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OZET

Varisli damarlar, genellikle alt ekstremitelerde bulunan biikiilmiis, genislemis damarlardir.
Agirlik, agrili bir his, kagint1 ve yanma hissi gibi semptomlara neden olur. Bu semptomlar
uzun siire ayakta durma ile siddetlenir. Kesin olarak patofizyolojisi agciklanamamis olmasina
karsin, proenflamatuvar sitokin artist ve enflamasyon, hipoksi nedeniyle ksantin
dehidrojenaz-ksantin oksidaz doniisiimii, proteolitik enzimlerde artis ve ven hasari,
stiperoksit ve diger radikallerin artis1 patolojisinde rol oynayan onemli faktorlerdir. Bu
nedenle, bu tez kapsaminda Tiirkiye’de halk arasinda varis tedavisinde kullanilan 14 bitki
taksonundan hazirlanan 17 bitki ekstresinin varisle iliskili enzim inhibisyonlarinin
(hyaluronidaz, elastaz, kolajenaz, lipooksijenaz, prolilendopeptidaz ve ksantin oksidaz) ve
antioksidan aktivitelerinin (nitrik oksit ve siiperoksit radikal siipiiriicii aktivite)
degerlendirilmesi amacglanmistir. Etkili ¢ikan Helichrysum plicatum subsp. plicatum
ekstresinden aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama islemi yiiriitiilerek etkiden sorumlu {ii¢
flavonoit izole edilmis, izole edilen bilesikler spektroskopik yontemler ile naringenin,
apigenin ve luteolin olarak belirlenmistir. Aktivite yonlendirmeli izolasyon calismasinda
ksantin oksidaz (XO) enzim inhibisyonu tayin yontemi kullanilmis, saf maddeye inene kadar
XO inhibisyonu artmistir. Ozellikle naringenin-apigenin (ICso= 0,269 + 0,009 pg/mL) ve
apigenin-luteolin (ICso= 0,285 + 0,019 pg/mL) bilesiklerinin oldugu fraksiyonlar pozitif
kontrol olan allopurinol (ICso= 0,250 £ 0,006 pg/mL) kadar aktif bulunmustur. H. plicatum
ekstresinde yapilan LC-MS/MS analizinde kinik asit (22,649 mg/g ekstre), klorojenik asit
(14,573 mg/g ekstre), izokersitrin (14,371 mg/g ekstre), kosmosin (9,885 mg/g ekstre) ve
astragalin (11,506 mg/g ekstre) major fenolik bilesenler olarak tespit edilmistir. XO inhibitor
aktiviteden sorumlu olan naringenin, apigenin ve luteolin bilesikleri ana ekstrede sirasiyla
1,457; 1,368 ve 2,518 mg/g ekstre oranlarinda bulunmustur. Bu tez kapsaminda etkiden
sorumlu bilesik olarak izole edilen naringenin, apigenin ve luteolinin varisli damarlarin
tedavisinde etkili sonuglar yaratacagi ongoriilmektedir.

Bilim Kodu :10103,13

Anahtar Kelimeler : Varisli damarlar, in vitro enzim inhibisyonu, antioksidan aktivite,
Helichrysum plicatum subsp. plicatum, naringenin, apigenin, luteolin
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ABSTRACT

Varicose veins are twisted, dilated veins usually found in the lower extremities. They cause
symptoms such as heaviness, a painful feeling, itching, and a burning sensation. These symptoms
are exacerbated by prolonged standing. Although its exact pathophysiology has not been fully
explained, several key factors contribute to its pathology. These include an increase in
proinflammatory cytokines and inflammation, conversion of xanthine dehydrogenase to xanthine
oxidase due to hypoxia, an increase in proteolytic enzymes, vein damage, and an increase in
superoxide and other radicals. Therefore, within the scope of this thesis, it was aimed to evaluate
the inhibition of varicose vein-related enzymes (hyaluronidase, elastase, collagenase, lipoxygenase,
prolylendopeptidase, and xanthine oxidase) and antioxidant activities (nitric oxide and superoxide
radical scavenging activity) of 17 plant extracts prepared from 14 plant taxa used in the treatment
of varicose veins in Tiirkiye. Three flavonoids responsible for the effect were isolated from the
effective Helichrysum plicatum subsp. plicatum extract by carrying out an activity-guided
fractionation process, and the isolated compounds were determined as naringenin, apigenin, and
luteolin by spectroscopic methods. In the activity-guided isolation study, the xanthine oxidase (XO)
enzyme inhibition determination method was used, and the inhibitory activity against XO increased
until it was reduced to isolated compounds. Especially, fractions containing naringenin-apigenin
(ICs0=0.269 + 0.009 pg/mL) and apigenin-luteolin (ICs= 0.285 £ 0.019 pg/mL) compounds were
found to be as active as the positive control allopurinol (ICs= 0.250 £ 0.006 pug/mL). In the LC-
MS/MS analysis of H. plicatum extract, quinic acid (22.649 mg/g extract), chlorogenic acid (14.573
mg/g extract), isoquercitrin (14.371 mg/g extract), cosmosin (9.885 mg/g extract), and astragalin
(11.506 mg/g extract) were detected as major phenolic compounds. Naringenin, apigenin, and
luteolin were detected at concentrations of 1.457, 1.368, and 2.518 mg/g in the main extract,
respectively. It is predicted that naringenin, apigenin, and luteolin, the flavonoids isolated as the
compounds responsible for the activity, will also yield effective results in the treatment of varicose
veins.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Agiklamalar
% Yiizde
°C Santigrat derece
ala Agirlik/agirlik
cm Santimetre
dk Dakika
¥ Gama
g Gram
Hz Hertz
J Etkilesim sabiti
kg Kilogram
L Litre
m Metre
M Molar
mg Miligram
mL Mililitre
mm Milimetre
mM Milimolar
nm Nanometre
ppm Milyonda bir birim
U Unite
a Alfa
Beta
) Sigma
ng Mikrogram
pL Mikrolitre

pM Mikromolar



Kisaltmalar

BC NMR
1D ve 2D NMR
'H NMR
ABTS
AChE
AP-1
BAYF
BChE
CEAP
CH,Cl,
COSsY
COX
DMSO
DPPH
ECM
ELISA
EtOAc
FDA
FRAP
GAG
G-CSF
GM-CSF
HA
hCAI
hCAII
HMBC
HMQC
I1Cso
ICAM-1
IFN-y
IL-1p

XVi

Aciklamalar

Karbon niikleer manyetik rezonans

Tek ve iki boyutlu niikleer manyetik rezonans
Proton niikleer manyetik rezonans
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit
Asetilkolinesteraz

Aktivator protein-1
Biyoaktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama
Biitirilkolinesteraz
Klinik-Etiyoloji-Anatomi-Patofizyoloji
Diklorometan

Korelasyon spektroskopisi

Siklooksijenaz

Dimetilsiilfoksit
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Ekstraseliiler matriks elemani

Enzim bagli immunosorbent deneyi

Etil asetat

Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi

Ferrik indirgeyici antioksidan giicii
Glikozaminoglikan

Graniilosit-koloni uyarici faktor
Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor
Hyaluronik asit

Insan karbonik anhidraz I

Insan karbonik anhidraz I

Heterontikleer ¢coklu bag korelasyonu
Heterontikleer ¢coklu kuantum korelasyonu
Yar1 maksimum inhibitér konsantrasyonu
Hiicre i¢i adhezyon molekiilii-1

Interferon gama

Interlokin-1 B



IL-12
IL-13
IL-4
IL-6
ITK
KVY
LC-MS/MS
LOX
MAPK
MCP-1
MDA
MeOH
MIP-1a
MiK
MMP
MPFF
NADPH
n-BuOH
NF-kB
NO
NOS
PAF
PAL
POP
ROT
TFG 1
TIMP
TNF-a
uv
VCAM-1
VLC
XD

X0

Interldkin-12

Interlokin-13

Interlokin-4

Interlokin-6

Ince tabaka kromatografisi

Kronik vendz yetmezlik
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, diinya niifusunun yaklasik dortte ii¢ii, halkinin saglik bakimi
icin geleneksel ilaglara (cogunlukla tibbi bitkiler) glivenmektedir. 19. yy.in ortalarinda tim
ilaglarin %80°1 bitkilerden elde edilirken, ilag endiistrisinin geligsmesi ile sentetik ilaglar 6n
plana c¢ikmistir. Ancak halen bir¢cok farmakolojik ila¢ sinifi dogal bir iiriin prototipi
icermektedir. Aspirin, atropin, artemisinin, kolsisin, digoksin, efedrin, morfin, fizostigmin,
pilokarpin, kinin, kinidin, rezerpin, taksol, tubokurarin, vinkristin ve vinblastin gibi 6nemli
ilaglar tibbi bitkilerin kaynak alindigi 6rnekler arasindadir [1]. Bunlarin yani sira halen
tedavisi bulunamayan hastaliklarin yaygmligi nedeniyle ilag kesif calismalarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bitki bazli ila¢ kesiflerinde ise en 6nemli basamagi etnofarmakolojik
calismalar olusturmaktadir [2]. Aspirin, kodein, ipeka, pilokarpin, psodoefedrin, kinin ve
skopolamin gibi ilaglar halkin geleneksel olarak kullandiklar1 bitkilerin kimyasal
bilesenlerinin analiz edilmesiyle kesfedilmistir [3]. Bu nedenle, yeni ila¢ arastirmalarinda
etnofarmakolojik verilerin degerlendirilmesi etkili sonuglarin bulunmasi igin basar1 sansini

yukseltmektedir.

Kronik venéz yetmezlik (KVY), diinyada olduk¢a yaygin, ilerleyici, morbidite orani yiiksek,
ekonomik ve saglik ylikiine neden olan ciddi bir rahatsizliktir. Hastanin sagligini ve yasam
kalitesini bozan bu durumun niifusun yaslanmasiyla birlikte artacagi 6ngoriillmektedir [4].
KVY, alt ekstremitelerin vendz sistemini etkileyen bir durumu tanimlar. Venoz
hipertansiyonun neden oldugu agr1, 6dem, cilt degisiklikleri ve {ilserasyonlar gibi patolojik
bulgular yer alir. Varisli damarlarda ise vendz hipertansiyona ek olarak yetersiz kapakgiklar
da bulunmaktadir [5]. Yetersiz kapakgiklar, damarlarda kanin durmasina ve bacaklarda agrili
sismeye neden olur. Agri, iyilesmenin azalmasina veya gecikmesine ve kanamaya neden
olarak iltithaplanmaya doniisebilir. Yiizeysel vendz yetmezligi tedavi etmek icin cerrahi
ligasyon, mikroflebektomi, skleroterapi ve lazer ablasyon gibi farkli teknikler
kullanilmaktadir [6]. Tibbi bitkiler ve dogal bilesikler ise sahip olduklart biyolojik
aktivitelerinden dolay1 KVY ve varis hastaliginda konvansiyonel tedaviler arasinda yer alir.
Ozellikle venoaktif etkiye sahip olan kumarinler, mikronize saflastirilmis flavonoit
fraksiyonu, rutin tiirevleri (trokserutin, okserutin), piknogenol ve saponozitler (essin)

tedavide onemli yer tutmaktadir [7]. Aesculus hippocastanum L. [8], Ruscus aculeatus L.



[9], Vaccinium myrtillus L. [10] ve Pinus pinaster Aiton. [11] gibi bitkiler ve bunlarin etkili

bilesikleri ile tedavi, varis hastaliginda 6ne ¢gikan dogal tedaviler arasindadir.

Literatiir caligmalarinda farkli tilkelerde varis tedavisinde hem haricen hem dahilen ¢esitli
bitkilerin kullanildigi bulunmustur. Bu tez calismasinda yer alan Berberis vulgaris L.,
Brassica oleracea var. acephala L., Capsella bursa-pastoris (L.) Medik., Capsicum annuum
L., Crataegus monogyna Jacq. subsp. monogyna, Ecbalium elaterium (L.) A.Rich.,,
Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum, Lamium album L., Lythrum salicaria L.,
Plantago lanceolata L., Plantago major L. subsp. major, Sambucus ebulus L., Sesamum
indicum L., ve Urtica dioica L. taksonlar1 Tiirkiye’de halk arasinda varis tedavisinde veya
semptomlarmnin giderilmesinde kullanilan bitkiler arasindadir. Planlanan tez ¢aligmasinda,
halk arasinda kullanim1 olan bu bitkilerin varise karsi etkilerinin bilimsel olarak incelenmesi,
farkli mekanizmalar iizerinden etkisinin kanitlanmasi, etkili bitkiler {izerinden aktivite-
yonlendirmeli fraksiyonlama islemi (AYF) yiiriitiilerek etkiden sorumlu bilesik veya bilesik
gruplarinin tespit edilmesi amaglanmistir. Toplanilan bitki materyallerinden hazirlanan
ekstreler varis ile iligskilendirilen in vitro ksantin oksidaz (XO), elastaz, kolajenaz,
hyaluronidaz, lipooksijenaz (LOX) ve prolilendopeptidaz (POP, proliloligopeptidaz) enzim
inhibisyonu yontemleri ile degerlendirilmistir. Ayrica antioksidan aktivitelerinin

belirlenmesi i¢in siiperoksit ve nitrik oksit radikal giderici etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Venoz Yetmezlik ve Varis Hastahig

KVY, hastalarin yagam kalitesini azaltan ve saglik hizmeti kaynaklarina maddi yiik getiren,
siklikla eksik teshis edilen bir hastaliktir. Her y1l yaklasik 150.000 yeni hastaya KVY teshisi
konulmakta ve bu hastalarin bakimi ic¢in yaklastk 500 milyon dolar harcanmaktadir
[12]. VEIN-TERM disiplinler arasi mutabakat belgesinde “uzun siireli vendz sistemin
morfolojik ve islevsel anormallikleri (herhangi bir) arastirma ve/veya bakim ihtiyacini
gosteren semptomlar ve/veya isaretlerle kendini gosterir” seklinde tanimlanmustir [13]. Alt
ekstremitelerde meydana gelen KVY bazen asemptomatik olabilmesine karsin ¢ogu zaman
kozmetik sorunlardan ciddi semptomlara kadar genis bir klinik spektrumla iligkilidir [14].
Zamanla kotiileserek, ayak bileklerinde sismeye ve cilt hasarina, vendz bacak {ilserlerine,
ylizeysel vendz tromboza (yaygin olarak “tromboflebit” olarak adlandirilir) ve varishi
damarlarda kanamaya yol acar [15]. Amerikan Vendz Forum’u tarafindan 1994 yilinda
olusturulan ve 2004 yilinda revize edilen “Klinik-Etiyoloji-Anatomi-Patofizyoloji” (CEAP)
kriterlerine gore [16] KVY Sekil 2.1°de siniflandirilmistir.

CO- goriiniir vendz hastalik belirtisi yok

C1- telenjiektaziler veya retikiiler damarlar

C2- varisli damarlar (C2r- yinelenen varisli damarlar)

C3- 6dem

C4-cilt ve subkutan dokuda sekonder degisiklikler (C4a-pigmentasyon/egzema
C4b- lipodermatosklerozis ve beyaz atrofi, C4c- korona flebektatika)

C5- iyilesmis venoz tlser

C6- aktif venoz iilser (Cér-yinelenen vendz iilser)

Sekil 2.1. CEAP siniflandirmasi



KVY nin kiiresel prevalansi erkeklerde <%1-17 ve kadinlarda <%1-40 arasinda olmak {izere
biiyiik farkliliklar gostermektedir. Diinya ¢apinda ise, yetiskin popiilasyonun %1-2'sinde alt
ekstremite iilserasyonu goriiliir ve bu oran, 65 yas hastalarinin %70-90"ida %3'e yiikselir
[17]. Bir sistematik incelemede, epidemiyolojik ¢alismalarda bildirilen KVY yayginligi,
degiskenlik gostermekle birlikte bu degiskenlik %45,6 ile %83,6 araligindadir. Ek olarak,
KVY'nin belirli klinik evrelerine gére dagilim su sekilde ayrintili olarak agiklanmistir: CO:

%09, C1: %26, C2: %19, C3: %8, C4: %5, C5: %1 ve C6: %0,42 [18].

Varisli damar, ylizeysel vendz hastalik genel bashigi altinda yer alan bir tiir vendz
yetersizliktir. Arastirmacilar, varisi "boyuttan bagimsiz olarak herhangi bir genislemis,

"

uzamis veya kivrimli damar" olarak tanimlamaktadir. Bir bagka tanimda "varisli damar,
kapakeik verimliligini kalic1 olarak kaybetmis damar" olarak nitelendirilir [19]. Damarlarin
genislemesi, hasarli veya hatali venoz kapakgiklar nedeniyle olur. Kapakgiklardaki hasar,

damarlardaki kanin durgunlasmasina ve daha fazla varisli damar olusmasina neden olur [6].

Varisli damarlar ve KVY icin belirlenmis ve potansiyel risk faktorleri arasinda yas, aile
Oyktsti, cinsiyet (kadinlarda daha sik goriiliir), gebelik, meslek, konstipasyon, diisiik lif
alimi, obezite, sigara igmek, oral kontraseptif kullanimi, hipertansiyon, fiziksel aktivite ve
flebit/piht1 gegmisi yer almaktadir [20]. Edinburgh Damar Calismasi ve Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki (ABD) anketler, KVY yaygimliginda yasa bagl artis1 desteklemektedir. Ileri
yasta KVY olusumunu etkileyen faktorler, artan damar basinct ve damar duvari
bozulmasidir [13, 20]. Asir1 kilo (viicut kitle indeksi: 25,0-29,9 kg/m ?) ve obezite (viicut
kitle indeksi > 30 kg/m 2), CEAP sistemine gore smiflandirilan ileri KVY ile énemli bir
korelasyon gostermektedir. Kadin cinsiyeti, biiyiik 6rneklem boyutlarina sahip ¢alismalarin
cogunda KVY igin bir risk faktorii olarak kabul edilmistir. Hormonal dalgalanmalar, gebelik
ve vendz yapidaki anatomik farkliliklar gibi faktorlerin vendz hastalik insidansindaki bu

cinsiyet esitsizligine katkida bulundugu 6ne siiriilmektedir [13].
2.2. Venoz Patofizyoloji
Periferik vendz sistem, kani depolayan bir rezervuar ve kani kalbe geri pompalayan kanal

gorevi goriir. Periferik vendz sistemin diizgiin caligmasi, bir dizi tek yollu valf ve kas

pompast iceren damarlarin agikligima baghdir. Dik pozisyonda alt ekstremite vendz



sistemine giren kanin merkezi dolasima geri donebilmesi i¢in yer c¢ekimine ve diger
basinglara kars1 hareket etmesi gerekir [21-23]. Alt ekstremite damarlar yiizeysel, derin ve
perforator damarlara ayrilir. Bu damarlar kraniyal akisi korur ve kanin geri kagmasini
onleyen valfler icerir [5, 23, 24]. Ozetle vendz sistemdeki kanin, yercekimine karsi kalbe

geri donmesini saglamak i¢in saglam kapakgiklar ve kas pompalar1 gorev alir.

Histolojik olarak damarlar {i¢c katmandan olusur (1) endotel hiicrelerinden olusan katman
(tunica intima); (2) elastik liflerden ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden olusan katman (tunica
media); ve (3) damarn elastikiyetini ve destegini saglamak i¢in bag dokusundan olusan dis
katman (tunica adventitia) [24]. Ancak, vendz hastaliklar meydana geldiginde damarin tipik
yapisi degisir ve vendz duvarin kalinhiginda ve yapisinda belirgin degisiklikler olur [25].

Sekil 2.2.’de damarin sematik yapist yer almaktadir.
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Sekil 2.2. Bir damarin sematik gosterimi (Bencsik ve digerleri, 2024 ’ten uyarlanmustir.)




KVY nin bilinen patolojik stirecleri:

(1) IIk belirtilerden biri vendz hipertansiyondur, yani kanin ven duvarma dogru basinci
artar. Yikselmis basing, vendz genisleme, kan stazi, diger faktorler (6rnegin enflamatuvar
durum) vendz reflii ile kapakgik yetersizligine neden olur.

(2) Endotel glikokaliks hasar1, 10kositlerin endotele ve kapakgiklara yapismasini
kolaylastirir, bu da enflamasyonla birlikte endotel ve kapakgik disfonksiyonuna yol agar.
Kapakgiklar enflamatuvar siiregle daha ¢ok hasar goriir.

(3) Endotel disfonksiyonu endotelin gegirgenligini degistirir, benzer bir siire¢ kilcal
damarlarda da meydana gelir ve 16kositler tarafindan ven6z duvarlarin infiltrasyonu ile
birlikte 6dem meydana gelir, trombositlerin agregasyonu artar ve makrofajlar tarafindan
kirmizi kan hiicreleri ayrisir.

(4) Venoéz damar duvarmin iltihabi duvar bilesiminde daha fazla degisiklikle iliskilidir,
metalloproteinazlarin  (MMP) aktivitesi artar ve elastinin ayrigsmast ve kolajen
izoformlarinda bir degisim olur. Ayrica diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ve degisimi artar.
Duvarin yeniden sekillenmesindeki dengesizlikler duvar elastikiyetinde belirgin bir
azalmaya ve sertliginde bir artisa yol acar. Mikrovaskiiler agin iizerine daha ytiksek basing
uygulanir, bu da oksijen tedarikini azaltir ve paradoksal hipoksinin sebeplerinden biridir.
(5) Hipoksi, 6dem ve venoz staz, kilcal yogunlugun azalmasina ve iltihabin tetiklenmesine

yol agar; bunlarin hepsi venoz iilserlerin gelisiminde anahtar faktorlerdir [26].

Varisli damarlar hem hipertrofik hem de atrofik bolgelere sahip olabilir (Sekil 2.3). Varisli
damarlarin hipertrofik bolgeleri genellikle vaskiiler diiz kas hiicrelerinin anormal sekli ve
yonelimini ve MMP/matriks metalloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP) dengesizligi ile
yogun ekstraseliiler matriks elemanlarinin (ECM) birikimini gosterir. Varisli damarlarin
atrofik bolgeleri ise genellikle ECM'de yogun bir bozulma ve enflamatuvar hiicrelerin doku
infiltrasyonunu gosterir. Varisli damarlarin doku kesitlerinde fokal kalinlasma ve
parcalanmis elastin lifleri ile birlikte tunika media (diiz kas, kolajen ve elastik liflerden
olusan orta tabaka) kalinlagmasinda artig goriilebilir. Ayrica kolajen liflerinde de diizensizlik

vardir [27].
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2021’den uyarlanmistir.)

Olas1 fizyolojik mekanizmalara iliskin ¢ok sayida teoriye ragmen, varisli damar olusumunun
kesin birincil nedeni belirsizligini halen korumaktadir. En yaygin kabul goren teorilerden
biri varisli damarlarin ana nedeninin primer kapak yetmezligi oldugudur. i1k olarak 1628'de
Sir William Harvey tarafindan ortaya atilan teoride bir bireyin ¢ok az kapakg¢ikla dogdugu
ve/veya kirilgan kapakgiklara yonelik altta yatan bir genetik yatkinliga sahip oldugu ve bu
kapakgiklarin ilerleyen yasla birlikte arizalandig1 veya koreldigi varsayilir [28]. Basit olan
bu teori, varisli damarlarin neden siklikla yetkin kapakciklarin altinda veya arasinda
olustugunu veya normalde ¢ok giiclii olan ve geri sizint1 olmadan 200 mm Hg basinca

dayanabilen bir kapagin, nasil kendiliginden zayifladigini tam olarak agiklamamaktadir [29].

Damar duvari zayifligi teorisi ise, varisin damar duvari bilesimindeki birincil bir kusur
oldugunu ve vendz hipertansiyona yanit olarak kontraktilitenin bozulmasina yol a¢tigini
belirtir. Normal ve varisli damarlar1 karsilastiran histolojik calismalar da bu teoriyi
desteklemektedir. Normal bir ven duvarinin bilesenleri, destek gorevi goren kolajen matrisi,
elastik lifler ve venodz tonusu kontrol eden 3 diiz kas katmanim igerir. Varisli damarlarda,
kas lifi katmanlar1 bozulur ve kolajen matrisinin belirgin proliferasyonu sonucu histolojik
anormallikler meydana gelir [30]. Kas hiicreleri normal yonelimlerini ve birbirlerine
yakinliklarin1 kaybettikge, hem tek tek hem de birlikte etkili bir sekilde kasilma giiciinii
kaybeder ve kas ag1 sarkar [28, 29]. Vendz duvarda, vaskiiler hiicreler duyarli iyon kanallari,

G proteinine bagli reseptdrler ve integrinler gibi kan akisindan sorumlu farkli



mekanoreseptorlere sahiptir [31]. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde vaskiiler kasilma,
sarkoplazmik retikulumdan Ca?" salimmi ile baslatilir ve plazma membran kanallar:
araciligryla Ca?" girisi ile siirdiiriiliir. Vendz basincin artmasi ve diiz kas hiicrelerinin
migrasyonu gibi nedenlerle bozulmus Ca?* mobilizasyonu kontraktilitenin azalmasina neden
olur. Artan proteolitik aktivite ile hiicre dis1 matris elemanlar1 par¢alanir ve MMP/TIMP
oraninda dengesizlik olusur. Bu durum ise K* kanallarini aktive ederek vendz genislemeyi

tetikler, diiz kas hiperpolarizasyonuna ve gevsemesine yol acar [27, 31].

2.2.1. Kronik venoz yetmezlikle iliski enzimler

KVY patofizyolojisinde rol alan enzimlere ait genel bilgiler ve KVY/varis hastalig iliskisi

asagida verilmistir.

Hyaluronidaz

Hyaluronidaz, dermal hiicre dis1 matrisi olusturan ve gecgirgenligini diizenleyen dort ana
glikozaminoglikandan (GAG) biri olan hyaluronik asiti (HA) parcalayan bir enzimdir.
Dermiste en yaygin GAG, HA’dir. HA, S-1-4 ve -1-3 glikozidik baglar yoluyla N-asetil-D-
glikozamin ve D-glukuronik asit birimlerinden olusan dogrusal bir glikozaminoglikan
disakkarittir. Son derece hidrofilik oldugundan HA yiiksek bir hidrasyon kapasitesine
sahiptir ve bu nedenle cildin viskoelastik O6zelliklerine katkida bulunur [32, 33].
Hyaluronidaz, 60 yil1 askin siiredir tedavide kullanilmaktadir. Amerika Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan hyaluronidazin onaylanan endikasyonlar1 su sekildedir: (1) deri alt1 siv1
infiizyonu (hipodermokliz), (2) ilaclarin deri alti dokuda emilimini ve dagilimim
hizlandirmak veya ekstravazasyonu yonetmek igin bir adjuvan olarak, (3) idrar yolu
anjiyografisinde (deri alt1 lirografi) kontrast maddenin emilimini tesvik etmek i¢in yardimci
madde olarak [34]. HA eksikligi, venoz yetmezlik veya romatoid artrit gibi enflamasyona
bagli bir¢ok patolojik siirecte goriilmektedir ve kapiller duvarlardaki ekstravaskiiler matriks
eleman1 oldugu icin hyaluronidaz inhibe etme potansiyeline sahip bilesikler, anti-
enflamatuvar ajan olarak faydali olabilir [35, 36]. HA, mekanotransdiiksiyonu aracilik etme,
akim kuvvetindeki (shear stress) duyusal degisiklikler, secici gecirgenlik, hiicrelere ve
proteinlere karsi elektrostatik bariyer, antikoagiilasyon bariyeri, anti-enflamatuvar, anti-

adezif ve hemodinamikler tarafindan indiiklenen endotel yaralanmalarina karst koyma gibi



onemli islevlere sahip olan glikokaliksteki (vaskiiler endotel liiminal yiizeye uzanir) ana
GAGlardandir [27]. Glikokaliksin, makromolekiillerin ve dolasan hiicrelerin kan
dolasimindan damar duvarina ve ¢evre dokulara gegisini kisitlayan bir bariyer olusturmasi
ve vaskiiler gegirgenlikte 6nemli bir rol oynamasi bilesiminde yer alan HA’in 6nemini
arttirmaktadir. Glikokaliksin patolojik durumlar veya mekanik travma nedeniyle bozulmasi,
endotel bariyer fonksiyonunu engelleyerek gecirgenligin artmasina ve doku 6demine yol
acar [37]. Ozellikle tromboflebitlerle komplike olan varisli damarlarin duvarindaki hiicre
dis1 bolmedeki HA igeriginin azalmasi, varisli damar duvarinin elastikiyetinin azalmasina
neden olabilir [38]. Niebes ve digerleri yaptig1 bir ¢alismada, saglikli ve varisli serumlarda
GAG metabolizma iiriinleri ve enzim igerikleri karsilagtinnlmistir. Varisli dokularda
hyaluronidaz, f-glukuronidaz, N-asetilglukozaminidaz ve arilsiilfataz aktivitelerinde artis
goriilmiistiir (44, 45). Bir bagka calismada, 26 hasta {izerinde yapilan operasyonlar sirasinda
toplanan normal, varisli damarlar ve tromboflebit ile komplike olmus varisli damarlarin
GAG igerikleri degerlendirilmistir. Varisli damar duvarinda ortalama GAG igerigi ve
stilffath GAG igerigi artarken HA miktarinin azaldigi gézlenmistir [39]. Bu nedenle
hyaluronidaz enzim inhibisyonu ile HA igeriginin varisli damarlarda arttiritlmas1 KVY’de

etkili sonuglar dogurabilmektedir.

Kolajenaz

Ven6z doku yeniden yapilanmasinin ana belirleyicilerinden biri MMPlardir. MMP'lar
kolajen, elastin ve ECM'nin diger proteinlerinin doniisiimiinde rol oynar [40]. Kolajenazlar,
MMP-1, -8, -13 ve -18'1 igerir ve kolajen-l, -1l ve -III'ii parcalayarak, serbest birakir
(3/4’tinli) ve uzatir (1/4linii). Deney hayvanlarindan ve insanlardan alinan ven6z doku
iizerinde yapilan calismalar, MMP alt tiplerinin ekspresyonunda/aktivitesinde Onemli
degisiklikler oldugunu gostermistir. Calismalar ayrica MMP'larin ekspresyonu/aktivitesi ile
MMP/TIMP arasindaki dengesizligin, damar duvarinda ve kapaklarda varisli damarlarin
olusumuna yol agan patolojik degisikliklerle sonug¢lanabilecegini ileri siirmektedir [41, 42].
Birgok calismada varisli damarlarda kolajen igeriginin azaldigi goriilmiistiir [43]. Ote
yandan kolajen Ol¢iimlerinin, kontrol damarlarina kiyasla varisli damarlarda artig [44],
azalma [45] ya da hig¢ fark olmadig1 [46] durumlar da kaydedilmistir. Bazi ¢aligmalar ise
varisli damarlarda kontrol damarlarina kiyasla artmis kolajen-I ve azalmis kolajen III icerigi
oldugunu gostermektedir [47]. Varisli damarlarda net kolajen ve elastin miktarr, KVY’nin

farkli asamalarinda farkli biyolojik siirecler arasindaki dinamik etkilesimden etkilenir.
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Ornegin, damar kolajen icerigindeki artislar, KVY’nin erken asamalarinda -elastin
seviyelerindeki diisiisii telafi edebilir. Tersine, damar kolajen igerigi varisli damarlarin
sonraki asamalarinda azalabilir. Bu, varisli damarlarda kolajen seviyelerinin farkl
caligmalarda, kontrol damarlarina kiyasla azalma, hi¢bir degisiklik olmamasi veya artig
gostermesinin bir agiklamasi olabilir [37]. Bununla birlikte varisli damarlarda 6zellikle
MMP-3 aktivitesinin arttig1 ve kan damarlarinin genisleyebilmesi ve elastikiyeti i¢in ¢ok
onemli olan Tip III kolajenin translasyon sonrasi proteolizine yol ac¢tig1 da gosterilmistir
[27]. Bu durum, MMP'larin varisli damarlarin gelisiminde ve bunlarin tromboflebit ve

vendz iilser olusumuyla birlikte KVY ilerlemesinde iligkili oldugunu gostermektedir [42].

