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ONSOZ

Bitkiler tarihte oldugu gibi giinlimiizde de hastaliklara kars1 koruyucu veya tedavi edici
amaglarla kullanilmaktadir. Bu bitkiler, ham halde (kaba toz seklinde) veya inflizyon,
dekoksiyon, ekstre, tentiir gibi preparatlar halinde yaygin bir sekilde kullanilmakta,
kimyasal igeriklerinden dolay1 gida takviyesi, bitkisel ila¢ veya ilaclarin igerigine
katilan etkili bilesikler olarak pazarda 6nemli yer tutmaktadir.

Dogal kaynaklardan koken alan yeni ilaglarin gelistirilmesi, ¢ogu kez o tiiriin
geleneksel veya yerel tibbi kullanimina ya da toksik etkilerine dayanir. Son yillarda
klinik caligsmalarla gelistirilen yeni ilaclar, ilag gelistirmede bu bilgi birikiminden
faydalanmanin 6nemini vurgulamaktadir. Bu sebeple, ilag gelistirilmesinde,
etnobotanik ¢alismalarin incelenmesi ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi son
derece 6nemlidir.

Halk arasinda yaygin kullanimi olan bazi bitkiler lizerinde yapilan ¢alismalarla, bu
bitkilerin etkileri ve geleneksel kullanimlarinin dogrulugunun arastirilmasi ve bu tip
calismalar sonucunda elde edilen bitki ekstrelerinin ve/veya etkili bilesiklerin, gerekli
farmakolojik, toksikolojik ve klinik incelemelerin ardindan tedavi alaninda
degerlendirilmesi miimkiindiir.

Tez konusu olarak sectigimiz Ononis L. tiirleri arasindan, 6zellikle Ononis spinosa
L.’nin kokleri, ¢esitli farmakopelerde kayitli bir drog olup, halk arasinda cesitli
amaglarla kullanilmasinin yanisira yara iyilestirici amagla da kullanilmaktadir. Bu
cinsin diger bazi tiirlerinin de halk arasinda ¢esitli amaclarla kullanimina rastlanmakla
birlikte, konuyu fitokimyasal bakimdan bilimsel temellere oturtmayr amaglayan,
yeterli sayida ¢alisma mevcut degildir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen ve bitkinin
halk arasindaki kullanimimi dogrulayan sonuglar; halk arasinda geleneksel olarak
kullanilan bitkilerin arastirma konusu olarak se¢ilmesinin, Farmakognozi agisindan
Onemini gostermektedir.

Bu calisma sonucunda, bitkinin yara iyilestirici etkisinin kanitlanmasi yeni
gelistirilecek yara 1iyilestirici ilaglarin hazirlanmasinda veya mevcut ilaglarin
kullaniminda hareket noktas1 olacaktir.

Doktora egitimim ve tez ¢alismalarim siiresince laboratuvarimizin tiim olanaklarindan
faydalanmami saglayan, danigmanim olarak hi¢bir konuda destegini esirgemeyen,
bilgisini ve tecriibelerini benimle paylagan Anabilim Dali Baskanimiz, ¢ok degerli
hocam Prof. Dr. Giilgin SALTAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Gerektiginde
benden yardimlarini esirgemeyen Farmakognozi Anabilim Dal1 6gretim {iyelerine ve
arastirma gorevlisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Antienflamatuvar, yara iyilestirici ve antioksidan aktivite caligmalarini birlikte
yiiriittiigiimiiz degerli hocalarim Prof. Dr. Esra KUPELI AKKOL ile Dog. Dr. Ipek



SUNTAR’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez konusu olarak segilen bitkileri teshis eden, ¢ok yogun programinda bana vakit
ayiran ¢ok degerli hocalarim Prof. Dr. Hayri DUMAN ve Dog. Dr. Osman TUGAY’a
tesekkiirlerimi sunarim.

NMR analizlerimin gerceklestirilmesi icin Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Merkez Laboratuvarindan faydalanmami saglayan basta Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Dekanlig1 olmak iizere, Prof. Dr. Hakan GOKER ile izolasyon ve yap1 tayini
calismalarim sirasinda her ihtiyacim oldugunda yardimima kosan, bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan, yogun programinda bana daima vakit ayiran degerli
hocam ve arkadasim Dog. Dr. Ozlem BAHADIR ACIKARAya tesekkiirii bir borg
bilirim.

Yiiksek lisans egitimimin basindan beri gerek ¢alisma arkadasim, gerek dostum olarak
her zaman yanimda olan, ihtiyacim oldugunda yardimlarini benden esirgemeyen,
desteklerini hep hissettigim ¢ok kiymetli arkadaslarim Dr. Ecz. Ulkii Gokcen ICOZ ile
Uzm. Ecz. Serkan OZBILGIN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelmemi saglayan, haklarmi higbir zaman 6deyemeyecegim annem ve
babama maddi manevi destekleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Sonsuz sabir ve anlayisiyla
tez calismalarim sirasinda bana her konuda destek olan esim Burak OZ’e tesekkiirii
borg bilirim.

2211 Yurt i¢i Doktora Burs Programi kapsaminda, doktora egitimim sirasinda bana
maddi destek saglayan TUBITAK ’a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Fabaceae familyasina ait olan Ononis L. cinsinin Avrupa’da tek veya ¢ok yillik olmak
tizere 75’ten fazla tiirii bulunmakta ve Avrupa’da yaygin olmakla birlikte 6zellikle
Akdeniz kiyilarinda yetismektedir. Ayrica Atlantik adalarinda, Bat1 Asya’da Iran’a
kadar olan kesimde ve Dogu Afrika’da da bulunmaktadir. Ononis cinsi, Tiirkiye’de 18
tir ile temsil edilmektedir. Cizelge 1’de listelenmis olan tiirlerin yaninda, Tirkiye
Florasi’nda, Ononis repens L. siipheli bir tiir olarak kaydedilmistir (Davis, 1970; Al-
Khalil, 1995a; Reyes-Betancort ve Scholz, 2008).

Ononis  tiirlerinin, diinyada laksatif, diliretik, antibakteriyel, analjezik,
antienflamatuvar, antiviral, sitotoksik ve antifungal etkilerinden dolay1 kullanildigi
goriilmiistiir (Al-Qudah ve ark., 2014). Ayrica bu cinse ait bitkilerin, Kuzey Afrika’da
sariliga karsi, iiriner sistem enflamasyonlarinda, bobrek tagina karsi, romatizma ve cilt

rahatsizliklarinda da kullanildig: tespit edilmistir (Abdel-Kader, 2001).

Tirkiye’de yetisen Ononis tiirleri {izerinde yapilan c¢alismalarin daha ¢ok
Etnofarmakognozi alaninda oldugu gériilmektedir. Bu ¢alismalarda, Ononis tiirlerinin
cesitli rahatsizliklarda tedavi edici amagla kullanimi oldugu tespit edilmis, ancak bu
kullanimlarin dogrulugunu bilimsel yonden ispatlamaya yonelik yeterli c¢alisma
yaptlmamugtir. Tirkiye’de yetisen Ononis tiirleri ve bu tiirlerin halk arasindaki

kullanimlari Cizelge 1.1’de gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Tirkiye’de yetisen Ononis tiirleri ve halk arasindaki kullanimlari.

BiTKi ADI YETiSME YERIi HALK ARASINDAKI
KULLANIMI
Ononis adenotricha Boiss. Ankara, Kiitahya, Afyon, Kayseri, -
Adana, Mugla, Konya, Icel,
Konya, Zonguldak, Denizli, Usak,
Antalya, Nigde, Antep, Mardin,
Bursa, Diyarbakir, Urfa, Siirt,
Marag  (Karamanoglu, 1974,
Davis, 1970)
Ononis arvensis L. Bolu, Kastamonu, Trabzon, | Dahilen; idrar  soOktiiriicii
Gumiishane, Erzincan, Erzurum, | terletici
Zonguldak (Karamanoglu, 1974; | Haricen; mikrop  oldiiriicii
Davis, 1970) olarak agiz bogaz ve diseti
iltihaplanmalarinda ~ gargara

olarak, yara iyilestirici amagla
egzama ve yaralarda (Asimgil,
2009)

Ononis basiadnata Hub.-
Mor.

Icel, Konya, Karaman (Davis,
1970)

Ononis biflora Desf.

Adana, Urfa, Icel (Karamanoglu,
1974; Davis, 1970)

Ononis hirta Desf.

Icel, Adana (Karamanoglu, 1974;
Davis, 1975)

Ononis macrosperma Hub.-
Mor.

Antalya (Davis, 1970)

Ononis mitissima L.

Istanbul, Izmir, Antalya, Icel,
Osmaniye (Davis, 1970)

Ononis natrix L.

Izmir, Aydm, Mugla, Hatay,
Antalya, Igel, Urfa (Davis, 1970;
Dogan ve ark., 2004)

Ononis ornithopodioides L.

Canakkale, Istanbul, Izmir, Mugla
(Davis, 1970)

Ononis phyllocephala Boiss.

Hatay (Davis, 1970)

Ononis pubescens L.

Canakkale, Istanbul, Bursa, Izmir,
Mugla, Antalya, Icel, Adana,

Ankara, Amasya, Izmir, Usak,
Afyon, Adana, Mugla, Antalya,

Icel, Hatay, Bilecik, Denizli,
Konya, Antep, Siirt
(Karamanoglu, 1974; Dauvis,

1970; Ocak ve Tokur, 2000; Kaya
ve ark., 2008)

Adiyaman, Aydin, Marag
(Karamanoglu, 1974;  Davis,
1970; Dogan ve ark., 2004)
Ononis pusilla L. Canakkale, Istanbul, Bursa, -

Ononis reclinata L.

Canakkale, Istanbul, Bursa, {zmir,
Denizli, Mugla, Antalya, igel,
Maras, Mardin, Urfa (Davis,
1970)

Ononis serrata Forssk.

Antalya, Igel (Davis, 1970)

Ononis sessilifolia Bornm.

Nigde (Davis, 1970)

Ononis spinosa L.

Canakkale, Izmir, Kiitahya,
Konya, Denizli, Igel, Istanbul,

Dahilen; enflamatuvar iiriner
sistem rahatsizliklar1 ve bobrek




Kocaeli, Kastamonu, Amasya, | taslarina karsi, idrar arttirici
Gimiishane, Erzurum, Izmir, | olarak, mide rahatsizliklarinda,
Ankara, Maras, Elaz1g, Mus, Van, | gutta, bademcik iltihabinda
Denizli, Antalya, Adana, Antep, | Haricen; egzama ve diger deri
Urfa, Mardin, Hakkari, Siirt, | hastaliklarinda yara ve yanik
Hatay, Mugla, Kirklareli, Edirne, | tedavisinde, mikrop 6ldiiriicii
Manisa,Nevsehir, Kirikkale | olarak (Baytop, 1999; Karaman
(Karamanoglu, 1974; Davis, | ve Kocabas, 2001; Altanlar ve
1970; Dogan ve ark., 2004; Ecevit | ark.,, 2006; Ecevit Geng ve
Geng ve Ozhatay, 2006; Aktas | Ozhatay, 2006; Sever Yilmaz
Aytepe, 2007; Kiiltir, 2007; | ve ark., 2006; Asimgil, 2009;
Cakilcioglu ve Tiirkoglu, 2010) Ugulu ve ark., 2009)

Ononis variegata L. Antalya, Icel, Adana (Davis,
1970)
Ononis viscosa L. Canakkale, Istanbul, Kocaeli, -

Sinop, Izmir, Denizli, Adana,
Hatay, Siirt, Bursa; Igel, Urfa
(Karamanoglu, 1974;  Davis,
1970)

Tiirkiye’de halk arasinda tedavi amagli en yaygin kullanilan ve genellikle “kayiskiran”
adryla bilinen Ononis spinosa L. yetistigi bolgeye bagli olarak “kayik ¢icegi, yandak,
yantak™ gibi isimlerle de anilmaktadir (Baytop, 1999) O. spinosa’nin Tirkiye’de
Ononis spinosa subsp. antiqguorum (L.) Brig. ve Ononis spinosa subsp. leiosperma
(Boiss.) Sirj. olmak tizere 2 alt tiirii bulunmaktadir (Davis, 1970). Bitkinin kurutulmus
kokleri Avrupa Farmakopesi 7.0’de “Ononidis radix” adiyla kayithidir. Orta
Anadolu’da yaygin olarak bulunan bu bitki, halk arasinda iltihap giderici amagla iiriner
sistem rahatsizliklarinda ve bobrek taslarinda dahilen; yara iyilestirici etkisinden
dolay1 ise egzama ve diger deri hastaliklarinda haricen kullanilmaktadir (Altanlar ve
ark., 2006; Sever Yilmaz ve ark., 2006). Etnofarmakognozik ¢alismalar sonucunda O.
spinosa subsp. leiosperma nin toprak istii kisimlarinin hayvan yemi (Kargioglu ve
ark., 2010), koklerin dekoksiyon seklinde haricen antiseptik ve yara iyilestirici etkileri
nedeniyle egzama ve benzeri cilt rahatsizliklarinda (Baytop, 1999; Cakilcioglu ve
Tiirkoglu, 2010), dahilen idrar arttirici, tas diigtiriicii olarak (Baytop, 1999), mide
rahatsizliklarinda (Karaman ve Kocabag, 2001), bademcik iltihabinda, romatizmal
sikayetlerde ve gutta (Ugulu ve ark., 2009) kullanildigina dair bilgiler edinilmistir.
Istanbul-Catalca cevresinde “kaplica, kimya otu, kuskonmaz, yaglica” isimleriyle de
taninan bu alt tiirin koklerinden hazirlanan ekstre ve dekoksiyonun, yore halki
tarafindan yaniklarin tedavisinde kullanildig1 tespit edilmistir (Ecevit Geng ve
Ozhatay, 2006). Kirklareli gevresinde yapilan bir ¢alismada, bitkinin koklerinden

hazirlanan dekoksiyonun diiiretik ve bobrek tasi diisiiriicii amagla kullanildig: tespit



edilmistir (Kiiltiir, 2007). Yurtdisinda yapilan etnofarmakognozi ¢aligmalarinda da bu
tiirliin halk arasinda tedavi amacl kullanimi oldugu goriilmiistiir. Kayitlara goére bu
tiirlin depuratif ve diiiretik etkileri nedeniyle kullanimi mevcuttur. Ayrica gut,
romatizmal rahatsizliklar ve iiriner sistem hastaliklarinda kullanimi da tespit edilmistir
(Cakilcioglu ve Tirkoglu, 2010). Avrupa’da bu tiiriin ditiretik etkisi ile ve bobrek tasi
olusumunun tekrar etmesini dnlemek i¢in hayvanlarin yemlerine katilabildigine dair
kayitlar da mevcuttur (Runjaic-Antic ve ark., 2010). Sirbistan’in orta kesiminde
bitkinin toprak istii kisimlarinin ¢ay seklinde sakinlestirici, sindirime yardimci,
gastrointestinal sikayetlerde (Jaric ve ark., 2007); Urdiin’de dahilen bdbrek
rahatsizliklarinda, haricen cilt hastaliklarinda (Al-Qur’an, 2008), toprak {istii
kisimlardan hazirlanan infiizyonunun dis agrilarinda ve plak olusumunu onleyici
olarak (Al-Khalil, 1995b); Karadag’da bitki koklerinden hazirlanan inflizyonun iiriner
sistem enfeksiyonlarinda, bobrek ve mesane taglari, gut ve romatizmal sikayetlerde
(Menkovic ve ark., 2011); Ispanya’nin kuzeydogu kesiminde bitkiden hazirlanan
inflizyonun antidiyareik olarak, koklerinin ise antihelmintik olarak (Agelet ve Valles,
2003); Italya’da, bitkinin koklerinden hazirlanan dekoksiyonun antienflamatuvar
etkisi nedeniyle iiriner sistem rahatsizliklarinda diiiretik olarak, akneye Kkarsi ve agiz
yikama suyu olarak (Leporatti ve Ivancheva, 2003); Cezayir’de bdbrek
rahatsizliklarinda (Gonzalez-Tejero ve ark.,2008); Bulgaristan’da ise yine koklerin
ditiretik, antienflamatuvar ve ostrojenik etkileri nedeniyle (Daruhazi ve ark., 2008)
kullanildig: tespit edilmistir. Ayrica Bulgaristan’da HNS8 adli bitkisel preparat igine,
antitlissif, laksatif, diiiretik ve tas diislirlicii etkilerin saglanmasi amaciyla ilave

edilmistir (Georgieva ve ark., 2008).

