir. Primer antikordan sonra lamlar 3 kez 3’er
dakika PBS ile yikanmistir. Yikamanin ardindan 10 dakika biotinli sekonder antikor
uygulanmigtir. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular 10 dakika streptavidin peroksidaz
enzim kompleksine etkin birakilmistir. Islem sonrasinda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS
ile yikanmistir. Diaminobenzedin iceren (DAB) substrati iceren kromojen DAB eklenerek
ve bekletilerek, gbzle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglanmistir. Zemin
boyasi olarak Mayer’in hematoksilen’i kullanilmistir. DAB ile boyanan lamlar azalan alkol
serilerinden gecirilmistir. Kesitler ksilolde bekletildikten sonra entallan ile kapatilarak
ZEISS Axioscope 5 bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir. TNF-a,
IL-6 ve IL-8 immunopozitiflik, her gruba ait x 400 biiyiitme ile elde edilen goriintiilerde,

rastgele secilen alt1 alanda ImagelJ analizi ile yiizde olarak hesaplanmigtir.

Toplam antioksidan seviyesi (TAS) ve toplam oksidan seviyesi (TOS)

Adezyon olusumunda meydana gelen enflamasyon, oksidatif strese neden olmakta ve bu
durum 1iyilesme siirecini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle tedavi edilen
dokulardaki oksidatif stres indeksi 6nemli bir parametredir. Bu amagla, doku TAS ve TOS
diizeyleri ticari kitler kullanilarak (Relassay, Turkiye) degerlendirilmistir. TAS diizeyi i¢in
doku antioksidanlarmin  ABTS radikal katyonu {izerindeki siipiiriicii etkileri
degerlendirilmistir. TOS diizeyinde ise, numunelerde bulunan doku oksidanlarinin ferroz
iyon-O-dianizidin’i ferrik iyona okside etme kapasiteleri Ol¢iilmiistiir. Bu parametreler

kullanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmistir (Erel, 2005).
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Istatistiksel analiz

Graphpad Prism 8.0 kullanilarak istatistiksel analizler yapilmistir. Degerler ortalama =+
standart hata (SEM) olarak hesaplanmistir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile gruplar
arasindaki farkliliklar belirlenmistir. P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fitokimyasal Calismalara Ait Bulgular

Aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalar1 dogrultusunda, R. nepalensis
bitkisinin kok kisimlarindan RN2 ve RN3 kodlu iki bilesik izole edilmis ve bu bilesiklerin
yapi tayinleri spektroskopik yontemler (*H-NMR, 3C-NMR, HMBC, COSY VE HSQC)
kullanilarak aydinlatilmistir. Spektroskopik veriler 1sinda, RN2 bilesiginin “sinnamtanen

B1” ve RN3 bilesiginin “epikatesin gallat” oldugu tayin edilmistir.

4.1.1. izole edilen bilesiklerin yap tayinlerine ait bulgular

RN2 Bilesigi (Sinnamtanen B1)

Cs5H3601s8
MA:864
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Acik sar1, kati formlu RN2 kodlu bilesigin ITK analizinde, UV2ss nm’de mor renk
gozlenmistir. Vanilin/H2SO4 reaktifi ile 110°C’de 2 dakika 1sitildiginda pembe-kirmizi renk

vermesi bilesigin kondanse tanen yapisinda olabilecegini gostermistir.

Bilesigin ESI-kiitle spektrumunda (Sekil 4.10) m/z 863,1794°de gozlenen [M-H]  iyon piki,
13C NMR spektrumunda (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6) gozlenen 45 karbon sinyali ile
birlikte degerlendirildiginde, bilesigin CasH3sO18 kapali formiiliine sahip oldugu

belirlenmistir.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Cizelge 4.1) 6 3,3 (d,
J=3,4 Hz) ve 4,17 (d, J=3,4 Hz)’de goriilen AB sistemindeki sinyal ¢ifti, Unite I’in C-3 ve
C-4 protonlarina isaret etmistir. Unite II’deki piran halkasia (F halkas1) ait proton sinyalleri
OH 5,72 (s, F2), 4,14 (s, F3), 4,58 (s, F4); tinite I1I"teki piran halkasina (I halkasi) ait proton
sinyalleri o1 4,41 (s, 12), 3,88 (gs, 13), 2,85 (I4) bu {iinitelerin katesin halka yapisina ait

olabilecegine isaret etmektedir.

COSY spektrumunda ayni spin sisteminde yer alan protonlarin oldugu belirlenmistir.
Aromatik halkalarda (A, E, H halkalar1) proton sinyalleri goriilmiistiir. Ayrica flavan halka
sistemini isaret eden 3 farkli spin sistemi belirlenmistir. COSY spektrumunda Unite I’de C
halkasinin H-3 ve H-4 protonlarinin o1 3,3 (d, J=3,4 Hz) ve 4,17 (d, J=3,4 Hz) birbiriyle
etkilesim gosterdigi goriilmiistiir. Unite 11’de F halkasmin H-2 (81 5,72), H-3 (81 4,14) ve
H4 (3w 4.58) protonlarinin birbirlerine komsu oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Unite
I1I’de T halkasinda H-2 (on 4,41), H-3 (61 3,88) ve H-4 (3w 2,85) protonlarinin ayni spin
sisteminde oldugu tespit edilmistir. COSY spektrumunda ayrica iinite I’de A halkasinin meta
konumundaki H-6 ve H-8 protonlarmin [6x 5,98 (d, J=2,1 Hz) ve 6,03 (d, J=2,1 Hz)]
birbiriyle etkilesim gosterdigi goriilmiistiir. COSY spektrumunda {inite I’de B halkasinin
meta konumundaki H-5' ve H-6' protonlarinin [6H 6,84 (d, J=8,4 Hz) ve 6,86 (d, J=8,4 Hz)]
birbiriyle etkilesim gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.7).

Bilesigin 1*C NMR spekturumunda; hem flavan yapisina ait olabilecegi muhtemel C-3 ve C-
4 konumundaki karbon sinyallerine ait ii¢ farkli deger, hem de aromatik halkadaki karbon
sinyallerinde {i¢ farkli halka sistemine ait olabilecek degerlerin goriilmesi COSY
spektrumunda gozlenen 3 farkli spin sistemi ile birlikte degerlendirildiginde, bilesikte ticlii
halka sistemi (trimerik yap1) olabilecegi diisiiniilmiistiir. *H-NMR spektrumunda iinite I’de

piran halkasinin (C halkas1) 2. konumunda proton olmadig1 anlasilmistir.
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Bu yapida tinite I’in C-4 protonu (on 4,17) ile C-2 karbonu (¢ 98,55) arasinda gbzlenen
etkilesim ve C-4 protonu (61 4,17) ile D-7 (8¢ 149,7) D-8 (6c 105,02) ve D-9 (d¢c 150,41)
konumunda yer alan karbonlar arasinda goézlenen etkilesimler HMBC spektrumu ile

dogrulanmuistir.

Prosiyanidin halka sistemi; ¢ogunlukla bir flavan iinitesinin 4 nolu karbon atomu, diger
{initenin 6 veya 8 numarali karbon atomuna baglanmaktadir. Ikinci bir baglanma oldugunda,
genellikle tinite I’in 2 nolu karbon atomundan {inite II’deki 5 veya 7 nolu karbona bagli OH
grubu iizerinden baglanmaktadir. Bu yap1 A-tipi prosiyanidin olarak adlandirilmaktadir (Ito,

Ohmori ve Suzuki, 2014).

Bu bulgular bilesigin A-tipi prosiyanidin yapisi olabilecegini diisiindiirmiistiir. C halkasinda
H-3 protonu (6H 3,3) ile A halkasinda C-10 konumunda yer alan karbon sinyali (6c 103,55)
arasinda gozlenen etkilesim HMBC spektrumu ile dogrulanmistir. Unite II’deki piran
halkasina ait (F halkasi) F-4 konumunda yer alan proton (n 4,58) ile tinite III’teki G-8
konumundaki karbon sinyali (¢ 107,45) arasinda gozlenen etkilesim HMBC spektrumu ile
dogrulanmistir (Sekil 4.9).

Tim veriler incelendiginde, tinite I’deki C-4 konumundaki proton ile tinite II’nin D-7, D-8
ve D-9 konumundaki karbona baglantisi oldugu, tinite II yapisinin F-4 konumundaki proton

ile G-7, G-8 ve G-9 konumundaki karbonlarla baglantili olabilecegi belirlenmistir.

HSQC spektrumunda, tinite I piran halkasinda (C halkasi) dn 3,3 (C-3) ve 6n 4,17 (C-4)’de
sinyal veren protonlarin sirastyla dc 65,79 ve 27,47 ppm’de sinyal veren karbonlara bagl
bulundugu belirlenmistir. Unite II’de F halkasinda F-2, F-3 ve F-4 numarali 81 5,72, 4,14 ve
4,58’de sinyal veren protonlarin sirasiyla oc 77,48, 71,18 ve 36,88’de sinyal veren
karbonlara bagli bulundugu gériilmiistiir. Unite III’te I halkasinda I-2, 1-3 ve I-4 numarali 5
4,41, 3,88 ve 2,85°de sinyal veren protonlarin sirasiyla dc 78,9, 66,14 ve 28,46’da sinyal
veren karbonlara bagli oldugu saptanmistir. Bu veriler bilesigin epikatesin halka yapisinda

oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 4.8).

Tiim bilgilerin bir arada degerlendirilmesi ve literatiir verileriyle karsilastirilmasi sonucunda
bilesigin yapisi epikatesin-(2b—0—7,4b—8)-epikatesin-(4b—8)-epikatesin (sinnamtanen
B-1) olarak belirlenmistir (Kamiya, Watanabe, Endang, Umar ve Satake, 2001; Ozgiinseven,
2021).