Elastaz

Elastaz enzimi, elastin gibi insan dokularinda énemli molekiilleri parcalayabilen akciger,
cilt, arterlerde bulunan serin proteinaz smifi bir enzimdir. Noétrofil elastaz, pankreatik
clastaz, makrofaj elastaz ve fibroblast elastazi olmak iizere tipleri bulunmaktadir [48].
Damar duvarinin elastik bileseninin, varisli damarlarin olusumu da dahil olmak tizere, venoz
hastaliklarin ortaya c¢ikmasiyla en sik iliskilendirilen faktorler arasinda oldugu
belirtilmektedir. Biiyiik arterler ve damarlar, yapisal biitiinliikleri ve isleyislerinde 6nemli
rol oynayan elastomerik ozelliklere sahiptir. Elastik lifler vaskiiler tonusun korunmasinda
onemli bir rol oynar ve varis hastaligindaki venoz yetmezlik, elastik lif iceriginin tiikenmesi
ile iliskilendirilmistir [49]. Endoteli disaridan destekleyen elastin  miktarindaki
degisikliklerin vendz basinca karsi direnci azaltabilecegi 6ne siiriilmektedir [50]. Varisli
damar duvarlarinda gozlenen elastik laminalarin pargcalanmasinin artan elastaz aktivitesi ile

iliskili oldugu ongoriilmektedir [49].

Lipoksijenaz (LOX)

LOX, hidroperoksitler liretmek i¢in ¢oklu doymamis yag asitlerinin (linoleik, linolenik ve
arasidonik asit) oksidasyonunu katalize eden bir monomerik protein ailesidir. Tiim LOX
formlarinin  substratt arasidonik asittir. LOX’lar insan viicudunda enflamatuvar
reaksiyonlarin uyarilmasinda ve prostaglandinlerin, I6kotrienlerin sentezinde rol oynar.
Enflamasyon, kanser, felg, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi birgok

hastalikla baglantilidir [51]. Ayrica LOX etki iiriinleri, ateroskleroz ve varisli damar dahil
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olmak ftizere enflamasyonun aracilar1 olarak bilinir. Varisli damarlarda enflamasyon
slirecinin tetikleyicisinin anormal vendz akis oldugu diistiniilmektedir. Vendz hipertansiyon,
ven duvarinin gerilmesine ve vendz kapaklarin bozulmasina yol agar. Bunun sonucu olarak
vendz akis tersine doner, diisiik akim kuvveti (shear stress) olusur. Azalmis shear stress
lokositleri aktive eder. Lokosit-endotel etkilesimi, enflamatuvar kaskadin baslangig
noktasidir. Enflamatuar hiicrelerin vendz duvara infiltrasyonu artar ve bdylece lokal
enflamasyonu tesvik eden bir ortam olusturur [52]. LOX inhibitorleri, enflamasyon
stirecinin baskilanmas1 ve serbest radikallerin olusumunu Onlemesi nedeniyle varis

hastaliginin tedavisinde fayda saglayabilmektedir [53].

Yiiksek LOX aktivitesi peroksil radikalinin ve diger serbest radikallerin olusumunda artiga
yol acar [54]. Asir1 aktif LOX'larin hiicrede 6nemli bir reaktif oksijen tiirii (ROT) kaynagi
olabilecegi belirtilmektedir [55]. Varisli damarlarin duvari, ROT tarafindan kolayca
oksidasyona ugrayan doymamis yag asitleri i¢eriginden olusur. Bu siirecin bir sonucu olarak,
diiz kas hiicrelerinin hipertrofisi ile damar duvar1 degisir. Endotel disfonksiyonu varisli

damarlar dahil olmak t{izere KVY olusumuna katkida bulunur [56].

Prolilendopeptidaz (POP)

POP ya da proliloligopeptidaz, beyin dahil tiim dokularda yer alan, kii¢iik peptid benzeri
hormonlari, néroaktif peptitleri ve cesitli hiicresel faktorleri sindiren, pro-anjiyogenik ve
anti-fibrinojenik molekiillerin salinimi saglayan serin peptidazdir [57, 58]. POP, prolin
iceren P maddesi, arginin, vazopressin, tiroliberin ve gonadoliberin gibi biyomolekiilerin
metabolizmasinda rol oynar. Iltihaplanma gibi birgok fizyolojik ve patolojik fonksiyona
dahil oldugu gosterilmistir. POP enzim inhibitdrleri, ¢esitli norolojik bozukluklarda hafiza
arttirict olarak klinik denemelerde arastirilmaktadir. Ayrica bazi psikotik bozukluklarla
iliskisi oldugu da belirtilmektedir [58]. Yapilan bir ¢alismada, giiglii bir POP inhibitorii olan
4-fenil-biitanoil-1-prolil-2(S)-siyanopirolidin (KYP-2047)’in venéz duvardaki histolojik
anormallikleri iyilestirdigi, KVY’in enflamasyon siirecini azalttigi belirlenmistir. Bu

nedenle POP inhibitérleri KVY tedavisinde yeni terapotik hedef olarak goriilmektedir [57].
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Ksantin oksidaz (XO)

Molibden igeren kompleks bir flavin enzimi olan XO viicuttaki pilirin metabolizmasinda
anahtar bir enzimdir. Hipoksantinin ksantine, ksantinin {irik asite doniigiimiinde rol oynar.
Ayrica hiicrelerde oksidatif hasara yol acgarak diger hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilen ROT {iretimine neden olur [59]. Ven6éz duvar, ROT tarafindan kolayca
oksitlenebilen doymamis yag asitlerinden olusur. Oksidan maddeler endotel alti doku
tahribatina, diiz kas hiicrelerinin hipertrofisine ve endotel gecirgenliginde artiga, ardindan
staz ve 0deme neden olur. Tetiklenen her biyokimyasal siire¢, bir dongiide baska bir
alevlendirici siirecin meydana gelmesiyle sonuglanir [60]. XO ise O2’ye tek degerlikli ve iki
degerlikli elektron transferini katalize ederek siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olmak
tizere iki ROT tinii tiretebilir [61]. Aktive olmus nétrofillerin endotel hiicreleriyle etkilesimi,
ksantin dehidrojenazin oksidaza donlismesine neden olur. Yapilan immiinohistokimyasal
calismalarda varisli damarlarda XO igeriginin arttig1 saptanmistir [62]. Bu nedenle artan XO
icerigi ROT tiirlerinin salinmasina neden olarak, varisli damarlarin patolojisini daha kotiiye

gotiirmektedir. XO inhibitorleri varisli damarlarin tedavisinde bir segenek olarak goriilebilir.

2.2.2. Kronik venoz yetmezlik ve oksidatif stres iliskisi

Viicutta oksidan ve antioksidan sistemler belirli bir dengede bulunmaktadir. Bu dengenin
oksidan mekanizmaya dogru kaymasi ROT nin asir1 tirctimine neden olur [63]. Asir1 ROT
iiretimi, hem viicudu hem de patojenleri etkileyen oksidatif hasara yol acar. ROT, yalnizca
hiicrelere ve dokulara hasar vermekle kalmayip ayn1 zamanda metabolizma, bagisiklik,
biliylime ve farklilasmay1 kapsayan ¢esitli homeostatik siireclere aktif olarak katilarak temel
mekanizmalarda ve yollarda yaygin bir rol oynar. Yapilan ¢aligmalar, artan ROT sonucu
olusan oksidatif stres ile kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, noérodejeneratif hastaliklar,
diyabet, obezite, yaglanma ve ¢esitli kronik enflamatuvar durumlari kapsayan bir dizi kronik

hastalik arasindaki yakin baglantiy1 vurgulamaktadir [64].

Vaskiiler endotel disfonksiyon, ROT olusumuna, antioksidan sistemin eksikligine, oksidatif
stres olusumuna, enflamatuvar siireglere ve proenflamatuvar sitokinlerin salinimina yol agar
[65]. ROT, fizyolojik olarak vaskiiler duvardaki oksijenin eksik indirgenmesinden dolay1

tiretilir. ROT {iretimi ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik, lipit
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peroksidasyonu, DNA, RNA, protein oksidasyonu ve bazi enzimlerin inaktivasyonu ile
oksidatif stres yaratir [66]. KVY’de artmig lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen
malondialdehit (MDA), ROT'nin asir1 iiretimine yol acar ve bu da endoteldeki lipit
membranlarin, proteinlerin ve diger molekiillerin yikimina neden olabilir. MDA'In artan
salinimi, varisli damarlarin gevsemesine ve venokonstriksiyon yoluyla varisli damardaki 6n
yiikiin artmasina neden olur [67]. Varisli damarlarda MDA seviyesindeki artig, siiperoksit
dismutaz aktivitesinde es zamanli bir azalma ve normal damarlara kiyasla antioksidan
potansiyelde bir azalma ile korelasyon gosterir. Yiizeysel tromboflebitli varisli damarlarda
normal safen venlere kiyasla daha yiiksek seviyelerde tiyobarbiturik asit-reaktif maddeler

(lipit peroksidasyonunun yan {iriinii) goriilmektedir [68].

ROT’nin asir1 tretimine neden olan diger faktdr nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS), XO ve miyeloperoksidaz gibi vaskiiler
enzimatik sistemlerdir. Ayrica vaskiiler hastaliklarda nitrik oksit (NO) ve NOS’in ROT
tiretiminde belirgin rol aldig1 gosterilmistir [69, 70]. Yapilan bir ¢alismada, venlerin distal
ve proksimal segmentlerindeki siiperoksit iiretimi karsilastirilmig, varisli damarlarda
ozellikle damarin distal segmentlerinde NADPH oksidaz ve NOS enzimlerinden kaynakli
artmis stiperoksit tiretimi bulunmustur. Siiperoksit anyonu ve diger ROT hiicre lipit vaskiiler
ve venOz kapak disfonksiyonuyla sonuglanabilen lipit disfonksiyonuna ve enflamatuvar
reaksiyonlarin indiiklenmesine yol agar. Ayrica ROT, MMP’lar giiglii indiiklemekte TIMP
ekspresyonunu inhibe etmektedir [71]. MMP/TIMP dengesizligi damar duvarinda ve

kapaklarda varisli damarlarin olusumuna yol agar.

2.2.3. Kronik venoz yetmezlik ve enflamasyon iliskisi

Kronik enflamasyon, KVY’nin hem gelisimine hem ilerlemesine neden olan bir faktordiir.
Artan ven6z kan basinci, mekanik hasar ve damar yapisinda stres olusumuna neden olarak
enflamatuvar yanitin aktivasyonunu tetikler. Notrofiller, lenfositler ve monositler gibi
bagisiklik hiicreleri, yapiya gelen hasar1 onarmak amaciyla damar duvarma ve kapakgiga
sizarlar. Bu siire¢ vaskiiler onarima yardimci olabilirken, asir1 enflamasyon ve uygunsuz
enflamatuvar yanit, damar yapisinda olugan hasari kotiilestirir ve KVY’in ilerlemesine neden
olur [72]. Enflamatuvar mediyatorler notrofilleri ¢eker ve aktive eder, vendz duvara

sizmalarina yol acar ve hiicre dis1 matris bilesenlerinde hasar baslatir. Buna karsilik, biiytime
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faktorleri diiz kas hiicrelerinin gociine, ¢cogalmasina ve farklilagsmasina neden olur, bu da

neointima olusumunu uyarir [73].

Varisli damarlarda, yapisma molekiilleri (ICAM-1, VCAM, kemotaktik protein MCP-1, L-
selektin, E-selektin), sitokinler, interlokin-1 B (IL-1 B), IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13,
protein p40, graniilosit-koloni uyarici faktér (G-CSF), graniilosit makrofaj koloni uyarict
faktor (GM-CSF), interferon gama (IFN-y), timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), makrofaj
enflamatuvar protein-1 alfa (MIP-1a), MMP’lar ve makrofaj enflamasyon proteini 1b dahil
olmak tizere bir¢ok enflamasyon molekiiliiniin, sitokinin, kemokinlerin, vazoaktif

faktorlerin, selektinlerin ve protrombotik onciillerin varligi gosterilmistir [73, 74].

Enflamasyon sirasinda, ekspresyonu artan CAM'lar l16kositlerin kan dolasimindan iltihaplh
dokulara gecisini kolaylastirir. E ve P selektinler yiizeylerinde karbonhidrat taniyan bir alana
sahiptir ve spesifik l6kosit ylizey glikanlarinin baglanmasini destekler. Notrofillerin yapisma
stireci, sitokinler, IL-8, IFN-y ve TNF-a ile PAF (trombosit aktivasyon faktorii), aktif

tamamlayic1 kompleks ve arasidonik asit metabolitleri tarafindan baslatilabilir [68].

Yapilan ¢alismalarda, yaygin enflamatuvar transkripsiyon faktorii aktivatér protein-1’in
(AP-1) ve niikleer faktor kappa B hiicresinin (NF-kB) vaskiiler disfonksiyonun baglamasinda
ve ilerlemesinde onemli rol oynadigini gosterilmistir. AP-1, interlokinlerin ve monosit-
kemoatraktan protein-1 (MCP-1) genlerinin indiiksiyonunda NF-kB ile iligkilidir. MCP-1,
l16kositlerin kandan damar duvarlarina toplanmasinda rol oynayan giiglii bir kemokindir ve

damar yeniden sekillenmesinden sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir [75].

Artan venoz kan basinci ve vendz kan akiminin tersine donmesi ile olusan diisiik shear stres
NO {iretimini bozar, vazoaktif ajanlarin salinimini ve E-selektin, proenflamatuvar sitokinler,
kemokinler, protrombotik onciillerin ekspresyonunu arttirir. Bu durumda IL-6, IL-1, TNF-
a, IFN-y, IL-8, MCP-1 ve MIP-1 gibi proenflamatuvar mediyatorler ile enflamatuvar yanit
tetiklenir [52]. Yapilan ¢alismalarda varisli damar bolgesinden alinan kan 6rneklerinde IL-
6, IL-8 ve MCP-1 konsantrasyonlarinin 6nemli 6lgiide arttigi goriilmektedir [76, 77]. Artan
enflamatuvar mediyatorlerden IL-6, IL 8 ve MCP-1, vendz hipertansiyonun artmasina, cilt
degisikliklerine, vendz iilsere neden olur ve telenjiektaziler ve retikiiler venler meydana

gelir. Bu durum bacaklarda agirlik ve agr1 ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir [78]. Normal
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dokularla karsilagtirildiginda varisli dokularda daha yiiksek oranda bulunan bir diger
mediyatér donistiiriicii biiytime faktori-fl (TFG B1)’dir. TGF-B1, vaskiiler yeniden
sekillenmede 6nemli bir rol oynar [79]. TGF-f1, MMP ve TIMP diizenlenmesi yoluyla
varisli damarlarda ve vendz duvar yapisi modifikasyonlarinda lokal kronik enflamatuvar

stireglere katilabilir [80].

KVY ve varisli damarlar ¢ok karmasik ve kompleks bir patofizyolojiye sahiptir.
Enflamasyon ise KVY patofizyolojisinde en &nemli tetikleyicidir. Ozellikle varisli
damarlarin atrofik bolgesinde dokuya enflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu gergeklesir. Bu
durum hastaligin tedavisini zorlastirir ve ilerlemesine neden olur. Bu nedenle KVY ve varisli

damarlarin tedavisinde antienflamatuvar etkiye sahip bilesikler onem arz etmektedir.

2.3. Varisli Damarlarda ve Kronik Venoz Yetmezlikte Tedavi Stratejileri

KVY tedavisi uzun bir tarihsel gegmise sahiptir. Hipokrat, varisli damarlar ile iilserasyon
arasindaki iliskiyi ve tedavide katmanli bandajlarla kompresyon terapisini
tanimlamistir. Celcus ve Galen gibi doktorlar, Roma doéneminde varisli damarlar igin,
giinlimiizdeki flebektomiye esdeger olan ¢ikarma i¢in kiint kancalar kullanarak ameliyatlar

gerceklestirmistir [81].

Varisli damarlar i¢in tedavi segenekleri konservatif tedavi ve cerrahi (girisimsel) miidahaleyi
igerir. Tedavi yontemleri varisli damarlarin dogasina ve altta yatan fizyolojik nedenlere gore
secilir [82]. Asemptomatik hastalar igin konservatif tedavi segenekleri kullanilirken
semptomatik hastalara endovendz lazer ablasyonu, radyofrekans ablasyonu, yetersiz biiyiik
safen veninin yiiksek ligasyonu ve siyirma, mekanokimyasal ablasyon, siyanoakrilat

embolizasyonu gibi tedaviler uygulanabilir [83].

Girisimsel tedavi yontemi olan termal ablasyon ile lazerden veya radyo dalgalarindan gelen
1s1, damardaki kani pihtilastirir, bunun sonucunda damar kapanir ve kan akisi islevsel
damarlara yonlendirilir, hasarli damarlar yok edilmis olur [84]. Endovendz skleroterapi,
endotelin iltithaplanmasina neden olan bir ajanin ultrason rehberliginde yiizeysel damarlara
enjekte edilmesini igerir ve hasarli damarda fibroz tikanikliga neden olur. Hipertonik tuzlu
su, sodyum tetradesil (Sotradecol) ve polidokanol gibi ¢esitli maddeler kullanilir [85, 86].

2013 Ulusal Saglik ve Bakim Miikemmelligi Enstitiisii klinik kilavuzlari, endovendz termal
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ablasyon ve skleroterapiden sonra {igiincii basamak tedavi olarak ameliyati dnermektedir
[87, 88]. Ameliyat, biiyiik ve kii¢iik safen veninin baglanmasi ve siyrilmasi islemine dayanir.
Bu islemde damar proksimalden kesilir, bir damar s1yirici, siyiricinin ucuna erismek igin diz
yakiinda yapilan bir kesiden distal olarak gecirilir. Siyiricinin proksimal ucu damara

sabitlenir ve daha sonra siyirici distale ¢ekilirken damar ¢ikarilir [89].

Girisimsel tedaviler KVY tedavisinde onemli yer tutmasia karsin enfeksiyon, arteriyel
sistemde yaralanma, sinir yaralanmasi (6rnegin safen ve/veya sural sinirler), estetik, derin

ven trombozu, yara izi gibi komplikasyonlarin da gergeklesme ihtimali vardir [12].

Konservatif tedavi segenekleri arasinda;

e Kompresyon (0rn. bandajlar, destek ¢oraplari, araliklt pndmatik kompresyon cihazlari),
e Etkilenen bacagin yiikseltilmesi (Bacaklarin giinde en az 3 kez 30 dakika boyunca kalbin
iizerine yiikseltilmesi, vendz basinct ve 6demi azaltmaya ve tekrarlayan iilserleri onlemeye
yardimci1 olur),

e Yasam tarz1 degisiklikleri (uzun siireli ayakta durma ve zorlanmadan ka¢inma, egzersiz,
kisitlayici1 olmayan giysiler giyme, kardiyovaskiiler risk faktorlerinin degistirilmesi ve
periferik 6demi azaltmaya yonelik miidahaleler),

e Kilo kontroli,

e Flebotonikler (veno-aktifler) ya da gida takviyeleri (¢cogunlukla tek bir takviyede birden
fazla bilesen bulunur) yer almaktadir [89].

Veno-aktif ilaglar 6dem koruyucu ajanlar, flebotonikler, venotonikler, vazoprotektorler,
flebotropikler ve venotropikler gibi bir¢ok terim ile tanimlanir. Odem ve kronik vendz
hastaliklarla iligkili semptomlar {izerinde etkileri olan, bitkisel veya sentetik kokenli
heterojen bir grup tibbi trtinlerdir [90]. Flebotonik/venoaktif/venotonik/vazoaktif ilaglarin
farmakolojik ve klinik oOzelliklerini inceleyen c¢alismalar olmasmma ragmen etki
mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir. Bu ilaglarin, vendz tonu artirmak gibi makro
dolasgimin yani sira kilcal damarlarin agir1 gegirgenligini 6nlemek gibi mikro dolasim
parametrelerini etkiledigi bulunmustur [91]. Venoaktif ilaglar {izerinde yapilan bir meta-
analiz ¢aligmasinda bacak sismesinde hafif bir azalma oldugunu ancak yasam kalitesinde

veya vendz iilser iyilesmesinde onemli 6l¢iide degisiklik olmadigi rapor edilmistir [92].
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Venoaktif ilaglar arasinda a-benzopironlar (kumarinler: eskuletin ve umbelliferon), y-
benzopironlar (flavonoitler: hesperitin, hesperidin, okserutin, Kkersetin, rutozitler,
trokserutin), saponozitler veya saponozit igeren bitki ekstreleri [essin, Centella asiatica (L.)
Urb., Aesculus hippocastanum L., Ruscus aculeatus L. ekstresi), diger bitki ekstreleri (yaban
mersini ve tizlim ¢ekirdegi, ergotlar, Ginkgo biloba L.), katesin (yesil ¢ay) ve sentetik ilaglar
bulunur [37]. Sentetik ilaglar, kalsiyum dobesilat, naftazon, benzaron ve tribenozittir.
Benzaron hepatite ve tribenozit yiiksek oranda deri dokiintiisiine neden oldugundan bu iki
ilacin kullanimi tartigmalidir [93]. Varisli damarlarin tedavisinde kullanilan sodyum
morhuat enjeksiyonu, morina karacigeri yaginin doymus ve doymamis yag asitlerinin bir
karisimidir. Primer varisli damarlarin obliterasyonu ig¢in kullanilir [94]. Polidokanol
enjeksiyonu, Polidocanol, Asclera, Aethoxysklerol ve Varithena ticari isimleri altinda varisli
damarlari tedavi etmek i¢in enjekte edilir, fibrozise neden olarak damarin liimenini tikar ve
varis gorinimiini azaltir [95]. Sodyum tetradesil siilfat belirli damar tiirlerinde kan
pihtilarinin ve yara dokusunun olusumunu artirarak ¢alisan sklerozan bir maddedir. Bu,
genisleyen damarlarin genislemesini azaltmaya yardimci olur. Sodyum tetradesil siilfat,

bacaktaki kii¢iik, komplikasyonsuz varisli damarlari tedavi etmek igin kullanilir [94, 96].

Alfa-benzopironlar esas olarak kumarinler lenfédem tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ancak yiiksek dozlarda hepatotoksisiteye neden oldugundan giiniimiizde
kullanimlar1 sinirlidir. Kumarin tek basina veya rutin ile birlikte kullanildiginda, proteolizi
uyararak lenf akisini iyilestirir ve yiiksek proteinli 6demi azaltir. Antikoagiilan ajanlar olan
dikumaroller hepatotoksik olmasina ragmen yaygin olarak kullanilmaktadir [97, 98]. Gama-
benzopironlar yani flavonoitler, [diosmin ve onun tiirevi, mikronize saflastirilmis flavonoit
fraksiyonu (MPFF) ve rutozitler (okserutin, trokserutin, hidroksietil rutozit)],
kardiyovaskiiler semptomlar ve édem tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Flavonoitler,
eksikliginde kapiller permeabilitenin artmasina ve kilcal kirillganliga neden oldugu ig¢in
“vitamin P (gegirgenlik igin) olarak tanimlanmistir. Flavonoitlerin KVY’e karsi etkileri
noradrenerjik aktiviteyi uzatarak vendz tonuyu arttirma, kilcal gecirgenligi azaltma, lenfatik
drenaji iyilestirme ve trombosit agregasyonunu engelleme olarak bildirilmistir [99].
Diosmin, kan akigini arttirir, kan damar1 gegirgenligini azaltir, vaskiiler esnekligi, vendz
tonu, lenf akigini arttirir, enflamatuvar mediyatorlerin inhibisyonu yoluyla mikrovaskiiler
gecirgenligi korur ve antioksidan aktiviteye sahiptir [100-102]. Diosmin ayrica venoz
katekol-O-metiltransferazi inhibe ederek norepinefrin metabolizmasini azaltabilir ve

venokonstriktif etkilerini uzatabilir [100]. Saponinler arasinda farkli essin tiirevleri ve
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Aesculus hippocastanum L. ile ruskogenin (steroidal saponozit yapisinda) ve Ruscus

aculeatus L. ekstreleri yer almaktadir [97].

2018 L'Union Internationale de Phlébologie (UIP) kilavuzu venoaktif ilaglari semptomlara,
belirtilere ve yasam kalitesine gore alt boliimlere ayirmis ve etki biiylikliigiinii belirlemistir
[103]. MPFF, agr1, agirlik, sislik hissi, kramplar, bacak kizarikligi, cilt degisiklikleri, 6dem
ve yagsam kalitesi i¢in siddetle tavsiye edilir, ancak parestezi ve yanma icin o kadar giiclii
etkiye sahip degildir. Ruscus ekstresi + hesperidin metil kalkon + C Vitamini (Cyclo 3 fort ®)
agr1, agirlik, sislik hissi, bacak yorgunlugu, parestezi ve 6dem icin siddetle tavsiye edilir,
ancak kramplar ve kasinti i¢in giiglii etkiye sahip degildir. Okserutinler agri, agirlik ve
kramplar icin siddetle tavsiye edilir, ancak 6dem icin giiclii etkiye sahip degildir. A.

hippocastanum semen ekstresi agri, kasint1 ve 6dem tedavisinde etkilidir [104].

Venoaktif ilaglar KVY’e bagli baz1 semptom ve belirtileri tedavi eder ancak altta yatan
vendz reflilyli tedavi edemez. Bu nedenle venotropik ilaglara yalmzca kiiratif tedavi
alamayan veya almak istemeyen hastalarda ihtiya¢ duyulmaktadir. Kompresyon g¢oraplari
ise giyildigi siire boyunca venéz refliiyii azaltabilir, ancak bunlar ¢ikarildiginda reflii
yeniden baglar. Varisli damarlarin birinci basamak tedavisinde ise modern tedavi

tekniklerinden olan endovendz termal ablasyon uluslararasi olarak kabul edilmektedir [15].

2.3.1. Varisli damarlarin tedavisinde kullamlan tibbi bitkiler ve dogal bilesenler

Varisli damarlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bazi bitkilere ait bilgiler asagida

verilmistir.

Aesculus hippocastanum L. (At kestanesi)

A. hippocastanum tohumlar1 essin isimli triterpenik saponin glikozitleri ve lakton
glikozitlerinin karisimini, flavonoitler ve tanenleri igermektedir. Antienflamatuvar etkisi
flavonoitlerin varligindan kaynaklanirken astrenjan etkisi damar duvarlarinin sikilagmasina
yardimci olan tanen igeriginin bir sonucudur. Essin 6dem Onleyici bir etki sergiler ve vendz

2+

tonuyu arttirir [105]. Essin vaskiiler diiz kaslar1 Ca*'a duyarli hale getirerek vendz

gerginligi iyilestirir ve prostaglandin F2a {iretimini artirir [106]. Prostaglandin F2
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saliniminin artmasi ile vazodilator enzimler, serotonin ve histaminin etkilerini antagonize
eder ve damar duvari tonusu korunur. Artan damar gerginliginin bir sonucu olarak
damarlardaki kan akis1 hizlanir ve mikrosirkiilasyon iyilesir. Lokositlerin damardan ge¢cme
stiresini kisaltir ve bunlarin aktivasyon riskini azaltir, bdylece gereksiz enflamatuvar
yanitlart onler [106, 107]. Essin, proteoglikan bozunmasindan sorumlu olan elastaz ve
hyaluronidazi inhibe ederek bag dokusu yapist korunur [106, 108]. Ayrica bitki, lizozomal
enzimlerin aktivitesini azalttig1 i¢in vendz duvarlarda mukopolisakkaritlerin pargalanmasi
engellenir. Alman Komisyonu E monografinda A. hippocastanum’un, "eksiidatif onleyici
ve damar sikilastirici etkilere" sahip oldugu listelenmektedir. Komisyon E monografinda
Hippocastani semen standardize ekstresi, %16-20 triterpenoit glikozit (susuz essin olarak
hesaplanir) igermelidir [8]. Yapilan bes klinik ¢alismada, A. hippocastanum ekstresinin hafif
ve orta diizeyde varisli hastalarda iyi sonug verdigi, alt bacak 6demini azaltt1§1, bacak agrisi,

agirlik ve kasintinin hafifledigi gésterilmistir [109].

Ruscus aculeatus L. (Tavsan memesi)

R. aculeatus ekstresi ruskogenin ve neuroruskogenin olmak iizere iki ana saponin igerir. R.
aculeatus’un, mikrosirkiilasyonu korumadaki rolii vendz hipertansiyonun azalmasina yol
acan damar vazokonstriksiyonu, endotel hiicre korumasi ve antienflamatuvar etkisi gibi
¢esitli mekanizmalar ile agiklanmaktadir [110, 111]. R. aculeatus ekstresi, histamin kaynakli
artan damar duvar gegirgenligini engeller. Ayrica enflamatuvar reaksiyonlarin erken evresini
etkileyerek lokositlerin venéz duvara yapismasini azaltir. Daha Onceki c¢alismalarda,
antienflamatuvar ~ ozellikleri ayn1 zamanda hiicrelerarast adhezyon molekiilii-1
ekspresyonunun aktivasyonu tizerindeki etkisi ile agiklanmig ve damar duvar gegirgenliginin
azalmasma yonelik etkisi anti-elastaz aktivitesi ile agiklanmistir [35, 112]. Ruscus
ekstresinin en 6nemli etkilerinden biri damar duvarindaki a-1 ve a-2 reseptdr agonizmi ve
adrenerjik sinir uglarindan norepinefrin salinimu ile iliski olan vazokonstriktif aktivitesidir.
Vazokonstriktif aktivitesi endotel hiicrelerde bulunan muskarinik reseptdrleri agonize etmesi
ve progesteron seviyelerini arttirmasiyla agiklanabilir [112]. R. aculeatus, sitozolik kalsiyum
seviyelerini artirir. Béylece hiicre igi Ca®* tarafindan baslatilan aktif kasilmalar ile lenfatik

dolagimin diizenlenmesi saglanir [113].
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Centella asiatica L. (Gotu Kola)

C. asiatica’nin aktif bilesenleri, asiatik asit, madekasozit ve madasiatik asit gibi
asiatikozitleri igeren triterpenik saponozitlerdir. Sistematik bir derlemede C. asiatica
ekstresinin KVY’in belirti ve semptomlarinda 6énemli derecede iyilesme sagladigi rapor
edilmistir [114]. C. asiatica'nin birincil etkisi zayiflamig damarlarin giiclendirilmesidir.
Hyaluronik asit ve kondroitin siilfat olusumunu uyarabilir ve bag dokusu iizerinde
dengeleyici bir etki gosterebilir [26]. Yapilan bir klinik ¢aligmada, C. asiatica ekstresinin,
vendz yetmezligin tedavisinde etkili oldugu, 6dem ve ayak sismesini azalttigi, kilcal
filtrasyon hizin1 ve mikro dolasim parametrelerini iyilestirdigi bulunmustur [115]. C.
asiatica'nin triterpenik fraksiyonu (asiatikozit, asiatik asit ve madekassik asit karigimi) ile
ilgili yapilan bir ¢alisma, ekstrenin ven duvarindaki fibroblastlarin etkisini diizenleyerek
kolajen ve diger doku proteinlerinin sentezini iyilestirdigini ve vendz duvarin i¢inde ve

cevresinde kolajenin yeniden sekillenmesini uyardigini rapor etmistir [116].