Ayni zamanda Komisyon E (Blumenthal, 1998) ve ESCOP (2003) monograflarinda
da Ononidis radix’in irrigasyon tedavisinde, bobrek taslarinda, enflamatuvar ve
bakteriyel iiriner sistem enfeksiyonlarinda diiiretik olarak kullanimi kayithdir.
Bununla birlikte ESCOP monograflarinda, koklerden etanol ile hazirlanan ekstrelerin
antienflamatuvar etkisinin bulundugu belirtilmistir. Preklinik ¢aligmalar sonucunda
etanol ekstresinin 14 giin siireyle, etanollii ekstrenin giinliik 2 g/kg dozda oral veya
intraperitonal uygulamasi1 sonucunda, herhangi bir toksik etkisinin olmadig

belirlenmistir.



PDR Bitki Monograflarinda (2004), bu tiirtin kokleri ile ¢i¢ekli dallarinin, idrar
yollarindaki enflamatuvar rahatsizliklarda, bobrek taslarina, gut ve romatizmal
rahatsizliklara kars1 kullaniminin yaygin oldugu belirtilmistir. Bu kayitlarda, bitkinin
kullanimi konusunda herhangi bir yan etki bildirilmemekle birlikte; uyar1 olarak, kalp
veya bobrek yetmezligi sebebiyle meydana gelen 6dem durumunda kullanilmamasi

gerektigi vurgulanmistir.

Orta Asya ve Rusya’da, O. spinosa, Ononis arvensis L., Ononis hircina Jacg. ve
Ononis antiquorum L.’un koklerinin ciltteki tahris, kasinti, yara ve dermatit
durumlarinda kullanildig1 bilinmektedir (Mamedov ve ark., 2005). O. arvensis’in
koklerinden maserasyon yontemi ile hazirlanan ekstre, Bulgaristan’da halk arasinda

diiiretik olarak kullanilmaktadir (Leporatti ve Ivancheva, 2003).

Avrupa’da halk arasinda kullanimi olan Ononis natrix L.’in, Tirkiye’de 3 alt tiirii
vardir ve bu tiir Akdeniz Bolgesi’nde yayilis gostermektedir (Davis, 1970). Yapilan
calismalarda O. natrix ekstrelerinin ditiretik etkisi sebebiyle iriner sistem
rahatsizliklarinda, antiromatizmal, antibakteriyel ve tansiyon disiirici olarak
kullaniminin oldugu tespit edilmistir (Al-Khalil, 19953, b; Saeed, 2003; Al-Bakri ve
Afifi, 2007). Ayrica Tunus ve Fas’ta, bitkinin halk arasinda dis ¢iiriiklerinde, sarilik
tedavisinde ve ayn1 zamanda tedavi amacinin disinda koklerinin ¢obanlar tarafindan
temizlikte ¢amasirlar1 kopiirtmek amaciyla kullanildigina dair kayitlar mevcuttur
(Khallouki ve ark., 2002; Sassi ve ark., 2007). Urdiin’de yapilan bir etnobotanik
caligmada, bitkiden hazirlanan dekoksiyonun diliretik, antiseptik ve antimikrobiyal
etkilerine bagl olarak, dahilen diyabette, atesli hastaliklarda ve barsak spazmlarinda
kullanildig1 tespit edilmistir (Hudaib ve ark., 2008; Al-Qudah ve ark., 2014). Bu
bitkinin ¢igekleri ve koklerinden hazirlanan infiizyon, Fas’ta da geleneksel olarak
tiriner sistem rahatsizliklarinda tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Elamrani ve
Benaissa, 2010). Bu tiirden izole edilen ksantomikroliin ince barsak iizerinde
antispazmodik etkisiye sahip oldugu; Aspergillus parasiticus, Candida tropicalis,
Fusarium solani’ye kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi; himenoksinin ise insan hiicre

kiiltiirli tizerinde sitotoksik etkisinin bulundugu tespit edilmistir (Al-Khalil, 1995a).



Urdiin’de yapilan etnobotanik calismalara gére, Ononis sicula (Guss.) Hub.-Mor.’nin
toprak iistii kisimlariin halk arasinda haricen ciltteki lezyonlara karsi; Ononis hirta
Desf.’nin toprak tstii kistmlarinin ise yine ciltteki lezyonlarin yanisira uguklara karsi
ag1z veya cildin yikanmasi suretiyle kullanildigi bilinmektedir (Talib ve Mahasneh,
2010a).

Ononis tiirleri tizerinde yapilan fitokimyasal ¢aligsmalarda ise, bu cinse ait tiirlerin;
seker, tanen, saponin, lektinler, flavonoit yapisinda bilesikler (trifolirhizin, ononin,
formononetin, genistein, genistin, biokanin, daidzin, glisitin, glisitein, sissotrin),
fenolik asitler (gallik, protokatesik, p-hidroksibenzoik, vanilik, kafeik, sirinjik, p-
kumarik, ferulik, sinapik asit), ucucu yag (major bilesen olarak anetol, karvon,
mentol), steroller (B-sitosterol, kampesterol, stigmasterol, stigmastan-3,5-dien sterol),
terpenik bilesikler (B-amirin, a-onoserin), antranilik asit tiirevleri, rezorsinol tiirevleri,
aromatik laktonlar ve kumarin tiirevi bilesikleri tagidigi tespit edilmistir (Al-Khalil,
1995a; Baytop, 1999; Klejdus ve ark., 2007, 2008; Daruhazi ve ark., 2008; Benedec
ve ark., 2012).

Bu caligmanin amaci, iilkemizde kokleri haricen yara iyilestirici amagla kullanilan ve
pek ¢ok monografta tibbi bitki olarak yer alan O. spinosa ve ayni cinse ait, tizerinde
yeterli sayida bilimsel ¢alisma bulunmayan, Ononis viscosa L., Ononis variegata L.
ve O. natrix tiirlerinden farkli polaritedeki ekstrelerin hazirlanmasi, bu ekstrelerin
fitokimyasal analizlerinin yapilmasi, biyolojik olarak aktif bilesik/bilesiklerin
izolasyonu ve tiim g¢alisma stiresince hazirlanan ekstre, fraksiyon ve izole edilen
bilesiklerin yara iyilestirici, antienflamatuvar ve antioksidan aktivitelerinin
degerlendirilmesidir. Caligmada biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama yontemi
kullanilarak biyolojik aktivitesi yiiksek olan fraksiyonlardan etkili bilesik/lerin
izolasyonunun gergeklestirilmesi hedeflenmistir. Bu ¢alisma ile O. spinosa’nin halk
arasinda kullanimi, kimyasal igerigi belirlenerek bilimsel temellere oturtulacak,
caligilan diger tiirlerin de s6z konusu aktiviteleri gosterip gostermedigi tespit
edilecektir. Boylece, bu konu iizerinde yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak,
bitkinin halk arasindaki kullaniminin dayandigi temel, bilimsel kanitlara dayali olarak

degerlendirilmis olacaktir.



1.1. Enflamasyon

Kalitsal bagisiklik iki savunma mekanizmasint kapsar. Bunlar; viicudun dogal
bariyerleri (fiziksel, mekanik ve biyokimyasal) ve enflamasyondur. Viicuda zarar
veren bir etkinin, ilk basamak olan bariyerleri gegmesi durumunda, daha fazla hasarin
Onlenmesi, hasarli dokunun enfeksiyondan korunmasi ve iyilesme siirecinin baglamasi
amaciyla enflamatuvar yanit gelisir. Ozetle enflamasyon; bakteri, travma, kimyasal
maddeye maruz kalma, iskemi veya sicaklik gibi etkenler sebebiyle doku hasari
olusmasi durumunda; doku hasarima karsi gelisen, hasarli dokudan salinan bazi
maddelerin sebep oldugu non-spesifik immiinolojik bir yanittir. Ozellikle sitokinler
tarafindan yonlendirilen bu immiinolojik ve fizyolojik olaylar dizisinde, diger
savunma mekanizmalarindan farkli olarak, immiinolojik yaniti olusturan dokunun
kendisinin de zarar gormesi muhtemeldir (Rote ve Huether, 2010; Hall, 2011; Ashley
ve ark., 2012).

Enflamasyonu, akut ve kronik enflamasyon olmak iizere iki grupta incelemek
miimkiindiir. Akut enflamasyon kisa siirerken, kronik enflamasyonda siire¢ yillar
alabilmektedir. Akut ve kronik enflamasyonun sebepleri, bu siirecte etkili olan

hiicreler ve mediyatdrler Cizelge 1.2°de belirtilmistir (Beg ve ark., 2011).

Cizelge 1.2. Akut ve kronik enflamasyon (Beg ve ark., 2011)

Enflamasyon Tipi Nedeni Major Olarak Etkin Siiresi
Hiicreler
Akut enflamasyon Patojenler, hasarl Monositler, Birkag giin
dokular makrofajlar, nétrofiller
Yokedilemeyen Mononiikleer hiicreler Aylar/yillar
patojenler, siirekli (monositler,
Kronik enflamasyon olarak yabanci makrofajlar,
maddelere maruz lenfositler, plazma
kalma, otoimmiin hiicreleri),
reaksiyonlar fibroblastlar

Akut enflamasyon, doku hasar1 veya mikrobiyal kontaminasyonun hemen ardindan



baslar ve genellikle 8-10 giin siirer. Bu siire sonunda iyilesme siireci baslayabilir veya
durum kronik enflamasyona doniisebilir. Kronik enflamasyon sonunda iyilesme
goriilebilmekle birlikte, siire¢ graniiloma olusumu ile de ilerleyebilir. Enflamasyonun
ilerleyisi, bu sekilde farkli fazlardan gecerek son asama olan iyilesme ve hasar géren
dokunun yeniden yapilanmast ile son bulur. Bu durum Sekil 1.1°de 6zetlenmistir (Rote

ve Huether, 2010).

Graniiloma
olusumu

4
o e

Sekil 1.1. Enflamasyonun fazlar1 (Rote ve Huether, 2010)

Hiicresel Akut Kronik
hasar - enflamasyon - enflamasyon

l

Kronik enflamasyon, basarisiz bir akut enflamasyon safhasinin sonucu olabilecegi
gibi, Oncesinde belirgin bir akut yanit goriilmeyen farkli bir siire¢ halinde de
ilerleyebilir. Kronik enflamatuvar yanit, yogun lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu ile
karakterizedir. Akut enflamasyon evresinde noétrofil ve makrofajlarin patojen
mikroorganizmalarin tiimiinii yok edememesi; makrofajlarin enfeksiyonu veya doku
hasarmi smirlandiramamasi halinde, enfekte olan bolgenin izole edilmesi amaciyla
graniiloma olusumu gerceklesir. Graniiloma olusumunda makrofajlar degisime
ugrayarak, fagositoz yetenegine sahip olmayan ancak, artiklar1 i¢ine alabilecek biiyiik
epiteloid hiicrelerini olustururlar. Baz1 makrofajlar da birleserek biiyiik partikiilleri
fagosite edebilen ¢ok c¢ekirdekli iri hiicreler meydana getirirler. Bu iki tip makrofaj
hiicre grubu, bir lenfosit duvariyla ¢evrili olan graniillomanin merkezini olusturur.
Akut ve kronik enflamatuvar yanitin gelisimi Sekil 1.2 ve Sekil 1.3°te gosterilmistir
(Rote ve Huether, 2010).



Mast hiicre
degraniilasyonu

Vazodilatasyon
(ki1zariklik, sicaklik)

Vaskiiler permeabilite [
(6dem) /\'

Hiicre
hasaet Plazma Kompleman u g
2 2 % Hiicresel infiltrasyon
sistemlerinin Pihtilagma =
i aktivasyonu Kinin (piy)
Patojen
saldirisa

Trombozis
(ptht1)

Hiicresel Sinir uglarinin
drinlerin uyarimi (agri)
salinmasi

Sekil 1.2. Akut enflamatuvar yanit (Rote ve Huether, 2010)

Devam eden akut
enflamasyon

Lenfosit ve
monosit/makrofaj
infiltrasyonu (piy)

Notrofil :
degraniilasyonu
ve 6limi

Enfeksiyon, antijen
veya yabanci madde
varliginin devam
etmesi

Lenfosit
aktivasyonu

Doku tamiri
(skar)

Fibroblast
aktivasyonu

Sekil 1.3. Kronik enflamatuvar yanit (Rote ve Huether, 2010)

1.1.1. Enflamasyon Olusumu

Herhangi bir etki sebebiyle doku zarar gordiigiinde, viicutta, hasari sinirlandirmak,

enfeksiyona kars1 korunmak ve hasar alan bolgenin onarilmasini baglatmak amaciyla,

etkili lokal ve sistemik yanitlar olusur (Rote ve Huether, 2010). Enflamasyon

olusumundaki olaylar vaskiiler ve hiicresel diizeyde degerlendirilebilir. Arteriollerdeki

kisa siireli vazodilatasyon 1s1 ve kizariklik olusumuna neden olur. Vazodilatasyon ve
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bunun sonucu olarak kan akimmin artmast damar ¢eperlerinin gecirgenliginin
artmasina neden olur. Damarlardan sizan proteince zengin sivi sebebiyle 6dem olusur.
Doku hasarinin ardindan boélgeye lokositlerin gociiyle de hiicresel diizeyde yanit
olusur (Kuralay ve Cavdar, 2006). Enflamatuvar yanitta gorevli olan hiicreler, mast
hiicreleri, graniilositler (nétrofil, eozinofil, bazofil), monositler/makrofajlar, NK
(natural Killer) hiicreleri, plateletler ve endotelyal hiicrelerdir. Enflamatuvar yanitta
savunma, vaskiiler ve hiicresel yanit yaninda, sitokinler ve plazma proteinlerinin

aktivasyonu ile gerceklesir (Rote ve Huether, 2010).

Akut enflamatuvar yanitta meydana gelen vaskiiler degisiklikler sebebiyle ortaya
cikan lokal tepkiler (kizariklik, sicaklik, sisme, agr1) yaninda, ates, dolasimda gegici
16kosit artis1 ve plazma proteinlerinin kandaki diizeyinin artis1 gibi sistemik tepkiler

de s6z konusudur (Rote ve Huether, 2010).

1.1.1.1.Vaskiiler Yanit

Enflamasyon olusumu, kolaylikla go6zlenebilen baz1 belirtiler olusturur.
Enflamasyonun temel isaretleri de denebilen bu belirtiler; kizariklik, sicaklik, sisme
ve agridir. Bu lokal etkilerin yaninda, dokuda fonksiyon kayb1 da s6z konusu olabilir.
Dokunun hasar almas1 durumunda, bolgede 3 temel degisiklik meydana gelir:

1. Vazodilatasyon

2. Damar gecirgenliginde artis ve damar disina sivi ¢ikisi

3. Damar icinden hasarli dokuya l6kosit gocii

Hasar alan doku bolgesinde ilk olarak kisa siireli vazokonstriiksiyonu ve gerekirse
pihtilasmay: takiben, damarlar genisler, bolgedeki kan akis hizi ve bolgenin
kanlanmasi artar. Bu durum bolgede sicaklik artisi ve kizarikliga sebep olur. Artan kan
akimi ve gegirgenligin artmasi sonucunda, doku icine sivi gecisi ve dolayisiyla 6dem
meydana gelir. Vaskiiler degisiklikler, 10kositler, plazma proteinleri ve bazi
biyokimyasal mediyatorlerin hasarli dokuya gitmesini saglar. Dokulara ulagan

hiicreler ve kimyasallarin amaglari kisaca su sekildedir:
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1. Bolgeye plazma akisi ile mikroorganizma veya 6lii hiicrelerden kaynaklanabilecek
toksinlerin seyreltilmesi, bakterilerin yok edilmesine yardimci olan protein
sistemlerinin bolgeye gocii ve aktivasyonlarinin saglanmasi ve hiicresel kalintilar1 ve
enfeksiyon ajanlarinin fagositozu ile kontaminasyon sebebiyle ilerleyebilecek hasari
Onlemek,

2. Plazma protein sistemleri, plazma enzimleri ve hiicreler araciligiyla enflamatuvar
yaniti kontrol edip simirlandirarak, saglikli dokuya enflamasyonun yayilmasini
Onlemek,

3. Makrofajlar ve lenfositler araciligiyla, kazanilmis bagisiklik sistemi elemanlariyla
etkilesim saglayip, kontaminasyona sebep olan patojen/patojenlere karsi daha spesifik
bir yanit olusturmak,

4. Mikrobiyal {iriinler, hiicre kalintilar1 ve enflamasyon kaynakli diger artiklari

bolgeden uzaklagtirmak ve iyilesme siirecini baglatmak (Rote ve Huether, 2010).