76

Cizelge 4.1. Sinnamtanen B1 (RN2) bilesiginin spektroskopik verileri ve 6nemli HMBC

etkilesimleri
C/H Atom oc ppm oH ppm J (Hz) HMBC (H—C)
Unite I
C Halkas1
2 C 98,55 -
3 CH 65,79 3,3 d(3,4) A10
4 CH 27,47 4,17 d (3,4) C2, D7, D8, D9
A Halkas
5 C 155,38 -
6 CH 96,89 5,98 d(2,1) ﬁi’om’ A8,
7 C 156,45 -
8 CH 95,15 6,03 d(2,1) A6, A7, Al10
9 C 152,77 -
10 C 103,55 -
B Halkasi
1 C 132,44 -
2' CH 114,34 7,05 gs A2, B3, B4', B6'
3 C 144,08 -
4 C 145,21 -
5' CH 114,73 6,84 d (8,4) B3'
6' CH 118,47 6,86 d (8,4) B4'
Unite 11
F Halkas1
2 CH 77,48 5,72 gs El, E2', E6'
3 CH 71,18 4,14 S F2, F4, D10
4 CH 36,88 4,58 S 228 239 D10, &7,
D Halkasi
5 C 154,38 -
6 CH 94,66 5,82 S D5, D7, D8
7 C 1497 -
8 C 105,02 -
9 C 150,41 -
10 C 105,34 -
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Cizelge 4.1. (devam) Sinnamtanen B1 (RN2) bilesiginin spektroskopik verileri ve dnemli
HMBC etkilesimleri

E Halkas1

1 C 130,39 -

2' CH 115,33 7,34 gs E3', E4', E6', F2
3 C 1445 -

4 C 144,89 -

5 CH 114,35 6,83 * El', E3', E4', E6'
6' CH 119,96 7,21 d(8,2) E2', E4', F2
Unite 111

I Halkasi

2 CH 78,9 4,41 S H1', H2', HE', I3
3 CH 66,14 3,88 gs -

4 CH:2 28,46 2,85 * G9, G10, 12, 13
G Halkas1

5 C 154,65 -

6 CH 95,05 6,12 S G7, G8, G10

7 C 154,18 -

8 C 107,45 -

9 C 154,42 -

10 C 98,64 -

H Halkas1

1 C 131,78 -

2' CH 114,08 6,84 * Eé H3, R4,

3 C 143,94 -

4' C 144,36 -

S) CH 114,6 6,76 * H1', H3'

6' CH 118,03 6,75 * H1', H2', H5'

*Girigim nedeniyle ¢oziilememistir
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RN3 Bilesigi (Epikatesin-3-gallat)
C22H18010
MA:442

Kahverengimsi, kati formlu RN3 kodlu bilesigin ITK analizinde, UV2s4 nm’de mor renk
gozlenmistir. Vanilin/H2SO4 reaktifi ile 110°C’de 2 dakika 1sitildiginda pembe-kirmizi renk

vermesi bilesigin kondanse tanen yapisinda olabilecegini gostermistir.

Bilesigin 13C NMR spektrumunda ¢ 25,46, 68,57 ve 77,23’te 3 adet alifatik karbon, &c
94,48-155,88 arasinda 18 adet aromatik karbon ve 1 adet karbonil (¢ 166,20) olmak {izere
toplamda 22 karbona ait sinyal degeri, ESI kiitle spektrumunda m/z 441,0825°de gbzlenen
[M-H] iyon piki ile birlikte degerlendirilmis ve bilesigin C22H18O10 kapali formiiliine sahip
oldugu saptanmustir (Sekil 4.16).

Bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde (Sekil 4.11), 8u 6,09 (1H, d, J = 2,3 Hz) ve n
5,98 (1H, d, J= 2,3 Hz) ppm degerindeki sinyal ¢iftinin 5,7-disiibstitiie A halkasina 6zgii
oldugu tespit edilmistir. Bu sinyal degerleri sirasiyla H-6 ve H-8 konumundaki protonlara
aittir. Aromatik halkada bulunan protonlarin &4 6,95 (1H, d, J=2,0 Hz), 4 6,71 (1H, d, J =
8,2) ve oH 6,81 ppm’de goriilen sinyalleri sirastyla H-2°, H-5" ve H-6’ protonlarina ait oldugu
goriilmiistiir. Piran halkas1 H-2, H-3, H-4a ve H-4b konumundaki protonlari sirastyla én 5,04
(1H,s),5,54 (1H, m), 2,84 (1H,dd J=17,3/2,4 Hz), 2,99 (1H, dd, J = 17,3/4,7 Hz) degerinde

sinyaller 6l¢iilmiistiir.
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Bilesigin *H NMR spektrumunda gdzlenen 5w 2,84 ve 2,99 sinyalleri ve bu sinyallere ait 1*C
NMR spektrumunda (Sekil 4.12) gozlenen karbon (¢ 25,46) degerinden de dogrulanarak,
CH2 (C-4) grubu olarak belirlenmistir. Yiiksek alanda baska proton (H) sinyali
gozlenmemesi diger sinyallerin heteroatom komsulugundaki protonlara ya da doymamais bir

karbon atomuna bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

C-2 protonunun (61 5,04) C-1' (3¢ 130,06), C-2' (6¢c 113,70), C-6' (6c 117,94) karbonlari ile
etkilesimde oldugu HMBC spektrumu ile dogrulanmustir. dn 5,04 proton (H-2) sinyalinin
HMBC spektrumunda goézlenen karbon atomlar1 (C-1', 2', 6') ile etkilesimde oldugu
goriilmiistiir. Aromatik halkada yer alan o 6,95 (C-2") protonunun éc 77,23 (C-2) ile olan

etkilesimi aromatik halkanin baglanti noktasini dogrulamaktadir.

H-4a (oH 2,84) ve H-4b (0H 2,99) protonlariin 10 numarali karbon atomu (8¢ 97,97) ile; H-
8 protonunun (61 5,93) C-7 konumundaki karbon atomu ile (8¢ 156,49); H-5' protonunun
(61 6,71) C-1' (6¢c 130,06) ve C-4' (dc 144,54) konumundaki karbonlarla etkilesimde oldugu
belirlenmistir. Gallik asit grubu H-2" (dn 6,97) ve H-6" (8 6,97) protonlar: ile karbonil
grubunun (d¢ 166,20) etkilesimi HMBC spektrumu ile dogrulanmustir (Sekil 4.15).

COSY spektrumu ile ayn1 spin sistemindeki protonlar belirlenmistir. Aromatik protonlarin
korelasyonu disinda C-2 (6n 5,04), C-3 (dn 5,54), C-4a (6n 2,84) ve C-4b (dn 2,99)
protonlarinin ayn1 spin sisteminde yer aldigi goriilmektedir (Sekil 4.13). Bu protonlara ait
C-2 (8¢ 77,23), C-3 (8¢ 68,57) ve C-4 (dc 25,46) karbon sinyalleri birlikte degerlendirilerek
yapinin katesin ¢ekirdegi olabilecegi belirlenmistir (Sekil 4.14).

Gallik asit grubu yapiya C-3 konumundan baglanmistir. 3 numarali konumdaki 6n 5,54
degerinin diisiik alana kaymasi da gallik asit grubunun konumunun bu noktadan bagl
oldugunu diisiindiirmektedir. 6 6,97°de gbzlenen proton sinyalleri gallik asit grubunda H-

2" ve H-6" protonlarina aittir.

Ozetle, HMBC spektrumundaki korelasyonlardan yararlanilarak yapidaki farkli iinitelerin
baglant1 noktalar1 ve HSQC spektrumundan da protonlarin iizerinde bulundugu karbonlarin
belirlenmesi sayesinde katesin ¢ekirdegi (flavan-3-ol) oldugu dogrulanmistir. NMR
spektrumu verilerinin literatiirde kayith degerlerle uyum gostermesi sonucunda bilesigin
yapisi epikatesin olarak aydinlatilmistir. Sonug¢ olarak, eldeki bulgular (Cizelge 4.2)
degerlendirilip literatiirdeki veriler (Davis, Cai, Davies ve Lewis, 1996) ile de

karsilastirildiginda elde edilen bilesigin epikatesin gallat oldugu bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Epikatesin gallat (RN3) bilesiginin spektroskopik verileri

C/H Atom dc ppm oH ppm J (Hz2) HMBC (H—C)
2 CH 77,23 5,04 s 3,1,2,6
3 CH 68,57 5,54 m
2,84 dd (17,3/2,4)
4 CH> 25,46 10
2,99 dd (17,3/4,7)
5 C 156,46 -
6 CH 95,14 6,09 d(2,3)
7 C 156,49 -
8 CH 94,48 5,98 d(2,3) 7,10
9 C 155,88 -
10 C 97,97 -
1 C 130,06 -
2' CH 113,70 6,95 d (2,0) 2
3 C 144,57 -
4 C 144,54 -
5 C 114,56 6,71 d(8,2) 1.4
6' CH 117,94 6,81 *
R (Gallik asit)
1" C 120,04 -
2" CH 108,8 6,97 S CO
3" C 144,92 -
4" C 138,43 -
5" C 144,92 -
6" CH 108,80 6,97 s CO
CO CO 166,20 -

*QGirigsim nedeniyle ¢oziilememistir
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4.2. Aktivite Calismalarina Ait Bulgular

4.2.1. Fibrin plak yontemi ile in vitro fibrinolitik aktivite bulgular

Petri kabinin tabanini kaplayan fibrin tabakaya plazmin uygulanarak eritme alanlari
Olgiilmiistiir. Plazmin standardi; 4 ayri konsantrasyonda, 2 tekrarli olacak sekilde
calisilmgtir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda, plazminin eritme zonlarmin en ve boy caplart
Olciilmiis ve “m x r1 X 2" formiilii kullanilarak, her bir iinite i¢in alan hesaplamas1 yapilmistir.
Ortalama yarigap, 2 tekrarli 6l¢iilen toplamda 4 adet en ve boy yarigaplarin (r1/r2) ortalamasi
alinarak; ortalama eritme alani, her bir {inite i¢in dlglilen 2 adet eritme alaninin ortalamasi
alinarak (mm?) hesaplanmustir (Cizelge 4.3). Olgiim sonucunda x ekseni (plazmin {initesi)
ve y ekseni (eritme alani) polinom grafigi ¢ikarilmus (y = 219,74x2- 14,717x + 86,841; R? =
0,9994) ve numunelerin plazmin standardina kiyasla aktivite 6lgtimleri elde edilen grafik
kullanilarak yapilmistir (Sekil 4.17).

Plazminin fibrinolitik aktivite 6lciim sonuclari

Cam petri kabinda agilan 4 mm ¢apindaki oyuklara plazmin ve kontrol 6rnegi olarak distile
su 20 puL mikropipet ucu kullanilarak damlatilmig ve 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona

birakilmigtir. Deney numunelerinin eritme alanlarinin hesaplanmasi amaciyla iki dikey cap

Olgtilmistiir. In vitro deneylere ait gorseller Resim 4.1°de sunulmustur.

Resim 4.1. Plazmin fibrin plak eritme alanlar1 a) 0,075 U/mL Plazmin b) 0,15 U/mL Plazmin
b) 0,3 U/mL Plazmin d) 0,6 U/mL Plazmin e) Kontrol (distile su)
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Cizelge 4.3. Plazminin eritme alanlar1

Plazmin (iinite/mL) | Ortalama yaricap (r) degeri (mm) | Ortalama alan* (mm?)
5,250

0,075 86,35000
5,250
5,500

0,15 90,66750
5,250
5,500

0,3 101,65750
5,875
6,500

0,6 157,19625
7,625

Kontrol (distile su) 0 -

*y=219,74x? - 14,717x + 86,841 ikinci dereceden bir bilinmeyenli denklemde sabit deger 86,841 oldugundan
alani 86,841 mm? degerinden diisiik olanlarn iinite karsiigi hesaplanamamaktadr.