Ginkgo biloba L. (Mabet agac1)

G. biloba, kemferol, kersetin, mirisetin, apigenin, izoramnetin,, luteolin, tamariksetin,
ginkgolit (GA, GB, GC, GJ, GM, GK, GL, GP, GQ), bilobalit ve proantosiyanidinler
icermektedir [117]. G. biloba ekstresi, trokserutin ve heptaminolden olusan venotropik bir
ilag olan Ginkor Fort, hipoksik kosullara maruz kalan insan safen ven endotelinde
notrofillerin aktivasyonunu ve yapismasini 6nemli 6lgiide azaltmistir [118]. Kronik vendz
yetmezlikte G. biloba ekstresi, (Ginkgoselect® Phytosome®) &dem tedavisinde etkili
olmasina karsin bacaklardaki agirlik hissini azaltmada istatistiksel olarak anlamh

bulunmamustir [119].

Vitis vinifera L. (Uziim)

V. vinifera yaprak ekstresi (AS 195) KVY semptomlarinin tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmaktadir. Yapisinda Kersetin-3-O-f-glukuronit, izokersitrin ve kemferol-3-O-4-
glukozit icermektedir. KVY’te alt bacak hacmi, baldir ve ayak bilegi gevresi, yorgunluk,
agir bacaklar, karincalanma hissi, agri, bacaklarda gerginlik hissi, kutandz mikro dolagim ve

transkiitandz oksijen basincinda iyilesmelere neden olmaktadir [120]. V. vinifera ekstreleri
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Kore'de yaygin olarak venoaktif ila¢ olarak kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada V.
vinifera gekirdek ekstresinin KVY hastalarinda ven6z semptomlari hafifletme ve yasam

kalitesini iyilestirmede MPFF kadar etkili oldugu saptanmustir [121].

Piknogenol

Piknogenol® (Horphag Research UK), USP'ye (USP 2005) uygun olarak %70 £ 5
prosiyanidin (katesin ve epikatesin oligomerleri) igeren Pinus pinaster Ait. standardize
ekstresidir [122]. Piknogenoliin kapiller gegirgenlikte azalmaya neden olmasi, antioksidan
ve 6dem azaltict aktivitesi, KVY semptomlarinin iyilesmesini saglamaktadir [11]. Yapilan
bir ¢alismada piknogenol ve kompresyon ¢oraplari ile tedavi karsilastirilmis ve piknogenol
oral tedavisinin, KVY ve vendz mikroanjiyopatili hastalarda mikro dolagimin yani sira

belirti ve semptomlart iyilestirmede de etkili oldugu gosterilmistir [122].

Mikronize saflastirilmis flavonoit fraksiyonu (MPFF)

MPFF (Daflon®), bagirsak emilimini iyilestirmeye yardimci olmak ig¢in 2 mm'lik
pargaciklara mikronize edilmis Citrus aurantium L. (turung) elde edilen g¢ogunlukla
hesperidin ve diosmin olmak {iizere saflastirilmis flavonoitler icerir [99]. Avrupa'da en iyi
bilinen ve en yaygin sekilde regete edilen venoaktif ilactir. %90 diosmin ve %10 hesperidin,
linarin ve izorhoifolin gibi aktif flavonoitlerden olusur [123]. MPFF, prostaglandinlerin ve
serbest radikallerin sentezini inhibe ederek vendz ilser tedavisinde olumlu etki gosterir.
Bradikinin kaynakli mikrovaskiiler sizintiy1 azaltir [124]. MPFF, antienflamatuvar etkisinin
yant sira endotel hiicre aktivasyonunu ve 16kosit adezyonunu azaltir, vendz tonus ve kapak
yetmezliginde iyilesmelere neden olur, refliide azalma saglar, kilcal direnci ve biitlinliigii
arttirir. Venoz tonuda iyilesmeyi noradrenerjik sinyallemeyi diizenleyerek ve norepinefrin
metabolizmasini azaltarak gerceklestirmektedir. Kilcal gecirgenligi azaltarak, kilcal direnci
iyilestirerek ve lenfatik drenaji artirarak enflamasyonla iliskili kapak hasarina karsi koruma
saglar. En 1y1 doz-etki oraninin 1000 mg ile elde edildigi kaydedilmistir. MPFF tedavisi tiim
CEAP smiflarindaki hastalarda klinik faydalar saglamakta ve semptomlar1 azaltmaktadir
[123, 125, 126]. Sekil 2.4°de baz1 venoaktif ilaglarin biyolojik aktiviteleri verilmistir [26,
127, 128].
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Sekil 2.4. Dogal kaynakli bilesiklerin vendz patofizyolojide rolleri

Tedavide en ¢ok kullanilan ve etkileri kanitlanmis A. hippocastanum, V. vinifera, R.
aculeatus, G. biloba, C. asiatica disinda vendz hastaliklarin hafifletilmesine yardimci baska
bitkiler de yer almaktadir. Withania somnifera L. “Ashwagandha” olarak da bilinir ve
dolagimi giiglendirici ve damar koruyucu Ozellige sahiptir. Malus pumila Mill.
meyvelerinden elde edilen ¢ig rendelenmis elma, agri, tahris, iilserasyon, pigmentasyon,
odem, kramplar ve kagintinin giderilmesine yardimci olmaktadir. Allium sativum L.
soganlar1  varisli damarlarin iltthabim ve semptomlarin1 azaltmakir. Emblica

officianalis Gareth veya Phyllanthus emblica L. taze meyve perikarplart kan dolagimini
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iyilestirmeye ve iltihabi azaltmaya yardimci olmaktadir. Zingiber officinale L. fibrini ¢6zer

ve damarlardaki kan dolasimin1 yeniden saglamaktadir [25].

2.3.2. Halk arasinda varisli damarlarin tedavisinde kullanilan bitkiler

Tez kapsaminda ¢alisilan bitki taksonlar1 Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde varisli damarlarin
tedavisinde dahilen veya haricen kullanilan bitkilerden se¢ilmistir (Cizelge 2.1). Bu
bitkilerden C. annuum, E. elaterium ve S. ebulus dogrudan varis tedavisinde degil varis

hastaliginin 6nemli semptomlarindan biri olan bacak agrilar1 i¢in kullanilmaktadir.



Cizelge 2.1. Tiirkiye’de halk arasinda kullanilan ve tez materyali olarak secilen bitkiler

ve

Bitki materyali Kullanilan Kullanilan Kisim Hazirlama Sekli Kullanim Kaynak
(Latince ve Tiirkce adi) 11/Bolge
Berberis vulgaris L./Kizilkaramuk Kapadokya Kurutulmusg Dekoksiyon Oral [129]
meyve

Brassica oleraceae var. acephala/Kara lahana Samsun (Bafra) Yaprak Dekoksiyon Haricen [130]
Capsella bursa pastoris (L.) Medik./ Cobangantasi Hatay (Antakya) Toprak tstii Dekoksiyon Oral [131]

Antalya Yaprak - - [132]
Capsicum annuum L./Biber Ankara (Camlidere) Meyve Kepekli un ile - [133]

kanistirilarak kaynatilir.

Crataegus monogyna Jacq. subsp. monogyna/Ahg¢ Erzincan Yaprak ve meyve - - [134]
Ecballium elaterium (L.) A.Rich./Esek hiyari Canakkale (Biga) Meyve - - [135]
Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum/Mantuvar Gilimtishane Toprak {istii - - [136]
Lamium album L./Balicak Adiyaman (Kahta) Toprak iistii - Haricen [137]
Lythrum salicaria L./Hevhulma - Yaprak Dekoksiyon Haricen [138]
Plantago lanceolata L./Damarlhica Balikesir Yaprak Inflizyon Haricen [139]
Plantago major subsp. major L./Sinirotu Balikesir Yaprak Inflizyon Haricen [139]
Sambucus ebulus L./Miirver otu Samsun (Bafra) Yaprak ve ¢igek - Haricen [130]
Sesamum indicum L./Susam Mersin Sabit yag - - [140]
Urtica dioica L./Isirgan Kurklareli Toprak stii Dekoksiyon Haricen [141]

* Belirtilmemis.
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Diger iilkelerde yapilan etnofarmakolojik ¢aligmalarda, Romanya’da Abies alba Mill. gévde
kabuklar1 dekoksiyon halinde ve Picea abies (L.) H. Karst varis tedavisinde kullanilir [142].
Italya’da Chiliadenus glutinosus Fourr infiizyonu sismis bacaklardaki agriy1 azaltmak veya
varisli damarlardan muzdarip kisilerde dolasimu iyilestirmek igin kullanilir [143]. italya’da
Sorrentina, Campania Yarimadasi’nda gelencksel tedavide Stellaria media (L.) Vill. (30 gr
1:1 su, giinde 2 su bardag) infiizyonu, Senecio vulgaris L. (tim bitkinin 40 g’1 1:1 su i¢inde)
kaynatilarak harici olarak varis tedavisi i¢in kullanilir [144]. Libya’nin Dogu Bélgesi’nde
Convolvulus arvensis L., Cupressus sempervirens L, Juniperus phoenicea L., Lavandula
multifida L., Lolium rididum Gaudin., Plantago major L. varis tedavisinde halk arasinda
kullanilan bitkiler arasmdadir [145]. Ispanya’nin giineyinde yapilan etnobotanik bir
calismada, Agave americana L. (yaprak), Lithodora fruticosa (L.) Griseb. (¢gigekli bitki),
Paronychia argentea Lam. (toprak {istii), Digitalis obscura L. (toprak iistii), Urtica dioica
L. (toprak tistii), U. urens L. (toprak {istii), Paronychia sufruticosa (L.) Lam. (¢igekli bitki),
Equisetum ramosissimum Desf. (toprak iistii) ve Rosmarinus officinalis L. (gigekli bitki)
tirlerinin varis tedavisinde kullanildig1 kaydedilmistir [146]. Dogu Sirbistan bolgesinde ise
Castanea sativa Mill. varis hastaliginda kullanilir [147]. Arrabida Tabiat Parki'nda
(Portekiz) yapilan etnobotanik ¢alismada, Tuberaria lignosa Samp. kurutulmus toprak tistii
kisimlarimin infiizyon halinde hazirlanarak haricen, Aloe arborescens Miller. taze

yapraklarinin dogrudan haricen varis i¢in kullanildig1 kaydedilmistir [148].

Tez calismamiz kapsaminda topladigimiz tiirlere ait genel bilgiler asagida yer almaktadir.

Berberis vulgaris L.

B. vulgaris L. Asya ve Avrupa'da yaygin olarak yetisir. Bitkinin meyveleri geleneksel tip ve
gida endiistrisinde katki maddesi olarak kullanilir. Bitki ¢ali formunda ve 1-3 m boyundadir.
B. vulgaris, dikenli, sar1 odunlu ve ters yumurtamsi yapraklidir. Sarkik sar1 gigekler tasir ve
meyveler dikdortgen seklinde kirmizi renklidir [149, 150]. B. vulgaris'ten izole edilen
baslica bilesikler tanenler, fenolik bilesikler, triterpenler (lupeol, oleanolik asit), steroller
(stigmasterol, stigmasterol glukozit) ve alkaloitlerdir (berberamin, palmatin, berberin,
oksiberberin, kolumbamin, izokoridin, lambertinea ve magniflorin). Ayrica, bu bitkiden
bisbenzilizokinolinler (oksikantin), N-(p-trans-kumaril) tiramin, kannabisin G ve (£)-
lioniresinol izole edilmistir [151, 152]. Alkaloitler disinda eskuletin, askorbik asit,

flavonoitler ve fenolik asitler gibi fenolik bilesikler yer almaktadir. B. vulgaris’in Cin
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tibbinda 3000 yildan fazla, diger bazi iilkelerde ise 2500 yildan fazla tibbi kullanimi vardir.
Bitkinin kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak {izere, santral sinir sistemi, immiin sistem,
gastrointestinal sistem ve endokrin sistemi etkileyen olumlu etkileri bulunmaktadir. Ayrica
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve antioksidan etkileri de mevcuttur [149, 153]. Yapilan
calismalarda, B. vulgaris’in Tiirkiye ve Iran’da dahilen varis i¢in kullanildig1 bildirilmistir
[129, 151, 154].

Brassica oleracea var. acephala L.

B. oleracea var. acephala, Avrupa, Asya ve Amerika'daki niifusun mutfak ve diyetinde
ylizyillardir 6nemli bir yere sahiptir. Ozellikle Akdeniz bdlgesinde yaygin olarak kiiltiirii
yapilirken son 10 yilda diger iilkelerde giftciler arasinda ¢ok popiiler hale gelmistir [155].
Bitki bas olusturmayan, koyu yesil ve kivrik yapraklariyla karakterize edilir. Yapilan
fitokimyasal ¢calismalarla, B. oleracea var. acephala’da glukosinolatlar, fenolik bilesikler ve
karotenoitler bulunmustur [156]. Indolik ve alifatik glukosinolatlarm oran1 bitkinin farkli
lokalitelerden toplanmasina gore degisiklik gostermektedir. Tiirkiye’den toplanan kara
lahanalarda, indolik glukosinolatlar daha fazla saptanmistir [157]. Icerigindeki ana fenolik
bilesikler ise kersetin, kemferol, siyanidin, kafeik asit, ferulik asit ve sinapinik asit olarak
bulunmustur. Bilinen en O©nemli biyolojik aktiviteleri arasinda antioksidan ve

antikanserojenik aktivite, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemin korunmasi yer

almaktadir [155].

Capsella bursa-pastoris (L.) Medik.

C. bursa-pastoris, 0,5 m’ye kadar boylanabilen, basit veya dall1 tiiylere sahip kaba ¢icekli,
bir yillik veya iki yillik, dik, tiiysiiz veya tiiyli bir bitkidir. Dogu Avrupa ve Kiigiik Asya'ya
ozgidiir. Kibris, Avrupa, Suudi Arabistan, Tirkiye, Kuzey Amerika ve Cin dahil olmak
tizere diinyanin cesitli yerlerinde yaygin olarak bulunur [158]. Flavonoitler (kersetin,
kemferol, luteolin glikozitleri), polipeptitler, kolin, asetilkolin, histamin, tiramin, yag
asitleri, steroller, organik asitler, amino asitler ve siilforafan gibi ¢ok c¢esitli metabolitler
icermektedir [159, 160]. C. bursa-pastoris geleneksel tipta bircok amagla yaygin olarak
kullanilan bitkilerden biridir. Ornegin, meyveleri ve yapraklari Iran'da bobrek taslarmi

diistirmek i¢in kullanilmistir. Bu bitkiden Tiirkiye'de ditiretik etkisi ve burun kanamasi igin
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faydalanilmistir [161]. C. bursa-pastoris, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antioksidan,
antikanser, hepatoprotektif, sedatif, kardiyovaskiiler ve iireme sistemi iizerine etkiler gibi
farmakolojik etkilere sahiptir [159]. Bunlara ek olarak kanama onleyici, antitrombin, yara
iyilestirici etkilerinin yani sira diyabet ve ates tedavisinde kullanildigina dair kayitlar

bulunmaktadir [162].

Capsicum annuum L.

C. annuum giiniimiizde yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik agidan 6nemli bir tiirdiir.
Baharat olarak kullaniminin yani sira antienflamatuvar, antiartrit, analjezik, karminatif,
rubefiyan, antioksidan, hipoglisemik, antifungal ve antimikrobiyal gibi pek ¢ok tibbi etkilere
sahiptir [163]. Bu etkilerden sorumlu bilesikler arasinda kapsaisin, sabit yag, tiamin, protein
ve askorbik asit gibi farkli bilesenler yer almaktadir. C. annuum, ana etken maddesi olan
kapsaisin, sedef hastaligi ve romatoid artrit gibi enflamatuvar bozukluklarin tedavisinde
kullanilir. Diyabetik noropati, postherpetik nevralji, bas agrisi, postmastektomi sendromu,
refleks sempatik distrofi, dermatit, egzama, kasinti, ameliyat sonrasi bulanti ve kusma,
mesane hiperaktivitesi, safra tasi, anoreksi, hemoroit, karaciger tikanikligi, rinit ve
fibromiyalji diger kullanim alanlarina ornektir [164]. Halk hekimliginde kanser, astim,
karminatif, gazli dispepsi, uyarict ve Oksiiriik tedavisinde tavsiye edilmistir. Diizenli
tilketiminin anoreksi, hemoroit, karaciger tikaniklig1 ve varisli damarlara faydali olduguna
inanilmaktadir [165, 166]. Harici olarak, lokal uyarici, tahris ve kizariklik giderici olarak

romatizma, bel agrisi, nevralji ve varisli damarlarin tedavisinde kullanilmaktadir [166].

Crataegus monogyna Jacq. subsp. monogyna

Alig, Avrupa, Afrika ve Asya'da yetisen ve genellikle 5-10 m boyunda ¢ali veya kiiclik agac
formunda bulunur. Sonbaharin ortasinda olgunlasan kii¢iik koyu kirmizi meyvesi jole, regel
ve surup hazirlama gibi farkli amaglarla kullamlir [167]. Igerdigi biyoaktif bilesikler
aromatik aminler, vitamin C, fenolik asitler, flavonoitler (hiperin, kersetin, spirein, rutin ve
apigenin) ve proantosiyanidinlerdir [168]. C. monogyna Jacq. subsp. monogyna (Ali¢) gigek,
cigek tomurcugu ve yapraklari sinirlilik, uykusuzluk, migren, biling bulaniklig1, hafiza kayb1
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Ham ve olgun meyvelerinden hazirlanan
meyve sular1 bazi cilt uygulamalarinda, artritte ve kas agrilarinda kullanilir. Yapraklari,

cicekleri ve meyveleri koroner vazodilator, kardiyotonik ve hipotansif ila¢ olarak kullanilir.
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Kalp {izerindeki etkilerinden dolay1r dolasim bozukluklarinin ve varisli damarlarin

tedavisinde faydalidir [168, 169].

Ecbalium elaterium (L.) A.Rich.

E. elaterium, yatik govdeli, govde ve yapraklari sert titylerle kapli ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Cicekleri agik sar1 renkli, meyveleri oval ve olgunlastikca asag1 sarkik sekilde durmaktadir.
Olgunlasan meyvenin igerisinde meydana gelen basing ile meyve sapindan koparak 6zsuyu
ile beraber tohumlarini disartya kuvvetle atmaktadir [170]. E. elaterium, antik ¢aglardan beri
kuvvetli plirgatif olarak kullanilmistir. Dioscorides, meyve suyundan ¢oktiiriiliip, toz edilip,
stit ile karigtirllmis E. elaterium’un siniizitte burun temizlenmesinde ve uzun siireli bas
agrilarmi dindirmede kullanilabilecegini bildirmistir [171]. Mevcut biyolojik aktiviteleri
yapisindaki kukurbitasinlere (tetrasiklik triterpen) atfedilmektir. Kokleri ve yapraklar
ekbalin icermektedir. Meyveleri, protein, lipit, seker ve mineral i¢erir. Meyve suyundan elde
edilen ekstrede kukurbitasin B, D, E ve | bulunur [172, 173]. Filistin'de E. elaterium eski
caglardan beri varisli damarlarin tedavisinde kullanilmaktadir [174]. Bunun disinda
romatizma ve hemoroitin tedavisinde de gelencksel kullanimi vardir. Literatiirde
antienflamatuvar, antioksidan, analjezik, antipiretik, antimikrobiyal, sitotoksik,
antiproliferatif, antihepatotoksik, genotoksik, mutajenik, yara iyilestirici ve ¢esitli enzim
inhibitér aktiviteleri gibi birgok biyolojik aktivite ¢alismasi yer almaktadir [175]. E.
elaterium’un siddetli kusma, hematiiri, kardiyovaskiiler kollaps ve 6liime yol agabilecegi

bildirilmistir [176].

Lamium album L.

L. album, o6zellikle Avrupa, Cin ve Japonya gibi farkli iilkelerde acil durum veya kitlik
yemegi olarak kullanilan 50-100 cm boyunda ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Disli kenarlar1 olan
karsilikli, sapli, kalp seklinde veya oval yapraklari vardir. 19-21 mm uzunlugunda tag
yapraklara sahip ¢icekleri beyaz veya krem beyazidir. Bitkinin toprak {istii kisimlar1 bezli ve
bezsiz trikomlarla yogun bir sekilde kaplidir [177, 178]. L. aloum izoskutellarein, kemferol,
kersetin, izokersetin ve rutozit gibi flavonoitler, iridoitler, terpenler ve fenolik asitlerce
(kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit, p-kumarik asit, protokatesik asit, siringik

asit, gentisik asit ve vanilik asit gibi) zengindir [179]. L. album, antiseptik, astrenjan ve
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antienflamatuvar etkiye sahiptir ve menoraji, I6kore, adet sorunlari, rahim kanamasi, vajina
ve rahim agzi iltihabimin tedavisinde kullanilmaktadir. Astrenjan etkisi diyare tedavisine,
hemoroitlerin ve varisli damarlarin hafifletilmesine yardimci olur. Genellikle kadin
hastaliklarinin  ilact olarak bilinmektedir. Ayrica antispazmodik ve mukolitik
aktivitelerinden dolay1 kronik bronsit ve farenjite karst da etkilidir [180, 181]. L. album
ekstrelerinin antiviral, antimikrobiyal, antioksidan, sitoprotektif ve antikanser aktiviteleri
mevcuttur [181, 182].

Lythrum salicaria L.

L. salicaria, 0,5-1,5 m boyunda yar tiiyliiden gri yogun tiiyliiye kadar degisen dik, uzun,
morumsu-kirmizi ¢icekli, ¢ok yillik, sulak alanlarda yetisen otsu bitkidir. Govdede 4 veya
daha fazla yiikseltilmis ¢izgi bulunur, seyrek dallanmistir. Yapraklar ¢cogunlukla karsilikli
veya 3'lii halkalar halinde, ovalden mizrak seklinde-dikdortgensi, sivri ve sapsizdir [183].
Avrasya, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika, Asya ve Avustralya'da yayilis gosterir [184].
Tanenler agisindan zengin bir bitki olan L. salicaria Avrupa Farmakopesinde pirogallol
esdegeri tlizerinden standardize edilmistir. Elajitanenler, flavonoitler, alkaloitler,
antosiyaninler, fenolik asitler, kumarinler ve terpenler gibi pek ¢cok sekonder metabolit tagir
[183]. L. salicaria, dizanteri, ishal ve diger mide bagirsak sistemiyle iliskili rahatsizliklarda
geleneksel olarak kullanilmaktadir. Ayrica farkli cilt ve mukoza rahatsizliklarinin harici
tedavisinde kullanimi yaygindir. L. salicaria’nin dekoksiyonu ve sivi ekstresi varisli
damarlar, dis eti kanamalar1, hemoroit ve egzamay1 tedavi etmek i¢in haricen kullanilir.

Antienlamatuvar ve antioksidan etkileri mecvuttur [138, 183].

Plantago lanceolata L.

P. lanceolata toprak iistii kismi, yaprak sap1 dahil olmak iizere 40 cm'ye kadar uzunluga
sahip alternatif bazal yapraklarla karakterize edilir. Yapraklarin kanatlar1 mizrak/mizrak-
dikdortgen seklinde (0,5-3,5 cm genisliginde), tam veya hafif dislidir. Korolla 2-2,5 mm
uzunlugunda, dort stamenli ve 1-2 tane elipsoid kahverengi veya parlak siyah 4 mm
uzunlugunda kapsiilleri vardir [185]. Kok, yaprak ve tohumundaki fitokimyasallar arasinda
terapdtik potansiyele sahip iridoit glikozitler, polifenoller, polisakkaritler ve flavonoitler
tespit edilmistir [186]. P. lanceolata'nin yapraklar1 ve toprak stii kisimlar1 Tiirkiye'de hem

gida hem halk ilaci olarak infiizyon, dekoksiyon formunda veya taze olarak tiiketilmektedir.
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Gut hastaligin1 hafifletmek i¢in sarap veya bal ile, artrit tedavisinde ise tuz ile birlikte
kullanilir. Ayrica st solunum yolu, agiz, bogaz ve cilt hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir [187]. P. lanceolata farkli kisimlarmin sitotoksik, antispazmodik,

antibakteriyel, antioksidan, antienflamatuvar ve yara iyilestirici etkileri arastirilmstir. [186].

Plantago major L. subsp. major

P. major diinya {izerinde yaygin olarak dagilmistir. P. major kisa bir sap, genis yapraklar,
kokler, cigekler, meyveler ve tohumlardan olusur. Yaklasik 15-30 cm ¢apinda, oval sekilli,
4-9 cm genisliginde ve 5-20 cm uzunlugunda ve nadiren 17 cm genisliginde ve 30 cm
uzunlugunda genis yapraklar1 vardir. Yapraklarda yaklasik bes ile dokuz belirgin damar
vardir. Cigekler mor stamenlerle yesilimsi kahverengi renktedir ve kiigiiktiir. Bitkinin hafif
nahos aci bir tada sahip kiiglik oval sekilli tohumlar1 vardir [188]. Yapraklardaki belirgin
damarlar nedeniyle P. major Tiirkiye'de “sinirli ot” olarak adlandirilmaktadir. P. major
geleneksel tipta yara, apse, akne, diyabet ve kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmastir.
Yapilan c¢alismalarda, iceriginde polisakkaritler, flavonoitler, fenolik bilesikler,
monoterpenler, triterpenler, kafeik asit tirevleri saptanmis ve kalkeoriozit B,
homoplantaginin ve plantamajozit major bilesenleri izole edilmistir [189, 190]. Komisyon
E, P. major'un solunum yolu, agiz ve faringeal mukozadaki enflamatuvar degisiklikler i¢in

dahili ve cildin enflamatuvar reaksiyonlari igin harici kullanimini onaylanmistir [191].

Sambucus ebulus L.

S. ebulus Avrupa, Giineybati Asya ile Kuzeybat1 Afrika'da yaygin olarak dagilmis bir tiirdiir.
Uzun, siirtinen ve dalli rizomla karakterize edilen ¢ok yillik bir bitkidir. 1,5 m boyundadir
ve karsilikli tiiylii yapraklar 15-30 cm uzunlugundadir. Saplar, ¢ok sayida beyaz, bazen
pembe floresan c¢igeklerle 15 cm capa kadar diiz veya digbiikey bir tepeye sahip bir ¢igek
kiimesinde sonlanir. Meyve, 5-6 mm ¢apinda, sulu, koyu mavi ile mor siyah renktedir [192].
Meyvenin rengi, siyanidin-3-O-sambubiozit, siyanidin-3-sambubiozit-5-glikozit, siyanidin-
3-O-glikozit ve siyanidin-3,5-diglikozit gibi ¢esitli antosiyanidinlerden kaynaklanmaktadir
[193]. S. ebulus'ta bulunan fitokimyasal bilesikler arasinda flavonoitler, steroitler, tanenler,
kardiyak glikozitler, kafeik asit tlirevleri, ebulitinler, ebulin, siyanogenetik heterozit

(sambunigrin) ve ugucu bilesenler yer almaktadir [194]. S. ebulus’un, antienflamatuvar,
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antiromatoidal, antinosiseptif, antihemoroital, anti Helicobacter pylori etkileri
bulunmaktadir. Ayrica yanik, enfeksiyonlu yara, 6dem, egzama, iirtiker ve soguk alginligi
tedavisinde de etkileri bildirilmistir. Geleneksel olarak ¢esitli kisimlart romatoid artrit, ates,
enfeksiyonlar, 1siriklar ve bogaz agrisi gibi farkli rahatsizliklar1 tedavi etmek igin

kullanilmustir [194, 195].

Sesamum indicum L.

S. indicum (susam), diinya ¢apinda subtropikal (Myanmar), tropikal (Tanzanya) ve 1liman
bolgelerde dagilmustir. S. indicum, 0,5-2 m boyunda, ¢ok ¢i¢ekli, meyve kapsiilii iginde yagl
tohumlar1 bulunan yillik bir bitkidir. Govdeler mor ile agik yesil renktedir ve dallanma 1-1,5
m yiiksekliginde agili ve diizdiir. Yaprak boyutlar1 3 ile 17,5 cm uzunlugunda, 1-7 cm
genigliginde ve yaprak sap1 1-5 cm uzunlugundadir [196]. S. indicum damarin giiglenmesine
yardimct olan kolajen igerigini iyilestirir ve antioksidan, kan lipit diizenleyici, karaciger ve
bobrek koruyucu, iltihap giderici gibi etkileriyle insan saglhigina biiyiik yararlar
bulunmaktadir [197, 198]. Susam tohumlar1 %55 oraninda yag, %20 oraninda protein igerir.
Susam proteinleri lizin, triptofan ve metiyoninden olusmaktadir. Susam yagi linoleik ve
oleik asitler agisindan zengindir. Susam tohumlar1 antioksidan etkili sesamin, sesamolin,
sesaminol ve sesamolinol gibi lignan yapisindaki maddeleri i¢cermektedir [199]. Susam
lignanlari, kan sekeri ve kolesterol diizeylerini azaltir, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere
kars1 koruma saglar ve menopoz sonrasi semptomlar1 hafifletir. Susam yagi, aglikonlar ve
baz1 monoglikozile edilmis lignanlar igerirken, di- ve tri-glikozile edilmis lignanlarin ¢ogu,

yag ekstraksiyonundan sonra yagsiz kiispede kalmaktadir [200].

Urtica dioica L.

U. dioica, Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika'nin iliman bolgelerinde nemli
topraklarda yetigir. Kirmizimsi veya sarimsi govdeleri 120 cm yiikseklige ulasabilir, dortgen
kesitlidir ve dallanmamugtir. Yesil yapraklarinin her iki yiizii ince trikomlarla kaplidir: daha
kisa basit tliyler, daha uzun sert tiiylerle (batanlar) ve sistolitler ile karisiktir. Cicek
salkimlarinda ¢ok sayida kiigiik yesilimsi veya kahverengimsi ¢igek tasir [201, 202]. U.
dioica'da yaygin olarak bilinen fitokimyasal bilesikler flavonoitler, tanenler, ugucu bilesikler

ve sterollerdir. U. dioica'da asetilkolin, histamin ve 5-hidroksitriptamin dahil olmak iizere
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kas uyarict maddeler tanimlanmistir. Formik asit, histamin ve serotonin U. dioica'nin aci
veren tiiylerinde agriy1 tetikleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir [202]. Halk
hekimliginde kullanim1 ¢ok yaygindir. Antispazmodik, diiiretik, antihipertansif, hemostatik,
antianemik, anti-diyabetik etkileri, bas ve mide agrisi, galaktagog, tiiberkiiloz, bobrek taslari,
diyare, aft, hemoroit ve uyuz i¢in kullanimi geleneksel kullanimlarina 6rnektir [203]. U.
dioica'nin gesitli kisimlari, santral sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sisteme kars1 etkilidir ve
antienflamatuvar, antiviral ve immunmodiilator aktiviteye sahiptir. Ayrica analjezik ve lokal
anestezik etkili olup eklem agrilari, artrit, romatizma ve alerjik rinit gibi durumlarda

kullanimi mevcuttur [204].