1.1.1.2.Hiicresel Yanit

Enflamatuvar yanitin hiicresel bilesenleri temel olarak graniilosit ve monosit
hiicreleridir. Genellikle dolasimda olmakla birlikte, bazilar1 dokularda da bulunurlar.
Dolasimdaki hiicreler; nétrofiller, eozinofiller, bazofiller, trombositler (plateletler),
makrofajlarin prekiirsorii olan monositler ve lenfositlerdir. Dokularda bulunan
hiicreler; mast hiicreleri ve monosit/makrofaj tiirevi hiicrelerdir. Lenfatik sistem
kokenli hiicreler ve NK hiicrelerine ise hem kanda hem de dokularda rastlanabilir. Bu
hiicrelerin tiimii, ¢esitli biyokimyasal maddeler salgilar ve bu tip maddelere yanit verir

(Rote ve Huether, 2010).

Hasarli dokudan, hiicrelerden (l6kositler, mast hiicreleri vb.) veya plazmadan koken
alan mediyatorler enflamatuvar doku yanitinin olusturulmasini saglarlar. Kokeni
plazma olan mediyatorler aktive olmak i¢in bazi proteolitik degisikliklere gereksinim
duyarken, hiicre kaynakli mediyatorler normalde intraselliiler graniillerde bulunur ve
ithtiya¢ oldugunda salinir veya uyar1 olmasi durumunda yeniden sentezlenir. Aktive

edilmis veya hiicreden salinmis mediyatorler genellikle kimyasal degisim gegirir ya da
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enzimler tarafindan inaktive edilir. Mediyatorlerin hemen hemen hepsi hedef
hiicrelerdeki spesifik reseptorlere baglanir ve bu sekilde aktivite gosterir. Hedef
hiicreyi etkileyen mediyator kendisine benzeyen, aynisi olan ya da karsit etki gosteren
ikincil bir mediyator salimini uyarabilir. Bu mediyatorler su sekilde siniflandirilabilir:
. Vazoaktif aminler

. Plazma proteazlari

. Arasidonik asit metabolitleri

. Lokosit tirtinleri

. Platelet aktive edici faktor (PAF)

. Sitokinler

. Biiylime faktorleri

o 9 O O A~ W oON e

. Diger mediyatorler
(Kuralay ve Cavdar, 2006)

Enflamatuvar yanitta aktivite gosteren 3 temel plazma protein sistemi vardir. Bunlar;
kompleman sistem, pihtilasma sistemi ve kinin sistemidir. Bu sistemler, dolasimda
inaktif formda dolasan, yaralanma veya enfeksiyon durumunda aktive olan proteinler
igerir (Rote ve Huether, 2010).

Anaflatoksinler, mast hiicrelerinin degraniilasyonu ile vazodilatasyon ve damar
gecirgenligini arttiran histamin salimimi uyarir. Kompleman sistemin bazi iiriinleri
anaflatoksik etkilidir. Bu sistemde, ayni zamanda, 16kositlerin enflamasyon bolgesine
gOciinii saglayan kemotaktik ajanlar da bulunur. Anaflatoksik etki, erken evrede,
enflamasyon bdlgesindeki mast hiicrelerinin degraniilasyonunun gergeklesmesi,
damar gecirgenliginin artmasi1 ve vazodilatasyonun saglanmasi i¢in Onemlidir.
Kemotaktik etki ise, bolgeye lokosit gocilinlin saglanmasi i¢in daha uzun dénem
gereklidir. Kompleman sistemde ayrica, parcalanmasi gereken mikroorganizmalara
baglanan ve opsonin ad1 verilen molekiiller de mevcuttur. Ozetle, kompleman sistemin
4 temel gorevi vardir. Bunlar; mast hiicrelerinin degraniilasyonunu saglayan
anaflatoksik aktivite, bolgeye lokosit gocii (kemotaksis), opsonizasyon ve hiicre

par¢alanmasidir (Rote ve Huether, 2010).
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Pihtilasma sisteminde gorevli proteinler, enflamasyon bdlgesinde bir fibrin ag1
olusturur. Bu yapi, enfeksiyonun ¢evre dokulara yayilmasini  onler,
mikroorganizmalar1t ve yabanci maddeleri enflamasyon bdlgesinden uzak tutar,
kanamanin durmasini saglayan bir pihti olusturur ve tamir ve iyilesme siireci igin
baslangi¢ olusturur. Bu sistemde gorevli olan fibrinopeptitler, noétrofiller igin
kemotaktik ajanlardir, ayn1 zamanda kinin sistemi tarafindan iiretilen bradikininin

etkisini arttirarak damar gegirgenligini arttirirlar (Rote ve Huether, 2010).

Kinin sisteminde salinan birincil kinin olan bradikinin; vazodilatasyona ve diiz
kaslarin kasilmasina sebep olur, prostoglandinlerle birlikte sinir uglarinin uyarilmasini
saglayarak agri olusturur, damar gegirgenligini arttirir ve 16kosit gogiinii uyarir (Rote

ve Huether, 2010).

Plazma protein sistemleri, birbiriyle etkilesim i¢indedir ve uyarilmalart sonucunda
yiiksek etkinlikte maddelerin salim1 gergeklesir ve enflamatuvar yanit aktive olur.
Enflamasyon, canlilar i¢in kritik dneme sahiptir ve bu sebeple enflamasyon siirecinin
etkin bicimde uyariminin saglanmasi sarttir. Ancak bu siirecte iiretilen biyokimyasal
mediyatorler ¢ok etkili ve viicudun kendi dokulari i¢in de zararli olabilecek
niteliktedir, dolayisiyla enflamasyonun hasar goren bolge ile smirli kalmasi ¢ok
onemlidir. Bu sebeplerle, enflamatuvar yanit olusumunda biiyiik rolii olan plazma

protein sistemlerinin regiilasyonu biiyiik 6neme sahiptir (Rote ve Huether, 2010).

Uyar1 durumunda, mast hiicrelerinden histamin, kemotaktik faktorler ve sitokinler
(TNF-a, IL-4 gibi) salinir ve bu maddelerin etkileri ¢ok hizli goriiliir. Vazoaktif
aminler grubunda yer alan histamin, salimi1 halinde ilk etapta ana damarlarda hizli
vazokonstriiksiyona, enflamasyon bdlgesindeki kilcallarda ise vazodilatasyona sebep
olur, boylelikle bolgedeki kan akiminin artmasini saglar. Histamin ayrica kapiller
permeabilite artisina eden olur. Lokotrienler, prostoglandinler ve platelet aktive edici
faktor, mast hiicrelerinin aktivasyonu siiresince salinan diger mediyatorlerdendir.
Arasidonik asit metabolitlerinden olan lokotrienler, diiz kas kasilmasina, damar
gecirgenliginde artisa ve eozinofil ve nétrofil gociline sebep olur. Lokotrienler histamin

benzeri etki gostermekle birlikte, farkli olarak etkilerini daha yavas ve uzun siireli
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ortaya ¢ikardiklari icin enflamasyonun ilerleyen evrelerinde Onem tasir. Mast
hiicrelerinde sentezlenen ve yine arasidonik asit metaboliti olan prostoglandinler ise
damar gegirgenligini arttirma ve notrofil gé¢ilinii uyarmanin yanisira agri olusumuna
sebep olur. Vaskiiler permeabiliteyi arttiran, I6kosit géclinii ve platelet aktivasyonunu
saglayan platelet aktive edici faktoriin temel kaynagi mast hiicreleri olmakla birlikte,
enflamasyon siiresince nétrofiller, makrofajlar, endotel hiicreleri ve trombositler de bu

mediyatorii salgilayabilir (Rote ve Huether, 2010).

Notrofiller, enflamasyon bolgesine ilk gelen fagositik hiicrelerdir. Cesitli enflamatuvar
mediyatorler aracilifiyla uyarilarak fagositoz ile bdlgeyi temizler. Makrofajlar ve
lenfositler bolgeye ulastiktan sonra sayilari azalir. Monosit/makrofajlar da fagositik
hiicrelerdir ancak bunlar, enflamatuvar yanitin daha ileri evresinde, noétrofiller
tarafindan salinan kemotaktik faktor ile uyarildiktan sonra ve notrofillerden daha uzun
stire etkinlik gosterirler. Monositler kemik iliginde iiretilir ve enflamasyon bolgesine
goclin ardindan makrofajlara doniislir. Bu hiicreler aynt zamanda dokulardaki
makrofajlarin prekiirsoriidiir. Makrofajlar, hiicresel enflamatuvar yanitta dokuya
gecen primer hiicrelerdir ve bolgeyi temizlemek ve irettikleri sitokinler araciligiyla
enflamasyonun ilerlemesini durdurup iyilesme siirecinin baslamasii saglamakla
gorevlidirler. IFN-y gibi sitokinler ayrica, makrofajlarin bakterisidal aktivitesini de
arttirir. Makrofajlar ayn1 zamanda, IFN-y, IL-1B, anjiyogenik faktor, fibroblast aktive
edici faktor ve biliytime faktorii gibi maddeler tireterek hasarli dokunun tamirinde rol
oynar (Rote ve Huether, 2010). Makrofajlar tarafindan {iretilen pek ¢ok biiylime
faktorii pleiotropiktir ve hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve ekstraselliiler matriks
olusumunda rol oynarlar (Li ve ark., 2007). Enflamatuvar yanitin sonucunda, bolgenin
yabanci maddeler/patojenlerden temizlenmesi durumunda, antienflamatuvar aktivite
icin sinyalizasyon baglar ve enflamasyonun ¢oziilme siirecine girilir. Bu siiregte
ozellikle, lipoksinler, protektinler, resolvinler gibi lipit yapisindaki mediyatorler rol
oynar. Arasidonik asit tiirevi olan lipoksin, n6trofil gociinii durdurur, 6lii hiicrelerin ve
doku kalintilarinin makrofajlar tarafindan temizlenmesi i¢in enflamasyon bolgesine

daha fazla monositin gelisini uyarir (Barton, 2008).
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1.1.2. Antienflamatuvar Etkinin Degerlendirilmesi

Antienflamatuvar etkinin degerlendirilmesi temel olarak, deney hayvanlarina
enflamasyon olusturucu bir ajan verilmek suretiyle enflamasyonun olusturulmasi,
ardindan test edilecek numunenin bu enflamasyonu azaltip azaltmadigina bakilmasi
suretiyle yapilir. Numune enflamasyonu geriletiyorsa etkisi, aktivitesi bilinen

antienflamatuvar bir ajanla kiyaslanarak tespit edilir (Ozbek ve Oztiirk, 2003).

1.2. Yara

Viicut agirhigimizin yaklasik %16’sin1 kaplayan derinin en dnemli gorevi, dis ¢evreye
kars1 bariyer olusturarak viicudu korumaktir. Yara; cerrahi girisimler veya travmalar
sebebiyle, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmasidir (Ozler

ve ark., 2007).

1.2.1. YaraTipleri

1.2.1.1.Akut Yaralar

Gegici bir etken sebebiyle olusan bu tip yaralar, genellikle kisa siirede iyilesen
yaralardir. A¢ik yaralar ve kapali yaralar olarak iki grupta incelenebilir (Siintar, 2011).
Acik yaralarda deri altt dokular atmosferle temas halindedir. Bu temas kisa siirede
kesilmezse enfeksiyon, doku kurulugu, eritrosit, 16kosit, immiin madde ve benzeri
proteinlerin kayb1 gibi faktorler i1yilesme siirecini olumsuz yonde etkiler (Gokalp

Ozkorkmaz ve Ozay 2009).

1.2.1.2. Kronik Yaralar

Siirekli bir etken sebebiyle meydana gelen, iyilesmeyen veya iyilesmesi li¢ aydan fazla
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siiren yaralar bu gruptadir. Baz1 sistemik ve lokal faktorler yara iyilesmesini
engellemektedir. Akut yaralarda goriilen anabolik-katabolik reaksiyon dengesi kronik
yaralarda katabolizma yoniine kaymustir. Akut yaralarda enflamasyon gelisiminin
temel amaci hasarli doku pargalarini ve bakteriyel kontaminasyonu ortadan kaldirarak
bolgeyi iyilesme siirecine hazirlamak ve fibroblast aktivasyonunu saglamak iken;
kronik yaralarda enflamasyon gelisimi daha fazla enflamasyonun olusmasini ve

yaranin kroniklesmesini tetiklemektedir (Menke ve ark., 2007; Siintar, 2011).

1.2.2. Yara lyilesmesi

Doku biitiinliigiindeki bozulma, yara bolgesinde morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerin
geri kazanilmas1 amaciyla, bir dizi fizyolojik olay1 kapsayan tamir siirecini baslatir.
Yara iyilesmesi siirecinde, temelde doku hasarinin en aza indirgenmesi, yeterli doku
kanlanmasi ve oksijenlenmesinin, dokunun diizgiin beslenmesi ve nemlenmesinin
saglanmas1 hedeflenmektedir (Ozler ve ark., 2007; Gokalp Ozkorkmaz ve Ozay,
2009). Yara iyilesmesinin istenen sonucu, dokunun tamamiyla yenilenip
(rejenerasyon) eski haline donmesidir. Bu sonug, 6zellikle eriskinlerde, her zaman
miimkiin olmasa da, yara kiigiik ve temiz ise rejenerasyon tam olarak gergeklesebilir.
Hasar alan dokunun neredeyse orijinal yapisina dondiigii ve herhangi bir fonksiyon
eksikliginin s6z konusu olmadigir bu duruma rezoliisyon adi verilir. Eger dokudaki
hasar fazlaysa, hasarli doku rejenere olamiyorsa, enfeksiyon sonucunda abse ve
graniiloma olustuysa veya bozulmus dokudaki fibrin varligi devam ediyorsa,
rezoliisyon miimkiin olmaz ve tamir siireci baglar. Dokunun tamiri i¢in, temelde
kolajen yapisinda olan, hasarli dokuda gerilim kuvvetini saglayan, ancak yara almamig
haliyle ayn1 fizyolojik fonksiyonlar1 tasimayan skar dokusu gelisir (Rote ve Huether,
2010).