Plazmin (Fibrinolitik Aktivite Ol¢iim Sonuglari)

180,00000
16000000 y= 219,74};5;10471,9791974)( + 86,841 4
14000000 e 157,19625
12000000 e
10000000 | e

80,00000 56,3500 90,66750

60,00000

40,00000

20,00000

0,00000
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Plazmin tinitesi (U/mL)

Eritme alani (mm?)

Sekil 4.17. Plazminin eritme alanlar1 polinom grafigi (U/mL bazli)
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Ekstrelerin fibrinolitik aktivite 6lciim sonuclari

%50 sulu etanol igerisinde ¢6ziilmiis olan ekstreler ile kontrol 6rnegi olan %50 sulu etanol
coOzeltisi, cam petri kaplarinda agilan 4’er mm ¢apindaki oyuklara 20 uL mikropipet ucu
kullanilarak uygulanmistir. Her bir 6rnek kendi i¢inde 3 farkli konsantrasyonda hazirlanarak,
2 tekrarli olacak sekilde calisilmistir. Ornekler 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ekstrelerin eritme zonlarmin en ve boy caplari
Olclilmiis ve “m x r1 X r2” formiili kullanilarak, her bir ekstre i¢in alan hesaplamasi
yapilmustir. Bitki ekstrelerinin eritme alanlar1 Cizelge 4.4’de sunulmustur. Sekil 4.17’de
verilen grafige gore bitki ekstrelerinin eritme alanlarina karsilik gelen plazmin esdegeri
hesaplanmis ve aktivite calismalarina, en yiiksek fibrinolitik etki gosteren bitki tiirliniin R.
nepalensis oldugu belirlendiginden, ileri ¢alismalara bu bitki {izerinden devam edilmesine

karar verilmistir (Resim 4.2).

Cizelge 4.4. Bitki ekstrelerinin eritme alanlari

Bitki Konsantrasyon Ortalama yarigap (r) Ortalama Plazmin esdegeri
(mg/mL) degeri (mm) alan* (mm? (U/mL)
125 0 - -
Asphodeline lutea 250 0 - -
500 0 - -
125 3,000 28,26000 -
Rheum ribes 250 5,000 78,50000 -
500 5,000 78,50000 -
125 3,000 28,26000 -
Rubia tinctorum 250 5,000 78,50000 -
500 7,500 176,62500 0,6736
125 5,000 78,50000 -
Rumex nepalensis 250 7,500 176,62500 0,6736
500 12,500 490,62500 1,3895
Kontrol %50 Etanol-Su 0 - -

*y=219,74x? - 14,717x + 86,841 ikinci dereceden bir bilinmeyenli denklemde sabit deger 86,841 oldugundan
alani 86,841 mm? degerinden diisiik olanlarn iinite karsiigr hesaplanamamaktadr.
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Resim 4.2. Ekstrelerin fibrin plak eritme alanlart a1) Rubia tinctorum 125 mg/mL; a2) Rubia
tinctorum 250 mg/mL; as) Rubia tinctorum 500 mg/mL; bi) Rheum ribes 125
mg/mL; b2) Rheum ribes 250 mg/mL; bs) Rheum ribes 500 mg/mL; c1) Rumex
nepalensis 125 mg/mL; c2) Rumex nepalensis 250 mg/mL; c3) Rumex nepalensis
500 mg/mL; di) Asphodeline lutea 125 mg/mL; d2) Asphodeline lutea 250
mg/mL; ds) Asphodeline lutea 500 mg/mL; e1) %50 Etanol-su

R. nepalensis alt ekstrelerinin fibrinolitik aktivite dlciim sonuclari

%50 Sulu etanol ¢ozeltisi igerisinde 500 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmig olan R.
nepalensis alt ekstreleri (n-hekzan, DKM ve sulu alt ekstre) ile kontrol 6rnegi olan %50 sulu
etanol ¢ozeltisi, 20 uL mikropipet ucu kullanilarak cam petri kabinda agilan 4’er mm
capindaki oyuklara uygulanmistir. 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Eritme
alan1 hesabi i¢in iki dikey ¢ap Ol¢iilmiistiir. Alt ekstrelerin eritme alanlar1 Cizelge 4.5°te

gosterilmistir.
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Resim 4.3. Alt ekstrelerin fibrin plak eritme alanlari; R. nepalensis a) n-Hekzan alt ekstresi;
b) DKM alt ekstresi; c) Sulu alt ekstre; d) %50 Etanol-su

Cizelge 4.5. R. nepalensis ekstresinin alt ekstrelerin eritme alanlari

Altekstre (500 mgimi) | Orimaancap() | Oriamasiant | Pl ke
n-Hekzan alt ekstresi 2,750 23,94250 }

DKM alt ekstresi 5,000 78,50000 B

Sulu alt ekstre 12,500 490,62500 1,3895
Kontrol 0 - -

*y=219,74x? - 14,717x + 86,841 ikinci dereceden bir bilinmeyenli denklemde sabit deger 86,841 oldugundan
alani 86,841 mm? degerinden diisiik olanlarn iinite karsiligi hesaplanamamaktadr.

En ytiksek fibrinolitik aktivite gosteren sulu alt ekstre, kromatografik yontemler kullanilarak

fraksiyonlarina ayrilmistir.

R. nepalensis’in sulu alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin fibrinolitik aktivite dlcim

sonuclari

%50 sulu etanol ¢ozeltisi igerisinde 500 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis olan R.
nepalensis fraksiyonlar1 (FR1-FR5) ile kontrol drnegi olan %50 sulu etanol ¢ozeltisi, 20 pL
mikropipet ucu kullanilarak cam petri kabinda acilan 4’er mm ¢apindaki oyuklara
uygulanmistir. 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Eritme alan1 hesabi igin iki
dikey cap Olgiilmiistiir. Fraksiyonlarin eritme alanlari Resim 4.4 ve Cizelge 4.6’da

sunulmustur.
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Resim 4.4. Fraksiyonlarin fibrin plak eritme alanlar1 a) FR1; b) FR2; c) FR3; d) FR4; e) FRS5;
f) %50 Etanol-su

Cizelge 4.6. Sulu alt ekstreden elde edilen fraksiyonlarin eritme alanlari

R. nepalensis fraksiyonlari | Ortalama yaricap - > Plazmin esdegeri
(500 mg/mL) ) aces Ty | UL I LT () (U/mL)

FR1 3,000 28,26000 -

FR2 3,500 38,46500 -

FR3 4,500 63,58500 -

FR4 5,000 78,50000 -

FR5 12,750 510,64250 1,4226
Kontrol 0 - -

*y=219,74x? - 14,717x + 86,841 ikinci dereceden bir bilinmeyenli denklemde sabit deger 86,841 oldugundan
alani 86,841 mm? degerinden diisiik olanlarn iinite karsiligi hesaplanamamaktadr.

Alt fraksiyonlama c¢aligmalarina, fraksiyonlar arasinda en yiiksek fibrinolitik aktivite

gosteren FRS iizerinden devam edilmistir.

R. nepalensis FR5 alt fraksiyonlarinin fibrinolitik aktivite 6lciim sonuclari

%50 sulu etanol ¢ozeltisi igerisinde 500 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis olan R.
nepalensis alt fraksiyonlart (VLC1 ve VLC2) ile kontrol 6rnegi olan %50 sulu etanol
cozeltisi, 20 pL mikropipet ucu kullanilarak cam petri kabinda agilan 4’er mm ¢apindaki
oyuklara uygulanmistir. 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmigtir. Eritme alani
hesabi i¢in iki dikey ¢ap Ol¢iilmiistiir. Alt fraksiyonlarin eritme alanlar1 Resim 4.5 ve Cizelge

4.7°de sunulmustur.
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Resim 4.5. Alt fraksiyonlarin fibrin plak eritme alanlar1
a) VLC1,; b) VLC2; c¢) %50 Etanol-su

Cizelge 4.7. Alt fraksiyonlarin eritme alanlar1

Alt fraksiyonlar Ortalama alan* Plazmin esdegeri

Ortalama yaricap (r) degeri (mm)

(500 mg/mL) (mm?) (U/mL)
VLC1 15,500 755,17000 1,7778
VLC2 5,500 94,98500 0,2289

Kontrol 0 - -

*y=219,74x? - 14,717x + 86,841 ikinci dereceden bir bilinmeyenli denklemde sabit deger 86,841 oldugundan
alani 86,841 mm? degerinden diisiik olanlarin iinite karsilig1 hesaplanamamaktadr.

Izolasyon ¢alismalari, alt fraksiyonlar arasinda en yiiksek fibrinolitik aktivite gosteren VLC1

lizerinden devam etmistir.

izole edilen RN2 ve RN3 bilesiklerinin fibrinolitik aktivite dlciim sonuclari

%50 sulu etanol ¢ozeltisi igerisinde 100 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis olan R.
nepalensis’ten izole edilen bilesikler (RN2 ve RN3) ile kontrol 6rnegi olan %50 sulu etanol
cozeltisi, 20 pL. mikropipet ucu kullanilarak cam petri kabinda agilan 4’er mm ¢apindaki
oyuklara uygulanmigtir. 37°C’de 24 saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Eritme alani
hesabi i¢in iki dikey ¢ap Ol¢iilmiistiir. Alt fraksiyonlarin eritme alanlar1 Resim 4.6 ve Cizelge

4.8’de sunulmustur.
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Resim 4.6. izole edilen bilesiklerin fibrin plak eritme alanlar1
a) RN2; b) RN3; ¢) %50 Etanol-su

Cizelge 4.8. 1zole edilen bilesiklerin eritme alanlar

Bilesikler . . Ortalama alan* Plazmin esdegeri
(100 mg/mL) Ortalama yaricap (r) degeri (mm) (mm?) (U/mL)
RN2 17,125 928,65500 1,9911
RN3 11,875 460,01000 1,3371

Kontrol 0 - -

*y=219,74x? - 14,717x + 86,841 ikinci dereceden bir bilinmeyenli denklemde sabit deger 86,841 oldugundan
alani 86,841 mm? degerinden diisiik olanlarin iinite karsiigi hesaplanamamaktadr.

Izole edilen bilesiklerin fibrinolitik etkilerinin in vitro yontem ile karsilastiriimasi
sonucunda, R. nepalensis’in en etkili alt fraksiyonunun biyoaktif bilesigi olan RN2 kodlu
bilesigin, RN3 kodlu bilesige kiyasla daha yiiksek etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu
dogrultuda, in vivo c¢alismalarda intra-abdominal adezyon modelinde etkisinin

degerlendirilmesi amaciyla segilen bilesik RN2 kodlu bilesik olmustur.