2.4. AYF’da Kullanilan Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum Bitkisinin Botanik
Ozellikleri

Caligmamiza halk arasinda varis tedavisinde kullanilan bitkiler arasinda en yiiksek XO ve
POP enzim inhibisyonu ve antioksidan aktiviteye sahip olan H. plicatum subsp. plicatum

tirtinden devam edilmistir. Bitkiye ait botanik bilgiler asagida 6zetlenmistir.

2.4.1. Helichrysum Mill. (Asteraceae)

Alem: Plantae

Alt alem: Tracheophyta
Smif: Magnoliopsida
Takim: Asterales
Familya: Asteraceae

Cins: Helichrysum Mill.

Helichrysum Mill. cinsi, Asteraceae familyasinda bulunur ve aromatik yapili ve otsu bir
bitkidir. Diinya ¢apinda yaygin dagilima sahip olmakla birlikte esas olarak Afrika'da
bulunur. Yaklagik bilinen 500 tiiriin 245'inin bulundugu Giiney Afrika en yiiksek ¢esitlilige
sahiptir. Helichrysum ¢esitliliginin oldugu diger bolgeler Avrupa, Giineybati Asya, Giiney
Hindistan, Sri Lanka, Tiirkiye ve Avustralya’dir [205]. Tirkiye Florasi'nda 24 tiir ve 30
taksonla temsil edilen bu cinsin 17'sinin endemik oldugu bildirilmistir [206]. Helichrysum

cinsi, parlak sar1 ciceklerinden dolayr Yunanca giines anlamina gelen “helios” ve altin



33

anlamina gelen “chrysos” kelimelerinden adini alir [207]. Kurutuldugunda formlarini ve
renklerini koruduklari i¢in "sonsuz" veya "Oliimsiiz" olarak nitelendirilirler. Bitki, deniz
seviyesinden 2200 m'ye kadar olan rakimda alkali, kuru, kumlu ve fakir topraklarda dogal

olarak biiyiidiigii icin su eksikligi olan ortamlara iyi adapte olmaktadir [208].

Yiinlii, kaba ylinlii veya salgili ¢ok yillik, ¢ok yillik odunsu veya otsu bitkiler. Yapraklar
basit, diimdiiz, seritsi veya ters mizraksi veya kasiksi, almash. Kapitulum, yalanci
semsiyenin tepesinde, tabla veya tablamsi, kiiremsi veya ters piramitsi veya silindirik, 3-12
mm uzunlugunda. Filariler ¢ok sirali, az ¢ok diizensiz veya c¢ok diizenli kiremitvari, beyaz,
saman rengi, sari, turuncu veya kirmizi, ince kuruzarsi. Cigek tablasi diiz, ¢iplak. Cigekler
sar1, hepsi erselik veya kenar gigekler disi; tag tiibii 5 loblu, iistte salgili. Kapgik silindirik,

az ¢ok salgili. Sorgug sarimsi, az piiriizliiden kisa sakalliya kadar [209].

Tiirkiye'de en yaygin ve polimorfik tiirler (H. arenarium, H. armenium, H. graveolens ve H.
plicatum) genellikle karakteristik anag tiirleri ve sismis kisir siirgiinlerin varlig1 veya
yoklugu ile teshis edilebilmektedir. Kapitulumun sekli, tanimlanmasi daha zor olmasina
ragmen, ayni zamanda kullanishidir. Tamami diskoid veya tamami disk seklinde kapitulumlu

bitkileri igerir [210].

2.4.2. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum

Bitki salgili, yar1 ¢iplaktan yiinlii kaba yiinliiye kadar. Ci¢ceklenme donemi govdeler dik veya
(nadiren) siiriiniicti, 4-42 cm, yatay govde dallar1 odunsu. Uyku tomurcugu genellikle yok.
Taban yapraklar seritsi-ters mizraksi, 10-100 x 2-10 mm; govde yapraklar yar1 gévdeyi
saran, seritsi-ters mizraksidan seritsiye kadar, 15-70 x 2-20 mm. Kapitulum yar1 kiiremsi, 4-
9 mm. Filariler kiitten sivriye kadar, az ¢ok diizensiz ve gevsek kiremitvari, genellikle
uzunlamasina pileli, sar1 veya krem. Biitlin ¢igekler erselik veya kenar cicekler disi [210].

H. plicatum’un Tirkiye’de yayilis gosterdigi bolgeler Harita 2.1°de verilmistir.

A2(A) Bursa: Uludag 2000 m, D. 14807!

A3 Bolu: Aladag, 2000 m, Khan et al. 476!

A4 Zonguldak: Kel Tepe Karabiik iizeri, 1900 m, D. 38917!
A5 Amasya: Amasya, 1400 m. Borum. 1889:561!

A6 Sivas: Yildiz Dagi, Cirgir, 1400 m, Tobey 2339!
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A7 Trabzon: Zigana Gegiti, 2400 m, T.Baytop (ISTE 14278)!

A8 Erzurum: Kop Dag1 Gegiti, Maden ve Askale arasi, 2400 m, Jenkins 2329!
A9 Kars: Yagmurlu Dag, Sarikamis ve Karaurgan arasi, 2200 m, D. 30716!
B2 Kiitahya: Muratdag, Kesik Sogiit, 1400 m, D. 36701!

B3 Konya: Aksehir, Bornm. 4675!

B4 Ankara: Elmadag, Ankara yakinlarinda, 1800 m, Romieux 520!

BS5 Kayseri: Bakirdag, Kisge ve Bakir Olugu arasi, 1700 m, D. 19506!

B6 Maras: Goksun, Hobek Dagi, 1800 m, D. 20178!

B7 Erzincan: Kesis Dagi, Cimin iizerinde, 2500 m, D. 31701 !

B8 Bitlis: Tatvan, M. Zohary 476317!

B9 Agri: Tahir bogazinin yakasinda, Eleskirt'ten Horasan'a, 19 km. 2400 m, D. 47086!
B10 Agri: Serdarbulak, B.Post 2070!

C2 Antalya: Elmali, 25 vi 1860, Bourgeau!

C3 Isparta: Egridir'den Kasnak Ormani'na, 1510 m, Géksin (ISTO 9415)!

C4 Konya: Ermenek ve Balkusan arasinda, D. 16200!

C5 Nigde: Maden, Darrah 234!

C6 Hatay: Dortyol, 1700 m, Akman 112!

C10 Hakkari: Sat Dagi’nin Kuzeybatisi, 2850 m, D. 45502!

Harita 2.1. Helichrysum plicatum’un Tiirkiye’de yayilist
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2.5. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum Uzerinde Yapilan Calismalar

H. plicatum’un tasidig1 dogal bilesenler, biyolojik aktivite ¢aligmalar1 ve Tiirkiye’de halk

arasinda kullanim amaglar1 asagida 6zetlenmistir.

2.5.1. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum’a ait fitokimyasal ¢calismalar

Helichrysum tiirlerinde bulunan sekonder metabolitler, flavonoitler ve kalkonlar, fenolik
asitler, terpenler ve ucucu yaglar, pironlar (homodimerik veya
heterodimerik), benzofuranlar (bitalin esterleri) ve floroglusinoller olmak {izere alt1 yapisal
sinifa ayrilabilir [211]. H. plicatum tiirii {izerinde yapilan fitokimyasal calismalar ile
iceriginde flavonoit, piron, floroglusinol, terpenoit, ftalit ve fenolik asitler tespit edilmistir.
Yapilan bir ¢alismada H. plicatum toprak tistii kisimlariin yiiksek oranda klorojenik asit
icerdigi (8,9 mg/g ekstre), bunu apigenin (4,4 mg/g ekstre), luteolin (2,6 mg/g ekstre) ve
ferulik asitin (2,5 mg/g ckstre) takip ettigi bulunmustur [126]. Bir baska ¢alismada H.
plicatum’un %4,83 oraninda flavonoit igerdigi ve helikrizin A ve B, apigenin, naringenin,
kemferol, izoastragalin ve izosalipurpozit gibi flavonoitlerce zengin igerige sahip oldugu
bulunmustur [212-214]. H. plicatum ¢igeklerinin metanol (MeOH) ekstresi lizerinde yapilan
arastirmalar sonucunda sekiz bilinen bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin kimyasal yapilari
spektroskopik ve kromatografik/spektrometrik yOntemlerle S-sitosterol, apigenin,
nonakozanoik asit, astragalin, g-sitosterol-3-O-$-D-glukopiranozit, helikrizin A, helikrizin
B ve izosalipurpozit olarak belirlenmistir [215]. 4 farkli popiilasyondan toplanan (Antakya,
1305 m, Belen 1355 ve 1435 m, Hassa 992 m) H. plicatum’un toprak iistii ekstresinde kafeik
asit, klorojenik asit, epikatesin, ferulik asit, hesperidin, kemferol, luteolin, p-kumarik asit,

protokatesik asit ve vanilin saptanmistir [216].

Helichrysum tiirleri aromatik bitkilerdir. Tirler iizerinde yapilan pek ¢ok ugucu yag
calismasi bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, H. plicatum ugucu yaginda monoterpenler
ve seskiterpenler bulunmustur [217, 218]. Toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yaginda major bilesen olarak seskiterpenler [T-kadinol (%7,9) ve p-eudesmol (%3,3)]
bulunmustur [218]. Diger bir ¢calismada, H. plicatum ¢igeklerinden elde edilen ugucu yagda
en bol bulunan monoterpenler a-pinen (%41,82), 1,8-sineol (%17,22), mirsen (%9,58),
limonen (%6,76) ve f-pinen (%4,59) iken, seskiterpenler sinifinda ise S-karyofilen (%5,02),
a-humulen (%1,21) ve y-kurkumen (%1,07) daha yiiksek bulunmustur [219]. Basar ve


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chalcone
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pyrone-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/benzofuran
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phloroglucinol
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digerlerinin yaptig1 bir ¢alismada, H. plicatum ugucu yaginda, Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresi (GC-MS/MS) analizinde karyofillen (%17,83) ve a-pinen (%16,69) yiiksek
miktarlarda tespit edilmistir. H. plicatum ekstrelerinin yag asidi igeriginin analizinde
palmitik asit metil ester, (%14,74-26,88) oleik asit metil ester, (%12,23-23,38) laurik asit
metil ester, (%17,88-19,91) oktakosan (%4,55-17,00) ve stearik asit metil ester (%4,3-14,81)
ana bilesenler olarak belirlenmistir. Etanol ve etanol-su ekstrelerinin fenolik igeriginde
yiiksek miktarlarda naringenin ve vanilik asit, MeOH-kloroform ekstrelerinde ise resveratrol
ve klorojenik asit saptanmistir [220]. Cizelge 2.2’de H. plicatum’un iizerinde yapilmis

fitokimyasal ¢alismalar 6zetlenmistir.



Cizelge 2.2. Helichrsyum plicatum’un fitokimyasal igerigi

Bitki kismi

Ekstraksiyon metodu

Coziicii

Bilesikler

Referanslar

Toprak tistii

Soxhlet
Maserasyon

MeOH

o Klorojenik asit
o Dikaffeoilkinik asit
e Luteolin
e Luteolin-7-O-glukozit
e Naringenin-O-hekzosit
e {zokersitrin

[221]

Toprak tistii

Maserasyon

Etanol

e Helipiron C
e Plicatipiron
¢ Arenol
¢ Arzanol
¢ Apigenin glukozitleri
¢ Naringenin glukozitleri
o Kersetin glikozitleri
o Kemferol-3-O-glukozit
o Helikrizosit
o Tilirozit
e Arenariumozit V ve VI
e Tomorozit A
e izosalipurpurozit

Diklorometan

¢ Helipiron C
o Plicatipiron
e Arenol
e Arzanol
e 5,7,4’-trihidroksi-3,6-dimetoksi-3’-prenilflavon
¢ 3,5,6,7,8-pentametoksiflavon
¢ 3',4' 5,6,7-pentametoksiflavon

Asetonitril

e Helipiron C

[222]

LE




Cizelge 2.2. (devam) Helichrysum plicatum’un fitokimyasal igerigi

8¢

e Plicatipiron
e Arenol
e Arzanol
o Trietoksi-dimetoksi-flavon
e Jaceosidin
o Krizoeriol

Toprak tistii

Soxhlet

MeOH

e Klorojenik asit
o Kafeik asit

e p-kumarik asit

e p-hidroksibenzoik asit
e Apigenin
¢ Apigenin-7-glikozit
o Hesperidin
e Luteolin

¢ Naringenin

[223]

Cigek

Maserayon

%380 Etanol

e Helikrizin A
e Helikrizin B
o Naringenin

[213]

Cicek, Yaprak ve Kok-
kabuk

Soxhlet

MeOH

o Gallik asit
¢ Protokatesik asit
e P-oh benzoik asit
¢ Klorojenik asit
e Vanilik asit
o Kafeik asit
o Sirinjik asit
e P-kumarik asit
¢ Benzoik asit
e Rutin
e O-kumarik asit
e Kersetin

[224]
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H. plicatum’da bulunan bazi fenolik bilesiklerin yapisi agagida verilmistir (Sekil 2.5).

OH |
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Apigenin Klorojenik asit

A

0 0
HO P:(;Q:’OH
OH

Helikrizozit

Helipiron

Sekil 2.5. Helichrysum plicatum’da bulunan bazi biyoaktif bilesikler
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2.5.2. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum’a ait etnobotanik ¢calismalar

Diinya genelinde, Helichrysum cinsi en az 2000 yildir geleneksel tipta kullanilmaktadir. Bu
bitkiler geleneksel olarak siis, tibbi ve gida amagli kullanilmistir [211]. H. plicatum subsp.
plicatum toprak istii kisimlar1 Erzurum’da bobrek taslari, bobrek ve mide rahatsizliklarinda
(infiizyon ve kaynatma) g¢ay olarak kullanilir [225]. Van’da H. plicatum toprak istii
kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon diyabet ve hiperkolesterolemi i¢in sabah a¢ karnina bir
bardak ya da giinde ili¢ kere olmak iizere igilir [226]. Gilimiishane’de tohum ve
kapitulumlarindan taze halde infiizyonu hazirlanip kilo kaybi, idrar yolu rahatsizliklari,
sarilik, kisirlik ve gastroenteritin giderilmesi i¢in kullanilir [227]. Denizli Acipayam’da
toprak istii kisimlari {iriner sistem hastaliklarinda kullanilmaktadir [228]. Osmaniye'de
cicekler infiizyon halinde idrar soktiiriicii, safra arttirici olarak kullanilir [229]. Erzurum’un
Tekman, Hinis, Karagoban ve Karayazi ilgelerinde H. plicatum kapitulumlari infiizyon
halinde bobrek taslarini diisiirmede, yaprak ve kapitulumlari zeytin yag ile karistirilarak
yaralarda, dekoksiyon halinde haricen kan durdurmada, yapraklar1 kabizlikta, kapitulumlari
bebeklerde sarilik hastaliginda kullanilmaktadir [230]. Bayburt’ta g¢igekler bobrek
rahatsizliklari, mide rahatsizliklari, kireglenme igin ¢ay olarak kullanilir [231]. Elazig
Sivrice’de infiizyon ya da dekoksiyon halinde hazirlanarak yemeklerden sonra bir g¢ay
bardagi diyabet hastaligi, kolagog ve idrar soktiiriicii etkisi igin igilir [232]. Bingdl’de
diyabet, hepatit ve bobrek taglarii diisiirmek i¢in yemeklerden 6nce bir ¢ay bardagi igilerek
tiketilir [233]. Nigde Aladaglar’da toprak iistii kisimlarinin inflizyonu, karin agrisi, diyabet,
bobrek taslari, ishal ve mide agrisinda kullanilir [234]. H. plicatum bitkisinin tamami
Giimiishane’de astim, bronsit, idrar yollari iltihab1, egzama, prostat, sarilik, kolestrol ve varis
icin ayrica idrar soktiiriicii, bobrek tasi diigiiriicii ve antibiyotik olarak kullanilmistir [136].
Giircistan’da yapilan ¢aligmada H. plicatum’un Tiirkiye’de oldugu gibi bobrek taglarini

diistirmek amaciyla kullanildig1 kaydedilmistir [235].

Etnobotanik caligmalar degerlendirildiginde pek ¢ok yorede H. plicatum’un bobrek taglarini
diistirmek i¢in kullanildig1 goriilmektedir. Diger yaygin kullanimlar arasinda ditiretik olarak,

diyabet hastaliginin tedavisi ve mide rahatsizliklar1 yer almaktadir.
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2.5.3. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum’a ait aktivite calismalari

H. plicatum tizerinde antioksidan, antimikrobiyal, antifungal, antienflamatuvar,
antidiyabetik, antiiirolitik, bocek oldiriicli ve antikanser gibi cesitli farmakolojik aktivite

caligmalar1 bulunmaktadir [217].

Antioksidan aktivite calismalari

H. plicatum’dan  hazirlanan  farkli  polaritelerdeki  ekstrelerin  2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal siipiiriicii aktivitesi degerlendirildiginde, 6zellikle
etanol (ECso= 0,45 + 0,04 mg/mL) ve diklorometan (ECso= 0,58 + 0,02 mg/mL) ekstreleri
yiiksek antioksidan aktivite gostermistir [222]. Baska ¢alisma H. plicatum Soxhlet ve
maserasyon teknikleri ile hazirlanan MeOH ekstrelerinin DPPH (1Cso= 0,11 £ 0,009 mg/mL;
ICso= 0,115 + 0,008 mg/mL, sirasiyla), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit
(ABTYS) (44,26 mM troloks/mg ekstre; 46,19 mM troloks/mg ekstre) ve demir indirgeyici
antioksidan giicii (FRAP) (14.46 mM Fe?*/mg ekstre; 12,38 mM Fe?*/mg ekstre) yonteminde
dikkate deger antioksidan aktivite sergiledigi gosterilmistir [221]. Benzer ¢alismada H.
plicatum ¢igek ekstrelerinin ABTS yonteminde %63,84, f-karoten yonteminde (lipit
peroksidasyonunu dnleme yetenegi) %45,60 inhibisyon sergilemistir. FRAP yonteminde ise
547,95 umol Fe?*/g demir iyonu indirgeyici antioksidan aktivite gostermistir [236].
Gentamisin nedenli nefrotoksik siganlarda H. plicatum toprak {istii etanol ekstresi (100
mg/kg), karaciger ve bobrek oksidan belirteci ve antioksidan enzimlerdeki artisa neden
olarak gentamisinin toksik etkilerini Onlemistir [237]. Yapilan DPPH radikal siipiiriicti
aktivite ¢alismalarinda, H. plicatum ¢icek etil asetat (EtOAC) ekstresi ve toprak tisti MeOH
ekstresinin 1Cso degeri 37,2 pg/mL ve 48,0 ug/mL olarak bulunmustur [212, 238]. FRAP
metodunun kullanildigi bagka ¢alismada troloks esdegeri cinsinden (1000 uM trolox/ 100 g
ka) H. plicatum yapraklar1 (336,25 + 0,05), gicekleri (272,41 + 0,07), govde-kabuklari
(200,18 + 0,06) dikkate deger antioksidan aktivite gostermistir [239]. Baz1 Helichrysum
tiirlerinin antioksidan aktivite ¢aligmasinda, H. plicatum toprak iistii MeOH ekstresinin
fosfomolibden testinde antioksidan aktivitesi 163,47 + 0,5 mg askorbik asit/g ekstre, DPPH
testinde ise 1Cso degeri 23,48 ug/mL olarak bulunmustur [223]. Bir bagka ¢alismada H.
plicatum'un c¢icek, govde ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin DPPH ve hidroksil
radikali (OH") inhibitor aktivitesi degerlendirilmistir. Ekstrelerin, DPPH radikal siipiiriicii
aktivite tayininde 1Cso degeri 6 ile 11 mg/mL arasinda bulunurken, %33-58 arasinda OH’
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radikali inhibitor aktivite gostermistir. Ayrica ekstrelerin, B-karotenin agartilmasina karst
yiiksek inhibe edici aktiviteye (120 dakika sonra baslangic degerinin %15-49'u) sahip
bulunmustur [240]. H. plicatum ¢i¢ek ve govde kisimlarindan hazirlanan etanol, MeOH ve
EtOAC ekstrelerinin in vitro DPPH yonteminde I1Cso degerleri 234,8 + 6,5 pg/mL ile 917,7
+ 8,5 ng/mL arasinda ¢ikmistir. En yiliksek aktiviteyi cigcek etanol ekstresi gostermistir.
ABTS yonteminde ise 1Cso degerleri 31,6 + 1,1 pg/mL ve 61,2 £ 3,7 ug/mL araliginda
bulunmustur. En yiiksek aktiviteyi govde EtOAC ekstresi gostermistir [126]. Baska bir
calismada, H. plicatum kapitulumlarindan hazirlanan su ve hidroalkolik ekstrelerin ABTS
radikal stiptiriicii aktivitesi hidroalkolik ekstrede (%98,4 + 2,66) su ekstresinden (%75,7 +
0,61) daha yiiksek bulunmustur [241].

Antimikrobivyal aktivite calismalari

H. plicatum'un antimikrobiyal aktivitesi bes Gram-negatif bakteriye (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus hauseri, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica
subsp. enterica), ii¢ Gram-pozitif bakteriye (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Clostridium sporogenes) ve ti¢ fungusa (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus brasiliensis) karsi arastirilmistir. Ekstreler 0,157-2,5 mg/mL araliginda kayda
deger antibakteriyel aktivite sergilerken, diklorometanli ekstre en iyi antibakteriyel
aktiviteye sahip bulunmustur [222]. Bir baska ¢alismada, H. plicatum MeOH ekstresinin S.
aureus, S. epidermidis, Metisiline direngli S. aureus ve C. albicans' a karsi 6nemli
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur [221]. H. plicatum gigek etanol ekstresi E.
coli’ye karst yiliksek antibakteriyal aktiviteye sahip bulunmustur [213]. Helichrysum
tiirlerinin bir bagka antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda, H. plicatum toprak iisti MeOH
ekstresi, C. albicans'a karsi en etkili bulunmustur [223]. Diger ¢alismada, Gram-pozitif
bakteriler, [B. subtilis (MIK: 0,01 mg/mL), Listeria monocytgenes (MIK: 0,02 mg/mL),
Micrococcus flavus (MIK: 0,015 mg/mL), Micrococcus luteus (MIK: 0,015 mg/mL)] H.

plicatum cicek ekstresine Gram-negatif bakterilerden daha duyarli bulunmustur [242].

Antidiyabetik aktivite calismalari

Yapilan bir ¢alismada H. plicatum ¢igek etanol ve su ekstrelerinin streptozotosin ile

indiiklenen diyabetik sicanlarin kan sekeri konsantrasyonlari, bobrek ve karaciger MDA



43

seviyeleri iizerinde Onemli inhibitdr etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica etanol
ekstresinin diyabetik siganlarda kan sekeri seviyelerinde, referans bilesik tolbutamitten daha
uzun siiren 6nemli bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir [243]. H. plicatum
kapitumlarindan hazirlanan %80 etanollii ekstre, hamile ve hamile olmayan diyabetik
ratlarda kan sekerinin azalmasina, serum insiilinin seviyelerinin artmasimna ve serum

trigliserit seviyelerinin azalmasina yol agmistir [244].

Sitotoksisite calismalari

H. plicatum ¢igek ekstrelerinin, PC3, HelLa ve K562 insan kanser hiicre hatlarina kars1 in
vitro sitotoksik aktivitesinin arastirildigr bir ¢alismada, tiim ekstrelerin HeLa hiicrelerine
kars1 orta derecede aktivite sergiledigi (41,9-42,1 ng/mL), EtOAC ekstresinin ise K562 ve
PC3 hiicre hatlarina kars1 yiiksek aktivite (sirasiyla 25,9 ve 39,2 ug/mL) gosterdigi tespit
edilmistir [212].

Antienflamatuvar aktivite calismalari

H. plicatum toprak {istii dietil eter ekstresinin, ratlarda antienflamatuar aktivitesi
degerlendirilmis ve 25, 50 ve 100 mg kg™ dozlarinda sirastyla %70,73, %73,15 ve %82,90
oraninda enflamasyonu azalttig1 bildirilmistir [245]. Siganlarda karragen ile olusturulmus
penge 6demi deney modelinde, H. plicatum soxhlet (%60,82) ve maserasyon (%66,58)
teknikleri ile hazirlanan MeOH ekstresinin sican penge édemi hacmini 4 saatin sonunda

onemli 6l¢iide azalttig1 ve yiliksek antienflamatuar aktivite gostredigi bulunmustur [221].

Enzim inhibisyonuna ait calismalar

H. plicatum soxhlet (%58,51 + 0,85) ve maserayon (%42,10 + 0,79) ile hazirlanan MeOH
ekstreleri asetilkolinesteraza (AChE) karsi orta derecede inhibitor aktivite gostermistir
[221]. H. plicatum ¢igek MeOH ekstresinin, in vitro insan karbonik anhidraz |1 (hCAl) ve 1l
(hCAIl), AChE, biitirilkolinesteraz (BChE) ve a-glikozidaz inhibitor aktiviteleri agisindan
degerlendirildigi bir caligmada, H. plicatum’un ICso degerleri sirasiyla hCAI, hCAII, AChE,
BChE ve a-glikozidaz i¢in 77,87, 52,90, 115,50, 117,46 ve 81,53 mg/mL olarak bulunmustur
[215]. H. plicatum ¢igek ve govde kisimlarindan hazirlanan etanol, MeOH, EtOAc ekstreleri
lizerinde yapilan ¢alismada, ¢igek EtOAC ekstresi a-amilaz (197,12 £+ 0,94 mmol akarboz/g
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ekstre), a-glukozidaz (22,33 + 0,03 mmol akarboz/g ekstre), AChE (%17,75) ve govde
etanol ekstresi BChE’ye (%35,91) kars1 en yiiksek inhibitor aktiviteyi gostermistir [126].
Yapilan bagka bir ¢alismada, H. plicatum ¢igek ekstresi 3 farkli konsantrasyonda ¢aligiimis
(100, 200 ve 500 pg/mL), en yiiksek konsantrasyonda en giiglii aktivite goriilmiistiir
(%41,15), ancak AChE inhibitor aktivitesinde konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmemistir. Ekstrenin en diisiik konsantrasyonu, geri kalan iki
konsantrasyona gore daha iyi tirozinaz inhibitor aktiviteye (%27,92) sahip bulunmustur
[236]. Baska bir ¢aligmada, H. plicatum kapitulumlarinin su ve su-alkol ile hazirlanan
ekstrelerinin anti-o-amilaz aktivitesi diisiik bulunurken (%12,7; %S5,4, sirasiyla), anti-o-
glikozidaz aktivitesi hidroalkolik ekstrede (ICso= 0,8570 mg/mL), su ekstresinden (ICso=
5,0933 mg/mL) daha yiiksek bulunmustur [241].

2.6. Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum’dan Izole Edilen Bilesiklere ait Genel
Bilgiler

Tez kapsaminda H. plicatum toprak tistii ekstresinden naringenin, apigenin ve luteolin izole
edilmistir. Bu bilesiklerin H. plicatum’un XO enzim inhibitor aktivitesinden sorumlu oldugu
tespit edilmistir. Her ii¢ bilesikte 6nemli bir sekonder metabolit grubu olan flavonoit sinifina

aifttir.

Flavonoitler, genis bir saglik gelistirici etki yelpazesine sahiptir ve g¢esitli nutrasotik,
farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda vazgegilmez bir bilesendir [246].
Flavonoitlerin arastirmasi, Macar bilim adami Albert Szent-Gyorgi'nin saf C vitamini ile
limon kabuklarindan heniiz tanimlanmamis yardimci faktorler arasinda bir sinerjik etki
oldugunu kesfetmesiyle 1936’da baslamistir. Bu tanimlanmamus bilesige ilk olarak "sitrin"
adim1 vermis ve daha sonra "P vitamini" olarak adlandirilmistir [247]. Bir flavonoitin temel
karbon iskeleti, ili¢ karbonlu bir koprii ile birbirine baglanan ve tiglincii halkanin bir pargasi
olabilecek veya olmayabilecek bir difenil propan yapis1 (C6-C3-C6) olusturan iki aromatik
halkada diizenlenmis 15 karbona sahip flavan (Sekil 2.6) c¢ekirdeginden olusur.
Hidroksilasyon, metilasyon, glikolizasyon, ve izopren baglanmasi gibi karbon birimlerinin
kimyasal modifikasyonlarina gore flavonoitler alti ana kategoriye ayrilir: flavanonlar
(Cizelge 2.3), flavonlar (Cizelge 2.4), flavonoller, katesinler veya flavanoller,

antosiyanidinler ve izoflavonlar [248].



Sekil 2.6. Temel flavonoit yapisi

Cizelge 2.3. Flavanon yapisi

Naringenin

R1 OH

R2 OH

Rs H

R4 OH

Cizelge 2.4. Flavon yapisi
R, Apigenin Luteolin

R1 OH OH
R2 OH OH
R3 H OH
R4 OH OH
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Hemen hemen her flavonoit grubunun en iyi tanimlanmis 6zelligi antioksidan olarak hareket
etme Kkapasiteleridir. Antioksidan aktiviteleri, saglik {izerinde 1iyilestirici etkiler
yaratmalarindaki en temel Ozellik olarak degerlendirilir [249]. Flavonoitlerin,
hepatoprotektif, antiviral, antikanser, antienflamatuvar, antianjiyogenik, antimalaryal,
noroprotektif, antitimoér ve antiproliferatif etkileri bilimsel arastirmalarla ortaya
cikarilmistir [250]. XO, siklooksijenaz (COX), LOX ve fosfoinozitid 3-kinaz gibi ¢esitli

enzimler i¢in gii¢lii inhibitorler olduklar1 bilinmektedir [246].

Naringenin

Flavanon grubuna ait olan naringenin 1907'de Power ve Tutin tarafindan kesfedilmistir.
Naringenin, etanol ve dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinen,
molekiiler agirlig1 272,25 g/mol olan hidrofobik bir molekiildiir. Greyfurt, limon, portakal
ve domates gibi meyveler naringeninin birincil kaynagidir [251, 252]. Fenilalanin'den,
oksidatif olmayan deaminasyon ve daha sonra C-4'te oksidasyonla sinnamik asit olusur ve
bu daha sonra p -kumarik aside doniistiiriiliirken, tirozinden p -kumarik asit dogrudan
deaminasyonla olusur. CoA ile aktivasyondan sonra, p -kumarik asit {ic malonil-CoA
kalintisiyla baglanir ve daha sonra kalkon sentaz tarafindan aromatizasyona tabi tutularak

kalkon olusturulur ve bu da kalkon izomeraz tarafindan izomerize edilerek naringenin olusur

[253].