Yara iyilesmesi siireci, kesin sinirlarla ayrilamayan ii¢ evreden olusur. Bunlar;
enflamasyon (0-3 giin), proliferasyon (3-12. giinler) ve olgunlasma/remodelizasyon
(3-6 ay) evreleridir (Ozler ve ark., 2007; Gokalp Ozkorkmaz ve Ozay, 2009).
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1.2.2.1. Enflamasyon Evresi

Travmaya kars1 olusan fiziksel yanit enflamasyonla baslar. Ilk etapta kanamanin
durdurulmasi, hemostazin saglanmasi amaciyla vazokonstriikksiyon meydana gelir.
Kanamanin durdurulmasinin ardindan plazma ve dokulardan salinan enflamatuvar
mediatdrler araciligiyla lokal vazodilatasyon ve damar gecirgenliginde artig goriiliir.
Yaralanmay1 takip eden siiregte trombositlerin kolajenle temasi ile pihtilagsma
mekanizmalar1 aktive olur. Trombosit adhezyonu, agregasyonu ve pihtilasma
faktorlerinin salinmasiyla piht1 meydana gelir. Piht1 olusumu, kanamanin, bakteriyel
kontaminasyonun dnlenmesi ve yaranin kapanmasi bakimindan énemli bir basamaktir.
Bu pihti ayn1 zamanda bolgeye go¢ eden hiicreler igin bir iskelet gdrevi goriir.
Trombositler, hemostazin saglanmasi igin temel gorevleri olan pihtilasmay1
saglamanin yanisira, biiyiime faktorii ve vazoaktif maddeler salgilayarak fibroblast ve
diger mezenkimal hiicrelerin aktivasyonunu saglar (Li ve ark., 2007; Ozler ve ark.,
2007). TNF-a, IL-1, IL-6 gibi mediyatorlerin salinmasiyla, 16kositler yaralanma
bolgesine gelir. Bakterisidal ve fagositik 6zellikleri olan bu hiicrelerin temel gorevi;
yaradaki yabanci maddeleri, aktivitelerini yitirmis doku hiicrelerini, hasarli matriks
bilesenlerini fagosite etmektir. Bu sekilde, yara bolgesinde bakteriyel kontaminasyonu
ve enfeksiyon olusumunu onleyen nétrofiller immiinolojik bir rol oynarlar. Normal
yaralarda yara iyilesmesinde yiiksek katki saglayan noétrofiller, kronik yaralarda yara
bolgesinde kalma siirelerinin ve salgiladiklart maddelerin artmas1 sebebiyle
lyilesmenin gecikmesine neden olurlar. Yara bolgesine notrofillerden sonra gelen
lenfositlerin, yiiksek kontaminasyonun oldugu yaralarda iltithap derecesini belirleyen
bir rolii vardir. Enflamasyonun az oldugu yaralarda minimal isleve sahiplerdir.
Bolgeye monositlerin gelmesiyle nétrofil miktar1 azalir. Aktive olan monositler,
makrofajlara doniiserek, patolojik mikroorganizmalari, doku artiklarimi ve islevini
bitirmis olan nétrofilleri fagosite ederler. Yara iyilesmesinde 6nemli rolii olan diger
bir grup da mast hiicreleridir. Bu hiicreler, enzim, histamin ve diger aktif aminleri
sentezleyerek enflamasyon bulgularmi ortaya c¢ikarirlar. Yara bdlgesinde
makrofajlarin etkinligi, proliferatif evreye gecildiginin gostergesi olarak diisiiniilebilir

(Ozler ve ark., 2007; Siintar, 2011; Altinyay, 2014).
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1.2.2.2. Proliferasyon Evresi

Proliferasyon evresi, yeni olusan graniilasyon dokusunun yara alanin1 kapladigi ve
doku tamirinin basladig1 evredir. Bu agsamada fibroblastlarin 6énemli rolii vardir. Bu
hiicreler normal dermiste sayica az ve dinlenme durumunda bulunur, ancak yara
dokusunda ¢ok sayida ve aktif haldelerdir. Makrofajlarin salgiladiklart sitokinler
araciligiyla, fibroblast migrasyonu, proliferasyonu ve kolajen sentez-yikim kontrolii
saglanir. Fibroblastlar, yara iyilesmesinde kritik olan kolajen ve glikozaminoglikan
sentezini yaparlar. Hyaluronik asit, kondroitin-4-siilfat, dermatan siilfat ve heparan
stilfat olmak tizere dort ana ¢esidi bulunan glikozaminoglikanlar, kolajenin
depolanmasi bakimindan 6nemli yapilardir. Kolajen sentezinin arttigi bu evrede,
paralel olarak yara gerilme kuvveti de artar. Kolajen fibriller kovalent baglarla
birbirine baglanarak kolajen liflerini olusturur Mevcut fibrin pihtisi, kolajen lifleri ve
doku hiicreleri i¢in bir iskelet gorevi goriir ancak iyilesmenin devaminda bu pihti
¢oziiliir ve yerine rezoliisyon durumunda normal doku, tamir durumunda ise skar
dokusu geger. Kolajen yapimi, graniilasyon dokusunun giiclenmesi igin gerekli olan
damar olusumu (anjiyogenez) ve dokunun yeniden sekillenmesi i¢in Onemli bir
basamaktir (Ozler ve ark., 2007; Rote ve Huether, 2010; Siintar, 201 1). Makrofajlardan
salinan sitokinler, bolgede diisiik oksijen miktari, laktik asit ve biyolojik aminler
anjiyogenez baslangicini uyarir. Yaralanma durumunda, endotel hiicreleri anjiyogenik
basamaklar1 baslatir ve ¢evredeki damarlardan kaynak alarak hasarli bolgedeki yeni
damarlar geligir. Yeni olusan damarlar, bolgeyi besler ve oksijen tagir, bu sekilde
graniilasyon dokusunun olusumuna katki saglar. Bu siiregte endotel hiicreleri,

sitokinler gibi aktif maddeler de tiretir (Li ve ark., 2007).

Yara iyilesmesinin klinik degerlendirilmesinde, epitelizasyonun tamamlanmasina
bakilir. Yeni olusan epitelin kaynagi, bazal tabakadaki Kkeratinositlerdir.
Fibroblastlardan salinan sitokinler tarafindan yonlendirilen epitelizasyon, yara
olusumunu takiben baglar. Sitokinler keratinositlerin yara bolgesine migrasyonunu ve
proliferasyonunu uyarir. Uyarilan keratinositlerden IL-6 ve NO salinarak diger
keratinositlerin migrasyon ve proliferasyonu saglanir. Keratinositlerin proliferasyonu

ile, epidermis ve dermisi baglayacak olan membran sekillenir. NO miktari, keratinosit
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yogunlugu ile orantili olarak artar ve NO miktarinin belli bir diizeye gelmesi
sonucunda keratinosit proliferasyonu durur ve epidermisin tabakalarinin olugsmasini

saglayan hiicre farklilasmas1 baslar (Li ve ark., 2007; Ozler ve ark., 2007).

1.2.2.3. Olgunlasma Evresi

Kolajen yapimi ve yikimimin dengeye ulagmasiyla yara iyilesmesinde son evreye
girilir. Kolajen miktar1 sabit kalirken kolajen lifleri, ¢cevresel faktorlere bagli olarak
yeniden sekillendirilir. Bu asamada enflamasyonda rol oynayan hiicreler azalmaya
baslar ve yara gerilme kuvveti devamli artar. Gerilme kuvveti, yaralanmadan 6-12 giin
sonra belirgin hale gelir (Ozler ve ark., 2007; Siintar, 2011). Bu evrede amag, dokunun
yapisal biitiinliigii ve fonsiyonel yetkinliginin yeniden saglanmasidir (Li ve ark.,

2007).

1.2.3. Yara lyilesmesinin Degerlendirilmesi

1.2.3.1. In Vitro Cahsmalar

Genellikle fibroblast, keratinosit ve endotel hiicreleri kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiiri temelli bu c¢aligmalarda, iyilesme siirecinde 6nemli olan hyaluronik asit,
kolajen ve elastini pargalayan enzimlere karsi inhibitor etki degerlendirilir (Stintar,
2011).

1.2.3.2. In Vivo Calismalar

Yara iyilestirici etkinin degerlendirilmesi amaciyla, fare, sigan gibi kii¢iik memeli
hayvanlarda mekanik veya termal travma ile yara olusturulur. Belli zaman araliklariyla
fotograflanan yara alanlar Olgiilerek yara kontraksiyonu hesaplanir. Yara alaninin

kiiciilmesi yara iyilesmesinin gostergesidir. Insizyon tipi yara olusturulmus
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modellerde yara kenarlar1 cerrahi dikisle birlestirilir. Dikiglerin alinmasindan sonra
yara alanlari ¢ikarilarak tensiometre ile yara gerilme kuvveti olgiliir. Yara gerilme
kuvvetinin yiiksek olmasi yara saglamligi ve kolajen olusumunun degerlendirilmesini
saglar. Bu sekilde test edilen numunenin yara gerilme kuvvetine etkisi tespit edilir.
Yara bolgeleri ¢ikarilip formaldehit ¢ozeltisi iginde saklanarak histopatolojik inceleme

ile iyilesme siirecinin degerlendirilmesi de miimkiindiir (Siintar, 2011).

1.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Etki

Aerobik organizmalarin elektron tasima sistemlerinde, aktif fagositoz gibi metabolik
yolaklarda siirekli olarak reaktif oksijen tiirleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu reaktif tiirlerin
baslicalart; stiperoksit anyon (O27), hidrojen peroksit (H20>), hidroksil radikal (HO),
peroksil radikal (ROO), alkoksil radikal (RO™), hipoklorik asit (OHCIY), ve
peroksinitrit (ONOOQO™) olarak sayilabilir. Fagositoz sirasinda ortaya ¢ikan reaktif
oksijen tiirleri, fagositlerdeki proteazlar ve antimikrobiyal peptitlere ek olarak
antimikrobiyal bir sistem olusturur. Reaktif oksijen radikalleri DNA, protein ve lipitler
gibi makromolekiillerde oksidatif hasara neden olur. Metabolizma sirasinda olusan bu
reaktif tiirler, normalde spesifik enzim sistemleri (sliperoksit dismutaz, katalaz), tirik
asit ve tokoferol gibi, protein yapisinda olmayan bazi bilesikler tarafindan
engellenmektedir. Az miktarda, kolay okside olabilen maddelerin oksidasyonunu
geciktiren veya engelleyen bilesiklere antioksidan adi verilir (Barton, 2008; Albayrak
ve ark., 2010).

Viicutta antioksidan aktivite gésteren dogal yapilar her zaman yeterli olmayabilir.
Oksidatif stres; reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun, bu reaktif bilesenleri detoksifiye
eden sistem etkinligini agmasi olarak tanimlanabilir. Oksidatif stres sonucunda olusan
serbest radikaller, hiicre hasarma ve dolayisiyla kanser, kardiyovaskiiler sistem
hastaliklari, metabolik rahatsizliklar ve norolojik problemler gibi pek ¢ok rahatsizliga
sebep olabilirler (Erdogan-Orhan ve ark., 2010).

Kronik yaralarda yapilan biyokimyasal 6l¢iimlerde, oksidatif stres artisinin dikkat
cekici diizeyde oldugu goriilmektedir (Ozler ve ark., 2009). Yara iyilesmesinin
enflamasyon evresinde, aktif nétrofillerin bakterileri fagositozu sirasinda olusan

serbest radikaller doku hiicrelerine de hasar verir (Ozler ve ark., 2007).
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1.4. Ononis L. Tiirlerinin Botanik Ozellikleri

1.4.1. Bitkinin Sistematikteki Yeri

Alem : Plantae

Bolim : Spermatophyta
Alt Bolim  : Angiospermae
Siif : Dicotyledonae
Alt Siuf : Dialypetalae
Takim : Rosales
Familya : Fabaceae

Alt Familya : Papilionaceae
Cins : Ononis L. (Davis, 1970)

1.4.2. Fabaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Odunsu veya otsu, yapraklar alternan, genellikle stipulali, bipennat, pennat, digitat,
trifoliat veya basit. Cigekler aktinomorf veya zigomorf, hipogin, bazen perigin,
genellikle hermafrodit. Cigek durumu rasemoz, basak, semsiyemsi veya tek ¢igekli.
Sepaller (4-) 5, tek sepal her zaman 6nde. Petaller (1-) 5, tomurcukta valvat veya
imbrikat, serbest veya nadiren kismen birlesik. Stamenler 4 ya da daha fazla sayida,
genellikle 10’lu, hepsi bir tiip i¢inde birlesik (monodelf), iist stamen serbest (diadelf)
veya hepsi serbest. Karpel 1, iist durumlu, plasentasyon parietal, meyve legiimen
ventral, dorsal ya da agilmayan, bazen 1 tohumlu lomentumlara ayrilmis. (Davis, 1970;

Baldemir, 2010).

Fabaceae familyasi; Caesalpinioideae (Syn: Caesalpiniaceae), Mimosoideae (Syn:
Mimosaceae) ve Papilionoideae (Syn: Papilionaceae) olmak iizere 3 alt familyay1
kapsamaktadir (Davis, 1970).
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1.4.3. Ononis L. Cinsinin Ozellikleri

Tek veya ¢ok yillik otsu veya algak, kisa ¢ali formunda bitkiler. Govde, salgi tiiylii
veya Ortii tityiine sahip, nadiren tiiysiiz. Yapraklar 1-3 foliolat veya 1-foliolat, nadiren
imparipennat. Yaprakgiklar genellikle disli, stipulalar yapraksi ve yaprak sapiyla
birlikte gelismis. Cicekler, govdeye bitisik, ayr1 2-3 tane, sapsiz veya uzun sapl
genellikle yapraksi salkimli. Kaliks kampanulat, veya nadiren tiibiiler (5 dar, esit
bolmeli). Petaller sari-beyaz veya pembe-mor. On petal sivri. Stamenler monodelf.
Stigma kiiglik ve terminal. Leglimen meyve lineer-oblong, siskin veya silindirik ve
birkag tane veya ¢ok sayida bobrek seklinde/orbikular tohumlu, kendiliginden agilan,
kaliks tarafindan sarili veya 3 kati kadar biiyiikliikte (Davis, 1970).

1.4.4. Cahsilan Tiirlerin Tayin Anahtar:

1. Petaller saman rengi-sari, genellikle kirmizi ¢izgili veya kirmizili
2. Tek yillik
3. Korollada veksillum tiiyli 14. variegata
3. Korollada veksillum tiiysiiz
4. Pedunkul dikensiz; ¢icekler sik salkim olusturmamus; kaliks disli, lineer
lanseolattan subulata; tohumlar piiriizlii
5. Korolla kaliksten uzun veya kisa; leglimenler oblongdan lineer oblonga, siskin,
bogumlu degil
6. Korolla 5-10 mm, petaller sar1; pedunkul 1 ¢icekli
7. Pedunkul 10-25 mm, 5-20 mm dikenli 10. viscosa
2. Cok yillik
8. Pedunkul 5-20 mm
9. Govde 15-100 cm; korolla 8-20 mm; pedunkul dikenleri (2-)5-15 mm; legiimen
lineer 4. natrix
9. Govde 3-30 cm; korolla 6-12 mm; pedunkul dikensiz veya dikenler en fazla 2
mm; leglimen oblong

10. Korolla 6-9 mm; yapraklar belirgin sapl
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11. Yapraklar genellikle trifoliat, list yapraklar ¢ogunlikla tek yaprakeikli, alt
yapraklar bazen imparipennat; kaliks loblari lineer-subulat ve ii¢ damarli
1. Petaller pembe-mor veya beyaz
12. Cok yillik, cogunlukla dikenli
18. Cigekler 6-10 (-15) mm, genellikle tek, gevsek salkim seklinde; kaliks loblarinda
genellikle sapsiz veya kisa sapl salgi tiiyleri, arasinda seyrek olarak daha uzun

ortii tiiyleri, bazen tiiysiiz; tohumlar piiriizli veya pliriizsiiz 13. spinosa

Calisilan tiirlerden O. spinosa’nin Tiirkiye’de yetisen iki alt tiirii bulunmaktadir.
Bunlar; O. spinosa subsp. antiquorum’un tohumlari ¢ikintili iken, O. spinosa subsp.

leiosperma’nin tohumlarinin yiizeyi piiriizsiizdiir (Davis, 1970).