4.2.2. In vivo biyolojik aktivite bulgular:
Adezyon skorlar

In vitro fibrinolitik aktivite deneylerinde en yiiksek aktivite gosteren ekstre (R. nepalensis
kok ekstresi), alt ekstre (sulu alt ekstre), fraksiyon (FRS), alt fraksiyon (VLC1) ve bilesigin
(RN2) adezyon olusumu {iizerindeki etkileri, ratlarda olusturulan deneysel intra-abdominal
adezyon modeli ile degerlendirilmistir (Resim 4.7). Deney hayvanlarinda gelisen adezyon,

olusan hasara, siddete ve dereceye gore makroskobik olarak skorlanmis ve adezyon skor
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sonuglari Cizelge 4.9°da sunulmustur. Skorlamalar birlikte degerlendirildiginde, tedavi
gruplarindan sulu alt ekstre disindaki diger gruplarin, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli derecede etkili oldugu (p<0,0001) tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Intra-abdominal adezyon modelinde gruplara gore adezyon skorlar

Gruplar Skor 1 Skor 2 Skor 3
Sham 0,00-£0,00%*** 0,00+£0,00%*** 0,00+£0,00%***
Kontrol 4,00+0,00 3,00+0,00 3,00 £0,00
Ana ekstre 1,00:£0,00%#** 1,00:£0,00%*** 1,00:£0,00%***
Sulu alt ekstre 3,20+0,40 2,50+0,22 2,50+0,22
FRS 1,50+0,22%%** 1,00+0,00%*** 0,50+0,22%*%*
VLC1 1,30+0,49%*** 0,67+0,21 **** 0,83+0,31 ****
RN2 2,00+0,26% %% 1,70:£0,33 % %% 1,50:£0,22% %%
Referans 1,60:£0,24 %% 1,60:£0,24% %% 1,40:£0,25% %%

Skor 1: Kornu uterilerdeki defekte gore adezyonun degerlendirilmesi; Skor 2: Makroskobik bakida adezyonun
siddeti; Skor 3: Adezyonun derecesine gore; ****: p<0,0001 (sonuglar kontrol grubuna gére kiyaslanmustir)




Resim 4.7. Intra-abdominal adezyon modeli a) Sham grubu b) Kontrol grubu c¢) Ana ekstre
grubu d) Sulu alt ekstre grubu e) FR5 grubu f) VLC1 grubu g) RN2 grubu
h) Referans grubu
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4.2.3. Histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgular

Deney gruplarina ait uterus doku kesitlerinin histopatolojik degerlendirmesinde, sham
grubuna ait uterus ve ovaryum dokularina ait kesitlerde normal histomorfolojik gdriiniim
izlenmistir. Kontrol grubuna ait uterus kesitlerinde enflamasyon, konjesyon ve yag hiicre
infiltrasyonu goriilmiistiir. Tedavi gruplarinda bazi alanlarda bu degisimlerin siirerken ayni
sekilde histopatolojik degisikliklerin kismen azaldigi, 6zellikle VLC1 ve RN2 gruplarinda
iyilesmenin belirgin oldugu dikkati ¢ekmistir (Resim 4.8).

Hyalobarrier jel

Resim 4.8. Deney gruplarina ait uterus kesitlerinde enflamasyon (<), konjesyon (¢) ve
fibrozis (®) izlenmektedir (HE, X50)

Ovaryum dokusunda deney gruplar1 arasinda stroma ve parankimada belirgin degisimler
izlenmemistir (Resim 4.9). Dokular fibrozis ve pro-enflamatuvar sitokinler agisindan
degerlendirildiginde, uterusda ovaryuma gore histopatolojik degisimlerin daha belirgin
oldugu, tedavi gruplarinda genel olarak anti-enflamatuvar etkinin izlendigi ve &zellikle
VLC1 ve RN2 gruplarinda adezyon formasyonunda kismen de olsa terap6tik etkinin varligi

dikkati ¢ekmistir.
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Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

2

VLC1 RN2 Hyalobarrier jel

Resim 4.9. Deney gruplarina ait ovaryum kesitleri (HE, X50)

Deney gruplarina ait uterus doku kesitlerinde fibrotik alan yiizdesi degerlendirildiginde;
Sham grubu fibrotik alan yiizdesinin kontrol, referans, ana ekstre, sulu alt ekstre, FR5, VLC1
ve RN2 gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli olarak diisiik oldugu belirlenmistir
(sirastyla; p<0,001; p=0,006; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001). Kontrol grubunda ise
fibrotik alan yiizdesi referans grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001).
VLCI1 ve RN2 gruplarina ait fibrotik alan yiizdelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml1 derecede diisiik oldugu tespit edilmistir (sirastyla, p=0,026 ve p=0,001) Diger

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik izlenmemistir (Resim 4.10).

Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

Resim 4.10. Deney gruplarina ait uterus kesitlerinde fibrotik alanlar (*) gériillmektedir (MT,
X400)
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Deney gruplarina ait uterus dokusunda TNF-a, IL-6 ve IL-8 immunopozitif alan yiizdeleri
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Sham grubuna ait TNF-o immunopozitif alan
yiizdesinin diger deney gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugu bulunmustur
(p<0,001). RN2 grubuna ait TNF-a immunoreaktivitesinin kontrol, ekstre ve alt ekstre
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalisi dikkati ¢ekmistir (sirasiyla;
p=0,021; p=0,045; p=0,041) (Resim 4.11).

Sham Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

__"' R -“‘.JJ-T} '3 '\"
} 5 s R f)-
Q??“%» %i "~ ' s s f"
e AP =59 W
&‘Q‘,\; i e MR EE T e e
X QB

Hyalobarrier jel

Resim 4.11. Deney gruplarina ait uterus kesitlerinde TNF-a immunoreaktivitesi (DAB,
Mayer’s hematoksilen, X400)

Deney gruplarina ait uterus dokusunda IL-6 immunopozitif alan yiizdeleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, Sham grubunda IL-6 immunopozitif alan yiizdesinin, diger deney
gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugu izlenmistir (sirasiyla; p=0,02; p<0,001;
p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001). Kontrol, sulu alt ekstre ve fraksiyon (FR5)
gruplarina ait IL-6 immunopozitif alan yiizdelerinin referans gruplarma gore istatistiksel
olarak anlamli derecede artis gosterdigi tespit edilmistir (sirasiyla; p<0,001; p=0,001 ve
p=0,019). Diger taraftan, ana ekstre ve alt fraksiyon (VLC1) gruplarina ait IL-6
immunopozitif alan yiizdelerinin, Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede

diisiik oldugu belirlenmistir (sirastyla; p=0,024 ve p=0,005) (Resim 4.12).
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Sham Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

R P

FR5 vLc1 RN2 Hyalobarrier jel

Resim 4.12. Deney gruplarina ait uterus kesitlerinde IL-6 immunoreaktivitesi (DAB,
Mayer’s hematoksilen, X400)

Deney gruplart arasinda IL-8 immunopozitif alan yiizdesi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde gruplar arasi anlamlilik izlenmemistir. Tedavi gruplart arasinda en
diisiik immunoreaktivite ylizdesi RN2 grubunda izlenirken, ayni sekilde Kontrol grubuna ait
IL-8 immunoreaktivite azalisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da dikkati ¢ekmistir (Resim
4.13).

Sham Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

FRS VLC1 RN2 Hyalobarrier jel

Resim 4.13. Deney gruplarina ait uterus kesitlerinde IL-8 immunoreaktivitesi (DAB,
Mayer’s hematoksilen, X400)

Uterus immunopozitif alan yiizde degerleri Cizelge 4.10°da sunulmustur.



Cizelge 4.10. Uterus immunopozitif alan yiizdeleri
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. . TNF- a IL-6 IL-8
Fibrotik alan . e . " . -
Gruplar iizdesi immunopozitif immunopozitif immunopozitif
y alan yiizdesi (%) alan yiizdesi (%) alan yiizdesi (%)
Sham 16,90 + 0,60 0,40+0,10 1,41 £0,25 0,26 +£0,05
Kontrol 42,35+2,61 21,36 + 1,10 20,54 + 1,13 14,63 + 0,89
Ana ekstre 33,23 +£1,90 20,14 £ 0,72 14,98 + 0,79* 13,43 £ 0,63
Sulu alt ekstre 32,77 +£2,18 19,95+ 0,71 17,57 £ 0,70 13,44 + 0,56
FRS5 30,03 +£0,79 19,96 + 0,86 16,81 + 0,94 14,07 £ 0,70
VLC1 29,69 + 1,46 19,10 + 0,69 14,14 £+ 0,76** 14,28 + 0,66
RN2 27,34 + 1,68 16,30 + 0,68* 15,59 + 0,64 12,80 + 0,66
Referans 25,38 + 1,47%** 17,55 + 0,49 12,35 £ 0,62%** 12,06 + 0,53

*:p<0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001 (sonug¢lar kontrol grubuna gore kiyaslanmistir)

Deney gruplarina ait ovaryum doku kesitlerinde fibrotik alan yiizdesi istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, sham grubu fibrotik alan yiizdesi ortalama degeri diger gruplara gore
diisik bulunmustur. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik dikkati

cekmemistir (Resim 4.14).

Sulu alt ekstre

Sham Kontrol

Ana ekstre

Hyalobarrier jel

Resim 4.14. Deney gruplarina ait ovaryum kesitlerinde fibrotik alanlar (*) izlenmektedir
(MT, X400)

Ovaryum dokusuna ait kesitler immunohistokimyasal analizler sonrasi degerlendirildiginde,
TNF-a, IL-6 ve IL-8 immunopozitif alan yiizdeleri, sham gruplarina ait 6rneklerde diger

gruplara gore diisiik bulunmustur (Resim 4.15, Resim 4.16, Resim 4.17). Ancak bu diisiis
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IL-8’de istatistiksel olarak anlamlilik gostermemistir. TNF-a immunoreaktivitesinde, RN2
grubuna ait kesitlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalis izlenmistir
(p=0,029). IL-6 immunopozitif alan yiizdesinde ise FR5 grubunda, kontrol grubuna gore
anlamli diisiis gézlenmistir (p=0,050). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
dikkati cekmemistir.