Naringeninin bilinen en 6nemli etkisi antioksidan aktivitesidir. Antioksidan aktivitesini XO,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz, LOX ve COX gibi pro-oksidan enzimleri
inhibe ederek, metal iyonlarmi selatlayarak ve serbest radikalleri temizleyerek gdsterir.
Ayrica glutatyon peroksidaz, siliperoksit dismutaz ve katalaz gibi ¢esitli antioksidan
enzimlerin fizyolojik seviyesini artirir [254]. Antioksidan aktivitesinin yani sira
antimikrobiyal, (metisiline direngli Staphylococcus aureus'a ve direngli Helicobacter pylori
suslarina karsi) antikanser, (hiicre ¢ogalmasinin zamana baglh olarak baskilar ve ¢cogalan
hiicre niikleer antijeninin asagi diizenler), antimutajenik, antiproliferasyon, antifibrojenik,
antiaterojenik, antiaterosklerotik, noroprotektif, (AP kaynakli serbest radikal aracili
norotoksisiteyi azaltir), antidiyabetik (bobrek ve bagirsakta Na*-glikoz yardimei tagtyicisini
inhibe eder ve glikoz alimini azaltir), immiinomodiilatér, hepatoprotektif ve

kardiyoprotektif (miyokard iskemi reperfiizyon hasarinda kalp enfarktiisii boyutunu azaltir)
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etkileri mevcuttur [254-256]. Naringeninin 6zellikle antienflamatuvar etkisi izerine yapilan
caligmalarda etki mekanizmasi aydinlatilmaya calisgilmistir. Enflamatuvar yanitin ana
diizenleyicisi olan NF-kB ve mitojenle etkinlesen protein kinaz (MAPK) gibi sinyal yollarini
inhibe ederek sitokin iiretimini engelledigi ortaya konulmustur. ICAM-1, COX-2, TNF-a ve
IL-6 gibi proenflamatuvar mediyatorleri asagi diizenleyici etkiye sahiptir [254, 257]. Ayrica
antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinden dolay1 kardiyovaskiiler hastaliklar ve diger
vaskiiler disfonksiyonlar i¢in de hem naringeninin hem de glikozit formu olan naringinin

onemli etkilerinin oldugu bildirilmistir [258].

Apigenin

Flavon smifina ait apigeninin molekiiler formiili C15H100s ve molekiiler agirhig: 270,24
g/mol’diir. Apigenin portakal ve greyfurt gibi meyvelerde; maydanoz ve sogan gibi
sebzelerde; ayrica papatya, bugday filizi ve bazi baharatlarda bol miktarda bulunur [259].
Yapisal olarak 1900 yilinda aydinlatilmig, ilk olarak 1939 yilinda sentezlenmistir.
Bazofillerden histamin salinimini baskilama ve bronsiyal genislemeyi destekleme kapasitesi
nedeniyle 1960'larda bilimsel olarak ilgi ¢cekmistir [260, 261]. Biyogenetik olarak, apigenin
fenilpropanoit yolaginin bir tirtiniidiir. Bir flavon sentaz ile naringenin apigenine oksitlenir
[262].

Dogal bir antioksidan olarak gorev yapan apigenin, siiperoksit anyon, DPPH ve hidroksil
serbest radikallerini etkili bir sekilde notralize ederek antioksidan ozelliklerini ortaya
koymaktadir. Apigenin'in antioksidan etkinligi, kendine 6zgii kimyasal yapisina atfedilir. Ug
hidroksil grubuna sahip olmasi, metal iyonlarini selatlamasina ve aktif serbest radikallere
baglanmasina olanak tanir [261]. Apigeninin gesitli proenflamatuvar sitokinlerin, 6zellikle
TNF-a, IL-1f, IL-6 ve IL-10'un salgilanmasini 6nemli Olcilide azaltti§i gdsterilmistir. Bu
etkisi ile antienflamatuvar etkisi oldugu ve enflamasyon iligkili hastaliklarda faydali rol
oynadig1 gosterilmistir [263]. Apigenin hayvan modelleri tizerinde anti-diyabetik, antikanser
ve anti-Alzheimer etki, depresyon iizerine olumlu etkiler gosterirken, klinik ¢aligmalarda
Alzheimer’da kognitif performans: diizelttigi, insomnia i¢in uyku periyotlarini arttirdigs,
osteoartritte analjezik etki sagladigi gosterilmistir [262]. Yapilan bir ¢ok calisma ise
apigeninin ¢esitli kanser hiicreleri {lizerinde sitostatik ve sitotoksik etkilere sahip oldugu,
hipertansiyon, kardiyak hipertrofi, iskemi/reperfiizyon kaynakli kalp hasar1 ve otoimmiin

miyokarditi  Onledigi, karaciger hasarindan korudugunu, oksijen ve glikoz


https://link.springer.com/article/10.1007/s11095-010-0089-7#ref-CR18
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yoksunlugu/reperfiizyon kaynakli noral hiicre apoptozunu engelledigini, pankreatiti, tip 2
diyabet ve komplikasyonlarini, astimi, osteoporozu ve kolajen kaynakli artriti iyilestirdigini
ortaya koymustur [264]. Apigeninin kardiyovaskiiler hastaliklar {izerindeki ¢aligmalari
degerlendirildiginde, ateroskleroz, felg, miyokard enfarktiisii, diyabetik kardiyomiyopati,
hipertansiyon, kardiyak hipertrofi ve anevrizma gibi hastaliklarda faydali etkilerinin oldugu
belirlenmistir [265].

Luteolin

Luteolin flavon sinifina ait olup molekiiler agirhigr 286,24 g/mol ve molekiil formiilii
C15H1006’dir. Havug, brokoli, lahana, maydanoz, kekik, nane, feslegen, kereviz, enginar ve
elma dahil olmak iizere bir¢ok sebze, tibbi bitki ve meyve luteolin agisindan zengindir [266].
Luteolin molekiilii, naringenin ve apigenin bilesiklerinde oldugu gibi fenilpropanoit

yolagindan sentezlenir [267].

Luteolin tizerinde yapilan ¢alismalarda genellikle antienflamatuvar etkisine odaklanilmustir.
NF-kB, COX-2, LOX, IL-6 ve iNOS gibi maddeleri asag1 diizenleyerek antienflamatuvar
etki olusturur. Enflamatuvar siireglere kars1 etkisi sepsis, akut gut artrit, tlseratif kolit,
notrofil astim ve lupus nefrit gibi hastaliklarin tedavisine katkida bulunur. Antioksidan,
antikanser, antimikrobiyal, kardiyoprotektif, antidiyabetik, noroprotektif ve antialerjik
etkileri de bildirilmistir [266, 268]. Kardiyovaskiiler hastaliklarda da ¢ok ¢esitli role sahiptir.
Luteolin, TGF f1 sinyallemesinin diizenlenmesi ve vaskiiler diiz kas hiicresi gogalmasi ve
gdclinilin inhibisyonu ile ¢esitli vaskiiler hastaliklarda arteriyel yeniden sekillenmede 6nemli
bir rol oynar. Bir baska c¢alismada vaskiiler enflamasyonlu bir fare modelinde
antienflamatuvar ve vaskiiler koruyucu etki gosterdigi bulunmustur [269]. Sekil 2.7’de

naringenin, apigenin ve luteolinin biyosentez basamaklar1 gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

Tez calismamizda Tiirkiye’de farkli yorelerde varis tedavisinde ya da varis hastaliginin
semptomlart i¢in kullanilan Berberis vulgaris L., Brassica oleracea var. acephala L.,
Capsella bursa-pastoris (L.) Medik., Capsicum annuum L., Crataegus monogyna Jacq.
subsp. monogyna, Ecbalium elaterium (L.) A.Rich., Helichrysum plicatum DC. subsp.
plicatum, Lamium album L., Lythrum salicaria L., Plantago lanceolata L., Plantago major
L. subsp. major, Sambucus ebulus L., Sesamum indicum L., ve Urtica dioica L. taksonlar
toplanmistir. Tez ¢alismalarimizda kullanilan bitki materyallerin toplanma yerleri, tarihleri,
familya bilgileri ve herbaryum numaralar Cizelge 3.1.’de verilmistir. Toplanan materyaller
Prof. Dr. Osman TUGAY tarafindan teshis edilmis ve Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi

Herbaryumu’nda herbaryum 6rnekleri saklanmaktadir.



Cizelge 3.1. Bitki taksonlarinin toplanma yerleri, tarihleri, herbaryum numaralar1 ve familya bilgileri

¢S

Bitki Taksonlar1

Familya

Toplanma Yerleri

Toplama Tarihi

Herbaryum Numaralan

Berberis vulgaris

Berberidaceae

C4 Konya; Bozkir, Sorkun, Keklicek
Yaylasi, 1840 m, O.Tugay 20.811 &
T.Biiyiikyildirim.

11.06.2023

KNYA 30.330

Brassica oleracea

Brassicaceae

C4 Konya; Ilgin, Thsaniye, tarla, 1100 m,
0O.Tugay 21.115 & T.Biiyiikyildirim.

20.08.2023

KNYA 30.341

Capsella bursa-pastoris

Brassicaceae

C4 Konya; Seydisehir, giiney yamaglar,
1160 m, O.Tugay 20.368 &
T.Biiyiikyildirim.

14.04.2023

KNYA 30.328

Capsicum annuum

Solanaceae

C4 Konya; Ilgin, Thsaniye, tarla, 1100 m,
O.Tugay 21.114 & T.Biiyiikyildirim.

20.08.2023

KNYA 30.340

Crataegus monogyna subsp.
monogyna

Rosaceae

C4 Konya; Bozkir, Sorkun, Aygir mevkii,
1390 m, O.Tugay 20.806 &
T.Biiyiikyildirim.

11.06.2023

KNYA 30.329

Ecbalium elaterium

Cucurbitaceae

C4 Konya; Akdren-Bozkir arasi, Dutlu
koyi, 1520 m, O.Tugay 20.820 &
T.Biiyiikyildirim.

15.06.2023

KNYA 30.332

Helichrysum plicatum subsp.

plicatum

Asteraceae

C6 Osmaniye; Bahge, dogu yamaglar,
1800 m, O.Tugay 20.967 &
T.Biiyiikyildirim.

05.07.2023

KNYA 30.334

Lamium album

Lamiaceae

C4 Konya; Bozkir, Mavi bogaz, 1080 m,
0.Tugay 21.106 & T.Biiylikyildirim.

09.08.2023

KNYA 30.339

Lythrum salicaria

Lythraceae

C4 Konya; Seydisehir, sulak alan
kenarlari, 1130 m, O.Tugay 21.054 &
T.Biiyiikyildirmm.

07.08.2023

KNYA 30.336

Plantago lanceolata

Plantaginaceae

C4 Konya; Seydisehir, sulak alan
kenarlari, 1130 m, O.Tugay 21.055 &
T.Biiyikyildirmm.

07.08.2023

KNYA 30.337

Plantago major subsp. major

Plantaginaceae

C4 Konya; Seydisehir, sulak alan
kenarlari, 1130 m, O.Tugay 21.053 &
T.Biiyikyildirmm.

07.08.2023

KNYA 30.335

Sambucus ebulus

Viburnaceae

C4 Karaman; Ermenek, Anamur yolu,
1600 m, O.Tugay 20.828 &
T.Biiyiikyildirim.

16.06.2023

KNYA 30.333

Sesamum indicum

Pedaliaceae

C4 Konya; Seydisehir, Kizilca, 1210 m,
0O.Tugay 21.060 & T.Biiyiikyildirim.

07.08.2023

KNYA 30.338

Urtica dioica

Urticaceae

C4 Konya; Akéren-Bozkir arasi, Dutlu
koyi, 1520 m, O.Tugay 20.819 &
T.Biiyiikyildirim.

15.06.2023

KNYA 30.331
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3.2. Yontem

3.2.1. Ekstraksiyon ve orneklerin hazirlanmasi

Cizelge 3.1.’de verilen tez materyalleri golgede kurutulmus ve 6giitiicii yardimi ile toz
edilmigtir. Daha sonra 6rnekler tartilmis, tizerine %80 etanol ilave edilmis ve 5 giin boyunca,
oda sicakliginda ara ara calkalanarak maserasyona birakilmistir. Filtre kagidindan
stiziildiikten sonra ekstreler, alcak basing altinda 40°C’de kuruluga kadar yogunlastirilmagtir.
Elde edilen ekstreler tartilarak verimleri agirlik/agirlik (a/a) hesaplanmis ve 0n tarama
deneylerinde kullanilmak iizere +4°C’de saklanmistir (Cizelge 3.2). Biyolojik aktivite
caligmalari arasinda yer alan enzim inhibisyonu ve antioksidan aktivite tayin yontemlerini
gergeklestirmek tizere ekstreler uygun miktarda tartilmis ve stok konsantrasyonlar1 2 mg/mL
olacak sekilde DMSO iginde ¢Oziilmiistiir. Taramaya dahil edilen saf maddeler de stok
konsantrasyonlar1 1 mg/mL olacak sekilde DMSO i¢inde ¢6ziilmiislerdir.

Cizelge 3.2. Hazirlanan ekstrelerinin % verimleri (a/a)

Bitki Kisim % verim (a/a)
. . Meyve 25,58
Berberis vulgaris Cicek 75,74
Brassica oleraceae Yaprak 40,88
Capsella bursa pastoris Toprak istii 8,00
Capsicum annuum Meyve 31,63
Meyve 20,10
Crataegus monogyna subsp. monogyna Yaprak 2573
Ecballium elaterium Meyve 15,03
Helychrysum plicatum subsp. plicatum Toprak {istii 10,84
Lamium album Toprak st 11,35
Lythrum salicaria Yaprak 11,54
Plantago lanceolata Yaprak 11,83
Plantago major subsp. major Yaprak 14,08
Sambucus ebulus gf:ék iggg
Sesamum indicum Tohum 7,31
Urtica dioica Toprak iistii 7,09
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3.2.2. Biyolojik aktivite calismalari

Enzim inhibisyon tayin yOntemleri

Hyaluronidaz

Hyaluronidaz inhibisyonu Tu ve Tawata (2015) tarafindan gelistirilen spektrofotometrik
yontemde mindr modifikasyonlar gergeklestirilerek Olclilmistiir [270]. Tip 1-S bovin
hyaluronidaz enzimi (EC 3.2.1.35) ve 25 uL ekstre mikroplaga eklenmis ve 10 dk inkiibe
edilmistir. Karisim tizerine pH:5,35’e ayarlanmig fosfat tamponu (10 pL) eklenmistir ve
tekrar 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hyaliironik asit (10 pL)
eklenmis ve 45 dk inkiibe edilmistir. 100 pL asidik albiimin ¢6zeltisi ilave edilip (100 pL),
10 dk inkiibasyona birakilmistir. Absorbans ELISA mikroplak okuyucuda (Spectramax ABS
Plus microplate reader, ABD) 600 nm’de oSlgiilmiistiir. Pozitif kontrol olarak tannik asit
kullanilmistir. Orneklerin % hyaluronidaz inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore
hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak calisilmis ve her Ornege hyaliironik asit
eklenmeden kor yapilmistir. Sonuglar, 4 paralel deneyden elde edilen % inhibisyon
degerlerinin ortalamasi + standart sapma seklinde sunulmustur.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/Az) x 100 ]

A:= Ornek ¢ozeltilerinin 600 nm dalga boyundaki absorbansi

A= Kontrol ¢ozeltilerinin 600 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

Kolajenaz

Wart ve Steinbrink tarafindan gelistirilen yontem ile kolejanaz inhibisyonu ol¢tilmiistiir
[271, 272]. Clostridium histolyticum kolajenaz1 (EC 3.4.24.3) enzim olarak kullanilirken,
substrat olarak N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) kullanilmistir. Enzim
(0,8 tinite/mL) 50 mM trisin tamponunda (10 mM CaCl, ve 400 mM NaCl ile pH 7,5)
hazirlanmistir. FALGPA (2 mM) tamponda ¢6ziilmistiir. Tampon (25 uL), 25 uL 6rnek ve
enzim (25 pL) kanigtinlmustir. 15 dk bekletildikten sonra substrat (50 uL) ilave edilmistir.
20 dk boyunca 2 dk aralikla 340 nm’de absorbans ELISA mikroplak okuyucuda (Spectramax
ABS Plus microplate reader, ABD) okutulmustur. Pozitif kontrol olarak 1,10-fenantrolin

kullanilmigtir. Orneklerin % kolajenaz inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore
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hesaplanmistir. Her 6rnek 4 paralel olarak c¢alisilmis ve bulgular, dort paralel 6lgiimden elde
edilen ortalama % inhibisyon + standart sapma seklinde ifade edilmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/ A2) x 00 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki absorbans degisimleri

Ao= Kontrol ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki ortalama absorbans degisimleri

Elastaz enzimi

Kraunsoe vd.’nin, Lee vd. tarafindan modifiye edilmis yontemi kullanilarak test edilmistir
[273, 274]. Domuz pankreatik elastazi (Tip IV, EC 3.4.21.36) enzim olarak kullanilirken,
substrat olarak N-Suc-(Ala)z-p-nitroanilit kullanilmistir. Substrattan salinan nitroanilinin
410 nm’de 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. N-Suc-(Ala)s-p-nitroanilit (1,015 mM) Tris-Cl
(pH 8,0) tamponunda ¢6ziilmiistiir. Substrat ve 6rnekler mikroplakalara eklenmistir. Oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Uzerine 0,5 iinite/mL enzim eklenmistir. Ardindan 25
°C’de 30 dk tekrar inkiibasyona birakilmis ve 410 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda
(Spectramax ABS Plus microplate reader, ABD) okutulmustur. Referans olarak N-
metoksisiiksinil-Ala-Ala-Pro-Val-klorometil keton kullanilmistir. Orneklerin % elastaz
inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore hesaplanmistir. Her 6rnek dort paralel olarak
analiz edilmis ve sonugclar, bu analizlerden elde edilen % inhibisyon degerlerinin ortalamasi
+ standart sapma seklinde raporlanmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/Az) x 100 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki absorbans degisimleri

Az= Kontrol ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki ortalama absorbans degisimleri

Lipooksijenaz enzimi

Orneklerin LOX inhibitdr aktiviteleri Chung vd. (2009) yéntemine gore dl¢iilmiistiir [275].
Ornekler, tampon (50 mM Tris HCI tamponu, pH 7,4) ve enzim (Tip 1-B, EC.1.13.11.12)
mikroplakta karistirilip, oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Karigima linoleik asit (12,5
mM) ilave edilmistir. En son oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakilmigtir. FOX reajani
ile tepkime durdurulmus, 25 °C’de 30 dk inkiibasyondan sonra absorbans 560 nm’de
(Spectramax ABS Plus microplate reader, ABD) okutulmustur. Her 6rnek dort paralel olarak
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analiz edilmis ve sonuglar, bu analizlerden elde edilen % inhibisyon degerlerinin ortalamasi
+ standart sapma seklinde raporlanmistir. Referans madde olarak baikalein kullanilmistir.
% Inhibisyon = 100 - [ (A1/ A2) x 100]

Ai= Ornek ¢ozeltilerinin 560 nm dalga boyundaki absorbansi

Ao=Kontrol ¢ozeltilerinin 560 nm dalga boyundaki absorbansi

POP enzimi

POP (EC 3.4. 21.26) enzim inhibitor aktivite tayininde, Florojenik POP test kiti (Katalog
numarasi: 80106) kullanilmistir (BPS Bioscience Inc., San Diego, CA, USA). Florojenik
POP Test Kiti, saflastirilmis insan rekombinant POP enziminin aktivitesini 6lgmek igin
tasarlanmigtir. POP aktivite diizeyini analiz etmek i¢in florometrik substratin saflagtirilmis
POP ile birlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan floresan {iriin floremetre (ile dl¢iilmiistiir. Her
ornek 3 paralel olarak analiz edilmis ve sonuglar, bu analizlerden elde edilen % inhibisyon
degerlerinin ortalamasi + standart sapma seklinde raporlanmaistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/ A2) x 100]

A1= Ornek ¢ozeltilerinin 560 nm dalga boyundaki absorbansi

Ao= Kontrol ¢6zeltilerinin 560 nm dalga boyundaki absorbansi

XO enzimi

Enzim reaksiyonu sonucunda olusan iirik asitin absorbansinin 295 nm’de 6l¢lilmesi esasina
dayanmaktadir. pH 7,5 olan 0,1 M fosfat tamponu, 6rnek (10 pL) ve enzim (20 uL)
mikroplakta karigtirilmistir. 10 dk inkiibasyona birakilmigtir. 20 uL ksantin (0,1 mM) subsrat
olarak eklenmistir [276]. Absorbans 10 dk boyunca ELISA mikroplak okuyucuda
(Spectramax ABS Plus microplate reader, ABD) dl¢iilmiistiir. Referans olarak allopurinol
kullanilmugtir. Orneklerin %XO inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gore hesaplanmustir.
Her 6rnek dort paralel olarak analiz edilmis ve sonuglar, bu analizlerden elde edilen %
inhibisyon degerlerinin ortalamasi + standart sapma seklinde raporlanmistir.

% Inhibisyon = 100 - [ (A1/Az) x 100 ]

A= Ornek ¢ozeltilerinin 295 nm dalga boyundaki absorbans degisimleri

Az= Kontrol ¢ozeltilerinin 295 nm dalga boyundaki ortalama absorbans degisimleri
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Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Stiperoksit radikali (O2") siipiiriicii etki tayini

Fosfat tamponu (100 mM pH 7,4) ile hazirlanan nitrotblue tetrazolium (NBT) (144 uM, 200
uL), Fosfat tamponunda hazirlanan nikotinamid adenin dintikleotit (NADH) (677 uM, 200
ul) ve 200 puL 6rnek karistirilip, vortekslenmistir. Bu karigimdan 150 pL alinip iizerine fosfat
tamponu ile hazirlanan ferrozin meta siilfat (PMS) (60 uM, 50 pL) ilave edilmistir. Karigim
oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Karigimin absorbansi 560 nm’de kore karst 0-6 dk
boyunca okutulmustur. Reaksiyon karisimindaki absorbans azalmasi siiperoksit radikali
giderme aktivitesinin artmasinin belirtisidir [277, 278]. Referans madde olarak askorbik asit

kullanilmastir.

Nitrik oksit (NO) siiptiriicii etki tayini

Sreejayan ve Rao’nun yontemi ile 6rneklerin NO siipiiriicii etkileri tayin edilmistir [279,
280]. %1’lik siilfanilamit (%5’lik fosforik asit iginde) ve %0,1’lik naftiletilendiamin dikloriir
hazirlanmstir. Iki ¢ozelti karistirilarak Griess reajan1 hazirlanmistir. Ornek (60 pL) ve
sodyum nitroprussit ¢6zeltisi (10 mM) Kkaristirilmis, oda sicakliginda 150 dk inkiibe
edilmistir. Ardindan Griess reajan1 (120 pL) ilave edilmis ve 10 dk bekletilip 577 nm’de
ELISA mikroplak okuyucuda (Spectramax ABS Plus microplate reader, ABD) absorbans
okutulmustur. Tim O6rnekler i¢in deney dort paralel olarak calisilmis ve referans madde
olarak askorbik asit kullanilmustir.

% Siipiiriicii etki ise su formiile gore hesaplanmustir:

% Stiptrticii etki = [(A1-A2) / A1] x 100

As= Kontrol ¢ozeltilerinin 577 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

A= Ornek ¢dzeltilerinin 577 nm dalga boyundaki absorbansi

Hiicre kiltiiri calismalar:

HUVEC hiicrelerin eldesi ve ¢ogaltilmasi

HUVEC, damar endotel hiicrelerinin Ozelliklerini tasimaktadir. Besi ortami, %90

Dulbecco’nun modifiye edilmis kartal (eagle) besiyeri (DMEM) (L-glutaminli), %10 FBS
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olarak hazirlanmistir. Hiicreler 37°C’de i¢ ortami1 %5 CO2, %95 hava karisim1 ve nem igeren
inkiibatorde tutulmustur. Haftada 3 kez pasaj yapilmstir.

Hiicre hattimin acilmasi

Hiicrelerin ¢6ziilmesi igin 37°C’lik su banyosunda bir siire tutulmustur. Coziinen hiicreye
%10 fetal sigir serumlu (FBS) medyum (5 mL) ilave ediléis ve 1000 rpm’de Santrifiij
edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra DMSO’nun etkisinden kurtarmak amaciyla ayni
islem uygulanmistir. %10 FBS igeren medyum, pellete eklenmis ve erlenlere ekim

yapilmustir.

Hiicrelerin ¢ogaltilmast

Hiicreler, 7ml %10 FBS (25 cm?’lik erlenlerde), 14 ml %10 FBS (75 cm?’lik erlenlerde)
iceren DMEM medyumu igerisinde %80-90 yogunluga getirilmis ve pasajlanmustir.

Hiicrelerin pasajlanmasi

Erlenler igerisinde yogunluga gelen hiicrelerden medyum uzaklastirilmistir. Hiicrelerin
tizerine kiigiik erlenlere 1-2 mL, biiyiik erlenlere 3-5 ml olacak sekilde %0,05’lik tripsin
eklenmistir. 37°C’lik etiivde bekletilmistir. Yiizeyden ayrilan hiicrelere FBS ilave edilerek
tripsinin etkisi bloke edilmistir. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirilmistir. Medyumla siispande edilen hiicreler erlenlere ekilmistir. Erlenler 37°C’lik
%5 CO2’li etiive konulmustur.

Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

Pasajlama esnasindaki basamaklardaki gibi konfluent olan hiicreler tripsinle kaldirilmigtir
Santrifiij edildikten sonra elde edilen pelet, medyum eklenerek homojenize edilmistir. Hiicre
sayimi1 Ve canlilik kontrolii 6rnek alinmstir. Ornek, tripan mavisi ile muamele edilerek 151k
mikroskopunda incelenmistir. Hiicreler, %20 FBS ve %10 DMSO igeren dondurma
medyumu ile kriyo tiiplere aktarilmistir. Hiicrelere, kademeli olarak dondurularak -80°C de

saklanmustir.
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Hiicre sayimi

10 pL Tripan mavisi ve hiicre siispansiyonu (90 pL) karistirilmigtir. Karisim 25°C’de
bekletilmistir. 10 pL almarak hemositometreye yerlestirilmistir. 10x objektif kullanilarak
mikroskop yardimiyla canli (boyay1 absorbe etmemis) ve cansiz (boyay1 absorbe etmis)

hiicreler sayilmigtir.

Hiicre kiiltiiriinde 3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl

blue (MTT) testi ile hiicre canliligi ve proliferasyonunun degerlendirilmesi

MTT testi hiicre proliferasyonu ve sitotoksitesinin kantitasyonunu belirlemek igin
kullanilmigtir. Hiicreler tetrazolium tuzunu renkli formazanlara indirgedigi icin MTT testiyle
sadece canli hiicreler belirlenmektedir. Canli hiicreler MTT’yi suda ¢dziinmeyen mor
formazan kristallerine déniistiiriir. Mikroplagin her bir kuyucuguna 100 pl icerisinde 1x10*
olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirilmistir. 37 °C’de 1 giin %5 CO: igeren etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra besiyeri igerisinde diliie edilmis olan ekstre
dozlar1 uygulanmistir. Plakalar 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C’de %5 CO; igeren etiivde
inkiibe edilmistir. Kontrol grubu kuyucuklarina yalnizca %10 FBS iceren hiicreli DMEM
besiyeri eklenirken, ¢oziicii kontrol grubuna %1 DMSO igeren besiyeri uygulanarak, bu
¢oziiciilerin hiicre canlilig: tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ekstreler ile 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siliresinin ardindan, MTT c¢ozeltisi (Sigma, USA) 5 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanarak her kuyucuga 20 pL olacak sekilde ilave edilmistir.
Plakalar, 37°C’de %5 CO:s: igeren etiivde 3-4 saat bekletilmistir. Kuyucuklardaki igerik ¢ok
kanall1 pipetle dikkatlice uzaklastirilmigtir. Mikroplaga 100 uL izopropanol ilave edilerek
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Plaka, karanlik ortamda 25°C’de 60 dk
bekletildikten sonra, absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda (Biotek Synergy HTX,
USA) spektrofotometrik olarak 6lgtilmiistiir [281, 282].