1.5. Ononis L. Tiirleri Uzerinde Yapilan Kimyasal Cahsmalar

1.5.1. Terpenik Bilesikler

1.5.1.1. Triterpenik Bilesikler

On iki Ononis tiiriinden hazirlanan ekstrelerin sabunlagsmayan kisimlari ile yapilan GC
analizinde, bu tiirlerin on tanesinin (O. cristata Miller, O. pubescens L., O. viscosa, O.
minutissima L., O. arvensis, O. spinosa, O. repens, O. subspicata Lag., O. mitissima

L., O. alopecuroides L.) a-onoserin tasidigi saptanmistir (Rowan ve Dean, 1972).

Barton ve Overton’un yaptigi bir ¢alismada (1955), O. spinosa koklerinin kloroform
ile ekstraksiyonu sonrasinda a-onoserin kristallendirilerek elde edilmistir. a-onoserin
ayrica, bitkinin kurutulmus koklerinden petrol eteri kullanilarak yapilan Soxhlet
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstreden de izole edilmis, MS ve NMR

teknikleri yardimiyla yap1 tayini yapilmistir (Pauli, 2000).
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Baska bir ¢calismada, O. spinosa nin kok ekstresinin sabunlagmayan kisminin GC-MS

analizi sonucunda, yapisinda -amirin ve a-onoserin varligi tespit edilmistir (Daruhazi

ve ark., 2008).

O. spinosa koklerinin butanol ekstresinden triterpenik bir saponozit olan 3-O-[a-L-
ramnopiranozil-(1—2)-p -D-ksilopiranozil-(1—2)-p -D-glukuronopiranozil]-3p ,22a-
dihidroksiolean-13-en-11-on bilesigi izole edilmistir (Shaker ve ark., 2004).

HsC_ CH,
C
CH, 3
HO
H3C CH3
B-amirin a-onoserin
HOOC
(0]
HO
HO
O]
o
HO
HO . . _— .
0 3-O-[a-L-ramnopiranozil-(1—2)-p-D-ksilopiranozil-
(1—2)-B-D-glukuronopiranozil]-3p, 22a-dihidroksiolean-
13-en-11-on

H;C
HO ©

HO OH

Sekil 1.4. Ononis L. tiirlerinde bulunan triterpenik bilesikler
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1.5.1.2. Steroller

O. spinosa koklerinden hazirlanan ekstrenin GC-MS analizi, sabunlasmayan kisimin
[B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol ve stigmastan-3,5-dien igerigini ortaya

koymustur (Daruhazi ve ark., 2008).

CH3

CHz

B-sitosterol
HO

CHj
CHj

Kampesterol

CH,

CHj

Stigmasterol

HO
CH4

CHj3

Stigmastan-3,5-dien

Sekil 1.5. Ononis L. tiirlerinde bulunan steroller
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1.5.2. Flavonoitler

Metanol:su (90:10) karisimi ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonu sonucunda O.
spinosa’dan hazirlanan ekstrenin yiiksek ¢oziintirlikli YPSK analizi sonucunda
bitkinin izoflavon igerigi tespit edilmistir. UV-VIS DAD ve ESI-MS dedektorler
araciligiyla yapilan bu analiz sonucunda, ekstrenin psddobaptigenin glukozit, ononin
(7B-(glukoziloksi)formononetin) ve formononetin tasidigr saptanmistir (Klejdus ve
ark. 2007).

Yapilan ultra performansli sivi kromatografisi sonucunda ise asit hidrolizine ugramis
O. spinosa ekstresinde genistein ve biokanin A tespit edilmistir (Klejdus ve ark.,
2008).

Bagka bir ¢alismada; O. spinosa koklerinden sulu metanol ile hazirlanan ekstrenin
YPSK analizi ile asit hidrolizi 6ncesinde ve sonrasinda izoflavon igerigi arastirilmis
ve hidrolizden once ekstrede daidzin, genistin, ononin ve formononetine rastlanirken,
asit hidrolizi sonrasinda ekstrede ononin, daidzein ve formononetin tespit edilmistir

(Benedec ve ark. 2012).

Fujise ve arkadaslarinin (1965) yaptig1 bir ¢aligmada O. spinosa’dan trifolirhizinin
tetraasetat: izole edilmis ve bu bilesikten de rediiksiyon ve alkali hidrolizi yoluyla

trifolirhizin elde edilmistir.

Dannhardt ve arkadaslar1 (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada, O. spinosa’nin
koklerinin metanol ekstresinin lipoksijenaz tizerindeki inhibitor etkisi incelenmis, aktif
bilesen olarak medikarpin izole edilmistir. Baska bir ¢alismada, O. spinosa’dan
medikarpin yaninda, homopterokarpin de izole edilmistir (Jimenez-Gonzales ve ark.,
2008).

O. spinosa subsp. leiosperma (Boiss.) Sirj.’nin koklerinden hazirlanan metanol

ekstresinden izoflavon tiirevi olan ononin ve bir pterokarpan tiirevi olan 7-demetoksi-
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7-D-(glukoziloksi)- homopterokarpin bilesikleri izole edilmistir (Kirmizigiil ve ark.,
1997).

O. arvensis’in koklerinden izoflavanon yapisindaki onogenin izole edilmis ve
maddenin yap1 tayininde UV, IR, NMR ve MS gibi spektroskopik yontemlerden

yararlanilmistir (Kovalev ve ark., 1975).

O. natrix subsp. hispanica (L.F.) Cout.’nin toprak tstii kisimlarindan hazirlanan

hekzan ekstresinden flavon yapisindaki nevadensin elde edilmistir (Barrero ve ark.,

1990).

O. natrix bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, ipterokarpan tiirevi bir bilesik olan
homopterokarpin izole edilmistir (San Feliciano ve ark., 1983).

Barrero ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada, O. natrix subsp. ramosissima
(desf.) Brig.’dan, 2',4'-dihidroksikalkon, 2'-hidroksi-4'-metoksikalkon, 4,2',4'-
trihidroksikalkon, 4,2'-dihidroksi-4'-metoksikalkon; 2',4',6'-trihidroksi
dihidrokalkon, 2',6'-dihidroksi-4'-metoksidihidrokalkon, 2',4'-dihidroksi-6"-
metoksidihidrokalkon, 4,2',6'-trihidroksi-4'-metoksidihidrokalkon, 2',6'-dihidroksi-
4'-metoksidihidrokalkon, 2',6'-dihidroksi-4,4'-dimetoksidihidrokalkon; 7-
hidroksiflavanon, 5,7-dihidroksiflavanon; pterokarpan tirevi bilesikler olan

medikarpin, homopterokarpin, trifolirhizin izole edilmistir.

O. natrix’in toprak istii kisimlarindan kloroform ile hazirlanan ekstreden, flavon
tiirevi bilesikler olan gardenin B, ksantomikrol, himenoksin ve bir pterokarpan tiirevi
olan medikarpin-p-D-glukoz elde edilmistir (Al-Khalil, 1995a).

O. speciosa Lag.’nin ¢igeklerinden hazirlanan ekstreden ononin ve 6"-O-

asetilononin izole edilmistir (Barrero ve ark., 1989a).
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O. viscosa subsp. brevifolia (DC) Nym.’nin toprak istii kisimlarinin kloroform
ekstresinde pterokarpan tiirevi bilesikler izole edilmis ve yapilart variabilin ve
anhidrovariabilin olarak tayin edilmistir (Barrero ve ark., 1994a). Aym alt tiir ile
yapilan baska bir ¢alismada ise kloroformlu ekstreden pterokarpin, homopterokarpin,
medikarpin, maakiain, 11b-hidroksi-11b,1-dihidromedikarpin ve 11b-hidroksi-11b,1-
dihidromaakiain bilesikleri saflastirilmistir (Barrero ve ark., 1998).

Ononis cinsinin 31 taksonu ile yapilan bir ¢alismada, O. natrix, O. spinosa, O. viscosa,
O. hispida Desf., O. serrata Forrsk., O. variegata ve O. subspicata tiirlerinin de i¢inde
bulundugu 6rneklerin yapraklarinda medikarpin varligi tespit edilmistir. Bu 6rneklerin

¢ogunun maakiain de tasidig1 goriilmiistiir (Ingham, 1982).

O. serrata’nin etanol ekstresinden elde edilen kloroform ve etil asetat
fraksiyonlarindan, 5,6,4'-trihidroksi-7,3"-dimetoksiflavon, sorbifolin, apigenin,
luteolin, astragalin, izokersitrin ve 6-hidroksikemferol-3-glukozit izole edilmistir.
Bilesiklerin yapisi, fiziksel Ozelliklerine bakilarak, spektroskopik verilerden

faydalanilarak ve referans orneklerle kiyaslanarak tayin edilmistir (Amer, 2001b).

O. serrata 'nin butanolde ¢6ziinen fraksiyonu ile yapilan bir ¢aligmada, medikarpin-3-

O-glukozit ve rotindin izole edilmistir (Abdel-Kader, 2004).

Cezayir’de endemik olarak yetisen bir tiir olan O. angustissima Lam. nin metanol:su
karisimiyla hazirlanan  ekstresinin  fraksiyonlanmast ardindan  kloroformlu
fraksiyondan alnetin, 6,7-di-O-metilbaikalein, negletein, krizin izole edilmistir
(Bouheroum ve ark., 2009). Bu ¢alismanin devaminda, metanol:su karisimi ile
hazirlanmis ekstrenin etil asetat fraksiyonundan izole edilen bes bilesikten tigii
spektroskopik yontemler kullanilarak, 2°,4"-dihidroksikalkon, 2'-hidroksikalkon ve 6-
hidroksi-4'-metoksiauron olarak teshis edilmistir (Mezrag ve ark., 2013).

O. angustissima’nin toprak iistii kisimlarindan kloroform ile hazirlanan ekstreden

flavonoit tiirevi 4 bilesik izole edilmis ve bilesiklerin yapilar1 HRESI-MS, UV, NMR
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gibi spektroskopik teknikler kullanilarak ve literatiir verileri ile kiyaslanarak
aydinlatilmistir. Bu bilesiklerin 2',3",4'-trihidroksikalkon, 6-hidroksiauron, 2',4'-
dihidroksikalkon ve tetrokrizin oldugu tespit edilmistir (Benabderahmane ve ark.,
2014).

Amer ve arkadaslarinin (1989) yaptigi bir ¢alismada, O. vaginalis Vahl. Symb.
tiriinden 7 tane flavonoit tiirevi bilesik izole edilmis ve bu bilesiklerin yapilari
apigenin, krizin, astragalin, trifolin, luteolin-3",4"-dimetil eter, sirsimaritin ve eupatilin

olarak aydinlatilmistir.

O. vaginalis’in ¢igeklerinden hazirlanan etanol ekstresinin partisyonu ile elde edilen
butanol fraksiyonundan flavanon C-glikoziti olan hemifolin bilesigi elde edilmistir
(Abdel-Kader, 1997). Benzer bir ¢alismada, O. vaginalis’in kurutulmus koklerinin
etanol ile hazirlanan ekstresinin partisyonu sonucunda alinan eter fraksiyonundan 3-
hidroksi-4,9-dimetoksikumestan, 3,4,9-trimetoksipterokarpan, maakiain, medikarpin
ve trifolirhizin izole edilmis ve bilesiklerin yapist IR, MS ve NMR teknikleri
yardimiyla aydinlatilmistir (Abdel-Kader, 2001).

O. vaginalis bitkisinden butanolle hazirlanan ekstreden bir flavonoit glikoziti olan 3-
O-[2-O-(E)-p-kumaroil-p -D-galaktopiranozil]-7-O-B-D-glukopiranozilkemferol ve
pterokarpan glukoziti olan 3,4-di-O-B-D-glukopiranozil-4-hidroksimedikarpin izole
edilmis ve NMR ve MS yardimiyla yap1 tayini yapilmistir (Shaker ve ark., 2004).

O. sicula’nin etanol ekstresinin metanolde ¢dziinen fraksiyonundan formononetin,
aserosin, maakiain-3-O-B-D-glukozit (trifolirhizin) ve medikarpin-3-O-B-D-glukozit
izole edilmis ve bilesiklerin fiziksel, kimyasal ve spektroskopik verileri

degerlendirilerek yapi tayini yapilmistir (Kassem, 2007).

Taze bitkisel materyalin yiizeyinde biriken flavonoit tiirevi bilesiklerin arastirildig: bir
calismada, O. tridentata L., O. fruticosa L. ve O. natrix 'in yiizeyinde birikmis lipofilik

bilesikler aseton kullanilarak alinmis ve ¢oziicii ugurularak ekstre elde edilmistir.
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Fraksiyonlama ve saflastirma sonucunda, O. fructicosa’da flavon tiirevlerinden,
apigenin, genkvanin, akasetin, apigenin-7,4’-dimetil eter, pektolinaringenin,
salvigenin, luteolin, luteolin-7-metileter; flavonol tiirevlerinden, kersetin, kersetin-3-
glukozit; O. natrix’te flavon tiirevlerinden, apigenin, pektolinarigenin, luteolin-7-metil
eter, ksantomikrol, nevadensin, nepetin, hipolaetin-8,3",4"-trimetileter, sideritiflavon,
aserosin, 5,4'-dihidroksi-6,7,8,3"-tetrametoksi flavon, himenoksin, agekorinin D; O.
tridentata’da ise flavon tiirevlerinden, sirsimaritin, salvigenin, luteolin, luteolin-7-
metil eter, krizoeriol, velutin, nepetin, jaseosidin, sirsilineol, 5-hidroksi-6,7,3",4"-
tetrametoksiflavon, 5,4’-dihidroksi-6,7,8,3 tetrametoksiflavon  tespit edilmistir
(Wollenweber ve ark., 2003).

|

Daidzin

Rotindin

Ononin
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Formononetin

Genistein Nevadensin

Genistin Onogenin

Kersetin Kersetin-3-glukozit
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2’-hidroksikalkon 2.4’ -dihidroksikalkon

2°.4’ .6 -trihidroksidihidrokalkon 4.,2’-dihidroksi-4 "-metoksikalkon
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OCH,
Medikarpin-3-O-glukozit

3-0-[2-O-(E)-p-kumaroil-p -D-galaktopiranozil]-7-O-p -D-glukopiranozilkemferol

OH

Sekil 1.6. Ononis L. tiirlerinde bulunan flavonoitler
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1.5.3. Kumarinler

O. natrix bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-undesil-3,4-
dihidroizokumarin (1) izole edilmis ve maddenin yapist NMR, MS ve IR

spektrumlarindan yararlanilarak aydinlatilmistir (San Feliciano ve ark., 1983).

Soxhlet ekstraksiyonuyla O. natrix’ten hazirlanan n-hekzan ekstresi kullanilarak
yapilan bir c¢alismada dihidroizokumarin tiirevi bilesikler izole edilmistir. Bu
bilesiklerin, (3R)-6,8-dihidroksi-3-undesil-3,4-dihidroizokumarin  (2), (3R)-6,8-
dihidroksi-3-(6-oksoundesil)-3,4-dihidroizokumarin (3), (3R)-6,8-dihidroksi-3-(6-
hidroksiundesil)-3,4-dihidroizokumarin (4), (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-(6-
oksoundesil)-3,4-dihidroizokumarin (5), (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-(6-
hidroksiundesil)-3,4-dihidroizokumarin ~ (6),  (3R)-6,8-dimetoksi-3-undesil-3,4-
dihidroizokumarin (7), (3R)-6,8-dimetoksi-3-(6-oksoundesil)-3,4-dihidroizokumarin
(8), (3R)-6,8-diasetoksi-3-(6-asetoksiundesil)-3,4-dihidroizokumarin (9), (3R)-8-
hidroksi-3,6-dimetoksi-3-undesil-3,4-dihidroizokumarin oldugu belirlenmistir (San
Feliciano ve ark., 1990).

O. natrix subsp. hispanica’nin toprak iistii kisimlariin n-hekzan ekstresi tizerinde
yapilan ¢alisgmada  (3R)-6,8-dihidroksi-3-(6-oksoundesil)-3,4-dihidroizokumarin,
(3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-undesil-3,4-dihidroizokumarin, (3R,6°S)-6,8-dihidroksi-
3-(6-hidroksiundesil)-3,4-dihidroizokumarin izole edilmistir (Barrero ve ark., 1990).
Baska bir ¢alismada da, yine O. natrix’in toprak istii kisimlarindan kloroformla
hazirlanan ekstreden 8-hidroksi-6-metoksi-3-undesil-3,4-dihidroizokumarin izole
edilmistir (Al-Khalil, 1995a).