Sham Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

FRS vict = RN2 Hyalobarrier jel

Resim 4.15. Deney gruplarina ait ovaryum kesitlerinde TNF-a immunoreaktivitesi (DAB,
Mayer’s hematoksilen, X400)

Sham Kontrol Ana ekstre Sulu alt ekstre

FR5 VLC1 RN2 Hyalobarrier jel

Resim 4.16. Deney gruplarina ait ovaryum Kesitlerinde IL-6 immunoreaktivitesi (DAB,
Mayer’s hematoksilen, X400)
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Sulu alt ekstre

Hyalobarrier jel

Resim 4.17. Deney gruplarma ait ovaryum kesitlerinde IL-8 immunoreaktivitesi (DAB,
Mayer’s hematoksilen, X400)

Ovaryum immunopozitif alan yiizde degerleri Cizelge 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.11. Ovaryum immunopozitif alan yiizdeleri

Gruplar Fibr.(.) b a.lan imn’lll‘lljlf)‘;)zzitif immlfll;(;gozitif imm:ll;(;gozitif
. alan yiizdesi (%) alan yiizdesi (%) alan yiizdesi (%)
Sham 1,55+ 0,16 1,58 +£0,19 4,16 £ 0,68 1,93 £ 0,29
Kontrol 2,85+ 0,34 9,43 £ 0,62 16,17 £ 0,69 1,74 £0,22
Ana ekstre 2,83+ 0,40 7,18 £0,80 13,76 £ 0,67 2,39+£0,30
Sulu alt ekstre 3,10+ 0,44 7,94 £ 0,56 13,70 + 0,66 1,99 £ 0,22
FR5 2,90 + 0,34 6,72 £ 0,44 12,78 + 0,67* 2,26 £ 0,25
VLC1 3,04 £ 0,33 8,43 +£0,53 13,81 £0,70 2,38 £ 0,33
RN2 3,10+ 0,42 6,13 +0,39* 13,08 £ 0,60 2,68 +£0,41
Referans 2,50+ 0,41 7,84 + 0,89 14,20 £ 0,73 1,97 £ 0,20

*: p< 0,05 (sonuglar kontrol grubuna gére kiyaslanmistir)
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Toplam antioksidan seviye ve toplam oksidan seviye tayini

Intra-abdominal adezyon modelinde belirlenen etkilerin antioksidan aktivite ile iliski olup
olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla dokularin TAS ve TOS diizeylerine bakilmis ve OSI
degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.12°de sunulmustur. Degerler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Cizelge 4.12. Oksidatif stres indeksi degerleri

Gruplar *QSl

Sham 0,300 £ 0,030
Kontrol 0,420 + 0,029
Ana ekstre 0,480 £+ 0,062
Sulu alt ekstre 0,460 + 0,055
FR5 0,420+ 0,031
VLC1 0,480 + 0,043
RN2 0,430 + 0,066
Referans 0,430 £ 0,034

* OSI: Oksidatif Stres Indeksi
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5. TARTISMA

Batin cerrahisi en yaygin yapilan ameliyatlar arasindadir. Bu ameliyatlar, yemek borusu,
mide, karaciger, pankreas ve bobrek gibi cesitli organ ve yapilar icermektedir. Cerrahi
islemler sonrasinda periton i¢inde meydana gelen adezyon, dnemli sorunlardan biri olarak
kabul edilmektedir. PAA’ya bagli birtakim komplikasyonlarin gelismesi de siklikla yasanan
problemler arasindadir. Karin i¢i adezyonlar genellikle asemptomatik olmakla birlikte, ince
bagirsak obstriiksiyonu, fistlil gelisimi, kronik abdominopelvik agri, infertilite, iiretral
obstriiksiyon ve postoperatif kanamaya neden olabilir. Yapilan arastirmalarda, daha 6nce
ameliyat gecirmis hastalarin %33"iniin, adezyona bagli komplikasyonlar nedeniyle tekrar
tedaviye ihtiya¢c duydugu, ayrica baz1 olgularda gelisen komplikasyonlarin mortaliteye
neden oldugu gosterilmistir (Kocaay, Celik, Eker, Cetinkaya ve Geng, 2015; Menzies, 1993).
Tiim bunlara bagh olarak adezyonun tedavi maliyetleri artmakta ve filkelerin saglik
sistemlerinde maddi kayiplara sebebiyet vermektedir. Dolayisiyla, adezyon olusumunun
onlenmesi ve ilerlemesi konularinda 6zellikle son yillarda bir¢cok bilimsel c¢alisma
yiiriitiilmektedir. Yeni ajanlarin kesfi ve gelistirilmesine yonelik in vitro ve in vivo galismalar

Onem kazanmaktadir.

Klinik uygulamada, PAA olusumunu 6nlemek ve gelisen adezyonu tedavi etmek amaciyla
uygulanan cesitli tedavi yontemleri mevcuttur. Ancak adezyon olusumuna dahil olan
stireglerin  komplike olmasi, tedavi yontemlerinin zamaninda ve dogru sekilde
uygulanmasin1 gerektirmektedir. Adezyonun patofizyolojisinde hiicre proliferasyonu,
apoptoz, inflamasyon, oksidasyon, koagiilasyon ve fibrinoliz yer aldigindan (Hu ve digerleri,
2021), tim bu siireglere bagli olarak, tedavi yaklasimlari arasinda enflamatuvar yanitin
azaltilmasi, fibrinolizin aktive edilmesi, koagiilasyonun engellenmesi ve kolajen sentezinin
inhibisyonu yer almaktadir (Kocaay, Celik, Eker, Cetinkaya ve Geng, 2015). Yapilan ¢ok
sayidaki aragtirmaya ragmen, intra-abdominal adezyonunun olusumunun engellenmesine ve
tedavisine yonelik kullanim1 kolay olan ve yan etki potansiyeli tasimayan ajanlarin ya da

terapotik yontemlerin arayisi giiniimiizde de devam etmektedir.

Son yillarda, PAA’nin iyilesme siireglerinde etkili olabilecegi 6n goriilen tibbi bitkiler
tizerinde birgok ¢alismanin yapildigi goriilmektedir (Parsaei, Karimi, Asadi ve Rafieian-

Kopaei, 2013; Rajaei ve digerleri, 2014; Karimi ve digerleri, 2016a; Siintar, Demirel,
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Ceribasi, Ergin ve Gokbulut, 2021). Bu ¢alismalarda, bitki ekstrelerinin (Matricaria
chamomilla, Silybum marianum, Crocus sativus, Portulaca oleracea, Rumex cripus,
Camellia sinensis, Rosmarinus officinalis, Malva sylvestris, Boswellia sacra, Ecballium
elaterium, Bletilla striata, Punica granatum, Rosa damascena, vb.) (Arjmand ve digerleri,
2021; Ghadiri ve digerleri, 2021; Jaafari ve digerleri, 2021; Jamshidi-adegania ve digerleri,
2022; Jomezadeh ve digerleri, 2019; Karimi ve digerleri, 2016a; Karimi, Parsaei, Shafiei-
Alavijeh, Rafieian-Kopaei ve Asadi, 2016b; Liu ve digerleri, 2019; Mahmoudieh ve
digerleri, 2020; Okur ve digerleri, 2014; Parsaci, Karimi, Asadi ve Rafieian-Kopaei, 2013;
Rahmanian-Devin ve digerleri, 2021; Rajaei ve digerleri, 2014; Roohbakhsh ve digerleri,
2020; Siintar, Demirel, Ceribasi, Ergin ve Gokbulut, 2021) ve dogal bilesiklerin (berberin,
breviskapin, bromelain, krosin, kurkumin, emodin, fukoidan, gallik asit, ghrelin, honokiol,
ligustrazin, paeniflorin, resveratrol, rosmarinik asit, salvionat, silimarin, vb.) in vivo deney
modellerinde etkileri degerlendirilmis ve adezyon olusumunu engelleyici aktiviteleri ortaya
konulmustur (Agacayak ve digerleri, 2015; Arjmand ve digerleri, 2021; Bianchi ve digerleri,
2016; Charboneau, Delaney ve Beilman, 2018; Gao ve digerleri, 2017; Javanmardi,
Golmohammadi ve Mazaheri-khamene, 2017; Kakanezhadi ve digerleri, 2022; Sui ve
digerleri, 2007; Sahbaz ve digerleri, 2015a; Tirkoglu ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri,
2014; Wei ve digerleri, 2016; Wei ve digerleri, 2017; Zhang ve digerleri, 2014; Zhang ve
digerleri, 2015; Zhang, Song, Li, Zhang ve Zeng, 2016; Wei ve digerleri, 2018). Bu
calismalardan, sO6z konusu tibbi bitkilerin ve sekonder metabolitlerin fibrinolitik,
antiplatelet, anti-enflamatuvar, antioksidan ve anti-anjiyogenik aktiviteler gostererek

adezyonun 6nlenmesi ve tedavisinde etkili oldugu anlasilmaktadir.

Adezyon olusumu, post-operatif donemde, uygun sekilde olusmasi beklenen fibrin yapisi
yerine, diisiik fibrinolitik etkiye bagli olarak, kalici doku bantlarinin meydana gelmesi ile
seyretmektedir. Bu baglamda, fibrinolitik, trombolitik ve antikoagiilan etki potansiyeli
gosteren ajanlar intra-peritoneal adezyonu onlemede 6nemli rol oynamaktadir. Bu bilgiler
is18inda, bu aktiviteleri gosteren dogal bilesiklerin, PAA olusumunun onlenmesinde ve
tedavisinde potansiyel olabilecekleri disiiniilmektedir. Patofizyolojik siiregler dikkate
alindiginda, Arnebia euchroma (Royle) 1.M.Johnst., Syzygium cumini (L.) Skeels, Allium
cepa L., Allium sativum L. ve Ginkgo biloba L., Morinda citrifolia L., Dimocarpus longan
Lour., Angelica acutiloba (Siebold & Zucc.) Kitag., Cydonia oblonga Mill., Glycine max
(L.) Merr., Panax japonicus (T.Nees) C.A.Mey., Sterculia foetida L., Thymus atlanticus

(Ball) Pau bitkilerinin trombin ve fibrin olusum ve degredasyon basamaklarini regiile
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etmeleri dolayisiyla (Ablat, Ablimit, Abudoukadier, Kadeer ve Yang, 2023; Alam ve
digerleri, 2021; Fukuda ve digerleri, 2009; Jung ve digerleri, 2002; Khouya ve digerleri,
2020; Matsuda ve digerleri, 1989; Murata ve digerleri, 2014; Naderi ve digerleri, 2005;
Nguyen ve digerleri, 2021; Rehman ve digerleri, 2019; Suzuki ve digerleri, 2003; Zhou ve
digerleri, 2014) PAA’ya kars1 olumlu etki olusturabilecekleri ongoriilebilir. Benzer sekilde
antiplatelet, antikoagiilan, trombolitik, hemostatik, anti-enflamatuvar ve fibrinolitik
aktivitelere sahip bitki kaynakli biyoaktif bilesenler, trombin ve fibrin olusum/yikim
mekanizmasini etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda, dogal bilesiklerin serin proteaz enzim
aktivitesinin fibrinolitik sistemde 6nemli oldugu rapor edilmistir. Bufadienolitler, siyanidin,
epigallokatesin gallat, elajik asit, eskulin, hiperisin, hiperozit, mirisetin, rutin, kersetin,
silibin, salisin, sennozit A, sennozit B gibi bilesiklerin trombin, ¢lastaz, {irokinaz, tripsin ve
plazmini regiile ettigi ortaya konulmustur. Bu bulgular bu bilesiklerin fibrinolitik sistemde
rol oynayabilecegini gostermektedir (Bijak ve digerleri, 2014; Jedinak, Maliar, Grancai ve
Nagy, 2006; Kolodziejczyk-Czepas ve digerleri, 2017; Mozzicafreddo, Cuccioloni, Eleuteri,
Fioretti ve Angeletti, 2006; Mozzicafreddo ve digerleri, 2008; Sartor ve digerleri, 2002;
Viskupicova, Danihelova, Majekova, Liptaj ve Sturdik, 2011).