Istatistiksel analiz

Test gruplari enzim inhibisyonu tayinlerinde pozitif kontrol ile, MTT tayininde ise negatif
kontrol ile tek yonlii ANOVA ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
karsilastirilmis ve sonuglar istatistiksel olarak analiz edilmistir (GraphPad Prism 8.0). p <

0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.2.3. Aktivite-yonlendirmeli fraksiyonlama islemi (AYF)

Sivi-sivi ekstraksiyon

Taramada XO ve POP enzimine kars1 yiiksek inhibisyon gosterdigi saptanan H. plicatum
toprak tistii kisimlarindan hareketle hazirlanan %80 etanol ekstresi 30 g tartilmigtir. Tartilan
ekstre oncelikle % 90°lik MeOH’de tamamen ¢oziilmiis ve n-hekzan ile ayirma hunisinde
stvi-sivt  ekstraksiyona tabi tutulmustur. Geriye kalan MeOH’lii fazin MeOH kismi
evaporatdrde ugurulmus ve kalan su ekstresi sirastyla diklorometan (CH2Cl2), EtOAc, n-
biitanol (n-BuOH) ile ayirma hunisinde fraksiyonlanmis ve ayri ayri toplanan organik
coziiciiler algak basing altinda ugurulmustur. Su ekstresi liyofilizatdrde bekletilmis ve tiim
alt ekstreler tartilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Helichrsyum plicatum’dan sivi-sivi ekstraksiyon ile elde edilen alt ekstrelerin
miktar1 ve verimleri

Alt ekstreler Alt ekstre miktarlar1 % verim (a/a)
n-hekzan 2,059 %6,7
CH:Cl: 2,379 %7,9
EtOAC 8,859 %29,5
n-BuOH 3,81lg %12,7
Su 12,71 g %42,3

Sephadex LH-20 kolon kromatografisi-1

In vitro XO inhibitor aktivite deneylerinde elde edilen sonuglara gore en etkili bulunan H.
plicatum EtOAc ekstresinden aktivite yonlendirmeli izolasyon islemi yapilmustir. Alt ekstre,
Sephadex LH-20 dolgu materyali kullanilarak molekiiler eleme prensibine gore
fraksiyonlanmistir. Sephadex LH 20, MeOH’de siispande edilmis ve sismesi ve doygun hale
gelmesi i¢in 3 cm eninde 60 cm boyunda olan kolonda 1 giin boyunca bekletilmistir. Mobil
faz olarak MeOH kullanilmistir. EtOAc alt ekstresi 4,9966 g tartilarak 3 mL MeOH’de
¢oziilmiis ve cam pipet yardimiyla kolona tatbik edilmistir. Mobil faz (1600 mL) iistten ilave
edilerek fraksiyonlar toplanmustir. Fraksiyonlar yaklasik 20’ser mL olmak tizere 80 ayri
tiipe toplanmustir. Toplanan her bir fraksiyon normal faz silika jel plaklar (Merck F2s4 20x20,
1.05554) ve EtOAc:MeOH:Su (100:17:3) mobil faz sistemi ile ince tabaka kromatografisine
(ITK) tatbik edilmistir. Siiriiklenme sonunda plak kurutularak UV 254 ve UV 366 nm’de

incelenmistir. ITK profillerine gore benzer olan fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 8
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fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlarin miktari ve ITK gériintiileri Cizelge 3.4 ve Resim

3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.4. Sephadex LH 20’den elde edilen fraksiyonlar

Sephadex Fraksiyonlari Fraksiyon miktari
Sep. Fr. 1-7 47,7 mg

Sep. Fr. 8-14 48,4 mg

Sep. Fr. 15-22 202,8 mg
Sep. Fr. 23-28 208,2 mg
Sep. Fr. 29-39 1903,9 mg
Sep. Fr. 40-49 1493,2 mg
Sep. Fr. 50-55 342 mg

Sep. Fr. 56-80 75 mg

EtOAc:MeOH:Su (100:17:3)

Resim 3.1. Sephadex LH 20’den elde edilen fraksiyonlarin sirastyla UV 254 ve UV 366
nm’de ITK profili

Silika jel kolon kromatografisi

Sephadex LH-20 kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar XO inhibit6r aktivitesi
yoniinden degerlendirilmis ve aktif ¢ikan Sep. Fr. 50-55 (I1Cs50=9,18 £+ 0,31 ug/mL) ve Sep.
Fr. 56-80 (I1C50=3,82 + 0,17 pg/mL) aktivite yonlendirmeli izolasyon calismalart igin
secilmistir. Sep. Fr. 50-55 fraksiyonunda yiiriitiilen izolasyon ¢alismasi i¢in 20 g silikajel
tartilmis ve yaklasik 100 mL baslangic mobil fazi olan Kloroform:MeOH:Su (90:10:1) ile

stispande edilmistir. Dolgu materyali kolona yiiklendikten doygun hale gelmesi igin yarim
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giin bekletilmigtir. Sep. Fr. 50-55 fraksiyonu kolona kuru tatbik yontemiyle yiiklenmek i¢in
342 mg kadar tartilmis ve 2 mL EtOH’de ¢oziilerek porselen kapsiile alinmistir. Porselen
kapstile bir miktar silika jel eklendikten sonra su banyosu iizerinde solvan uguna kadar
karistirllmistir. Fraksiyon, kolona kuru tatbik teknigi ile yiiklenmistir. Kullanilan mobil faz
sistemi Cizelge 3.5’de verilmistir. Toplanan alt fraksiyonlar, silika jel ITK plaklarinda
Kloroform:MeOH:Su (90:10:1) ve Kloroform:MeOH:Su (61:32:7) mobil faz sistemi ile
takip edilmigtir. Siiriiklenme sonunda plak kurutularak UV 254 ve UV 366 nm’de
incelenmistir. Plaga vanilin/silfirik asit (H2SOs) puskiirtillerek 110°C’de 10 dakika
isitilmasiyla maddeler renklendirilmistir. iITK sisteminde benzer profillere sahip olan alt
fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 13 alt fraksiyon elde edilmistir (Cizelge 3.6 ve Resim
3.2). Toplanan fraksiyonlardan 3 ve 4. tiiplerde Madde 2 ¢okmiistiir. Coken madde alinarak
ITK ile saflik kontrolii yapilmistir ve maddenin saf oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.5. Silika jel kolon kromatografisinde kullanilan mobil faz sistemler

Kloroform (%) MeOH (%) Su (%) Hacim (mL)
90 10 1 100

80 20 2 80

70 30 3 75

61 32 7 50

50 50 5 50

Cizelge 3.6. Silika jel kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar

Silika jel kolon fraksiyonlari Fraksiyon miktari
Si 1-4 4,4 mg
Si5 1,5 mg
Si 6-7 4,8 mg
Si 8-11 2,6 mg
Si 12-25 2,7 mg
Si 26-29 1,3 mg
Si 30-33 1,4 mg
Si 35-37 0,9 mg
Si 38-42 35,1 mg
Si 43-46 74,5 mg
Si 47-51 21 mg
Si 52-58 12,8 mg
Si 59-60 83,9 mg
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Kloroform:MeOH:Su (90:10:1) Kloroform:MeOH:Su (90:10:1)

i ¥y
Resim 3.2. Silika jel kolon kromatografisinden eld
puskiirtiilmiis ITK profilleri

VN

e edilen ksiarln vanilin/H2SO4

Preparatif ITK yontemi-1

Silikal kolon kromatografisinden elde edilen Si. 1-4 fraksiyonu icin preparatif iTK yontemi
uygulanmistir. Mobil faz sistemi olarak Kloroform:MeOH:Su (90:10:1) kullanilmigtir. Si 1-
4 fraksiyonu (4,4 mg) Kloroform:Etanol (1:2) karisiminda ¢éziiliip ITK plagma cam pipet
yardimiyla tatbik edilmistir. Siriikklenmenin ardindan plakta UV 254 ve UV 366 nm’de
belirlenen alanlar isaretlenmis ve normal faz silika jel plaklardan kazinarak Madde 1 saf
olarak elde edilmistir. Sephadex LH-20 ve silikajel kolon kromatografisi ile yiiriitiilen

izolasyon calismalar1 Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de sematize edilmistir.
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HP-EtOAc
499669 |

Sephadex LH-20 Kolon Kromatografisi H

[_MeOH |
| | | | | | I ]
Sep. Fr. 1-7 Sep. Fr. 8-14 Sep. Fr. 15-22 Sep. Fr. 23-28 Sep. Fr. 29-39 Sep. Fr. 40-49 Sep. Fr. 50-55 Sep. Fr. 56-80
477mg | 484mg | 2028mg | 2082mg | 1.9039mg | 1.4932mg | 342mg | 89mg |
Sekil 3.1. Sephadex LH-20 kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlar
Sep. Fr. 50-55
I 342 mg
Silikajel Kolon
Kromatografisi
nl
Si 1-4 || Si5 || Si 6-7 || Si 8-11 || Si 12-25 || Si 26-29 || Si 30-33 || Si 35-37 || Si 38-42 || Si 43-46 || Si47-51 || Si 52-58 || Si 59-60
4,4 mg 1,5 mg 4,8 mg 2,6 mg 2,7mg '[ 1,3mg 1,4 mg 0,9 mg '[ 35,1mg‘ 74,5mg‘ 21 mg 12,8mg'[ 83,9 mg
Prep.1 (—
Kloroform:MeOH:Su
(90:10:1)
| Madde 1 | Madde 2 (Coken)
2,7mg 6,3 mg

Sekil 3.2. Silikajel kolon kromatografisi ile elde edilen alt fraksiyonlar
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Vakumlu ters faz silika jel kolon kromatografisi (VLC)

Sephadex LH-20 kolon kromatografisinden elde edilen Sep. Fr. 56-80 fraksiyonunun XO
inhibitor aktivite tayininde en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Bu fraksiyondan
hareketle VLC ile izolasyon islemi yapilmistir. VLC i¢in RP-18 dolgu materyali 8,5 g
tartilmig ve 2 cm eninde 30 cm boyunda olan kolona kuru dolum yolu ile yiliklenmistir.
Uzerine 45 mL Su:MeOH (5:1) karisimi eklenmistir. Kolondan, MeOH’ii arindirmak ve
dolgu materyalinin oturmasi amaciyla yaklasik 250 mL su vakum yardimiyla gegirilmistir.
Sep. Fr. 56-80 (75 mg) 3 mL suda ¢oziiliip hazirlanan kolona tatbik edilmistir. Ayirim

boyunca kullanilan mobil faz sistemi Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. VLC’de kullanilan mobil faz sistemler

Su (%) MeOH (%) Hacim (mL)
100 0 50 mL

98 2 50 mL

93 7 50 mL

80 20 30 mL

75 25 30 mL

70 30 30 mL

50 50 50 mL

25 75 30 mL

0 100 100 mL

Toplanan her bir fraksiyon RP koduyla normal faz silika jel ve Kloroform:MeOH:Su
(90:10:1) mobil faz sistemi ile ITK’ya tatbik edilmistir. Siiriiklenme sonunda plak
kurutularak UV 254 ve UV 366 nm’de incelenmis, vanilin/H,SOs piskiirtiilerek
renklendirilmistir. Toplanan fraksiyonlardan iTK sisteminde benzer profillere sahip olan alt
fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 4 alt fraksiyon elde edilmistir, elde edilen fraksiyonlar
ITK’da CH,Cl,:MeOH:Su (80:20:2) mobil faz sistemine tatbik edilmistir (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8. VLC’den elde edilen fraksiyonlar, miktarlar1 ve ITK profili

VLC fraksiyonlar: Fraksiyon miktar:
RP 21-27 2,3mg

RP 37-39 1,9 mg

RP 51-55 10,9 mg

RP 66-77 42 mg

Elde edilen dort fraksiyon XO inhibitor aktivite tayini ile degerlendirilmis olup RP 51-55
(1C50=2,49 + 2,49 ug/mL) ve RP 66-77 (IC5=1,56 = 0,17 ug/mL) fraksiyonlar1 aktif
bulunmustur. RP 66-77 (16 mg) fraksiyonunun bir kismu ile tekrar VLC teknigi ile ayirim

yapilmistir. Ayirim igin kullanilan mobil faz sistemi Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. VLC-2’de kullanilan mobil faz sistemler

Su (%) MeOH (%) Hacim (mL)
85 15 50 mL
82 18 30 mL
79 21 20 mL
75 25 50 mL
72 28 40 mL
70 30 30 mL
68 32 30 mL
65 35 30 mL
60 40 50 mL
57 43 20 mL
55 45 65 mL
50 50 40 mL

Toplanan her bir fraksiyon RP 2 koduyla normal faz silika jel ve Kloroform:MeOH:Su
(90:10:1) mobil faz sistemi kullanilarak ITK ya tatbik edilmistir. Siiriiklenme sonunda plak
kurutularak UV 254 ve UV 366 nm’de incelenmistir. Plaga vanilin/H2SO4 piiskiirtiilerek

plak renklendirilmistir. Toplanan fraksiyonlardan ITK sisteminde benzer profillere sahip
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olan alt fraksiyon birlestirilmis ve toplam 9 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlardan
RP 2 121-134 fraksiyonu ITK’da saf madde olarak belirlenmis ve Madde 3 (2,8 mg) olarak
kodlanmustir. izole edilen madde 1, madde 2 ve madde 3’iin miktarin1 arttirmak amaciyla
kalan RP 66-77 (26 mg) fraksiyonu ve RP 51-55 (10,9 mg) fraksiyonu birlestirilerek tekrar
VLC teknigi ile ayirim gergeklestirilmistir. Kullanilan mobil faz sistemleri Cizelge 3.10°da

verilmigtir.

Cizelge 3.10. VLC-3’de kullanilan mobil faz sistemler

Su (%) MeOH (%) Hacim (mL)
70 30 50 mL
68 32 50 mL
65 35 50 mL
63 37 50 mL
60 40 50 mL
59 41 50 mL
58 42 50 mL
57 43 50 mL
56 44 50 mL
45 55 50 mL

Toplanan her bir fraksiyon normal faz silika jel ve Kloroform:MeOH:Su (90:10:1) mobil faz
sistemi ile ITK’ya tatbik edilmistir. Toplanan fraksiyonlardan ITK sisteminde benzer
profillere sahip olan alt fraksiyonlar birlestirilmis ve toplam 7 alt fraksiyon elde edilmistir.
RP3-19, 20, 21, 22, 23 kodlu alt fraksiyonlar birlestirilmis ve madde 1 (0,8 mg) saf olarak

elde edilmistir.

Preparatif ITK yontemi-2

RP3 121-141 fraksiyonlar: birlestirilerek (13,9 mg) preparatif ITK yapilmustir. Fraksiyon
Kloroform:Etanol (1:2) solvan karistmda ¢oziilmiistir.  Mobil faz sistemi olarak
Kloroform:MeOH:Su (90:10:1) sistemi kullanilmigtir. Siiriklenmenin ardindan UV 254
nm’de isaretlenen alanlar silika jelden kazinmistir. Madde 2 (4,5 mg) saf olarak elde
edilmistir. Madde 3 ise Madde 2 ile beraber kazinmistir (4,9 mg). Madde 3 ve Madde 2’yi
ayirmak igin aymi sistemde tekrar preparatif iITK yapilmis ve Madde 3 (3,9 mg) saf olarak
elde edilmistir. Elde edilen saf maddelerin toplam miktarlar1 ve ITK profilleri Cizelge
3.11°de verilmistir. H. plicatum %80 etanollii ekstresinin EtOAc alt ekstresi tizerinde VLC

ile ytriitiilen izolasyon ¢alismalar: Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de sematize edilmistir.
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Sep. 56-80
75 mg

| RP 1 Silikajel Kolon Kromatografisi |

|| 1 1 1
| RP121-27 | | RP137-39 | | RP151-55 | [ RP166-77 |

23mg |1 19mg |/ 109mg [ 422mg |

[ RP 2Silikajel Kolon Kromatografisi _ H

1
RP2 147-153 |

1 1 1 1 1 1 1 1
|_R|P2 20-26 | |RP295-100| [RP2101-120| |Madde 3 RP2 137-138| |RP2139-140| |RP2 142-144| |RP2 145-146|
0,3mg | 0,6mg | 3,7mg | 51mg | 1,3mg | 1,1mg | 0,1mg |

1,5mg |

Sekil 3.3. Vakumlu ters faz silika jel kolon kromatografisi-1 ve -2 ile elde edilen alt fraksiyonlar

| RP1 51-55 + RP1 66-77 :J

| RP 3 Silikajel Kolon Kromatografisi |-

Madde1 | [RP340-45| |RP352-56| [RP357-60| |RP361-85| | RP386-120 | | RP3121-141
—1 0,8mg 71 21mg 71 09mg 7T 1,2mg T 46mg | 3,9mg 13,9 mg
| Prep. 2 .l |

| Kloroform: MeOH: Su (90:10:1) |

Madde 2 | Madde 2 + Madde 3
4.5 m 4,9 m
| Prep 3 ,'

| Kloroform: MeOH: Su (90:10:1) |

Madde 3
3,9 mg

Sekil 3.4. Vakumlu ters faz silika jel kolon kromatografisi-3 ile elde edilen alt fraksiyonlar
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Cizelge 3.11. Elde edilen saf maddelerin miktarlar1 ve ITK profilleri

Madde 1 (3,5 mg) Madde 2 (10,8 mg) Madde 3 (6,7 mg)
Kloroform:MeOH:Su Kloroform:MeOH:Su Kloroform:MeOH:Su
(90:10:1) (90:10:1) (90:10:1)

3.2.4. Yapa tayini ¢ahismalarn

Izole edilen saf maddelerin yap1 tayinleri ign tek boyutlu niikleer manyetik rezonans (1D
NMR) ve iki boyutlu niikleer manyetik rezonans (2D NMR) 6l¢iimleri, Bruker 400 MHz
Avance III sistemi kullanmilarak kaydedilmistir. Proton (*H) NMR, karbon (**C) NMR,
heteroniikleer c¢oklu bag korelasyonu (HMBC), korelasyon spektroskopisi (COSY),
heteroniikleer tek kuantum koheransi1 (HMQC) olciimleri gerceklestirilmistir. Izole
maddeler DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir. Tetrametilsilan i¢ standart olarak uygulanmistir.
Kimyasal kayma degeri (8) ppm, etkilesim sabiti (J) birimi Hz seklinde belirtilmistir.

3.2.5. LC-MS/MS analiz ¢alismasi

H. plicatum’da bulunan fenolik bilesiklerin kantitatif degerlendirmesini gergeklestirmek i¢in
bir tandem kiitle spektrometresi ile birlestirilmis Shimadzu-Nexera modeli ultra yiiksek
performanslt sivi kromatografisi (UHPLC) kullanilmistir. Ters fazli UHPLC, bir otomatik
ornekleyici (SIL-30AC modeli), bir kolon firin1 (CTO-10ASvp modeli), ikili pompa (LC-
30AD modeli) ve bir gaz giderici (DGU-20A3R modeli) ile donatilmistir. Kromatografik
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ayrim ters fazli Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (150 mmx2,1 mm, 2,7 pm) analitik
kolonda gerceklestirilmistir. Kolon sicaklig1 40°C'ye ayarlanmistir. Eliisyon gradyani eluent
A (su + 5 mM amonyum format + %0,1 formik asit) ve eluent B'den (metanol + 5 mM
amonyum format + %0,1 formik asit) olusturulmustur. Gradient eliisyon profili, %20-100 B
(0-25 dk), %100 B (25-35 dk), %20 B (35-45 dk) olarak ayarlanmistir. Coziicii akis hizi ve

enjeksiyon hacmi sirastyla 0,5 mL/dk ve 5 puL olarak belirlenmistir.

Kiitle spektrometrik tespiti, hem negatif (neg) hem de pozitif (poz) iyonizasyon modlarinda
calisan bir elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmig Shimadzu LCMS-8040
model tandem kiitle spektrometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. LC-ESI-MS/MS
verileri LabSolutions yazilimi (Shimadzu) tarafindan elde edilmistir. Fitokimyasallarin
kantifikasyonu i¢in ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu kullanilmigtir. MRM metodu,
belirtilen oncii fitokimyasal-parca iyon gegislerinin taranmasina dayali olarak fitokimyasal
bilesikleri segici bir sekilde tespit etmek ve kantifize etmek iizere optimize edilmistir.
Carpisma enerjileri, optimum fotokimyasal pargalanma ve istenen {iriin iyonlarinin
maksimum iletimini saglamak igin optimize edilmistir. MS ¢alisma kosullar1 su sekildedir:
kurutma gazi akisi, 15 L/dk; sisleme gazi akisi, 3 L/dk; DL sicakligi, 250°C; 1s1 blogu
sicakligi, 400°C ve arayiiz sicakligi, 350°C.
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4. BULGULAR

4.1. Enzim Inhibisyonu Tayinlerine Ait Bulgular

Ana ekstrelerin enzim inhibitor aktivite sonuclari

Tez gereclerimizi tegkil eden bitkisel materyallerden hareketle hazirlanan %80 etanollii
ekstrelerin 2 mg/mL stok konsantrasyonda elastaz, kolajenaz, hyaluronidaz, XO ve LOX
enzim inhibisyonlarma ait bulgular Cizelge 4.1°de verilmistir. Taranan ekstrelerden XO
inhibitor aktivitesi yiiksek ¢ikan H. plicatum toprak tstii (ICso= 85,85 + 0,91 pg/mlL),
hyaluronidaz inhibitdr aktivitesi yiiksek ¢ikan L. salicaria yaprak (ICso= 70,76 + 3,34
ug/mL), B. vulgaris meyve (ICso= 114,63 + 5,86 pg/mL) ve B. oleraceae yaprak (ICso=
124,85 + 0,64 pg/mL), LOX enzim inhibitdr aktivitesi yiiksek ¢ikan U. dioica toprak tistii
(45,82% =+ 2,48) ekstreleri POP enzim inhibitor aktivitesi yoniinden degerlendirilmistir
(Cizelge 4.2).



Cizelge 4.1. Tez materyallerinden hazirlanan ekstrelerin enzim inhibitor aktiviteleri

[

Bitki materyali Kisim XO enzim inhibisyonu Elastaz enzim LOX enzim Kolajenaz enzim Hyaluronidaz enzim inhibisyonu
(%inhibisyon + S.S%) inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu (%inhibisyon £ S.S%)
100 pg/mLP (%inhibisyon = S.S?) (%inhibisyon = S.S?) (%inhibisyon = S.S?) 166,666 pg/mLP
133,333 pg/mLP 100 pg/mLP 133,333 pg/mLP
X = = i i s
Berberis vulgaris i Zopieo b 575(3) 11% i i.(;(é****
Meyve 24,13+ 0,66 - - 29,16 + 4,24 (ICeo— 114,63 + 5,86 pemL)
Brassica oleraceae cooe 75,60 + 10,68
var. acephala VEPES BEs T i ) ) (ICs0= 124,85 £ 0,64 ng/mL)
Capsel_la bursa Tgprlgk 16,74 + 5,99 _ 16,07 + 3,34 ) 42,02+ 10,027
pastoris ustii
Lamium album Tgprlgk 13,35+3,06™" - - - 7,74 £2,117
ustu
Plantago major Yaprak 28,57 +£2,27" - - - -
Urtica dioica Toprak 21,16 +2,26™ - 45,82 42,48 - -
ustu
Capsicum annuum Meyve 10,81 = 5,60 - 20,21 £ 1,80™"" - 42,05 +£1,54™
Helychrysum Toprak 60,15+ 0,65 i ) aoee I
plicatum uistil (I1Cs0= 85,85+ 0,91 pg/mL) Pl2Es it 2= S
Sesamum indicum Tohum 17,20 + 1,93 - 41,07 3,777 - 39,05+ 3,957
Meyve 10,78 4,13 - - - -
Crataegus monogyna —
Yaprak 31,86+ 3,91 - - - -
Sambucus ebulus Cigek 20,80+ 0,34 - - - 241125;2 I : ;Z****
Yaprak 23,32+3,74 - - - (ICso= 139,55 + 5,48 pg/mL)
. ke 84,60 + 3,76
Lythrum salicaria Yaprak 27,64+ 2,51 - - - (ICso=70.76 3 34 pg/mL)
Ecballium elaterium Meyve 12,77+ 1,577 - - - -
Plantago lanceolata Yaprak 31,17+ 1,717 - - - -
99,65 + 0,08°
91,58 + 1,304 > i 60,10 + 2,39f 87,39 + 2,859 92,51 + 3,53"
Referanslar (1 mg/mL) (0,250 0,006 pg/mL) ('CS"; ;;3155 0,36 (ICso=41,84+ 1,35)  (ICso=27,95 % 0,3 pg/mL) (ICs=2,31+0,73 pg/mL)

3 Standard sapma, ° Final konsantrasyonu, ¢ Etki saptanmadi, ¢ Allopurinol 0,5 mg/mL, ¢ N-(Metoksisiiksinil)-Ala-Ala-Pro-Val-klorometil keton, " Baikalein 9 1,10-Fenantrolin, " Tannik
asit, ! Doz diisiildiigiinde etki kayboldu, I1Cso hesaplanamadi, ™ p < 0,01, ™ p < 0,0001, test gruplarn pozitif kontrol ile tek ydnlit ANOVA ardindan Dunnett'in goklu karsilagtirma testi
kullanilarak karsilastirilmagtir.
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Cizelge 4.2. Segilen ana ekstrelerin POP inhibitor aktiviteleri

Bitki Bitki kism POP Enzim 100
Inhibisyonu
(% Inhibisyon + I
S.S.%) I
200 pg/mLP° s
H. plicatum  Toprak Usti 99,99 + 0,01™""
B. vulgaris Meyve 95,24 + 5,84™"
U. dioica Toprak Ustii 49,83 £2,057 0
L. salicaria Yaprak 3408+ 1177+ & H. plicatum toprak ustl ekstresi
Bl B. vulgaris meyve ekstresi
B. oleraceae Yaprak 48,60 + 0,42 Bm U. dioica toprak tistii ekstresi
ini Bl L. salicaria yaprak ekstresi
Rosme_lrlnlk 83.48 + 424 yap |
asit Bl B. oleraceae yaprak ekstresi
Referanslar® ) ) B Rosmarinik asit
Gallik asit 34,16 £2,77 B Gallik asit
B Baikalein
Baikalein 70,76 + 3,14

Fokkk

a Standart sapma, ® Final konsantrasyon, €100 pg/mL, ™" p < 0,001, ™ p < 0,0001, test gruplar pozitif kontrol
ile tek yonlii ANOVA ardindan Dunnett'in coklu karsilastirma testi kullanilarak karsilagtirilmstir.

AYF islemi igin XO (ICso= 85,85+ 0,91 pg/mL) ve POP inhibitor aktivitesi (99,99% + 0,01)
en yiiksek olan H. plicatum ekstresi se¢ilmistir. Bitkiden hareketle sivi-sivi ekstraksiyon

teknigi ile alt ekstreler hazirlanmistir.

Alt ekstrelerinin enzim inhibitor aktivite sonuclari

Alt ekstrelerin enzim inhibitdr aktivitelerine (Cizelge 4.3) gore EtOAc alt ekstresi hem
hyaluronidaz (%76,28 £ 4,10) hem XO (ICso= 28,06 + 2,70 ug/mL) enzimine kars1 etkili
bulundugu icin ilerleyen izolasyon ¢alismalari i¢in secilmistir. AYF islemi boyunca EtOAc

alt ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin XO inhibitor aktiveleri degerlendirilmistir.



Cizelge 4.3. Helichrsyum plicatum ekstresinden hazirlanan alt ekstrelerin enzim inhibitor aktiviteleri

172

XO enzim inhibisyonu E_Ias'_[a_z enzim !_O_X_enzim Ko_laj(_an_az enzim Hyal_urc_m?daz enzim
(%inhibisyon + S.5?) inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu inhibisyonu
100 we/mLP (%inhibisyon + S.S) (%inhibisyon + S.S) (%inhibisyon + S.S) (%inhibisyon * S.S)
M 133,333 pg/mLP 100 pg/mLP 133,333 pg/mLP 133,333 pg/mLP
n-hekzan 35,59 + 2,96 - 39,87 £1,177 - 79,32 + 3,21"
74,80 + 1,637
DCM (ICso= 19,29 + 1,26 - 2,16+ 0,617 11,37 £2,33 -
pg/mL)
70,44 + 4,327
EtOAC (1Cs0= 28,06 + 2,70 - - - 76,28 £ 4,10
ng/mL)
n-BuOH 17,10 +£3,78™ - - - 58,41 £ 6,27
Su - - - - -
e h
Referanslar 91,58 & 1,30° (|c9 o0 3 jgsOf ?) 36 60,10 +2,39' (|087—’3297i9§’i58 37 (|c9:2{12 §13i53 73
(L mg/mL) (0,250 + 0,006 pg/mL) >0 woml) (ICso= 41,84 + 1,35) >0 woml) >0 wml)

a Standart sapma, ° Final konsantrasyonu, © Etki saptanmadi, ¢ Allopurinol (0,5 mg/mL) , ¢ N-(Metoksisiiksinil)-Ala-Ala-Pro-Val-klorometil keton, f Baikalein 9 1,10-
Fenantrolin, " Tannik asit, ' Doz diisiildiigiinde etki kayboldugu icin ICsp hesaplanamadi, ™ p < 0,01, ™" p < 0,001, ™™ p < 0,0001, test gruplari pozitif kontrol ile tek y&nlii

ANOVA ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak karsilastirilmastir.
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Sephadex kolon kromatogtafisinden elde edilen fraksiyonlarin XO inhibitor aktiviteleri

EtOAC alt ekstresinden Sephadex kolon kromatografisi teknigi ile fraksiyonlar toplanmis ve
fraksiyonlar XO inhibitor aktivitesi yoniinden degerlendirilmistir (Cizelge 4.4). En aktif
¢ikan Sep. Fr. 50-55 (ICs0=9,18 £ 0,31 ug/mL) ve Sep. Fr. 56-80 (ICso= 3,82 £ 0,17 png/mL)

fraksiyonlarindan izolasyon iglemlerine devam edilmistir.

Cizelge 4.4. Helichrsyum plicatum EtOAc alt ekstresinden elde edilen Sephadex kolon
kromatografisi fraksiyonlarinin enzim inhibitér aktiviteleri

XO enzim inhibisyonu
Sephadex fraksiyonlari (% Inhibisyon + S.S.%)
100 pg/mLP°
Sep. Fr. 1-7 27,62 +2217"
Sep. Fr. 8-14 10,34 + 1,717
Sep. Fr. 15-22 11,96 + 2,58
Sep. Fr. 23-28 22,73 + 1,497
Sep. Fr. 29-39 38,73 £3,077
62,97 5,747
Sep. Fr. 40-49 (ICs0=49.39 + 1,17 pg/mL)
89,98 + 2,44
SIEPL (P17 S5 (IC50=9,18 + 0,31 pg/mL)
90,54 + 2,14
Sep. Fr. 56-80 (IC50=3,82 £ 0,17 pg/mL)
. 91,58 £ 1,30
Allopurinol (0,5 mg/mL) (ICs0= 0,250 = 0,006 pg/mL)

Fokkk

3 Standart sapma, ° Final konsantrasyon, p < 0,0001, test gruplar1 pozitif kontrol ile tek yonlit ANOVA
ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak karsilagtirilmistir.

Silika jel kolon kromatogtafisinden elde edilen fraksiyonlarin XO inhibitor aktiviteleri

Sep. 50-55 fraksiyonundan silika jel kolon kromatografisi ve preparatif ITK ydntemleri ile
Madde 1 ve Madde 2 izole edilmistir. Elde edilen tiim fraksiyonlarin inhibitor aktiviteleri
Cizelge 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Sep. Fr. 50-55 fraksiyonundan elde edilen Silikajel kolon kromatografisi
fraksiyonlarinin enzim inhibitor aktiviteleri

XO enzim inhibisyonu
Silikajel kolon fraksiyonlar: (% Inhibisyon % $.8.%)
100 pg/mLP°
Si 1-4 T
(1Cs0= 0,269 £ 0,009 ng/mL)
Si5 77,95 + 3,797
(1Cs0= 0,421 £ 0,046 ng/mL)
Sio7 97,63 £0,13"
(I1Cs0= 1,342 £ 0,255 pg/mL)
_ 93,83 + 3,18°
Si 8-11 (I1Cs0= 0,285 + 0,019 pg/mL)
_ 96,72 + 1,22
Si 12-25 (ICso= 3,165 + 0,440 ug/mL)
_ 83,93 + 3,59°™
Si 26-29 (ICso= 3,978 + 0,293 pg/mL)
) 82,82 + 4,17
Si 30-33 (ICso= 4,866 + 0,205 pg/mL)
_ 93,46 + 2,72°
Si 35-37 (ICs0= 5,895 + 0,079 ug/mL)
Si 38-42 13,86 +0,28™"
_ 76,02 + 1,66
Si 43-46 (1Cs0= 33,868 + 3,760 pg/mL)
_ 82,83 +2,50™
S147-51 (ICs0= 6,955 + 0,496 ug/mL)
. 84,64 +3,93"
Si 52-58 (1Cs0= 34,035 + 1,558 pg/mL)
_ 76,92 + 4,38
Si 59-60 (ICs0= 54,013 + 2,826 pg/mL)
) 91,58 + 1,30
Allopurinol (0,5 mg/mL) (ICs0= 0,250 + 0,006 pg/mL)

Kok

a Standart sapma, ° Final konsantrasyon, c: 25 ug/mL, d: 5 pg/mL, e: 50 ug/MI, "p < 0,1, " p < 0,01, ™ p <
0,001, ™ p < 0,0001, test gruplart pozitif kontrol ile tek yonli ANOVA ardindan Dunnett'in ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilarak karsilastirilmistir.

Ters faz kolon kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarin XO inhibitor aktiviteleri

Sep. Fr. 56-80 fraksiyonundan ters faz kolon kromatografisi ile dort alt fraksiyon elde
edilmis, alt fraksiyonlarin XO inhibitor aktivitelerine (Cizelge 4.6) gore etkili ¢ikan RP1 51-
55 (ICso= 2,49 + 2,49 pg/mL) ve RP1 66-77’den (ICso= 1,56 = 0,17 pg/mL) VLC ile

izolasyon islemine devam edilmistir.



77

Cizelge 4.6. Sep. Fr. 56-80 fraksiyonundan elde edilen VLC fraksiyonlarinin enzim inhibitor

aktiviteleri
RP kolon XO enzim inhibisyonu
fraksiyonlari (% Inhibisyon = S.S.%)100 pg/mLP
RP1 21-27 71,44 £ 0,437 (1C50=49,72 + 0,39 ug/mL)
RP1 37-39 72,56 +3,29"""(1C50=37,02 + 1,76 ng/mL)
RP1 51-55 92,11 +2,00(IC50=2,49 + 2,49 ng/mL)
RP1 66-77 95,46 + 0,07 (1Cs50=1,56 + 0,17 pg/mL)
Allopurinol (0,5 _
mg/mL) 91,58 £ 1,30(1Cs0= 0,250 = 0,006 pg/mL)

a Standart sapma, ® Final konsantrasyon, *p < 0,1, . p < 0,0001, test gruplari pozitif kontrol ile tek yénlii
ANOVA ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak karsilastirilmigtir.