O. viscosa subsp. brevifolia’nin toprak {istii kisimlarindan hazirlanan kloroformla
ekstreden  (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-undesil-3,4-dihidroizokumarin,  (3S)-8-
hidroksi-6-metoksi-3-(7-oksiundesil)-3,4-dihidroizokumarin, (3R)-8-hidroksi-6-
metoksi-3-(11-hidroksiundesil)-3,4-dihidroizokumarin, (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-
(6-hidroksi-5-oksoundesil)-3,4-dihidroizokumarin,  (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-(6-
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hidroksi-5-oksotridesil)-3,4-dihidroizokumarin bilesikleri izole edilmistir (Barrero ve
ark., 1994a).

O. pubescens’in toprak listii kisimlari tizerinde yapilan bir ¢alismada, bitkisel materyal
kloroform ile Soxhlet ekstraksiyonuna tabi tutulmus ve elde edilen ekstreden 8-
hidroksi-6-metoksi-3-(10-oksoundesil)-3,4-dihidroizokumarin,  6,8-dimetoksi-3,4-
dihidroizokumarin gibi izokumarin tiirevi bilesikler izole edilmistir (Barrero ve ark.

1994b).

O. vaginalis’in kurutulmus koklerinin etanol ile hazirlanan ekstresinin partisyonu ile
elde edilen eter fraksiyonundan 5,7,4'-trihidroksi-4-stirilkumarin izole edilmis ve
bilesigin yapisi IR, MS ve NMR teknikleri yardimiyla aydinlatilmistir (Abdel-Kader,
2001).

R: R2 R3
1 H CHs H
2 H H H
3 H H =
4 H H OH
5 H CHs O=
6 H CHs OH
7 CHs CHs H
8 CHs CHs =
9 Ac Ac OAc
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HO
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(3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-undesil-3,4-
HO O  dihidroizokumarin
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HO o) (3R)-8-hidroksi-6-metoksi-3-(6-hidroksi-5-
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HO
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OH dihidroizokumarin

HO
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OH (0] 6,8-dimetoksi-3,4-dihidroizokumarin

OH
5,7,4’-trihidroksi-4-stirilkumarin

Sekil 1.7. Ononis L. tiirlerinde bulunan kumarinler
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1.5.4. Ugucu Bilesikler

O. viscosa subsp. brevifolia’dan su distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin GC-MS
analizi sonucunda tespit edilen 40 kadar bilesik arasinda major olarak,
hekzahidrofarnesilaseton, karvakrol, laurik asit, nonanal, (E)-geranilaseton, dodekanal

oldugu goriilmiistiir (Erdemgil ve ark., 2002).

Fas’tan toplanmis olan O. natrix’in toprak iistii kisimlarindan su distilasyonu ile elde
edilen ugucu yagin GC-MS analizi sonucunda, u¢ucu yagin major bileseninin kafur
(%16,2) oldugu, bununla beraber, seskiterpenler bakimindan olduk¢a zengin oldugu
ve temel bilesenlerin B-karyofilen (%9), p-farnesen (%6,5), y-murolen (%6,6) oldugu
tespit edilmistir (Khallouki ve ark., 2002). Yine Fas’tan toplanan O. natrix ile yapilan
bir calismada, bitkiden su distilasyonu ile ugucu yag elde edilmis ve GC-MS ile ugucu
yag igerigi tespit edilmistir. Ucucu yagin bileseninde temel bilesikler olarak farnesil
aseton (%27,3), geranil aseton (%20,3), timol (%13,7) ve kafur (%5,5) bulundugu

goriilmustiir (Elamrani ve Benaissa, 2010).

Baska bir ¢alismada, Urdiin’den toplanmis olan O. natrix ve O. sicula tiirlerinin ugucu
yag bilesimlerinin GC ve GC-MS ile incelendigi bir ¢caligmada; O. sicula’dan elde
edilen ugucu yagda major olarak selin-11-en-4-a-ol (%12,76) ve a- selinen (%6,27)
bulunurken, O. natrix’in ugucu yapinda major olarak (2E, 6E) farnesol (%18,83),
dodekanal (%12,58) ve 2-feniletiltiglat (%5,2) tespit edilmistir (Al-Qudah ve ark.,
2014).

O. angustissima’dan buhar distilasyonu yoluyla elde edilen ugucu yagin, GC ve GC-
MS analizinde, yagin temel bilesenlerinin trans-fitol (%17,4), B-6desmol (%7,5), Z,Z-
farnesol oldugu bulunmustur (Youcef ve ark., 2014).
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Sekil 1.8. Ononis L. tiirlerinde bulunan ugucu bilesikler

1.5.5. Diger Bilesikler

Asit hidrolizi yapilmigs O. spinosa ekstresi ile yapilan ultra performansh sivi
kromatografisi sonucunda ekstrenin p-hidroksi benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit,

sirinjik asit ve p-kumarik asit i¢erdigi tespit edilmistir (Klejdus, 2008).
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O. spinosa subsp. leiosperma 'nin koklerinden hazirlanan metanol ekstresinden, bir
glukozit olan spinonin elde edilmis, NMR ve MS teknikleri yardimiyla yap1 tayini
yapilmistir (Kirmizigiil ve ark., 1997).

O. natrix bitkisi ile yapilan bir ¢alismada, poliketit tiirevi bilesikler izole edilmistir. Bu
bilesiklerden birinin yapisi1 5-(2-asetoksitridesil)-3-metoksifenol olarak tespit edilmis
ve diger iki tiirevin bu bilesigin asetilasyon ve rediiksiyon iiriinii oldugu saptanmigtir

(San Feliciano ve ark., 1983).

Barrero ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada (1990), O. natrix subsp. hispanica’nin
toprak tstii kisimlarindan n-hekzan ile hazirlanan ekstreden yag asitleri; miristik asit,
palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, N-A-dokosenoilantranilik asit, (2'R)-
6-(2-asetoksitridesil)-2-hidroksi-4-metoksibenzoik  asit izole edilmistir. Ayni
calismada; ekstreden rezorsinol tiirevi bilesikler; (2'R)-5-(2-asetoksitridesil)rezorsinol
metil eter, (2'R)-5-(2-asetoksitridesil)rezorsinol, (2'R)-5-(2-hidroksitridesil)rezorsinol
metil  eter, (2'R,8°S)-5-(2,8-dihidroksitridesil)  rezorsinol, (2'R,8°S)-5-(2,8-
dihidroksitridesil)rezorsinol metil eter, (2'R)-5-(2-hidroksi-8-oksitridesil)rezorsinol

izole edilmistir.

Canedo ve ark. tarafindan (1997) yapilan ¢alismada, O. natrix’ten n-hekzan ile
hazirlanan ekstreden S-alkilrezorsinol tiirevi bilesikler elde edilmistir. Yaplari ise; 1-
O-metil-5-(2-asetoksitridesil)rezorsinol (1), 1-O-metil-5-(2-asetoksi-8-
oksotridesil)rezorsinol (2), 1-O-metil-5-(2-asetoksi-8-hidroksitridesil)rezorsinol (3),
1-O-metil-5-(2-hidroksitridesil)rezorsinol (4), 1-O-metil-5-(2-hidoksi-8-
oksoksotridesil)rezorsinol (5), 1-O-metil-5-(2,8-dihidroksitridesil) rezorsinol (6), 5-
(2-asetoksitridesil)rezorsinol (7), 5-(2-asetoksi- 8-oksotridesil)rezorsinol (8), 5-(2-
asetoksi- 8-didroksitridesil)rezorsinol (9), 5-(2-hidroksi- 8-oksotridesil)rezorsinol
(10), 5-(2,8-dihidroksitridesil)rezorsinol (11) olarak tayin edilmistir.

Al-Khalil tarafindan (1995a) yapilan ¢alismada, O. natrix’in toprak st kisimlarinin

kloroformlu ekstresinden N-arasidilantranilik asit saflastirilmisgtir.
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O. natrix subsp. ramosissima fiizerinde yapilan ¢alismada, yine rezorsinol tiirevi
bilesiklerden 5-(2-asetoksi-8-oksotridesil)rezorsinol ve 5-(2-asetoksi-7-hidroksi-8-
oksotridesil)rezorsinol izole edilmistir. Ayni ¢alismada fenil propanoit yapisinda olan
kavikol B-D-glukozit ve poliprenol yapisindaki betulaprenol-6 izole edilmistir
(Barrero ve ark., 1997).

O. viscosa’nin toprak {dstii kisimlarindan hazirlanmis kloroform ekstresinde
(2'R,12'S)-5-(2-asetoksi-12-hidroksitridesil)rezorsinol,  (2'R,12'S)-6-(2-asetoksi-12-
hidroksitridesil)-2,4-dihidroksibenzoik asit, (2'R,12'S)-6-(2,12-diasetoksi-tridesil)-
2,4-dihidroksibenzoik asit tespit edilmistir (Barrero ve ark., 1991). Baska bir
calismada O. viscosa subsp. brevifolia’nin toprak istii kisimlarinin kloroform
ekstresinden 5-(13-hidroksitridesil)-1-O-metilrezorsinol, (2'R)-5-(2,13-
dihidroksitridesil)rezorsinol, (2R)-5-(2-asetoksi-13-hidroksitridesil)-1-O-
metilrezorsinol, (10°R)-5-(10-hidroksitridesil)-1-O-metilrezorsinol, (2'R,8°S)-5-(2-
asetoksioksitridesil) rezorsinol, (2'R)-1,3-di-O-asetil-5-(2-asetoksi-8-
oksioksitridesil)rezorsinol, (2’'R)-1-O-asetil-5-(2,8-diasetoksitridesil)-3-O-
metilrezorsinol izole edilmistir. Ayn1 ¢alismada, ekstreden izole edilen alkil bezoik
asit tiirevlerinden metil-2-hidroksi-4-metoksi-6-(2-oksitridesil)benzoat, metil(2'R)-6-
(2-asetoksi-13-hidroksitridesil)-2-hidroksi-4-metoksibenzoat, metil(2'R)-6-(2-
asetoksitridesil)-2-hidroksi-4-metoksibenzoatin ve 13’-dokosenoilantranilik asidin
yapilar1 aydinlatilmistir (Barrero ve ark., 1994a). Ayn alt tiir ile yapilan diger bir
calismada, bitkinin kloroform ekstresinden 2-hidroksi-4-metoksi-6-(13-hidroksi-2-

oksotridesil)benzoik asit izole edilmistir (Barrero ve ark., 1998).

O. speciosa’nin ¢igeklerinden hazirlanan ekstreden 6-(pentadek-8Z-enil)-2,4-
dihidroksibenzoik asit, 6-(10-asetoksi-pentadek-8Z-enil)-2,4-dihidroksibenzoik asit
ve 5-(10-asetoksi-pentadek-8Z-enil)-rezorsinol izole edilmistir (Barrero ve ark.,
1989a). Aym tiiriin gigeklerinin etanol ile hazirlanan ekstresinden aromatik lakton
yapisinda olan spesionin ile glukozitleri spesiozit A ve B izole edilmistir (Barrero ve
ark., 1989b).
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Bagka bir ¢alismada O. pubescens’in toprak istii kismindan da rezorsinol tiirevi

bilesikler izole edilmistir (Barrero ve ark., 1994b).

O. vaginalis’in ¢igeklerinden hazirlanan etanol ekstresinin partisyonu ile elde edilen
butanol fraksiyonundan norfenilpropanoit tiirevi bilesikleri olan trans- ve cis-vajinozit
elde edilmistir (Abdel-Kader, 1997).

O. vaginalis’in butanol ekstresinden mirkoin ve onun 7-O-glukopiranoziti izole

edilmistir. Yap1 tayininde, bilesiklerin NMR bulgularindan faydalaniimistir
(Bernhardt ve ark., 2000).

O. vaginalis’in kurutulmus koklerinin etanol ekstresinin partisyonu ile elde edilen eter
fraksiyonundan maginaldehit izole edilmis ve bilesigin yapis1 IR, MS ve NMR
teknikleri ile aydinlatilmistir (Abdel-Kader, 2001).

O. pusilla L.’nin etil asetat ile hazirlanan ekstresinden antranilik asit tiirevi bilesikler
olan, N-(R)-3'-hidroksidokosanoilantranilik asit, N-(R)-3'-hidroksitrikosanoil
antranilik asit ve N-(R)-3'-hidroksitetrakosanoilantranilik asit izole edilmis ve yapilari
ESI-MS, NMR gibi spektroskopik teknikler ve literatiirde verilen bilgilerle
kiyaslanarak aydinlatilmistir (Khouni ve ark., 2014).

O. serrata’nin n-butanol ile hazirlanan ekstresi ile yapilan bir ¢alismada, 9-O-metil
spinonin ve ononitol izole edilmistir. Bilesiklerin yapist MS ve NMR gibi
spektroskopik yontemler kullanilarak tayin edilmistir (Amer, 2001a). Baska bir
calismada O. serrata’nin etanol ekstresinden elde edilen kloroform ve etil asetat
fraksiyonlari birlestirilerek 2-fenoksikromon tiirevi bilesikler olan kapillarisin ve 6-
demetoksikapillarisin elde edilmistir. Bilesiklerin yapi tayininde kimyasal ve
spektroskopik tekniklerin yaninda X-1s1m1 kirinim analizlerinden de yararlanilmistir

(Amer ve ark., 2004).
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7-O-glukopiranozilmirkoin

Sekil 1.9. Ononis L. tiirlerinde bulunan diger bilesikler

1.6. Ononis Tiirleri Uzerinde Yapilan Aktivite Calismalar:

1.6.1. Analjezik Aktivite

O. spinosa’nin gigekli toprak istii kisimlarindan, hazirlanan sulu maseratin analjezik
aktivitesi, agri1 esigi 0l¢limiine dayanan kuyruk kaldirma testi ile degerlendirilmis; 25,
50 ve 100 mg/kg dozlarda ¢alisilan deneyde, farelere numune uygulmasindan 30, 90
ve 150 dakika sonra 6lglim yapilmis, referans olarak aspirin ve morfin kullanilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, ekstre, 6zellikle 50 ve 100 mg/kg dozlarda belirgin

analjezik aktivite gostermistir (Sever Yilmaz ve ark., 2006).

1.6.2. Antienflamatuvar Aktivite

Bitki  ekstrelerinin  arasidonik  asit metabolizmas1 iizerindeki etkilerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, O. spinosanin koklerinden hazirlanan metanol

ekstresinin 5-lipoksijenaz enzimi {izerindeki inhibe edici etkisi degerlendirilmistir.
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Calisma sonucunda ekstre aktif bulunmus ve ICso degeri 7,8 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Pterokarpan tiirevi olan medikarpinin aktiviteden énemli 6l¢iide sorumlu

oldugu belirlenmistir (Dannhardt ve ark., 1992).

Antienflamatuvar aktivite tayininde pro-enflamatuvar sinyalizasyon ve 6zellikle NF-
kB yolagi iizerine odaklanilan bir ¢alismada, ekstrelerin; IL-6, IL-8, TNF- a ve PGE;
tizerindeki in vitro etkileri, sitotoksik ve pro-apoptotik potansiyelleri ile hiicre dongtisii
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla, bitkisel materyalden etanol ekstresi
hazirlanmis ve bu ekstreden petrol eteri, etil asetat ve metanol kullanilarak agsamali
ekstraksiyon yoluyla alt ekstreler elde edilmistir. Analizler sonucunda, O.
ramosissima'nin petrol eteri ve etil asetat ekstreleri ile O. tridentata'nin etil asetat ve
etanol ekstrelerinin 10 pg/ml dozda %60'n iizerinde TNF- a inhibisyonu yaptigi tespit
edilmistir. Bitkinin etil asetat ekstresinin 100 pg/ml dozda, minimum toksisiteyle, 5.1
hiicrelerindeki NF-«B aktivasyonunu %80-100 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir. 100
ug/ml dozda kullanilan petrol eteri ekstresi, insan monositlerinde %80-100 oraninda
IL-6 inhibisyonu yaparken;10 pg/ml dozda test edilen petrol eteri ve metanol
ekstreleri, insan monositlerinde %60-80 oraninda IL-1B inhibisyonu yapmustir.
Ekstrelerin sitotoksisitesinin 6l¢iimii amaciyla, 50 pg/ml dozda sebep oldugu hiicre
Olumii yiizdesi ve 100 pg/ml dozda HeLla hiicrelerinin apoptoz yiizdesi 6l¢timleri
yapilmis ve sonugta calisilan ekstrelerin sitotoksisite gostermedigi tespit edilmistir

(Bremner ve ark., 2009).