Daha once yapilan preklinik ¢alismalarda, Rheum rhaponticum L. ve Rheum rhabarbarum
L. bitkilerinin antikoagiilan ve profibrinolitik etkileri; Rubia cordifolia L. nin antitrombotik,
fibrinolitik ve anti-enflamatuvar etkileri; Rumex acetosa L.’nin antiplatelet etkisi ve
Asphodeline damascena subsp. rugosa Tuzlaci, A. tenuior subsp. tenuiflora (K.Koch)
Tuzlac1 ve A. cilicica Tuzlaci tiirlerinin anti-enflamatuvar ve antioksidan etkileri ortaya
konulmustur (Chen ve digerleri, 2018; Zengin ve digerleri, 2019; Jeong ve digerleri, 2020;
Wang ve digerleri, 2020; Jeon ve digerleri, 2022; Liudvytska ve digerleri, 2023). Bununla
beraber, flavonoit, antrakinon ve tanen yapisina sahip birgok bilesigin s6z konusu aktiviteleri
gosterdigi bildirilmistir (Wei ve digerleri, 2017; Wei ve digerleri, 2018; Rivkind, Marshood,
Durst ve Becker, 1983; Javanmardi, Golmohammadi ve Mazaheri-khamene, 2017; Zhang,
Song, Li, Zhang ve Zeng, 2016; Jedinak, Maliar, Grancai ve Nagy, 2006; Mozzicafreddo,
Cuccioloni, Eleuteri, Fioretti ve Angeletti, 2006; Mozzicafreddo ve digerleri, 2008). Bu
dogrultuda, calismamizda, anilan bitkilerle benzer taksonomik sinifta yer alan ve icerdigi
bilesikler (flavonoit, antrakinon ve tanenler) bakimindan adezyonun 6nlenmesinde olumlu
etki gosterecegi hipotez edilen Asphodeline lutea Rchb. (Asphodelaceae), Rheum ribes L.
(Polygonaceae), Rubia tinctorum L. (Rubiaceae) ve Rumex nepalensis Spreng.

(Polygonaceae) bitkilerinin aktivitelerinin arastirilmasi amaglanmustir.



118

Bu amagla oncelikle, A. lutea, R. ribes, R. tinctorum ve R. nepalensis bitkileri, tilkemizde
dogal olarak yetistikleri lokasyonlardan toplanmigtir. Tiir tayinleri yapilarak, es 6rnekleri
Selguk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’na kayit ettirilmistir. Kurutma ve toz
etme islemlerinin ardindan bitki koklerinden ana MeOH ekstreleri hazirlanmustir. Fibrin plak
yontemi ile ekstrelerin fibrinolitik aktiviteleri degerlendirilmistir. A. lutea, R. ribes R.
tinctorum ve R. nepalensis MeOH ekstreleri arasinda, en giiclii fibrinolitik aktiviteyi R.
nepalensis gostermistir. R. tinctorum koklerinin  MeOH  ekstresi 500 mg/mL
konsantrasyonda R. nepalensis’e yaklasan bir eritme alan1 olusturmus ancak, R. nepalensis
ekstresi doz bagimli olarak en yiiksek etkiyi sergilemistir. R. ribes ektresinin de fibrin
tabakay1 eritici etkisinin bulundugu belirlenirken, A. lutea ekstresinin eritme alani
olusturmadig1 kaydedilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, ¢aligmamizda se¢mis
oldugumuz bitki tiirlerinin sekonder metabolitleri genel gruplar acgisindan (flavonoitler,
antrakinonlar, tanenler, vb.) benzerlik gosterse de, bu bitkilerin s6z konusu yapilarin farkli
tirevlerini, farkli miktarlarda igeriyor olmalar1 etki dereceleri iizerinde farklilik
olusturmustur. Bu dogrultuda, calismamiz, en yiiksek etkiyi gosteren R. nepalensis tiiriiniin
koklerinden hazirlanan MeOH ekstresiden sivi-sivi partisyon teknigi ile n-hekzan, DKM ve
sulu alt ekstrelerin hazirlanmasi yoniinde devam etmistir. Yapilan ITK analizleri sonucunda,
her ti¢ alt ekstrede farkli polaritede bilesiklerin bulundugu goriilmiistiir. Alt ekstrelerin in
vitro fibrinolitik aktiviteleri degerlendirildiginde, n-hekzan ve DKM alt ekstrelerinin
olugturdugu eritme alanlarina kiyasla, sulu alt ekstrenin uygulandigi bolgenin daha biiyiik
bir yayilma alanina sahip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla etkili alt ekstrenin sulu alt ekstre
oldugu ve ekstredeki gorece polar bilesiklerin aktiviteden sorumlu olabilecegi
diistintilmistiir. In vitro deneylerde en etkili oldugu tespit edilen sulu alt ekstre, aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama ¢alismalart dogrultusunda, Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi ve VLC sistemleri kullanilarak fraksiyonlara ve alt fraksiyonlara ayrilmustir.
Ayirma tekniklerinde kullanilan sabit fazlardan Sephadex LH-20 ile ekstredeki bilesiklerin
molekiil agirliklarina; ters faz silika jel ile polarite farkina bagl olarak ayirimin saglanmasi
amaclanmigtir. VLC yontemi ile ayrimin beklendigi sekilde saglanamadigi, fraksiyondaki
bilesiklerin ilk eliisyonda bir arada geldigi ITK profillerinden anlasilmistir. Fraksiyonlar
arasinda FR5’in; alt fraksiyonlar arasinda ise VLC1’in fibrin eritme alanlar1 bakimindan en
yiksek etkiye sahip oldugu belirlenmistir. En etkili alt fraksiyondan (VLCI1) etkili
bilesiklerin izolasyonu i¢in tekrarlayan kolon kromatografisi yontemleri kullanilmis;
izolasyon calismalarinda preparatif ITK yontemi ve silika jel kolon kromatografisi

yontemlerinden yararlanilmistir. izole edilen RN2 ve RN3 kodlu bilesiklerin yapilarinin
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analizi i¢in spektroskopik (1D ve 2D NMR, HR-MS) yontemler kullanilmistir. Elde edilen
bulgularin literatiir verileriyle de (Kamiya, Watanabe, Endang, Umar ve Satake, 2001;
Ozgiinseven, 2021) dogrulanmas1 sonucunda R. nepalensis bitki koklerinden elde edilen
RN2 ve RN3 kodlu bilesiklerin yapilari sirasiyla sinnamtanen B1 ve epikatesin gallat olarak
tayin edilmistir. Daha 6nce Rumex tiirleri tizerinde yapilmis olan ¢aligmalarda, sinnamtanen
B1 bilesigi R. acetosa’dan izole edilmis ve bu bilesigin R. crispus tiirlinde de bulundugu
enstriimental analiz teknikleri ile tespit edilmistir (Bicker, Petereit ve Hensel, 2009; Idris,
Wintola ve Afolayan, 2022). Calismamizda izole edilen sinnamtanen B1 bilesigi R.

nepalensis tiiriinden ilk defa izole edilmistir.

Izole edilen bilesiklerin in vitro fibrinolitik aktiviteleri degerlendirilmis ve sinnamtanen B1
bilesiginin en yiiksek fibrinolitik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bununla beraber,
epikatesin gallat bilesiginin de fibrin eritme alani olusturdugu kaydedilmistir. In vitro-
aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalarindan sonra, her basamakta en
yiiksek fibrinolitik etki gosteren ornekler secilerek (bitkinin MeOH ekstresi ve en yiiksek
aktivite gosteren alt ekstresi, fraksiyonu, alt fraksiyonu ve bilesigi) intra-abdominal adezyon
olusumuna kars: etkilerinin karsilastirmali degerlendirilmesi amaciyla, siganlarda in vivo
deneysel intra-abdominal adezyon modeli olusturulmustur. Sham, kontrol ve referans
gruplar1 ile beraber tedavi gruplari olusturularak in vitro deneylerde etkili bulunan
numunelerin in vivo etkileri kiyaslanmistir. Deney sonunda, ekstrelerin, fraksiyonlarin ve
bilesigin aktivitesi, makroskobik baki, histopatolojik, immunohistokimyasal ve

biyokimyasal parametreler goz 6niinde bulundurularak degerlendirilmistir.

Intra-abdominal adezyon modelinin olusturulabilmesi amaciyla, genel anesteziye alinan
sicanlarda, linea alba lizerinden peritoneal kaviteye ulasilarak her iki kornu uterinin daha az
vaskiilarize bolgelerinde ve kornu uterilerin karsiligi olan abdominal duvarda skalpel
yardimiyla petesiyal kanamalar olusturularak dokunun travmatize edilmesi saglanmistir
(Yilmaz ve digerleri, 2013). Sham grubuna adezyon modeli olusturulmadan; kontrol
grubuna ise adezyon modeli olusturularak, test numunelerin ¢ozeltisi olan serum fizyolojik
I.p. yolla verilmistir. Referans grubundaki siganlarda adezyon modeli olusturularak,
peritoneal kaviteye Hyalobarrier® jel (1 mL); deney gruplarina ise test numuneleri (2 mL,
serum fizyolojik i¢inde) abdomen kapatilmadan hemen 6nce uygulanmistir (Allégre ve
digerleri, 2018). Ana MeOH ekstresi 100 mg/kg dozda olmak iizere; elde edilen alt ekstre,

fraksiyon ve alt fraksiyon, ekstredeki bulunma yiizdeleri oraninda, doz-verim hesabi
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yapilarak sirasiyla 70,136; 10,976 ve 8,449 mg/kg dozlarda deney hayvanlarina
uygulanmistir. Izole edilen RN2 kodlu sinnamtanen B1 bilesigi hayvanlara; daha onceki
intra-abdominal adezyon modelinin kullanildig1 in vivo ¢alismalarda, dogal bilesiklerin
siganlara uygulandigi doz olan 10 mg/kg dozda uygulanmistir (Sahbaz ve digerleri, 2015b;
Tirkoglu ve digerleri, 2015; Wang ve digerleri, 2014; Zhang, Song, Li, Zhang ve Zeng,
2016).