Saf maddelerin XO inhibitor aktiviteleri

VLC ve preparatif ITK ile bu alt fraksiyondan Madde 1, Madde 2 ve Madde 3 saf olarak
elde edilmistir. Elde edilen saf maddelere ait XO inhibitor aktiviteleri Cizelge 4.7’de

verilmistir.

Cizelge 4.7. izole edilen saf maddelerin enzim inhibitdr aktiviteleri

Izole edilen _ X0 enzim inhibisyonu
maddeler (% Inhibisyon + S.8.%)25 pg/mLP
Madde 1 - _

(Naringenin) 61,35 + 0,765 (ICso= 35,28 + 1,39 pg/mL)
Madde 2 (Apigenin) 62,37 £ 4,247 (1Cs0= 10,85 £ 2,22 ng/mL)
Madde 3 (Luteolin) 73,62 + 1,877 (1Cs0= 14,26 + 0,72 pg/mL)
Allopurinol . _

05 mg/mL) 91,58 + 1,30""*(ICs0= 0,250 = 0,006 pg/mL)

3 Standart sapma, ® Final konsantrasyon, 12,5 pg/mL, b <0,0001, test gruplar1 pozitif kontrol ile tek
yonli ANOVA ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak karsilastirilmistir.

4.2. Antioksidan Aktivite Tayinlerine Ait Bulgular

Tez gereclerimizi teskil eden bitkisel materyallerden hareketle hazirlanan %80 etanollii
ekstrelerin, 2 mg/mL stok konsantrasyonda nitrik oksit ve siiperoksit radikal siipiiriicii
aktivitesi Cizelge 4.8’de verilmistir. Nitrik oksit radikal siipiiriicii aktivite tayininde H.
plicatum (ICso= 152,70 + 3,68 ug/mL) ve L. salicaria (1Cso= 133,00 £+ 6,79 ug/mL) ana
ekstreleri yiiksek aktivite gostermistir. Stiperoksit radikal siipiiriicii aktivite tayininde deney
sonuglar1 vitamin C standart alinarak yapilmistir (Sekil 4.1). L. salicaria vitamin C esdegeri

cinsinden en yliksek etkiye sahip bulunmustur (274,77 vit C mg/ ekstre g).
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Vitamin C Standart Grafigi
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Sekil 4.1. Vitamin C standart egrisi grafigi

Cizelge 4.8. Tez materyallerinden hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktiviteleri

Bitki materyali Kisim Nitrik oksit radikal siipiiriicii Siiperoksit radikal siipiiriicii
aktivite (%inhibisyon + S.S?) aktivite (Vitamin C esdegeri)
. 75,95+ 0,17
icek ' ! 39,76
Berberis vulgaris ¢ Ve =28 50 6010 il )
Meyve 67,88+7.27™" 48,33
y (ICso= 326,70 % 4,10 pg/mL) ’
Brassica oleraceae Yaprak 44,52 +1,04™ 0,003
. - 53,15+ 3,517
Capsella bursa pastoris | Toprak iistii (ICso= 433,25 + 11,53 jg/mL) 1,3
- o 70,72 £0,437
Lamium album Toprak iistii (ICso= 315,00 £ 5,52 pg/mL) 3,56
. 79,31+0,86""
Plantago major Yaprak (ICso= 208,30 £ 3.68 pg/mL) 15,80
Urtica dioica Toprak {istii 47,18 £1,28™" 1,97
Capsicum annuum Meyve 36,04 +0,95 " 0,19
8 o 82,66 +0,36™
Helychrysum plicatum Toprak iistii (ICso= 152,70 + 3,68 pg/mL) 73,38
L 51,90 + 0,00
Sesamum indicum Tohum (ICso= 488,73 £ 0.81 pg/mL) 0,17
53,27 £ 4,58
IR (ICsg= 499,80 % 0,14 ng/mL) 4,54
Crataegus monogyna e
Yaprak 81,30 +0,20 80,09
(|Cso: 165,05+ 0,07 pg/mL) '
. 74,07 £ 1,407
Sambucus ebulus Gieek (ICs0= 270,70 £ 1,98 ug/mL) 3,29
Yaprak 7254+1,19™" 4,96
P (ICso= 312,70 + 4,68 pg/mL) ’
. 86,58 + 0,55
Lythrum salicaria Yaprak (ICso= 133,00 £ 6,79 pg/mL) 274,77
. . 59,86 + 1,88
Ecballium elaterium Meyve (ICso= 432,40 £ 0,57 pg/mL) 0,08
78,91 +3,39™
Plantago lanceolata Yaprak (ICso= 260,40 £ 1,70 pg/mL) 6,58
. . 92,72+0,10
Vitamin C (1 mg/mL) (ICso= 25,28 + 2,98 pg/mL) -

aStandard sapma, ™ p < 0,01, ™ p < 0,001, " p < 0,0001, test gruplar pozitif kontrol ile tek yonlii ANOVA

ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak karsilastirilmastir.
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4.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

H. plicatum toprak ustii (HP), L. salicaria yaprak (LS), B. vulgaris meyve (BVM) ve B.
oleraceae yaprak (BOA), U. dioica toprak lsti (UD) ekstreleri MTT ¢alismalart ile
sitotoksik aktiviteleri yoniinden degerlendirilmistir. Sekil 4.2’de her ekstrenin kendi i¢indeki
farkli konsantrasyonlar1 karsilastirilarak canlilik yiizdeleri degerlendirilmistir. Sekil 4.3’de
kontrol (K), ¢coziicii kontrol (DMSO K) ve bes ekstrenin farkli konsantrasyonlarda HUVEC
hiicreleri iizerindeki hiicre canliligi verilmistir. H. plicatum (1000 pg/mL) (%2142) hiicre
canliligin1 artirarak proliferatif etki gostermistir. B. oleraceae ekstresi (%73) 6zellikle 62,5

pg/mL'de hiicre canliligini diisiirmiistiir.
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Sekil 4.2. Ekstrelerin farkli konsantrasyonlarda sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
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Sekil 4.3. Ekstrelerin sitotoksik etkilerinin  farkli konsantrasyonda birbiri ile
karsilastirilmasi, “p < 0,1, “p < 0,001, *™ p < 0,0001, test gruplar1 negatif
kontrol ile tek yonli ANOVA ardindan Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi
kullanilarak karsilastirilmisgtir.
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4.4. Fitokimyasal Cahsmalara Ait Bulgular

Aktivite yonlendirmeli izolasyon c¢alismalari sonucunda, H. plicatum toprak {istii
ekstresinden madde 1, madde 2 ve madde 3 izole edilmistir. Bu bilesiklerin yapilarinin
aydinlatilmas: igin H-NMR, *C-NMR, HMBC, COSY ve HMQC spektroskopik

yontemleri ve kiitle spektroskopisi kullanilmistir.

4.4.1. izole edilen madde 1’in yap1 tayini cahsmalarina ait bulgular

Naringenin (Madde 1)

Formiil: C15H120s5

Molar kiitle: 272,257 g/mol

Kimyasal adi: 5,7-Dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)kroman-4-on

Acik sar1 renkli, kat1 toz formunda olan Madde 1 kodlu bilesik ITK analizinde vanilin/H2SO4

reaktifi ile 110°C’ de kirmizi renk vermektedir. UV 366 nm’de sar1 floresans gozlenmistir

(Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Naringenin molekiilii

Bilesigin *'H NMR spektrumunda 81 12,15 (s, 1H)* de gériilen sinyal cifti naringenin 5-OH
ve 7-OH protonlarina isaret etmektedir. o1 7,31 (d, J = 8,3 Hz, 1H) ve 61 6,79 (d, J = 8,1 Hz,
1H) B halkasinda aromatik yapida yer alan protonlara karsilik gelmektedir. dn 5,87 (s, 1H)
A aromatik halkasinda yer alan diger protonlara isaret etmistir. on 5.44 (d, J = 12,5 Hz, 1H)
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C-2 protonuna isaret etmektedir. on 3,26 (s, 1H) ve o1 2.67 (d, J = 17,0 Hz, 1H) C-3a ve 3b
protonlarina isaret etmektedir (Sekil 4.5). HMBC sonuglarina gore bilesigin C-4
konumundaki karbonil grubunun verdigi sinyal ile C-3’de yer alan protonlarin sinyalleri

etkilesim gostermektedir.

13C NMR spektrumunda OH grubunun bagl oldugu C-5, C-7 ve C-4’ karbonlar1 5c 165,62,
dc 163,93 ve 6c 158,20 sinyallerini vermistir. C-6 ve C-8 dc 95,44 ve 6c 96,31, C-2°, C-6°,
C-3’ ve C-5" karbonlar1 8¢ 128,79 ve 6c 115,62 ppm’de sinyallerini vermistir. C-2: 6c 78,87,
C-9: 8¢ 163,39, C-1": 6c 129,96, C-3: d¢c 42,44 sinyallerini vermistir (Cizelge 4.9 ve Sekil
4.6). HMBC’de yer alan verilere gore C-3 protonlari ile uzak mesafeli etkilesim yapan 6c
196,63 sinyali C-4’deki karbonil grubuna isaret etmektedir. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9’da COSY,
HMBC ve HMQC spektrumlart verilmistir. Naringenin i¢in yapilan LC-MS QTOF
analizinde bilesigin kiitlesi [M-H]" 265,1499 g/mol olarak bulunmus ve madde 1’in

naringenin oldugu kiitle spektrumu ve literatiir verileri ile teyit edilmistir (Sekil 4.10) [283].

Cizelge 4.9. Naringenin molekiiliine ait **C ve *H NMR spektrum sonuglari

C/H |3Cppm | & H ppm | J (Hz)
C Halkasi

1 - - -

2 78,87 (Alifatik karbon) 5,44 (C-H protonu) 12,5 Hz
3 42,44 (Alifatik karbon) 3,26, 2,67 (C-H protonu) 17,0 Hz
4 196,63 (C=0, Karbonil grubu) - -

A Halkasi

5 163,95 (C-O, Aromatik karbon) | 12,15 (Fenolik hidroksil, OH) | -

6 96,31 (Aromatik karbon) 5,87 (Aromatik protonlar) -

7 165,62 (C-O, Aromatik karbon) | 12,15 (Fenolik hidroksil, OH) | -

8 95,49 (Aromatik karbon) 5,87 (Aromatik protonlar) -

9 163,39 (Aromatik karbon) - -

10 102,14 (Aromatik karbon) - -

B Halkasi

I’ 129,96 (Aromatik karbon) - -

2’ 128,79 (Aromatik karbon) 7,31 (Aromatik protonlar ) 8,3 Hz
3’ 115,62 (Aromatik karbon) 6,79 (Aromatik protonlar ) 8,1 Hz
4 158,20 (C-O, Aromatik karbon) | - -

5’ 115,62 (Aromatik karbon) 6,79 (Aromatik protonlar) 8,1 Hz
6’ 128,79 (Aromatik karbon) 7,31 (Aromatik protonlar ) 8,3 Hz
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4.4.2. Tzole edilen madde 2’in yap1 tayini calismalarina ait bulgular

Apigenin (Madde 2)

Formiil: C15H100s5

Molar kiitle: 270,0528 g/mol
Kimyasal adi: 5,7-dihidroksi-2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on
Beyaz renkli, kat1 toz formunda olan Madde 2 kodlu bilesik ITK analizinde vanilin/H,SO4

reaktifi ile 110°C’ de sar1 renk vermektedir. UV366 nm’de kirmizi floresans gozlenmistir

(Sekil 4.11).

HO

OH O

Sekil 4.11. Apigenin molekiili

Bilesigin *H NMR spektrumunda 8y 12,96 (s, 2H) ve 8u 10,78 (s, 2H) goriilen sinyal ¢ifti
apigenin 5-OH, 7-OH ve 4’OH protonlarina isaret etmistir. o1 7,92 (dd, J = 8,7, 2,5 Hz, 5H)
ve 61 6,93 (dd, J=8,7, 2,5 Hz, 5H) B halkasinda aromatik yapida yer alan protonlara karsilik
gelmektedir. 81 6,77 (d, J=2,5 Hz, 2H) ve 6n 6,46 (d, J=2,7 Hz, 2H) A aromatik halkasinda
yer alan diger protonlara isaret etmektedir. o4 6,17 (d, J = 3,1 Hz, 2H) C-3 protonuna isaret
etmektedir. Apigenin'deki aromatik halka protonlar1 genellikle 6-8 ppm aralifinda
gorilmustiir (Sekil 4.12).

Bilesigin *C NMR spektrumunda 8¢ 182,12 sinyali C-4’deki karbonil grubuna isaret
etmektedir. OH grubunun bagli oldugu C-5, C-7 ve C-4’ karbonlar1 6c 165,27, oc 161,91 ve
dc 161,76 sinyallerini vermistir. C-6 ve C-8 dc 94,50 ve oc 103,22 sinyallerini, C-2°, C-6°,
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C-3’ ve C-5’ karbonlar1 6c 128,90 ve dc 116,45 ppm’de sinyal vermistir. C-2: 6c164,11, C-
1’: 0c 121,57, C-3: 99,45, C-9: oc 103,92 ve C-10: ve oc 157,82 sinyallerini vermistir.
(Cizelge 4.10 ve Sekil 4.13). Sekil 4.14, 4.15 ve 4.16’de COSY, HMBC ve HMQC
spektrumlar1 verilmistir. Apigenin i¢in yapilan LC-MS QTOF analizinde bilesigin kiitlesi
[M-H] 269,0495 g/mol olarak bulunmus ve madde 2’nin apigenin oldugu kiitle spektrumu
ve literatiir verileri ile teyit edilmistir (Sekil 4.17) [284].

Cizelge 4.10. Apigenin molekiiliine ait **C ve TH NMR spektrum sonuglar1

C/H 6 C ppm 6 H ppm J (Hz)

C Halkasi

1 - - -

2 164,11 (Aromatik karbon) - -

3 99,45 (Aromatik karbon) 6,17 (Aromatik protonlar) 3,1 Hz

4 182,12 (C=0, Karbonil grubu) | - =

A Halkasi

5 161,91 (C-O, Aromatik karbon) | 12,96 (Fenolik hidroksil, OH) | -

6 94,50 (Aromatik karbon) 6,46 (Aromatik protonlar) 2,7 Hz

7 165,27 (C-O, Aromatik karbon) | 12,96 (Fenolik hidroksil, OH) | -

8 103,22 (Aromatik karbon) 6,77 (Aromatik protonlar) 2,5 Hz

9 103,92 (Aromatik karbon) - -

10 157,82 (C-O, Aromatik karbon) | - -

B Halkas1

I’ 121,57 (Aromatik karbon) - -

2’ 128,90 (Aromatik karbon) 7,92 (Aromatik protonlar) 8,7,2,5Hz
3’ 116,45(Aromatik karbon) 6,93 (Aromatik protonlar) 8,7,2,5Hz
4 161,79 (C-O, Aromatik karbon) | 10,78 (Fenolik hidroksil, OH) | -

5’ 116,45 (Aromatik karbon) 6,93 (Aromatik protonlar) 8,7,2,5Hz
6’ 128,90 (Aromatik karbon) 7,92 (Aromatik protonlar ) 8,7,2,5Hz
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4.4.3. Tzole edilen madde 3’iin yapi tayini calismalarina ait bulgular

Luteolin (Madde 3)

Formiil: C15H1006

Molar Kkiitle: 286,24 g/mol

Kimyasal adi: 2-(3,4-Dihidroksifenil)-5,7-dihidroksi-4H-kromon-4-on

Sar1 renkli, kat1 toz formunda olan Madde 3 kodlu bilesik ITK analizinde vanilin/H2SO4

reaktifi ile 110°C’ de koyu sar1 renk vermektedir. UV366 nm’de kirmizi floresans
gozlenmistir (Sekil 4.18).

OH

Sekil 4.18. Luteolin molekiilii

Luteolin molekiiliine ait *H NMR spektrumunda 8n 13,03 (s, 1H) sinyali C-5 ve C-7’deki
OH grubuna, 4 6,82 (d, J = 8,4 Hz, 1H) C-5’ konumundaki protona igaret eder. HMBC
verilerinde de goriilen o 6,12 ve on 6,38 sinyalleri A halkasindaki, én 7,37 ve on 7,39

sinyalleri B halkasindaki, 6n 6,57 sinyali C halkasindaki aromatik yapida yer alan protonlara
karsilik gelmektedir (Sekil 4.19).

Bilesigin C NMR spektrumunda 8c 182,9 sinyali C-4’deki karbonil grubuna isaret
etmektedir. OH grubunun bagh olan C-5, C-7, C-3 ve C-4’ karbonlariin HMBC
verilerinde dc 166,13, d¢c 164,42, d¢c 151,96 ve 146,81 sinyallerini verdigi goriilmiistiir.
HMBC verilerinde C-6 ve C-8, dc 99,82 ve oc 94,41, C-2°, C-6’ ve C-5" karbonlar1 6c
113,31, 119,32 ve 116,40 ppm’de sinyal vermistir. C-2: ¢165,71, C-9: d¢c 161,84, C-1’: dc
120,61, C-3 ve C-10: oc 102,40 ve oc 103,43 sinyallerini vermistir. (Cizelge 4.11 ve Sekil
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Sekil 4.21, 4.22 ve 4.23’de COSY, HMBC ve HMQC spektrumlar1 verilmistir.

Luteolin i¢in yapilan LC-MS QTOF analizinde bilesigin kiitlesi [M-H] 285,04 g/mol olarak

bulunmus ve madde 3’tin luteolin oldugu kiitle spektrumu ve literatiir verileri ile teyit

edilmisti

Cizelge 4.11. Luteolin molekiiliine ait **C ve *H NMR spektrum sonuglari

r (Sekil 4.24) [285].

C/H | dCppm 6 H ppm J (Hz)
C Halkas

1 - - -

2 165,71 (Aromatik karbon) - -

3 102,40 (Aromatik karbon) 6,57 (Aromatik protonlar) -

4 182,9 (C=0, Karbonil grubu) - =

A Halkasi

5 164,42 (C-O, Aromatik karbon) | 13,03 (Fenolik hidroksil, OH) | -

6 99,82 (Aromatik karbon) 6,12 (Aromatik protonlar) -

7 166,13 (C-O, Aromatik karbon) | 13,03 (Fenolik hidroksil, OH) | -

8 94,41 (Aromatik karbon) 6,38 (Aromatik protonlar) -

9 161,84 (Aromatik karbon) - -

10 103,43 (Aromatik karbon) - -

B Halkas1

I’ 120,61 (Aromatik karbon) - -

2’ 113,31 (Aromatik karbon) 7,37 (Aromatik protonlar) 9,0 Hz
3’ 146,81 (Aromatik karbon) - -

4 151,96 (C-O, Aromatik karbon) | - -

5’ 116,40 (C-O, Aromatik karbon) | 6,82 (Aromatik protonlar) 8.4 Hz
6’ 119,32 (Aromatik karbon) 7,39 (Aromatik protonlar) -
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Sekil 4.19. Luteolin (Madde 3) bilesigine ait *H NMR spektrumu
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Sekil 4.20. Luteolin (Madde 3) bilesigine ait 3C NMR spektrumu
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4.4.4. LC-MS/MS analiz sonuglari

H. plicatum toprak usti etanollii ekstresinde gergeklestirilen fitokimyasal analiz
calismasinda 53 fenolik bilesigin analizi yapilmis ve toplam 20 fenolik bilesik saptanmigtir
(Sekil 4.25 ve Cizelge 4.12). Kinik asit (22,649 mg/g ekstre), klorojenik asit (14,573 mg/g
ekstre), izokersitrin (14,371 mg /g ekstre), kosmosiin (9,885 mg /g ekstre) ve astragalin
(11,506 mg /g ekstre) major bilesen olarak tespit edilmistir. H. plicatum’dan AYF islemi
sonucu elde edilen naringenin, apigenin ve luteolin bilesikleri sirasiyla 1,457 mg/g ekstre,
1,368 mg/g ekstre ve 2,518 mg/g ekstre oranlarinda bulunmustur. Ayrica H. plicatum’da
benzoik asit, fumarik asit, gallik asit, protokatesik asit, kafeik asit, protokatesik aldehit,
salisilik asit, sinarozit, kersetin, kemferol, amentoflavon ve akasetin bilesikleri diisiik

oranlarda bulunmaktadir.
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Sekil 4.25. Helichrysum plicatum etanollii ekstresi LC-MS/MS kromatogrami
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Cizelge 4.12. Helichrsyum plicatum etanollii ekstresinde fenolik bilesiklerin LC-MS/MS ile
tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi

No.

©O© oo ~NO Ul WwN -

=
o

11
12
13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

R.T.

Analitler

Kinik asit
Fumarik asit
Akonitik asit
Gallik asit
Epigallokatesin
Protokatesik asit
Katesin

Gentisik asit
Klorojenik asit
Protokatesik asit
aldehit

Tannik asit
Epigallokatesin gallat
1,5-dikaffeoilkinik
asit

4-OH Benzoik asit
Epikatesin
Vanilik asit
Kafeik asit
Sirinjik asit
Vanilin

Sirinjik aldehit
Daidzin
Epikatesin gallat
Piseit
p-Kumarik asit
Ferulik asit-D3-IS
Ferulik asit
Sinapik asit
Kumarin
Salisilik asit
Sinarozit
Miquelianin
Rutin-D3-IS
Rutin
[zokersitrin
Hesperidin
0-Kumarik asit
Genistin
Rosmarinik asit
Elajik asit
Kosmosiin
Kersitrin
Astragalin
Nikotiflorin
Fisetin

Daidzein
Kersetin-D3-1S
Kersetin
Naringenin
Hesperetin
Luteolin
Genistein
Kemferol
Apigenin
Amentoflavon
Krizin

Akasetin

Alikonma zamant,

RT®

3,0
39
40
44
6,7
6.8
74
8,3
84
85

9,2
9,4
9,8

10,5
11,6
11,8
121
12,6
139
14,6
15,2
15,5
17,2
17,8
188
188
189
20,9
218
23,7
24,1
25,5
25,6
25,6
25,8
26,1
26,3
26,6
27,6
28,2
29,8
30,4
30,6
30,6
34,0
35,6
35,7
359
36,7
36,7
36,9
379
38,2
39,7
405
40,7

M.L.
(m/z)P°

190,8
115,2
1728
168,8
304,8

152,8
288,8
152,8
353,0
137,2

182,8
457,0
515,0

137,2
289,0
166,8
179,0
196,8
153,1
181,0
4171
441,0
391,0
163,0
196,2
192,8
2228
146,9
137,2
447,0
4770
612,2
608,9
463,0
611,2
162,8
431,0
359,0
301,0
431,0
447,0
447,0
592,9
285,0
253,0
304,0
301,0
270,9
301,0
284,8
269,0
285,0
2688
537,0
252,8
283,0

iyon
modu

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Neg
Neg
Neg

Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Poz
Neg
Poz
Neg
Poz
Neg
Neg
Neg
Neg
Poz
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Poz
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg
Neg

Denklem

y=-0,0129989+2,97989x
y=-0,0817862+1,03467x
y=-0,7014530+32,9994 x
y=0,0547697+20,8152x
y=-0,00494986+0,0483704x

y=0,211373+12,8622x
y=-0,00370053+0,431369 x
y=-0,0238983+12,1494x
y=0,289983+36,3926x
y=0,257085+25,4657x

y=0,0126307+26,9263x
y=-0,0380744+1,61233x
y=-0,0164044+16,6535x

y=-0,0240747+5,06492x
y=-0,0172078+0,0833424x
y=-0,0480183+0,779564x
y=0,120319+95,4610x
y=-0,0458599+0,663948x
y=0,00185898+20,7382x
y=-0,0128684+7,90153x
y=9,45747+152,338x
y=-0,0142216+1,06768x
y=0,00772525+25,4181x
y=0,0249034+18,5180x
y=-0,0735254+1,34476x
y=-0,0929932+0,836324x
y=0,0633397+136,508x
y=0,239287+153,659x
y=0,280246+6,13360x
y=-0,00991585+5,50334x
y=-0,0771907+2,89868x
y=-0,111120+4,10546x
y=0,139055+13,2785x
y=0,00837193+11,2147x
y=1,65808+7,57459x
y=-0,0117238+8,04377x
y=0,00877034+0,663741x
y=-0,708662+8,62498x
y=-0,00153274+3,20368x
y=0,00825333+3,51189x
y=0,00499333+2,62351x
y=0,0365705+8,09472x
y=-0,0329252+6,23004x
y=+0,00597342+3,39417x
y=-0,00393403+14,6424x
y=+0,0442350+6,07160x
y=-0,0541723+30,7422x
y=-0,00507501+12,1933x
y=-0,00459557+3,13754x
y=0,119018+34,8730x
y=0,727280+33,3658x
y=-0,0777300+18,8873x
y=-0,559818+163,062x

ch

0,996
0,995
0,971
0,999
0,998
0,957
0,999
0,997
0,995
0,996

0,999
0,999
0,999

0,999
0,996
0,999
0,999
0,998
0,996
0,999
0,996
0,997
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,997
0,999

0,999
0,998
0,999
0,999
0,991
0,999
0,999
0,998
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999

0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,998
0,992
0,999
0,997

YMI (m/z): Standart analitlerin molekiiler iyonlari
katsay1s1, ‘RSD: Bagil standart sapma, ®LOD/LOQ (pug/L): Tespit/miktar sinirt

RSD%

0,69
1,05
2,07
1,60
1,22
1,43
2,14
1,81
2,15
2,08

2,40
1,30
2,42

1,24
1,47
1,92
111
1,18
1,10
2,51
2,25
163
1,94
1,92
1,44
145
2,11
148
1,56
131
138
2,13
1,84
2,11
2,01
1,24
157
1,65
2,24
2,08
148
1,75
2,18

1,89
2,34
2,47
1,67
1,48
1,49
1,17
1,35
1,46
1,67

LOD/LOQ
(ng/L)*

25,7/33,3
135,7/167,9
16,4/31,4
13,2/17,0
237,5/265,9

21,9/38,6
55,0/78,0
18,5/28,2
13,1/17,6
15,4/22,2

15,3/22,7
61,0/86,0
5,8/9,4

68,4/88,1
139,6/161,6
141,9/164,9
7,7/9,5
82,3/104,5
24,5/30,4
19,7/28,0
7,0/9,5
19,5/28,5
13,8/17,8
25,9/34,9
11,8/15,6
65,2/82,3
214,2/247,3
6,0/8,3
12,1/16,0
10,6/14,7
15,7/22,7
8,7/13,5
19,0/26,0
31,8/40,4
14,9/21,7
16,2/21,2
56,9/71,0
6,3/9,2
4,8/6,4
6,6/8,2
11,9/16,7
10,1/12,7
9,8/11,6

15,5/19,0
2,6/3,9
7,1/9,1
2,6/4,1
3,7/5,3
10,2/15,4
1,312,0
2,8/5,1
15/2,8
1525

(mg
analit/g
ekstre
22,649

0,656

0,021

0,236

14,573
0,069

0,055

0,032
1,634

14,371

9,885

11,506

0,319
1,457

1,368
0,091
2,518
0,003

0,005

(m/z oran1), °r% Regresyon
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5. TARTISMA

KVY, alt ekstremitede kanin geriye dogru akisiyla karakterize, yasam kalitesini diisiiren ve
yayginligi giderek artmakta olan bir rahatsizliktir [286]. Bacak agrisi ve bacaklarda agirlik
hissi semptomlar arasinda yer alirken, klinik belirtiler arasinda varisli damarlar, 6dem, cilt
renginin degismesi, lipodermatoskleroz ve siddetli vakalarda vendz {ilserasyon yer
almaktadir [287]. KVY’den sorumlu kesin patofizyolojik mekanizma hala belirsizdir. Alt
ekstremitenin yiizeysel, perforator ve derin venlerindeki kapak yetersizligi, kas pompasinin
islev bozuklugu, vendz obstriiksiyon, venoz kanin geri doniisiinde bozulma ve dolayisiyla
vendz basingta meydana gelen artis (vendz hipertansiyon) KVY’nin ana nedenleridir [288].
KVY’nin tedavisini girisimsel tedavi, kompresyon tedavisi ve oral farmakolojik tedavi
olusturmaktadir. Ven6z fonksiyonu iyilestirmeye yonelik girisimsel tedavi segenekleri,
diger semptomatik tedavi secenekleri kullanilmadan 6nce birinci basamak yaklasim olarak
kabul edilir. Girisimsel bir yaklasim uygulanamiyorsa veya istenmiyorsa veya semptomlar
terapotik bir miidahaleden sonra devam ediyorsa, semptom bazli tedavi seceneklerinden
kompresyon ve farmakolojik tedavi tek basina veya kombinasyon halinde kullanilabilir
[289]. Farmakolojik tedaviyi olusturan en 6nemli ilag grubu venoaktif ilaglardir.Venoaktif
ilaglar uzun yillardir KVY tedavisinde kullanilmaktadir [290]. Venoaktif preparatlarin
etkinligine iligkin kapsamli bir incelemede, damarla iligkili agr1, bacak agirlig1 ve/veya sislik
hissi tedavisi icin MPFF, hidroksietilrutozitler, at kestanesi ekstresi, kirmizi asma yapragi
ekstresi ve Ruscus ekstreleri onerilmektedir [291, 292]. Bu ilaglarin temel etki bigimleri
kilcal gegirgenligi azaltmaya, enflamatuvar medyatorlerin salinimini azaltmaya veya vendz
tonu iyilestirmeye dayanir. Genel olarak, farkli bitkilerden elde edilen flavonoitlerin veya
flavonoit agisindan zengin fraksiyonlarin uygulanmasi, terap6tik amaglara ulagsmada yararli
olmustur. Damar duvarlari tizerinde yararh etkilere sahip diger bir sekonder metabolit grubu
triterpenik saponinlerdir. Triterpenik saponinlerin etki mekanizmalar1 kismen farklidir ve
damar duvari yapisinin bozulmasindan sorumlu olan belirli enzimlerin inhibisyonunu igerir
[26, 54]. Avrupa Ilag Ajanst (EMA), koklii kullanim (bir bitkisel ilacin aktif bileseninin 10
yildan uzun siiredir kullanilmas1 ve etkinliginin ve giivenliginin iyi bir sekilde belirlenmis
olmas1) ile geleneksel kullanim arasinda ayrim yapmaktadir. Bu siniflandirmaya gore,
Hippocastani semen ve Vitis viniferae folium ekstreleri kokli kullanim kategorisindedir.
Ginkgonis folium, Meliloti herba, Rosmarini aetheroleum, Rusci rhizoma ve Myrtilli fructus

recens, KVY semptomlari i¢in geleneksel olarak kullanilabilir [26].
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Vendz patofizyolojide, yiikselen vendz basing ve akim kuvvetindeki degisim, damar
duvarlarinda ve kapakgiklarda anormal bir biyomekanik ortam olusturur. Biyomekanik
anormallikler, endotel disfonksiyonuna neden olarak, ekstraseliiler matrisi parcalayan ve
buna karsilik bir 16kosit infiltrasyonu ve enflamasyon kaskadini harekete geciren enzimlerin

erken salinmasina ve aktive olmasina yol acar [79].