O. vaginalis’in koklerinden izole edilen maakiain ve onun glikoziti trifolirhizinin
antienflamatuvar aktivitelerinin arastirildigi ¢alismada, deney modeli olarak
sicanlarda karragenin-nedenli arka ayak odemi testi uygulanmis ve uygulamadan 3
saat sonra, dem inhibisyonu kontrol grubu ile karsilastirilip % olarak tespit edilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan indometasinin inhibisyonu %79,8 bulunurken,
maakiain ve trifolirhizinin sirasiyla %65,7 ve %35,5 inhibisyon sagladigi goriilmiistiir
(Abdel-Kader, 2010).

Tiirkiye’de endemik olarak yetisen O. sessilifolia Bornm., O. basiadnata Hub.-Mor.

ve O. macrosperma Hub.-Mor. tiirlerinin etanol ve sulu ekstreleri ile yapilan bir in-
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vivo calismada, ekstrelerin sagladigi, asetik asit nedenli kapiller permeabilite artist
inhibisyonu olgiilerek, ekstrelerin antienflamatuvar aktiviteleri degerlendirilmistir.
Calisma sonuglarina gore, O. macrosperma toprak iistii kisstmlarinin sulu ve etanollii
ekstreleri, 200 mg/kg dozda, sirasiyla %35,7 ve %37,6 inhibisyon ile en yiiksek
aktiviteyi gosterirken, O. sessilifolia toprak iistii kisimlariin etanol ekstresi de ayni

dozda, orta derecede antienflamatuvar aktivite sergilemistir (Siintar ve ark., 2011).

1.6.3. Antikanser Aktivite

Farkli kanser hiicre serileri ile yapilan in vitro bir ¢alismada, O. sicula’dan hazirlanan
etanol ekstresinin fraksiyonlari, prostat adenokarsinoma (PC-3, LNCaP) ve meme
adenokarsinoma (MCF-7) hiicre serilerine karst %10-95 oraninda inhibisyon
gostermis, calisilan fraksiyonlar arasinda ozellikle aseton ve eter fraksiyonlarinin
aktiviteleri dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu ¢alismada; aseton fraksiyonu PC-3 ve MCF-
7 hiicrelerine karst %94’ten fazla inhibisyon gosterirken, LNCaP hiicrelerine karsi
inhibiyonu %75 olarak tespit edilmistir. Eter fraksiyonu ise, LNCaP ve MCF-7 hiicre
serilerine kars1 %40’tan fazla inhibisyon saglamistir (Khaleeliah, 2001).

O. serrata’nin etanol ekstresinin kloroform ve etil asetat fraksiyonlarindan izole edilen
2-fenoksikromon tiirevi bilesikler olan kapillarisin ve 6-demetoksikapillarisinin insan
ovaryum kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitelerinin arastirildig1 bir ¢alismada,
bilesikler icin sirasiyla 23 pg/ml ve 21 pg/ml ICso degerleri bulunmus ve bilesiklerin
zay1f sitotoksik aktivite gdsterdigi tespit edilmistir (Amer ve ark., 2004).

Aralarinda O. hirta ve O. sicula’nin da bulundugu farkl bitki tiirlerinin Vero hiicre
serilerine  kars1  sitotoksik  aktivitelerinin  3-(4,5)-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile arastirildigi bir ¢alismada, O. sicula’nin
toprak Ustii kisimlarindan etanol ile hazirlanmis ekstrenin ICso degeri 325,17
ng/ml£3,00 bulunurken, O. hirta’nin toprak istii kisimlarinin etanol ekstresinin
sitotoksik aktivitesi 72,5 pg/ml+1,34 ICso degeriyle dikkat ¢ekici bulunmustur (Talib
ve Mahasneh, 2010a).
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MTT testi ile in vitro antiproliferatif aktivitenin arastirildigi baska bir ¢aligmada, ilk
olarak farkli bitkilerden etanolle hazirlanan ekstrelerin Hep-2 ve MCF-7 hiicre
serilerine kars1 aktiviteleri incelenmistir. Bu basamakta, aralarinda O. hirta ve O.
sicula'nin bulundugu ekstreler, hiicre serilerinin proliferasyonunu %50'den yiiksek
oranda inhibe etmistir. Caligmanin 2. basamaginda, bitkilerden, etanol, metanol,
kloroform, n-hekzan, su ve butanol ile fraksiyonlanarak hazirlanan ekstrelerin, Hep-2,
MCEF-7 ve Vero hiicre serilerine karsi aktivitesi arastiritlmis ve 100 ug/ml dozda dikkat
cekici aktivite gosteren O. hirta'nin kloroform, n-hekzan ve metanol fraksiyonlari ile
O. sicula'nin kloroform ve n-hekzan fraksiyonlarinin ICso degerleri tespit edilmistir.
27,96+0,54 pg/ml ICso degeri ile, O. hirta'nin toprak tistii kisimlarindan elde edilen
metanol fraksiyonunun, MCF-7 hiicrelerine karsi selektif antiproliferatif aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisti (NCI) verilerine gore,
ham bir ekstrenin sitotoksik aktivite gosterdigine dair kriter olan en yiiksek ICso degeri
30 pg/ml'dir. Calismanin iiglincli basamaginda, TUNEL kolorimetrik tayin yontemi ile
aktif fraksiyonlarin apoptotik aktivitesine bakilmis ve O. hirta'nin toprak {stii
kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrenin, kanser hiicrelerinde apoptozisi
indiiklemek suretiyle antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir (Talib ve
Mahasneh, 2010b).

O. hirta’nin toprak stii kisimlarinin in vivo ve in vitro antiproliferatif aktivitesinin
arastirildigi bir ¢alismada, in vitro aktivite MTT testi ile tayin edilmis ve bitkinin
etanol ekstresinden elde edilen metanol ve kloroform fraksiyonlarinin Vero hiicre
serilerine karst 1Cso degerleri NCI’'nin sitotoksik aktivite Kriterlerine uygun
bulunmustur. Bu degerler metanol ve kloroform fraksiyonlari i¢in, sirasiyla 16,6 pg/ml
ve 21,03 pg/ml olarak tespit edilmistir. In vivo ¢aligmalar, fare meme kanser hiicre
serileri kullanilarak yiiriitiilmiis ve bu hiicre serisine kars1 LDso degeri 285 mg/kg
olarak saptanmistir. Orneklerin verildigi farelerde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
tiimor inhibisyonu dolayisiyla hayvanlarin kiitlesinde azalma ve tiimor biiytlikliiglinde
gerileme goriilmiistiir. En yliksek aktivite, kiitlede %2,97 azalma ve tiimor boyutunda
%33,5 gerileme ile ekste-Bifidobacterium longum kombinasyonunun verildigi grupta
tespit edilmistir. Sadece ekstrenin uygulandig1 gruptaki hi¢bir farede tam iyilesme

goriilmezken, kombinasyon tedavisi uygulanan grubun %30’unda tam iyilesme
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gozlenmistir (Talib ve Mahasneh, 2012).

1.6.4. Antimikrobiyal Aktivite

Mahasneh ve EI-Oglah’in (1999) yaptig1 bir ¢alismada, O. spinosa’nin toprak tistii
kisimlar1 petrol eteri ve etanol ile asamali olarak ekstre edilmis, ardindan etanol
ekstresi, kloroform ve su ile fraksiyonlanmistir. Kloroform fazinin tekrar
fraksiyonlanmasiyla n-hekzan ve metanollii; su fazinin fraksiyonlanmasi ile n-butanol
ve sulu alt fraksiyonlar elde edilmistir. Tiim ekstre ve fraksiyonlarin antimikrobiyal
aktivitesinin arastirildig1 ¢alismada, agar difiizyon testi i¢in 4 mg/ml konsantrasyonda
uygulama yapilmis ve Gram-pozitif ve negatif bakterilere karsi butanol fraksiyonunun
orta derecede etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica etanol, petrol eteri ekstreleri ile n-

butanol fraksiyonu dikkate deger antifungal aktivite gdstermistir.

Yapilan bir calismada, O. spinosa’nin toprak istii kisimlarinin %75 sulu etanol
ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi agar difiizyon testi ile degerlendirilmistir. Test
mikroorganizmalar1 olarak Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, C. glabrata ve C. krusei’nin
kullanildigi ¢aligma sonucunda, ekstrenin, basta C. albicans ve C. krusei olmak iizere,
test edilen tiim mikroorganizmalara karsi iyi derecede antimikrobiyal aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Saltan Citoglu ve Altanlar, 2003).

O. spiosanin toprak istii kisimlarindan hazirlanan %75 sulu etanol ekstresinin
antilisteriyal aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada, test mikroorganizmalari olarak
Listeria monocytogenes, L. ivanovi, L. innocua ve L. murrayi; referans olarak da
ofloksazin kullanilmistir. Yapilan disk diflizyon testi sonuglarina gore, hazirlanan
ekstrenin L. monocytogenes’e Karsi referans maddeye yakin antilisteriyal aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Altanlar ve ark., 2006).

Bakteriyel sayim ve 3'-[1-(fenilamino)-karbonil]-3,4-tetrazolyum]-bis(4-metoksi-6-

nitro) benzensiilfonik asit hidrat (XTT) kolorimetrik yontemleri kullanilarak, O.
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natrix’in etanol ile hazirlanan ekstresinin B. subtilis, S. aureus, E. coli ve P.
aeruginosa’ya karsi antimikrobiyal aktivitesinin test edilmesi sonucunda, etanollii
ekstrelerin 6zellikle Gram (+) bakterilere kars1 gosterdigi etkinin dikkat ¢ekici oldugu
goriiliirken, ekstrenin Gram (-) bakteriler tizerinde belirgin etkisi gézlenmemistir (Al-

Bakri ve Afifi, 2007).

Disk diflizyon testi ile antimikrobiyal aktivitenin degerlendirildigi baska bir
calismada, O. natrix’in n-hekzan, aseton ve metanol ile hazirlanan ekstrelerinin 20
mg/ml konsantrasyondaki ¢ozeltileri disklere emdirilmis ve P. aeruginosa, E. coli,
Enterococcus faecali, Shigella flexneri, S. aureus, S. epidermidis, S. sapraophiticus,
S. aureus, Enterobacter cloaceae, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophila,
Serratia marcescens suslarina kars1 gosterdigi aktivite degerlendirilmistir. Caligma
sonucunda ekstrelerin diigiik antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sassi
ve ark., 2007).

O. natrix’ten su distilasyonu yoluyla elde edilen ugucu yagn, E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus ve Salmonella enteritidis suslarina karsi antibakteriyel aktivitesinin
arastirlldigl calismada, disk diflizyon testi, MIC degerinin hesaplanmasi icin de
mikrodiliisyon testi uygulanmis, sonugta ugucu yagin S. aureus ve E. coli’ye karsi
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu suslara karst hesaplanan MIC degerleri,
sirastyla 15,6 pl/ml ve 7,81 pl/ml olarak bulunmustur (Elamrani ve Benaissa, 2010).

Mikrodiliisyon testi ile antimikrobiyal aktivite tayini yapilan bir ¢aligmada, O. hirta
ve O. sicula’nin toprak iistii kisimlarindan etanolle hazirlanan ekstrelerin farkli bakteri
ve mantar suslarina karsi aktiviteleri degerlendirilmis ve g¢aligma sonucunda O.
hirta’nin etanol ekstresi S. typhimurium susu tizerinde %93,40 oraninda inhibisyon
gosterirken, O. sicula’nin ise S. typhimurium, P. aeruginosa ve B. cereus suslarinda
strasiyla %79,03; %60,75 ve %74,67 oranlarinda inhibisyon sagladig tespit edilmistir.
Ayni ¢alismada, etanol ekstresinin fraksiyonlanmasi ile elde edilen hekzan, metanol,
su ve n-butanol fraksiyonlari arasinda O. hirta’nin su ve n-hekzan fraksiyonlarinin
aktiviteleri, P. aeruginosa’ya kars1 125ug/ml olarak bulunan minimum inhibisyon

konsantrasyonu ile dikkat ¢ekici bulunmustur (Talib ve Mahasneh, 2010a).
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O. natrix yapraklarindan metanolle hazirlanan ekstrenin antimikrobiyal aktivitesinin
disk difiizyon testi ile arastirildigi ¢alismada aktivite, Staphylococcus aureus, E.
faecalis, E. coli, S. typhimurium, P. aeruginosa ve C. albicans suslarina karsi
degerlendirilmis ve ekstrenin tiim mikroorganizmalara kars1 etkinlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ekstrenin, E. faecalis ve S. aureus iizerinde kuvvetli inhibisyon gosterdigi
tespit edilmistir (Mhamdi ve ark., 2015).

O. speciosa’nin klorofomla hazirlanmis ekstresinden izole edilen bilesiklerin
antibakteriyel aktivitesinin incelendigi bir c¢alismada; 6-(pentadek-8Z-enil)-2,4-
dihidroksi benzoik asit ve 6-(10-asetoksi-pentadek-8Z-enil)-2,4-dihidroksi benzoik
asit ¢alisilan Gram (+) bakterilere kars1 aktivite gosterirken, Gram (-) bakteriler ve
mantarlar izole edilen bilesiklere karsi hassasiyet gostermemistir. S6z konusu
calismada, bilesiklerin antibakteriyel aktivitesinin gozlendigi Gram (+) bakteriler;
Bacillus megaterium, B. subtilis, B. circulans, B. licheniformis, E. faecalis,
Micrococcus lysodeikticus ve S. aureus olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada izole
edilen rezorsinol tiirevi diger bilesikler, calisilan suslara kars1 aktivite géstermemistir

(Barrero ve ark., 1993).

Bir ¢aligmada, O. serrata’nin etanol ekstresinin kloroform ve etil asetat
fraksiyonlarindan izole edilen kapillarisin ve 6-demetoksikapillarisinin B. subtilis,
Micrococcus luteus, S. aureus, Bordetella bronchiseptica, E. coli, S. typhi, P.
aeruginosa ve C. albicans’a karsi antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis ve iki
bilesigin de sirastyla 32 pg/ml ve 48 pg/ml MIC degerleri ile B. subtilis’e kars: aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bu c¢alismada, kapillarisinin ayn1 zamanda B.
bronchiseptica’ya karsi da aktif oldugu (MIC= 64 pg/ml) gériilmiistiir (Amer ve ark.,
2004).

Antiviral aktivitenin plak rediiksiyon testi ile degerlendirildigi bir ¢alismada, O.
vaginalis’in kurutulmus koklerinin etanol ekstresinin partisyonu ile elde edilen eter
fraksiyonundan izole edilen 5,7,4'-trihidroksi-4-stirilkumarin bilesigi, Herpes simplex

Tip I virlisiine kars1 4 pg/ml dozda dikkat cekici aktivite gosterirken, bilesigin konak
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hiicre tizerinde sitotoksisitesinin (IC50=20 pg/ml) zayif oldugu tespit edilmistir

(Abdou-Karam ve Shier, 1990; Abdel-Kader, 2001).