Adezyon modeli olusturulduktan 14 giin sonra si¢anlarin genel anestezi altinda abdomenleri
tekrar acilmis ve adezyon skorlar1 (defekte, siddete ve derecesine gore) belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, adezyon skorlarinda, sulu alt ekstre disindaki tiim gruplarda, kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede azalma tespit edilmistir. Skor 1 i¢in en iyi etkiyi ana ekstre
gosterirken, skor 2 ve skor 3 i¢in en iyi etki VLCI tarafindan saglanmistir. Bununla birlikte,
uygulanan fraksiyon (FR5) ve sinnamtanen B1 bilesiginin referans olarak kullanilan
Hyalobarrier jel® ile yakin sonuglar gosterdigi kaydedilmistir. In vitro fibrin plak yontemi
ile fibrinolitik etkileri en yiiksek bulunan R. nepalensis koklerinden hazirlanan ekstre,
fraksiyon, alt fraksiyon ve bilesigin in vivo deneylerdeki adezyon skorlama sonuglarinda,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundugu ve bu sonuglarin in vitro

bulgularla biiytik 6lglide uyum gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan histopatolojik ve immunohistokimyasal analizlerde, VLC1 ve RN2 gruplarina ait
fibrotik alan ylizdelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
oldugu tespit edilmistir. Deney gruplarina ait uterus dokularinda TNF-a, IL-6 ve IL-8
immunopozitif alan yiizdeleri degerlendirildiginde, RN2 grubuna ait TNF-a
immunoreaktivitesinin kontrol, ekstre ve alt ekstre grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azalis1 dikkati ¢ekmis; ana ekstre ve VLC1 gruplarina ait IL-6 immunopozitif alan
yiizdelerinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu
belirlenmis; tedavi gruplar1 arasinda en diisiik IL-8 immunoreaktivite yiizdesi RN2 grubunda
izlenmistir. Deney gruplarina ait ovaryum Kesitlerindeki fibrotik alan yiizdeleri
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ovaryum
dokusuna ait kesitler immunohistokimyasal analizler sonras1 degerlendirildiginde, TNF-a
immunoreaktivitesinde, RN2 grubuna ait kesitlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli azalig izlenmistir. IL-6 immunopozitif alan yiizdesinde ise FRS5 grubunda, kontrol
grubuna gore anlamli diislis gozlenmistir. Sonug¢ olarak, histopatolojik ve

immunohistokimyasal analiz bulgularmma gore, oOzellikle VLC1 ve RN2 gruplarinda
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iyilegsmenin belirgin oldugu tespit edilmis ve elde edilen bu sonucun makroskobik analiz

bulgularimizla tutarli oldugu sonucuna varilmstir.

Intra-abdominal adezyon modelinde belirlenen etkilerin antioksidan aktivite ile iliski olup
olmadiginin degerlendirilmesi amaciyla yapilan TAS ve TOS analizlerinde OSI degerleri
hesaplanmis ancak elde edilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmemistir.

Calismamizda bitki materyalleri olarak sectigimiz A. lutea, R. ribes, R. tinctroum ve R.
nepalensis bitkileri iizerinde yapilmis ¢cok sayida aktivite ¢alismasi bulunmaktadir. A. lutea
kok ekstresinin in vitro ve in vivo hepatoprotektif ve antioksidan (Lazarova ve digerleri,
2016), toprak tistii kisminin MeOH ekstresinin antioksidan, antibakteriyel ve kanser hiicre
hattina kars1 antiproliferatif aktivite gosterdigi (Atrooz ve digerleri, 2018); R. ribes’in
koklerinin MeOH ekstesinin adipozit hiicrelerde anti-enflamatuvar etkili oldugu (Kaya,
Tokgdz, Unal ve Altan, 2023); R. tinctroum’un BuOH ekstresinin in vitro ve ex vivo
antiagregan aktivitesinin bulundugu (Marhoumea ve digerleri, 2019); R. nepalensis
koklerinin EtOAc ekstresinin COX-1, COX-2 inhibisyonu yaparak anti-enflamatuvar
aktivite gosterdigi (Gautam, Karkhile, Bhutani ve Jachak, 2010) tespit edilmistir.
Calismalardan elde edilen aktivitelerin, bitki ekstrelerinde bulunan antrakinon ve fenolik

yapidaki bilesiklerden kaynaklandig: bildirilmistir.

Calisma materyali olarak belirledigimiz bitkiler, antrakinon ve tanen yapidaki bilesikler
bakimindan zengindir. Daha 6nce yapilmis preklinik ¢aligmalarda antrakinonlarin adezyon
Onleyici etki gosterdigi rapor edilmistir. Emodin dogal kaynakli bir antrakinon tiirevi
bilesiktir. Enflamasyon, kolajen birikimi ve oksidatif stres tizerindeki aktivitesi nedeniyle
emodinin postoperatif adezyon olusumunu azaltabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Wei ve digerleri,
2017). Adenozin difsofat-nedenli trombosit agregasyonu ¢alismasinda, Rhei rhizoma’dan
(ravent) elde edilen emodin ve rein asetilsalisik asitten 5 kat fazla, aloe-emodin, krizofanol
ve fiskiyonun asetilsalisik asit kadar antiplatelet aktive gosterdigi bildirilmistir (Tan, Zhang,
Li ve Zhang, 2018). Aloe-emodin bilesiginin in vitro anti-enflamatuvar etkiye sahip oldugu
rapor edilmistir (Park, Kwon ve Sung, 2009). Krizofanol, TNF-a, IL-6 iiretimini ve COX-2
ekspresyonunu inhibe ederek (Kim ve digerleri, 2010) enflamatuvar hastaliklar:
onlemektedir (Xie ve digerleri, 2019). Rheum tiirlerinden izole edilen krizofanol-8-O-

glukozitin, kolajen ve trombin kaynakli trombosit agregasyonunu inhibe edici etkiye sahip
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oldugu bulunmustur (Seo, Ngoc, Lee, Kim ve Jung, 2012). Bir baska calismada, R.
nepalensis’ten izole edilen krizofanol, emodin ve fiskiyon bilesiklerinin 10 pM
konsantrasyonda fibronektin ve kolajen IV iiretimini azalttigr bildirilmistir (Yang ve
digerleri, 2013). Diger taraftan, tanen grubu bilesikler tasiyan bitki ekstreleri lizerinde
yapilan ¢alismalarda, prosiyanidin ve elajitanen icerigi yiiksek Potentilla erecta (L.)
Raeusch rizom ekstresinin t-PA aktivitesinde artisa neden oldugu (Marcinczyk ve digerleri,
2021); Phyllanthus urinaria L. bitkisinin toprak iisti MeOH ekstresinden izole edilen
elajitanen yapisindaki korilajin bilesiginin rat plazmasinda t-PA aktivitesini arttirdigi, PAI-
1 aktivitesini anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir (Shen, Dong, Peng ve Liu, 2003).
Katesin tiirevleri bakimindan zengin Camellia sinensis EtOH ekstresinin Wistar albino
ratlarin karin bosluguna uygulandiginda adezyonu engelledigi rapor edilmistir (Parsaei,
Karimi, Asadi ve Rafieian-Kopaei, 2013). Ozetle, antrakinon ve tanen tiirevi bilesiklerin ve
bu bilesikleri tasiyan bitkilerin enflamasyona, kolajen birikimine ve oksidatif strese karsi

olumlu etkileri bulunmaktadir.

Lenfositler veya monositler tarafindan tiretilen pro-enflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-15,
IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y) enflamasyonda 6nemli oldugu bilinmektedir (Gonzalez ve digerleri,
2011). Dolayisiyla caligmamizda, anilan pro-enflamatuvar sitokinlerin
immunohistokimyasal analizleri yapilmistir. Uterus dokusunda TNF-o, IL-6 ve IL-8
immunopozitif alan yiizdeleri degerlendirildiginde, tedavi gruplarinda genel olarak anti-
enflamatuvar etkinin izlenmesiyle birlikte, alt fraksiyon grubu VLCL1 ile bu alt fraksiyondan
izole edilen sinnamtanen B1’in enflamatuvar sitokinleri istatistiksel olarak anlamli derecede
azalttig1 tespit edilmistir. Daha dnce yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, polifenollerin,
makrofajlar aracilifiyla sitokinler Ttizerine etki ederek birgok enflamatuvar yanit
regiilasyonunu sagladigini gostermistir (Comalada ve digerleri, 2006). Cesitli fenolik
bilesiklerin, lipopolisakkarit ile aktive edilmis fare primer makrofajlarinda, insan mast
hiicreleri, astrositleri, sinoviyal hiicreleri ve periferal kan mononiikleer hiicrelerinde pro-
enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin ekspresyonunu inhibe edebilme 6zelligi
gosterdigi belirlenmistir (Blonska, Czuba ve Krol, 2003; Lyu ve Park, 2005; Min ve
digerleri, 2007; Sharma ve digerleri, 2007; Drummond ve digerleri, 2013). Bununla birlikte,
polifenolik bilesiklerin immunomodiilator etkilerinden dolay1 IL-6 ve TNF-a iiretimini
azaltarak anti-enflamatuvar aktivite gésterdigi rapor edilmistir (Schindler ve digerleri, 1990,
Lamy, Akla, Ouanouki, Lord-Dufour and Béliveau, 2012). Bu ¢alismada da, R. nepalensis
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kok ekstresinin polifenolik bilesik igerigine bagli olarak TNF-a, IL-6 ve IL-8 diizeylerini

kontrol grubuna kiyasla diisiirerek anti-enflamatuvar etki gosterdigi saptanmustir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, katesinlerin sistemik enflamasyon durumlarinda, gii¢li
anti-enflamatuvar etki gosterdigi rapor edilmistir (Kim ve Heo, 2022). Ratlarda
karbontetrakloriiriin neden oldugu hepatik fibroz deney modelinde C. sinensis’ten elde
edilen epikatesin gallat ve epigallokatesin gallatin IL-17, TGF-5, TNF-a‘y1 baskiladigi,
oksidatif stresi inhibe ederek karaciger histopatolojisinde iyilesme gosterdigi ve antifibrotik
tedavide kullanilabilecegi bildirilmistir (Wang ve digerleri, 2019). Bununla birlikte,
ozellikle sinnamtanen B1 bilesigi ile ilgili olarak yapilan bir baska ¢alismada, Cinnamomum
validinerve bitkisinin ana bileseni olan sinnamtanen B1'in i.p. uygulanmasinin enfeksiyon
bolgelerinde immiin hiicre infiltrasyonunu ve pro-enflamatuvar sitokinlerden TNF-« ve IL-
6'y1 azalttig belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2020). Elde ettigimiz bulgular, yapilan 6nceki

caligmalar ile paralellik gostermektedir.

Sinnamtanen B1 bilesigi lizerinde yapilmis olan aktivite caligmalari incelendiginde, bilesigin
antioksidan ve antikanser etkileri ortaya konulmustur. HepG2 ve Siha hiicre hatlarina karsi
giiclii antiproliferatif etkiye sahip oldugu ve antikanser etki mekanizmasinin hiicre
dongiisiinlin durdurulmasi ve apoptoz indiiksiyonu ile gergeklestigi agiklanmistir. Tiimoral
hiicre hattinda secici bir pro-apoptotik etkinin aracilik ettigi ve normal hiicrelerde anti-
apoptotik aktivite ile secicilik gerektiren terapotik stratejiler icin temel olabilecegi one
stiriilmiistiir (Lopez, Jardin, Salido ve Rosado, 2008; Wen ve digerleri, 2015). Bir bagka
calismada, sinnamtanen Bl'in in vivo mezenkimal kok hiicre gogilinii uyararak yara

tyilestirici etki gosterdigi tespit edilmistir (Fujita ve digerleri, 2015).