Varisli damar patolojisinde rol oynayan enzimler arasinda XO yer almaktadir. Damar
katmanlar1 ve ¢evre dokular etkileyen kan durgunlugu ve hipoksi nedeniyle ATP, ksantin
dehidrogenazin (XD) XO’a doniismesiyle hipoksantine pargalanir. Ek olarak aktive olmus
notrofiller de endotel hiicreleriyle etkileserek, XD'm XO'a doniisiimiine neden olur [62,
293]. XO, asir1 serbest radikal liretimine neden olarak hastaligin daha ileriye gitmesine yol
acar [62]. Yapilan baska bir ¢alismada elastaz enziminin XD’ XO’a doniisiimiine katkida
bulundugu gosterilmistir. Elastaz inhibitorlerinin, uyarilan nétrofiller tarafindan XD’in
oksidaza doniislimiinii, notrofillerin endotel hiicre monokatmanina yapigmasini
engellemeden 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gosterilmistir [293]. Lokosit elastazi, notrofiller
tarafindan aracilik edilen damar duvarinin iltihab1 ve hiicre dis1 proteolizinden sorumlu olan
major bir proteinazdir, doku gegirgenligini artirir ve néotrofillerin enflamasyon bolgesine
gociinii kolaylastirir [197]. Kolajenaz, hyaluronidaz ve elastaz enzimleri, proteoglikan
sentezinin azaldig1 durumlarda venoz yapilarda hasara neden olur [294]. Calismalar, varisli
damarlar1 olan hastalarda alt ekstremitelerin vendz kaninda elastaz ve kolajenaz gibi
MMP’larin arttigini géstermistir. Bu nedenle MMP'daki artisin venoz yetersizligin temel bir
aracist olarak kabul edilebilecegi 6ne siirtilmiistiir [79, 295]. Artan hyaluronidaz aktivitesi
ise yalnizca ECM bozunumu ve artan doku gecirgenliginden sorumlu degildir, ayn1 zamanda
gliclii bir enflamasyon indiikleyicisi oldugu bilinen hyaluronanin ortaya ¢ikmasina da yol
acar [296]. Hyaluronidaz, diisik molekiiler agirlikli hyaluronik asit pargalari tiretmek i¢in
vaskiiler endotel hiicrelerinin biitiinliglinii ve gecirgenligini korumada 6nemli bir rol
oynayan glikokaliksi pargalar. Endotel hiicrelerinde enflamasyon ve hasara neden olabilir
[297]. Proenflamatuvar enzimlerden biri olan LOX iiriinleri, ateroskleroz ve varisli damarlar
dahil olmak tizere enflamasyonun aracilari olarak bilinir. Yiiksek LOX aktivitesi ayrica
peroksil radikallerinin ve diger serbest radikallerin olusumunda artisa neden olur [53].
Yapilan bir ¢aligmada, POP enziminin inhibisyonunun vendz duvardaki anormallikleri

diizelttigi ve KVY ’nin enflamasyon siirecini azalttig1 belirlenmistir [57].
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Bu nedenle, bu tez kapsaminda segilen bitki ekstrelerinin varisle iliski enzimlerden XO,
hyaluronidaz, elastaz, kolajenaz ve POP enzimlerine karsi inhibitor aktiviteleri
degerlendirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde POP (99,99% + 0,01) ve XO’a (ICso=
85,85 £ 0,91 ug/mL) Kkars1 en yiiksek inhibitor aktivite gosteren H. plicatum ana ekstresi
izolasyon caligmalari i¢in seg¢ilmistir. Tezde en yiiksek aktivite gosteren tiir olarak secilen
H. plicatum’un daha 6nce varis ile iliskilendirilen enzimlerin inhisyonuna yonelik ¢alismasi

bulunmamaktadir.

Halk arasinda varis tedavisi i¢in kullanilan diger bitkilerin aktivitesi degerlendirildiginde, B.
vulgaris meyve ekstresinin (95,24% + 5,84) POP enzimine kars1 yiiksek inhibitor aktivite
gosterdigi bulunmustur. Bu etkinin bitkinin major bileseni oldugu bilinen berberinden [298]
kaynaklanmis olabilecegi ongoriilmektedir. Yapilan calismalarda berberinin (ICso= 142,0 +
21,5 uM) giiglii bir POP inhibitérii oldugu dogrulanmistir [299, 300]. LOX enzimine karsi
inhibitor aktivitesi en yiiksek olan U. dioca (45,82% =+ 2,48) iizerinde yapilan ¢aligmalara
bakildiginda, bitkinin enflamasyonu azalttigina dair bir¢ok veri mevcuttur. U. dioica deney
hayvanlarina oral olarak uygulandiktan sonra sican penge 6demini indometazine benzer
sekilde inhibe etmistir. Bu antienflamatuvar aktivite LOX ve sitokin
tiretiminin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir [204]. S. indicum tohumlar1, U. dioica’dan
sonra LOX enzimine kars1 orta derecede inhibitor aktivite (ICso= 41,07 + 3,77) gostermistir.
Yapilan caligmalar susamda bulunan lignan yapisindaki sesamoliin doza bagli sekilde
(1Cs0= 51,84 uM) kuvvetli LOX inhibitér 6zellige sahip oldugunu gostermistir [301].
Hyaluronidaz enzimine karsi en yiiksek inhibitor aktiviteyi L. salicaria yaprak ekstresi
(ICs0= 70,76 + 3,34 png/mL) gostermistir. Bir ¢alismada, L. salicaria toprak tistii kisminin,
ICs0 = 10,1 + 1,2 pg/mL ile doza baglh bir sekilde hyaluronidaz aktivitesini inhibe ettigi
ve 20 pg/mL konsantrasyonda %94.,4 + 0,6 inhibisyona ulastig1 gosterilmistir [296]. Bagka
bir ¢calismada L. salicaria’nin 10 pg/mL konsantrasyonunda %64,9 (1Cso= 8,1 £ 0,8 pg/mL)
hyaluronidaz enzim inhibisyonu gosterdigi bulunmustur [302]. Bununla birlikte, L.
salicaria’nin NO radikal (ICso= 133,00 + 6,79 pg/mL) ve siiperoksit anyonu siipiiriicii
(274,77 vit C mg/g ekstre) aktivite deneylerinde de ekstreler arasinda en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. Yapilan baska bir ¢alismada, farkli yontemlerle
hazirlanan L. salicaria yaprak ekstrelerinin NO radikal siipiiriicti etkilerinin 0,73 + 0,03
mg/mL ile 1,41 = 0,07 mg/mL 1Cso degerleri arasinda oldugu tespit edilmesine ragmen
pozitif kontrol olarak kullanilan kersetine (ICso= 0,16 + 0,01 mg/mL) gore aktivitesi zayif
bulunmustur [303]. Bu tez kapsaminda yapilan NO radikal siipiiriicii aktivite deneyinde L.
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salicaria’nin pozitif kontrol olarak kullanilan vitamin C’den (ICso= 25,28 + 2,98 pg/mL)
daha zay1f etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismanin, daha dnce yapilan ¢alismalarla benzer

sekilde sonug verdigi soylenebilir.

In vitro aktivite ve izolasyon g¢alismalarina H. plicatum %80 etanol ekstresinden devam
edilerek sivi-sivi ekstraksiyon teknigi ile sirasiyla n-hekzan, CH.Cl,, EtOAc, n- BUuOH ve
kalan su alt ekstreleri hazirlanmigtir. XO (ICso= 28,06 + 2,70 pg/mL) ve hyaluronidaz
(76,28% = 4,10) enzimine kars1 en aktif ¢ikan EtOAc alt ekstresinden AYF calismasina
devam edilmistir. H. plicatum ekstresinin XO iizerindeki inhibitor aktivitesinden dolay1
AYF c¢alismast asamalarinda XO enzimi belirleyici olarak seg¢ilmistir. EtOAc alt
ekstresinden hareketle Sephadex LH-20 kolon kromatografisi ile 8 fraksiyon elde edilmis ve
Sep. Fr. 50-55 (ICs0=9,18 £+ 0,31 pg/mL) ve Sep. Fr. 56-80 (1C50=3,82 + 0,17 pg/mL)
fraksiyonlarmin aktivite gosterdigi belirlenmistir. Aktif ¢ikan iki fraksiyonun ITK profilleri
degerlendirildiginde benzer madde gruplar1 tasidigi goriilmiis ve bu madde gruplar
izolasyon isleminin devami igin hedeflenmistir. Sep. Fr. 50-55 silikajel kolon
kromatografisi, Sep. Fr. 56-80 ise vakumlu ters faz silikajel kolon kromatografisi teknigi ile
ayrilmistir. izolasyon cahsmalarinda preparatif ITK yonteminden de faydalanilarak
naringenin (madde 1), apigenin (madde 2) ve luteolin (madde 3) izole edilmistir. H.
plicatum’dan hareketle yapilan AYF islemi boyunca saf maddeye inene kadar XO’a kars1
inhibitdr aktivite artis gostermistir. Si. 1-4 fraksiyonunun ITK profilinde major oldugu
goriilen naringenin ve apigenin (ICso= 0,269 = 0,009 pg/mL), Si. 8-11 fraksiyonunun ITK
profilinde major oldugu goriilen apigenin ve luteolin (ICso= 0,285 + 0,019 ug/mL)
birbirleriyle sinerjik etki gdstererek pozitif kontrol olan allopurinol (0,250 + 0,006 pg/mL)
kadar etkili bulunmustur. izole edilen naringenin (ICso= 35,28 + 1,39 pg/mL), apigenin
(1Cs0= 10,85 + 2,22 pug/mL) ve luteolin (ICso= 14,26 + 0,72 pg/mL) bilesiklerinin ayr1 ayri
XO enzimine karst inhibitor aktiviteleri degerlendirildiginde ise etkinin azaldigi

goriilmiistiir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda H. plicatum’un ileri kromatografik tekniklerle fitokimyasal
icerigi aydinlatilmis olmasina ragmen iizerinde AYF ¢alismalar1 gerceklestirilmemistir. Ilk
kez bu tez kapsaminda bitkiden hareketle aktif olarak 6ngoriilen ii¢ bilesik izole edilmistir.
H. plicatum tiiriinde yapilan fitokimyasal ¢alismalarda apigenin, naringenin, luteolin,
kemferol ve bunlarin glikozitleri, kersetin, dikaffeoilkinik asit, izokersitrin, f-sitosterol,

nonakosanoik asit, astragalin, g-sitosterol-3-O-4-D-glukoiranozit, helikrizin A (naringenin-
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5-p-D-glukozit, 2 R-enantiyomer), helikrizin B (naringenin-5-p-D-glukozit, 2R,S-
enantiyomerler), izosalipurpozit, klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, hesperidin,
gallik asit, sirinjik asit, benzoik asit ve kalkon tiirevleri gibi bilesiklerin varligi kanitlanmistir
[215, 221, 239, 242]. Bu tez kapsaminda yapilan LC-MS/MS analiz ¢alismasinda H.
plicatum toprak istii etanollii ekstresinde Kinik asit, benzoik asit, fumarik asit, gallik asit,
protokatesik asit, klorojenik asit, kafeik asit, protokatesik aldehit, salisilik asit, sinarozit,
izokersitrin, kosmosiin, astragalin, kersetin, naringenin, luteolin, kemferol, apigenin,
amentoflavon ve akasetin bilesikleri saptanmistir. Elde edilen sonuglar yapilan diger

fitokimyasal ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.

Izole edilen bilesiklerden Madde 1 yapilan NMR ve MS calismalar1 sonucunda naringenin
olarak tespit edilmistir. Naringeninin (ICso= 35,28 + 1,39 pg/mL) XO enzimine kars1
inhibisyonu apigenin ve luteolinden 2,5-3 kat daha diisiiktiir. Yapilan bir ¢alismada
naringenin molekiiliiniin XO’a karst 100 uM final konsantrasyonunda %49 inhibisyon
gosterdigi bulunmustur [304]. Benzer sekilde baska bir ¢alismada naringenin (20 puM
konsantrasyonunda) molekiilii XO’a kars1 orta derecede inhibisyon gostermistir [305]. Bir
baska ¢aligmada ise naringeninin (1Cso= 4,57 umol/L) allopurinol (ICso= 4,05 pmol/L) kadar
inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayni ¢alismada naringeninin, XO’m hidrofobik
bosluguna kenetlendigi ve XO’1n amino asit kalintilariyla etkilesime girebildigi molekiiler
modellem c¢alismalar1 ile gosterilmistir [306]. 35 flavonoitin XO’a karsi inhibitor
aktivitesinin incelendigi baska bir ¢alismada ise naringenin 0,1436 umol/L ICso degerine
sahip bulunmustur. Naringenin molekiiliiniin glikolizasyonu ile olusan naringin (ICso=
0,3267 umol/L) XO’a kars1 daha diisiik inhibitor aktivite gostermektedir. Naringeninden C2
ve C3 arasindaki bagin dehidrojenasyonu ile olusan apigeninin (ICso= 0,0007 umol/L) ise
XO inhibisyon aktivitesi daha yiiksektir [307]. Naringeninin XO’a karsi herhangi bir

inhibitor aktivite gostermedigine dair ¢alismalar da mevcuttur [251, 308].

Naringenin antioksidan ve antienflamatuvar etkisinden dolay1 vaskiiler endotel sagligini
iyilestirir [309]. Tez kapsaminda varisle iligkili diger enzimler iizerine naringenin bilesigi
icin yapilan calismalara bakildiginda, bir ¢calismada 643,45 pmol/L ICso degeri ile diisiik
LOX inhibisyon aktivitesi gosterdigi bulunmustur [310]. Baska bir ¢alismada naringenin
bilesiginin nanoformiilasyonu LOX enzimi {izerinde yiiksek inhibitor etki gostermistir
(%90,21 + 3,91) [311]. Anti-elastaz aktivitesi degerlendirildiginde %39 inhibisyon ile orta

derecede etki gostermistir [312]. Bir baska c¢aligmada, naringeninin anti-aging aktivitesi
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degerlendirilmis, naringenin yiiklii formiilasyonlarin elastaz ve kolajenaz enzim inhibisyon
degerlerinin sirastyla %31,98 + 0,15 ile %41,74 + 0,09 ve %39,99 + 0,19 ile %47,78 + 0,04
arasinda oldugu bulunmustur. Naringenin bilesiginin anti-elastaz ve anti-kolajenaz aktivite
degerlerinin sirastyla %43,67 + 0,08 ve %33,88 + 0,04 oldugu belirlenmistir [313].
Naringeninin anti-hyaluronidaz aktivitesinin ise %9,58 + 0,25 oldugu tespit edilmistir [314].
Bir baska ¢aligmada, hyaluronidaz ve kolajenaz enzimine karst 500 uM ve 1000 uM
konsantrasyonlarinda, 15-LOX enzimine kars1 10 pM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
herhangi bir etki gostermemistir [315]. POP enzimine karsi ise naringeninin herhangi bir
inhibitor aktivitesi tespit edilmemistir [316]. H. plicatum ana ekstresinin POP (99,99% =+
0,01) enzimi tizerinde yiiksek inhibitor aktivitesi diisiiniildiigiinde daha onceki ¢alismalara

gore naringenin bilesiginin bu aktiviteden sorumlu olmadig1 séylenebilir.

Izole edilen bilesiklerden biri olan Madde 2’nin, yapilan NMR ve MS ¢alismalar1 sonucunda
apigenin oldugu belirlenmistir. Apigeninin (ICso= 10,85 + 2,22 ng/mL) XO enzimine kars1
inhibitér aktivitesinin naringenin ve luteolinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bir
calismada, apigeninin, 3,57 uM'lik bir ICso degeri ile XO'1in giiglii bir kompetetitif inhibitori
oldugu bulunmustur [317]. Apigeninin fenolik grubu, XO'in aktif bélgesi olan hidrofobik
boslugun yakinlarina hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler yoluyla uzanir [308, 317].
C-4' konumunda bulunan OH grubuna karboksialkil grubunun baglanmasiyla sentezlenen
apigenin tiirevi, 3 ile 10 kat arasinda XO inhibisyon aktivitesini arttirmistir [318, 319]. Bir
baska calismada, apigenin XO’a kars1 yliksek inhibitor aktivite géstermis, bu aktivitesi C-5
ve C-7 konumunda bulunan OH gruplar1 ve C-2 ve C-3 arasindaki ¢ifte baga atfedilmistir
[251, 320].

Apigeninin, bu tez kapsaminda H. plicatum’dan izole edilen XO enzimine kars1 en aktif
bilesik oldugu bulunmustur. Diger varisle iligkili enzimlere etkisinin degerlendirildigi
caligmalarda, LOX-1 gen ekspresyonunu 30 ve 50 puM konsantrasyonlarda inhibe ettigi
bulunmustur [321]. Anti-elastaz aktivitesinin %57 oldugu belirlenmistir [312]. Bir bagka
caligmada ise yine elastaza kars1 66,67 pg/mL konsantrasyonunda %28,33 + 4,45 inhibisyon
gostermistir [322]. Apigeninin 250 pg/mL konsantrasyonda anti-kolajenaz aktivitesinin
%354,05+7,98 oldugu tespit edilmistir [323]. Bir bagka ¢alismada Helichrysum graveolens
(Bieb.) Sweet’in aktivite yOnlendirmeli izolasyon caligmasi ile yara iyilestirici etkisi
degerlendirilmis, apigenin, aktif fraksiyondan major aktif bilesik olarak izole edilmistir.

Izole edilen apigenin anti-hyaluronidaz (%30,29 + 0,39), anti-elastaz (%19,43+1,19) ve
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anti-kolajenaz (%29,15+0,87) aktivitesi yoniinden degerlendirilmistir [324]. POP enzimine
kars1 herhangi bir ¢alisma ise kaydedilmistir.

Izole edilen Madde 3 kodlu bilesik NMR ve MS analizlerinin sonucunda luteolin olarak
bulunmustur. Bu tez kapsaminda yapilan deneylerde luteolinin XO’a kars1t (ICso= 14,26 +
0,72 ng/mL) yiiksek inhibitor aktivite gosterdigi bulunmustur. Allopurinol’den yaklagik 20
kat daha diisiik etkiye sahip oldugu bulunurken, bir bagka calismada allopurinole kiyasla
onemli bir inhibitor aktivite gdstermistir. Yapilan ¢calismada %50 aktivite kaybina (ICso) yol
acan luteolin ve allopurinol (pozitif kontrol) konsantrasyonlarmin sirasiyla (4,79
+ 0,02)x10 ®ve (1,84 + 0,01)x10 ® mol/L oldugu bulunmustur [325]. Bir baska
calismada luteolinin XO’imn kompetetitif inhibitorii oldugu kaydedilmistir. Ayrica XO'in
stiperoksit olusturma oranini orantili olarak azalttigi da bulunmustur [326]. Blumea
balsamifera L. bitkisinin yapraklarindan elde edilen flavonoitler arasinda en yiiksek XO
inhibitor aktiviteye sahip olarak luteolin (ICso= 2,38 + 0,01 uM) bulunmustur [327]. Cesitli
flavonoitlerin XO iizerindeki etkilerinin incelendigi baska calismada, luteolin 0,96 uM ICsp
degeri ile kemferol, kersetin ve izoramnetinden sonra en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Ayni ¢alismada XO inhibitor aktivitesi i¢cin C-5 ve C-7°deki OH gruplarinin
onemli oldugu ancak C-3' pozisyonunda bulunan OH grubunun aktiviteye etkisinin olmadig1
raporlanmustir [328]. Flavonoitlerin XO enzimini inhibe etme potansiyeli tizerinde yapilan
yapi-aktivite ¢alismasinda, flavonoitlerin diizlemsel yapisin1 koruyan C2=C3 arasi ¢ifte
bagin ve C-5 ve C7'deki OH grubunun enzim ile etkilesimlere katkida bulundugu
bulunmustur. Aym ¢alismada C-3' pozisyonunda (B halkas1) ek hidroksil gruplari bulunan
luteolin ve kersetin, apigenin ve kemferolden sirasiyla 1,50 ve 0,70 kat daha diisiik
inhibisyon gostermistir [317]. Bu sonug bir dnceki ¢alismada oldugu gibi C-3' OH grubunun

aktiviteye katki saglamadigini dogrulamaktadir.

Luteolinin varisle iliskili enzimlerden olan LOX’un kompetetitif olmayan inhibitor
aktivitesi, yapilan bir dnceki ¢alismada bulunmustur [329]. Baska bir ¢alismada, luteolinin
25 pg/mL konsantrasyonda LOX enzimine karst %91,3 inhibitor aktivite gosterdigi
kaydedilmistir [330]. LOX, hyaluronidaz ve kolajenaz enzimlerine karsi etkisine
bakildiginda, bilesik 15-LOX aktivitesini %82,56 + 3,58 oraninda inhibe ederken,
hyaluronidaz ve kolajenaza karsi inhibitor aktivite gostermemistir [315]. Bir baska
calismada anti-kolajenaz (%10) etkisi diisik bulunmustur [331]. Luteolinin anti-

hyaluronidaz aktivite calismasinda, ICso degeri 67,3843,99 ng/mL olarak kaydedilmistir



114

[332]. Luteolinin anti-elastaz aktivitesine yonelik yapilan pek ¢ok c¢aligmada, ICso
degerlerinin >300 uM, 12 uM, 8,06 £2,73 uM, 12,7 0,5 M, 6,91 uM, 36,01 = 1,15 uM ve
7,65+0,77 uM oldugu bulunmustur [312]. Luteolinin, POP enzimine kars1 0,17 ppm ile
yiiksek inhibitor aktivite gosterdigi saptanmustir [333].

Daha once yapilan naringenin, apigenin ve luteolininXO inhibitor aktivite ¢alismalarina
gore, flavonoitlerin yapi-aktivite iliskisinde, C2 ve C3’teki ¢ifte bagin ve C-5 ve C-7’de
bulunan OH gruplarmin XO’1 inhibe etmede 6nemli rol oynadigi kaydedilmistir. Bu tez
kapsaminda, digerler bilesiklere gore daha diisiikk XO aktivite gosteren naringeninin, C2 ve
C3’teki ¢ifte bagiin doyurulmasindan kaynakli etkinin azalmis oldugu kanitlanmstir. Yine
onceki ¢alismalarda B halkasinda yer alan C-3' konumundaki OH grubunun varliginda XO’a
kars1 inhibitor aktivite ve afinitenin azaldig1 kaydedilmis, bu tez ¢alismasinda da bu yapisal
durumun luteolinin, apigeninden daha diisiik XO inhibitor aktivite gostermesinin nedeni
olarak degerlendirilmistir. Tez ¢alismasinda izole edilen maddeler, varisle iligkili diger
enzimlere yonelik inhibisyon aktiviteleri yoniinden ayrica degerlendirilmemistir. Ancak
yapilan literatlir calismalar1 degerlendirildiginde naringenin, apigenin ve luteolin
bilesiklerinin XO’a kars1 gosterdigi inhibitor aktivite, diger varisle iliskili enzimlere
gosterdigi inhibitor aktiviteden daha yiiksek olarak belirlenmistir. Bu durum, H. plicatum
ana ekstresi ve EtOAc alt ekstresinin LOX, elastaz ve kolajenaz enzimlerine kars1 XO kadar

yiiksek inhibitor aktivite gostermemesini agiklayabilir.

H. plicatum’un (%99,99 + 0,01) kullanilan pozitif kontrollerden (rosmarinik asit: %83,48 +
4,24, gallik asit: %34,16 £ 2,77, baikalein: % 70,76 + 3,14) bile daha yiiksek inhibitor
aktivite gosterdigi bir diger enzim POP’tur. POP enzimine karsi naringeninin inhibitor
aktivite gostermedigi, apigenin i¢in bir veri bulunmadigi ancak luteolin (ICso= 0,17 ppm)
icin yliksek inhibitor aktiviteye sahip oldugu yapilan aktivite calismalarinda kaydedilmistir.
H. plicatum’un bu yiiksek aktivitesine luteolinin katkist olabilir. Ancak daha 6nce yapilan
yapi-aktivite ¢calismalar1 degerlendirildiginde, H. plicatum ekstresinde bulunan kinik asit ve
klorojenik asitin, pirogallol grubunun varligi nedeniyle POP inhibitér aktiviteden sorumlu
olabilecegi de diistiniilmektedir [334]. H. plicatum ekstresinde bulunan major bilesenlerin
anti-XO aktivite caligmalar1 degerlendirildiginde, klorojenik asitin XO enzimine kars1 orta
derecede inhibisyon gosterdigi bulunmustur [335]. Diger major bilesenlerden biri olan

astragalinin ise XO’ya karst 1Cso degeri 49,46 uM olarak bulunmustur [336]. Bir baska
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caligmada kosmosiin (-10,9 kcal/mol) XO’ya kars1 yiiksek baglanma afinitesi gostermistir
[337].

Flavonoitlerin KVY {izerindeki etkileri 1960'lardan beri klinik ¢alismalarda incelenmektedir
ve sonugclar ¢esitli sistematik incelemelerde ve meta analizlerde derlenmistir. Son 20 yilda
ise flavonoitler tizerinde ¢ift kor, randomize, plasebo kontrollii klinik c¢alismalar da
bildirilmistir [99]. KVY’de kullanilan flavonoitler arasinda hesperidin, diosmin, okseturin,
S-hidroksietilrutozit, V. vinifera’da bulunan kersetin ve kemferol glikozitleri, piknogenolde
bulunan flavonoit polimerleri (proantosiyanidinler) yer almaktadir. Bunlar KVY’nin
semptomlariin azalmasina gesitli mekanizmalar ile katkida bulunmaktadir. Temel olarak
antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinin bulunmasi, lizozomal enzimleri inhibe etmeleri,

mikrodolasimi iyilestirmesi KVY tedavisinde olumlu sonuglar dogurur.

Bu tez kapsaminda etkiden sorumlu bilesik olarak izole edilen naringenin, apigenin ve
luteolin flavonoitlerinin de varisli damarlarin tedavisinde etkili sonuglar yaratacagi
ongoriilmektedir. Yapilan c¢alismalarda bilesiklerin antienflamatuvar ve antioksidan
aktiviteleri bildirilmis, varis iligkili enzimlerden XO’a kars1 ytliksek aktivitesi bu ¢alisma ile
beraber pek c¢ok ¢alismada kanitlanmuistir. Ayrica naringenin, apigenin ve luteolin
bilesiklerinin yiiksek XO inhibisyon potansiyeli gostermeleri, bu bilesiklerin gut gibi

hiperiirisemi ile iliskili hastaliklarin tedavisinde de degerlendirilebilecegi 6ngoriilmektedir.

Tez kapsaminda halk arasinda varis i¢in kullanimi1 bulunan H. plicatum bitkisinin de olasi
antioksidan etki mekanizmasinin bir tanesi bilimsel olarak agiklanmistir. Etki saptanan ve
bu tez kapsaminda sitotoksik aktivite ¢alismasi yapilmis ekstrelerin ve H. plicatum’dan izole
edilen bilesiklerin oncelikle hiicre kiiltiiriinde olmak {izere ileri ¢alismalarin yapilmasi
planlanmaktadir. Ozellikle H. plicatum’un 500 pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda
hiicre proliferasyonunu anlamli diizeyde artirarak varis modeli olusturulmus HUVEC hiicre

hattinda vaskiiler onarimda proliferatif/koruyucu bir etki gosterecegi ongoriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Geleneksel tedavide ve yerli halkin kullanimlarindan yola ¢ikarak kesfedilen bitkiler ve
onlardan elde edilen dogal bilesikler giiniimiizde birgok farmakolojik ilag smifinin
prototipidir. Bu nedenle ortaya ¢ikan etnofarmakoloji bilim dali halkin geleneksel bilgilerle
kullandig ilaglarin biyolojik aktivitelerini gézlemler veya deneysel olarak arastirilmalari ile
ilgilenir. Boylelikle maliyeti diisiik, basar1 sans1 daha yiiksek ilac kesif calismalar1 yapilmig

olur.

Bu tez kapsaminda Tiirkiye’de halk arasinda varis tedavisinde/semptomlarinin
giderilmesinde kullanilan Berberis vulgaris L., Brassica oleracea var. acephala L., Capsella
bursa-pastoris (L.) Medik., Capsicum annuum L., Crataegus monogyna Jacg. subsp.
monogyna, Ecbalium elaterium (L.) A.Rich., Helichrysum plicatum DC. subsp. plicatum,
Lamium album L., Lythrum salicaria L., Plantago lanceolata L., Plantago major L. subsp.
major, Sambucus ebulus L., Sesamum indicum L., ve Urtica dioica L. taksonlarin varis

hastalig1 iizerinde etkileri ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in ¢alisilmistir.

In vitro enzim inhibisyonu aktivite tayinlerinde H. plicatum en yiiksek aktiviteye sahip
bulundugu i¢in aktivite yonlendirmeli izolasyon calismalarina bu tiir iizerinden devam
edilmistir. H. plicatum’da naringenin, apigenin ve luteolin bilesikleri aktif bilesik olarak
izole etmistir. izole edilen bu bilesiklerin KVY hastaliginda kullanilan veno-aktif ilaglarmn
Oonemli bir sinifin1 olusturan flavonoit sinifinda olmasi flavonoitlerin bu hastaliktaki 6nemini
desteklemektedir. Flavonoitlerin KVY’e karsi etkileri noradrenerjik aktiviteyi uzatarak
vendz tonuyu arttirma, kilcal gecirgenligi azaltma, lenfatik drenaji iyilestirme, trombosit
agregasyonunu engelleme, kan akisini arttrma, kan damar1 gecirgenligini azaltma, lenf
akigin1 arttirma, enflamatuvar mediyatorlerin inhibisyonu, mikrovaskiiler gecirgenligi
koruma ve antioksidan aktivite gibi genis bir etki mekanizmasi ile agiklanir. Bu tez
kapsaminda naringenin, apigenin ve luteolinin XO enzimi inhibe etme potansiyellerinin
yiiksek olmasindan dolay1 KVY’de antioksidan mekanizmaya destek olarak oksidatif stresi
azaltmaya katki saglayabilecegi tespit edilmistir. Ayrica naringenin-apigenin (Si 1-4) (1Cso=
0,269 £+ 0,009 pg/mL) ve apigenin-luteolin (Si 8-11) (ICso= 0,285 + 0,019 pg/mL)
fraksiyonlarinin allopurinol (ICso= 0,250 + 0,006 ng/mL) kadar yiiksek XO inhibitor aktivite

gostermesi bilesiklerin sinerjik etkiye sahip oldugunu ve kombine halde kullanimlarinin
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daha etkili sonuglar dogurabilecegini gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore one ¢ikan
flavonoitlerin preklinik ¢aligmalarinin yapilmasi 6nerilmektedir. Bu ¢aligma, diinyada ¢ok
yaygin ve kisinin yasam kalitesini ciddi derecede etkileyen KVY ve varisli damarlarin
tedavisinde kullanilan venoaktif ilaglara naringenin, apigenin ve luteolin bilesiklerinin
tedavi segenegi olarak degerlendirilmesi ve ileri ¢alismalarin yapilmasi agiSindan katki

saglayacaktir.

[lerleyen ¢alismalarda in vitro enzim inhibisyonu deneylerinde etki saptanan ekstreler ve H.
plicatum ekstresinden AYF ile izole edilen naringenin, apigenin ve luteolin bilesiklerinin
insan gobek damar1 endotel hiicreleri (HUVEC) hiicre hattinda varis modeli olusturularak

antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinin arastirilmasi planlanmaktadir.
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