Peritoneal kavitede, tPA, TGF-$1, TNF-a, IL-6, matriks metaloproteazlar (MMP), VEGF,
COX ve oksidatif stres faktorlerinin adezyon olusumunun mekanizmasinda yer alan
kaskadlarda o6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Braun ve Diamond, 2014). MMP’ler,
ECM’nin yapisiin sekillenmesinde rol oynayan, normal iyilesme siirecine katki veren,
adezyon dokusu ve peritonda bulunan proteolitik enzimlerdir. TGF-£1’in MMP aktivitesini
uyarici etkisi bulunmaktadir. TGF-f1 ile peritoneal fibroblastlar muamale edildiginde,
MMP-2 ve MMP-9 mRNA'da artis tespit edilmistir (Cheong ve digerleri, 2001). MMP'ler,
ECM’de bulunan proteinleri degrade etmektedir ve proteolitik aktiviteleri metalloproteinaz

doku inhibitorleri (TIMP) tarafindan regiile edilmektedir. Hipoksi durumunda, TIMP
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saliminin artmasi ile ECM olusumu ve sekillenmesinin devamliligina ve doku fibrozunun
artmasina neden olmaktadir (Alpay, Saed ve Diamond, 2006; Saed ve Diamond, 2004).
Katesinlerin MMP-2 aktivitesini regiile ederek ECM olusumunu diizenledigi ve fibroz
dokunun kontrolsiizce birikimini Onleyerek yara iyilesme siirecine katki sagladigi ortaya
konulmustur (Sartor ve digerleri, 2002; Wang ve digerleri, 2019). Calismamizda izole edilen
sinnamtanen B1 ve epikatesin gallat bilesiklerinin MMP regiilasyonu yoluyla da fibrin doku

birikimini inhibe etmis olabilecegi diisliniilm{stiir.

Ayrica sinnamtanen B1’in, trombositlerde endojen ROS iiretimini, Ca?* mobilizasyonunu
ve ardindan agregasyonunu inhibe ederek antitrombotik etki gosterdigi belirlenmistir
(Lopez, Jardin, Salido ve Rosado, 2008). Calismamizda sinnamtanen B1 bilesiginin in vitro
ve in vivo yontemlerle belirlenen fibrinolitik ve adezyonu 6nleyici etki sonuglari, daha dnce

yapilmis olan ¢aligmalarin sonuglari ile uyum gostermektedir.

Oksidatif stres, enflamatuvar nedenli hastaliklar basta olmak iizere kanser, diyabet,
ateroskleroz, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklarin patogenezinden sorumludur (Ozcan,
Erdal, Cakirca ve Yonden, 2015). Antioksidan-oksidan dengenin bozulmasiyla meydana
gelen oksidatif stres, hiicresel ve molekiiler diizeyde doku hasarina yol agmaktadir
(Tabakoglu ve Durgut, 2013). OSI degeri, oksidatif stres derecesinin belirleyici bir
parametresidir. Bu baglamda, c¢alismamizda dokulardaki OSI degerinin Olciilmesi
amaclanmigtir. Ancak elde ettigimiz bulgulara gore, tedavi grubu OSI degerleri birbirine gok
yakin olup, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark bulunmadigindan, R. nepalensis ekstre
ve fraksiyonlari ile biyoaktif bilesiginin, intra-abdominal adezyon modelinde oksidatif stres
yolag1 iizerinden degil, enflamatuvar yolak iizerinden etki gdstermis oldugu kanisina

varilmistir.

Abdominal cerrahi sonrasinda, fibrin birikimine bagli gelisen adezyon olusumu, deri
yaralanmalarinda gozlenen ve diizgiin seyretmeyen yara iyilesme prosesine benzerlik
gostermektedir. Histopatolojik olarak da doku iyilesme mekanizmasi; hemostaz,
enflamasyon, rejenerasyon gibi ortak basamaklari i¢cermektedir. Calismamizda ortaya
konulan, R. nepalensis bitkisinin intra-abdominal adezyonu onleyici etkisi, bu bitkinin
etnobotanik kayitlarda, yara iyilestirici amagla kullaniliyor olmasini (Pradhan ve Badola,

2008; Kumar, Joseph, George, Kaur ve Bharti, 2011) desteklemistir.
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Calismamizda, R. nepalensis ekstreleri, fraksiyonlar1 ve bilesiklerinin fibrinolitik aktivite ve
intra-abdominal adezyon deney modellerinde etkili oldugu belirlenmistir. Ozellikle in vivo
deneylerde, hem epikatesin gallat hem de sinnamtanen B1 bilesiklerini iceren VLC1 alt
fraksiyonunun biyoaktivitesinin 6ne ¢iktig1 goriilmiis ve bu etkinin, iki bilesigin sinerjik etki
olusturmasina bagli olabilecegi diistiniilmdstiir. Fibrin plak deneyinde, epikatesin gallatin da
fibrinolitik etki gostermesi bu yorumumuzu desteklemektedir. Bu in vitro deneyde; R.
nepalensis ana ekstresi ile sulu alt ekstresinin fibrinolitik etkilerinin ayn1 degerde olmasi
(1,3895 U/mL plazmin esdegeri), sulu alt ekstrede bulunan bilesiklerin etkiden sorumlu
oldugunu gostermistir. Izole edilen bilesiklerin fibrinolitik etkilerinin in vitro yontem ile
karsilastirilmast sonucunda, sinnamtanen B1 bilesiginin (1,9911 U/mL plazmin esdegeri),
epikatesin gallat bilesigine (1,3371 U/mL plazmin esdegeri) kiyasla daha yiiksek etki
gosterdigi tespit edilmistir.

Fitokimyasal ¢aligmalar incelendiginde; R. nepalensis n-BuOH kok ekstresinden epikatesin-
3-gallat bilesiginin daha once yapilan bir ¢alismada izole edildigi gortilmistir (Mei ve
digerleri, 2009). Sinnamtanen B1 bilesigi, R. nepalensis’ten ilk defa ¢alismamizda izole
edilmistir. Epikatesin gallat ve sinnamtanen B1’in intra-abdominal adezyon modelinde etkili
oldugu ve sinnamtanen B1’in fibrinolitik aktivite gosterdigi ilk defa c¢alismamizda
belirlenerek literatiire kazandirilmistir. Bu iki bilesigin sirasiyla, monomerik ve trimerik
flavan-3-ol halka yapisina sahip olmasi, bu ¢ekirdek yapinin aktiviteden sorumlu olabilecegi

ve bu yapiy1 tagtyan bilesiklerin etki potansiyelinin yiiksek olabilecegini diisindiirmiistiir.

Sonug olarak, ¢alismamizda en yiiksek fibrinolitik aktivite gosteren R. nepalensis MeOH
ekstresinden, Sephadex LH-kolon kromatografisi, ters faz VLC ve preparatif ITK ydntemleri
ile elde edilen fraksiyonlar ve izole edilen bilesigin siganlarda in vivo cerrahi intra-
abdominal adezyon modeli iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu ekstre, alt ekstre,
fraksiyon, alt fraksiyon, bilesigin aktiviteleri kiyaslanmistir. Sinnamtanen B1’in intra-

abdominal adezyon olusumunu 6nleyici etki gosterdigi belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Rheum ribes L. (Polygonaceae), Rubia tinctorum L. (Rubiaceae), Rumex
nepalensis Spreng. (Polygonaceae) ve Asphodeline lutea (L.) Rchb. (Asphodelaceae)
bitkilerinin kdklerinden hazirlanan ekstrelerin fibrinolitik ve adezyon 6nleyici aktiviteleri in

vitro ve in vivo yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.

In vitro deney modeli olarak segilen ve fibrinolitik aktivitenin 6l¢iimii esasina dayanan fibrin
plak yontemi ile in vivo intra-abdominal adezyon modelinin iligkilendirilmesinin miimkiin
olabilecegi ilk defa caligmamizda ortaya konulmustur. In vivo ¢alismalarda 3R ilkesi geregi,
miimkiin olan her durumda, canli hayvan yerine bilimsel agidan gecerli bagka alternatif bir
yontem ya da deneme stratejisinin uygulamasi, proje hedeflerinden 6diin vermeden
kullanilacak hayvan sayisinin olabildigince azaltilmasi gerektigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, intra-abdominal adezyona karsi etkili olabilecek tibbi bitkilerin
etkilerinin arastirildigi bilimsel ¢alismalarda, tiim test numuneleri arasinda etkili olanlarin in
vivo deney modeli kullanilarak belirlenmesinden ziyade, in vitro fibrinolitik aktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon tekniginin kullanilarak etkisiz bulunanlarin

elenmesi ve etki potansiyeli yiiksek olanlarin in vivo deneyler igin secilmesi dnerilmektedir.

Calismamizda, fibrinolitik aktivite yoniinden en etkili tiir olan R. nepalensis {izerinde
aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama ve izolasyon ¢alismalar1 dogrultusunda sinnamtanen
B1 ve epikatesin gallat bilesikleri izole edilmis, Sinnamtanen B1’in intra-abdominal adezyon
modelinde etkili oldugu belirlenmistir. Calisma sonuglarimiza gore, R. nepalensis’in
biyoaktif bilesikleri olan sinnamtanen B1 ve epikatesin gallatin ana ekstredeki miktarlarinin
tayin edilmesi, bu bitkinin standardizasyon parametrelerinin belirlenmesi acisindan katki

saglayacaktir.

Diger taraftan, adezyonun Onlenmesi ve tedavisi i¢in tanen yapisindaki bilesiklerin ve bu
bilesikleri yiiksek miktarda igeren bitkilerin arastirilmasi, ozellikle fibrinolitik etki
potansiyellerinin {izerinde durulmasi ve bu aktivitenin farkli tedavi yontemlerinde
kullaniminin diisiiniilmesi rasyonel olacaktir. Elde edilen sonuglara gore oOne c¢ikan
sinnamtanen B1 bilesiginin klinikte kullaniminin saglanabilmesi amaciyla, farkli dozlarinin,

farkli formiilasyonlarimin ve farkli uygulama yollarmin preklinik olarak arastirilmast,
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toksisite profilinin belirlenmesi ve biyoyararlanim ¢aligmalarinin  planlanlanmasi
onerilmektedir. Calismamiz, gliniimiizde halen devam eden ve diinyada en sik 6liim sebebi
olan kalp ve damar hastaliklar1 gibi koagiilasyon ve fibrinoliz yolaklarini igeren diger
patolojik durumlara karsi ¢6ziim {iretilmesine yoOnelik potansiyel olabilecek dogal

bilesiklerin ortaya konulmasi acisindan da yol gosterici olacaktir.
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