1.6.5. Antioksidan Aktivite

Stiperoksit anyon olusumu ve lipit peroksidasyon diizeylerinin 6l¢iimiiyle antioksidan
aktivitenin degerlendirildigi bir ¢alismada, O. spinosa nin toprak {iistii kisimlarinin
etanol ekstresinin, 2,5-10 mg/ml araliginda, doz bagimli olarak siiperoksit radikal
stipiirticii aktivite gosterdigi, ancak lipit peroksidasyon diizeylerinin 6l¢iimiinde 0,5-
10 mg/ml dozlarda goriilen aktivitenin doz bagimli olmadig: tespit edilmistir. S6z
konusu ¢alismada, stiperoksit radikal siipiiriicii aktivite tayininde ekstrenin ICso degeri
1,35 mg/ml olarak bulunurken, lipit peroksidasyonu deneyinde c¢alisilan dozlarda,
%27’den daha yiiksek inhibe edici etki gostermedigi saptanmistir (Coban ve ark.,
2003).

O. spinosa’dan Soxhlet ekstraksiyonuyla hazirlanan metanollii ekstrenin antioksidan
etkisi, linoleik asit peroksidasyon testi ile degerlendirilmistir. Sonugta, ekstrenin 40 pg
dozda %91,06+1,50 oraninda inhibisyon yaptig1 ve ICso degerinin 2,37 pg oldugu
tespit edilmistir (Souri ve ark., 2004).

O. spinosa’nin koklerinin hazirlanan etanollii ve metanollii ekstreden elde edilen
kloroform ve etil asetat fraksiyonlarinin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2-
azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS) testleri kullanilarak troloks
esdegeri antioksidan kapasiteleri tespit edilmistir. Etanollii ekstrenin kloroform
fraksiyonunun aktivitesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu fraksiyon i¢in sonuglar, DPPH
testinde 0,235 mmol/g; ABTS testinde ise 0,264 mmol/g olarak tespit edilmistir
(Valyova ve ark., 2008).

Farkli bitki tirlerinde su ve metanol ile hazirlanan ekstrelerin  antioksidan
aktivitelerinin ABTS yontemi ile, total fenol igeriklerinin ise Folin-Ciocalteu yontemi

ile arastirildigr bir ¢alismada, O. natrix’in sulu ekstresinin total fenol igeriginin gallik
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asit esdegeri olarak 16,9+0,4 mg/g kuru materyal oldugu; troloks esdegeri antioksidan
kapasitesinin 82,0+1,5 umol/g kuru materyal oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan,
bitkinin metanollii ekstresinin total fenol igerigi gallik asit esdegeri olarak 21,1+0,7
mg/g kuru materyal oldugu; troloks esdegeri antioksidan kapasitesinin ise 76,7+2,0

umol/g kuru materyal oldugu belirlenmistir (Tawaha ve ark., 2007).

O. natrix’in antioksidan kapasitesinin arastirildigi  bir ¢alismada, bitkinin
yapraklarindan metanol ile hazirlanan ekstrenin total fenol igerigi gallik asit esdegeri
olarak 51 mg/g kuru materyal, total flavonoid icerigi katesin esdegeri olarak 14,76
mg/g kuru materyal olarak bulunmustur. Calismada, bitkinin metanol ekstresinin,
gallik asit esdegeri olarak 60,94 mg/g kuru materyal degeri ile yiiksek total antioksidan
kapasitesinin oldugu ve 29 pg/ml olarak bulunan ICso degeri ile yiiksek DPPH radikal
stiptirticii aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Sonuglara gore, ECso degeri 100 pg/ml
bulunan ekstrenin indirgeme giiciiniin de yiiksek oldugu gorilmiistir (Mhamdi ve ark.
2015).

O. natrix ve O. sicula tiirlerinin ugucu yaglarmin antioksidan aktivitelerinin DPPH ve
ABTS yontemleri kullanilarak degerlendirildigi bir ¢alisma sonucunda; elde edilen
ucucu yaglarin doz bagimli olarak orta/iyi derecede aktivite gosterdigi tespit edilmistir

(Al-Qudah ve ark., 2014).

1.6.6. Antiplatelet Aktivite

O. vaginalis’in koklerinden izole edilen pterokarpan tiirevi maakiain ve onun glikoziti
olan trifolirhizin ile yapilan bir calismada, siganlardan elde edilen platelet bakimindan
zengin plazmada ADP nedenli platelet agregasyonu olusturularak bilesiklerin
antiplatelet etkileri incelenmistir. Deneyde, bilesiklerin trombosit agregasyonunu
inhibe edici etkileri PGl ile karsilastirilmak suretiyle % olarak tespit edilmistir.
Calisma sonucunda trifolirthizin 800 pg/ml konsantrasyonda %.54,2 oraninda
inhibisyon gosterirken maakiainin aktivitesinin 1400 pg/ml dozda %45,65 orani ile

¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Abdel-Kader, 2010).



69

1.6.7. Hepatoprotektif Aktivite

O. spinosa’nin ¢igekli toprak iistii kisimlarindan, hazirlanan sulu ekstrenin, CCls-
nedenli akut karaciger toksisitesi tizerine koruyucu etkisinin arastirildigi bir calismada,

ekstrenin hepatoprotektif etki géstermedigi tespit edilmistir (Sever Yilmaz ve ark.,

2006).

CCls-nedenli hepatotoksisiteye karsi koruyucu aktivitenin arastirtldigi bir ¢aligmada,
O. vaginalis’in koklerinden izole edilen maakiain ve trifolirhizinin siganlardan alinan
serumda enzim diizeyleri ve non-protein siilfidril gruplarinin tayini yapilmistir.
Sonuglar, CClssebebiyle serumda artig gosteren transaminazlar, alkalin fosfataz, total
biluribin ve non-protein siilfidril gruplar1 diizeylerindeki diisiisiin yilizdesi olarak
hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak silimarin kullanilan ¢alismanin sonucunda,
serum enzim diizeylerinin diislisiine bakildiginda ayni dozda verilen trifolirhizinin,
maakiainden daha yiiksek, silimarinin de yaklasik yarisi oraninda aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Non-protein siilfidril gruplari diizeyine bakildiginda ise maakiainin
aktivitesinin trifolirhizinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Abdel-Kader, 2010).

1.6.8. Insektisit Aktivite

Depolanmis tahillarda goriilen bir parazit olan Tribolium castaneum’a kars1 insektisit
aktivitenin degerlendirildigi bir caligmada, O. natrix’in %50 sulu metanol ile
hazirlanmis ekstresinin pupa evresindeki parazit ile temas sonrasinda, parazit tizerinde
toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Calismada, 25,5 pg/cm? konsantrasyonda yapilan
uygulamada %100 mortalite gézlenmistir (Pascual-Villalobos ve Robledo, 1999).

1.6.9. Ostrojenik Aktivite

Ostrojenik aktivitenin, siganlara intraperitonal yolla uygulanan test numunelerinin

uterus agirlig1 izerinde meydana getirdigi artis ile degerlendirildigi bir ¢alismada O.
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vaginalis’in koklerinden izole edilen maakiain ve trifolirhizinin aktiviteleri
arastirllmig glukozit yapisindaki trifolirhizinin aglikon yapisindaki maakiainden
yaklasik 10 kat daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Calismada pozitif
kontrol olarak kullanilan 17p-6stradioliin 1 mg/kg dozda verilmesi, uterusta %172,7
agirhik artist ile sonuglanirken trifolirhizinin sebep oldugu artis %93,0 olarak
bulunmustur. Diistik aktivite gosteren maakiain verilen grupta ise uterusta %9,1 agirlik
artig1 gortlmustiir (Abdel-Kader, 2010).

1.6.10. Yara lyilestirici Aktivite

Cizgisel insizyon ve dairesel eksizyon deney modellerini takiben deri 6rneklerinin
histopatolojik incelemeleri yapilarak, O. sessilifolia, O. basiadnata ve O.
macrosperma tiirlerinin in vivo yara iyilestirici aktivitesinin arastirildigi ¢alismada,
referans madde olarak, igeriginde %1 Centella asiatica ekstresi bulunan Madecassol®
merhem kullanilmigtir. Calisma sonucunda, O. macrosperma nin etanol ve sulu
ekstresinin en yiiksek aktiviteyi gostedigi goriilmiistiir. Diger ekstrelerin aktivitesi
belirgin bulunmamakla birlikte, O. macrosperma’nin etanol ekstresinden elde edilen
etil asetat fraksiyonunun, ekstreden daha diisiik, ancak yine de dikkat g¢ekici yara
tyilestirici aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Yapilan histopatolojik incelemelerin de,
cizgisel insizyon ve dairesel eksizyon deney modellerinin sonuglarini destekleyici

dogrultuda oldugu gozlenmistir (Siintar ve ark., 2011).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Bitkisel Gereg

Bu calismada asagida isimleri ve toplandigi lokaliteler belirtilen bitkilerin kurutulmus
toprak iistii kisimlar1 ve kokleri ayrilarak kullanildi (Cizelge 2.1). Herbaryum igin
secilen ornekler preslenip kurutulduktan sonra teshis edilerek Ankara Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumuna (AEF) kaldirildi.

Cizelge 2.1. Ononis tiirlerinin toplandigi lokaliteler

Bitki Tiirii Herbaryum | Lokalite Toplanma | Toplayan | Teshis
Numarasi Tarihi Eden

Ononis AEF 26000 | C4, Konya, Aligerci | 24.06.2011 | B. Ergene H. Duman
spinosa L. Koyii-Ahirlh yolu
subsp. kenarinda sag taraf]
leiosperma yolun 150 m kadar
(Boiss.) Sirj. igerisi, 1249 m

37°15,245 N

32°08,485E
Ononis AEF 25998 | C3, Antalya, Side, | 26.06.2011 | B. Ergene | H. Duman
variegata L. Sorgun, sahilden 300 m

kadar igerisi, kumullar,

4m

36°45,902 N

31°24,343 E
Ononis AEF 25997 | C4, Antalya, Akseki, | 25.05.2011 | B. Ergene H. Duman
viscosa L. Cukurkdy, Karaorman
subsp. mevkii, 1114 m
brevifolia 36° 52,823 N
(DC) Nym. 31°49,514E
Ononis natrix | AEF 26328 | C2, Antalya, Fethiye- | 28.05.2012 | B. Ergene | O. Tugay
L. subsp. Korkuteli yolu, 33-35.
natrix L. km, sol taraf, vyol

kenari, 832 m

36°42,982 N

29° 25,406 E

Toplanan Ononis tiirlerine ait herbaryum Orneklerinin resimleri Sekil 2.1-2.4’te
verilmistir.
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Sekil 2.1. Ononis spinosa L. subsp. leiosperma (Boiss.) Sirj.
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Sekil 2.2. Ononis variegata L.
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Sekil 2.3. Ononis viscosa L. subsp. brevifolia (DC) Nym.
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Sekil 2.4. Ononis natrix L. subsp. natrix L.
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2.1.2. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan erkek Sprague Dawley siganlar (160-180 g agirliginda) ve erkek
Swiss Albino fareler (25-30 g agirliginda), Kobay firmasi deney hayvanlari iiretim
merkezinden temin edildi ve oncelikle laboratuvar ortamina alistirmak amaciyla, 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik uygulamasi yapilan ortamda, oda sicakliginda en az 3
giin bekletildi. Bu siire i¢cinde hayvanlarin beslenmesinde standart pellet yem ve su
kullanildi. Deneyler i¢in altisar hayvanlik gruplar kullanildi. Calismaya baslamadan
once Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alindi

(G.U.E.T-11.058).

2.1.3. Aktivite Calismalarinda Kullanilan Cihazlar

Fotograf makinesi  : Fuji S20 Pro

Tiras makinesi . Oster Golden A5

Tensiometre . Zwick/Roell Z0.5, Germany

Isik mikroskobu : Olympus CX41 bagli Kameram® Dijital Image Analiz Sistemi
Spektrofotometre : Beckman Due Spektrofotometre

2.2. Yontem

2.2.1. Fitokimyasal Calismalar

2.2.1.1. Ekstraksiyon

Biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlamada (BAYF) ilk basamak olarak bitkiden
asamal1 olarak ii¢ farkli polaritede ekstre hazirlandu. Ilk etapta, calisilan her tiir i¢in 30
g bitkisel materyal kullanilarak ekstrelerin verim hesabi1 ve aktivite tayini yapildi.
Aktivitesi tespit edilen tiirde fraksiyonlama ve saflastirma islemlerinde kullanmak

amaciyla, asagida belirtilen yontem takip edilerek, 1200 g bitkisel materyal ve her
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seferinde 12 litre olmak iizere toplam 36 litre ¢oziicii kullanilmak suretiyle tekrar

ekstre hazirlandi.

2.2.1.1.1. n-Hekzan Ekstrelerinin Hazirlanisi

Calisma materyali olarak se¢ilmis olan Ononis cinsine ait; O. spinosa subsp.
leiosperma, O. variegata, O. viscosa subsp. brevifolia ve O. natrix subsp. natrix
orneklerinin kurutulmus kok ve toprak tistii kisimlar toz edildi. 30 g bitkisel materyal
300 ml n-hekzan ile 24 saat siire sonunda pilili siizge¢ kagidindan siiziiliip taze ¢oziicii
ilave etmek suretiyle 3 giin boyunca, oda sicakliginda, hareketli maserasyon yontemi
ile ekstre edildi. 3 giiniin sonunda elde edilen siiziintiiler birlestirilerek algak basing

altinda yogunlastirildi. Kurutulan ekstrelerin %verimleri hesaplandi.

2.2.1.1.2.Etil Asetat Ekstrelerinin Hazirlamsi

n-Hekzan ile ekstraksiyon ve slizme islemi sonrasinda kalan bitkisel materyal
kurutularak tizerine 300 ml etil asetat ilave edildi. 24 saat sonra pilili stizgeg
kagidindan siiziiliip taze ¢oziicii ilave etmek suretiyle 3 giin boyunca, oda sicakliginda,
hareketli maserasyon yontemi ile ekstre edildi. 3 giiniin sonunda elde edilen siiziintiiler
birlestirilerek algak basing altinda yogunlastirildi. Kurutulan ekstrelerin % verimleri

hesaplandi.

2.2.1.1.3.Metanol Ekstrelerinin Hazirlanisi

Etil asetat ile ekstraksiyon ve siizme islemi sonrasinda kalan bitkisel materyal
kurutularak tizerine 300 ml metanol ilave edildi. 24 saat sonra pilili siizge¢ kagidindan
stiziiliip taze ¢oziicii ilave etmek suretiyle 3 giin boyunca, oda sicakliginda, hareketli
maserasyon yontemi ile ekstre edildi. 3 giiniin sonunda elde edilen siiziintiiler
birlestirilerek algak basing altinda yogunlastirildi. Kurutulan ekstrelerin % verimleri

hesaplandi.
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2.2.1.2. Kromatografik Yontemler

2.2.1.2.1.Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

O. spinosa subsp. leiosperma, O. variegata, O. viscosa subsp. brevifolia ve O. natrix
subsp. natrix tiirlerinin kok ve toprak iistii kistmlarindan hazirlanan ekstreler ve

sonrasinda aktivitesi tespit edilen ekstrenin fraksiyonlar1 ITK ile incelendi.

Adsorban . Silika jel 60 Fass (Merck, 1. 05554 20x20) hazir kapl
aliminyum plak

Coziict Sistemi 1 . Etil asetat:Glasiyal asetik asit:Formik Asit:Su (100:11:11:26)

Coziicti Sistemi 2 : Toluen:Kloroform:Etanol (40:40:10)

Coziicii Sistemi 3 : n-Hekzan: Etil asetat (80:20)

Revelator : Anisaldehit-H2SO4 reaktifi

O. spinosa bitkisinin toprak alt1 kismindan hazirlanan metanollii ekstresinden s1vi-sivi
ekstraksiyonu ile elde edilen fraksiyonlar ise Silika jel 60 F2s4 (Merck, 105554 20x20)
kapli hazir plaklar tizerinde, her bir fraksiyon i¢in ayri olarak Cizelge 2.2.’da belirtilen
¢oziicii sistemleri kullanilarak incelendi. Bilesiklere ait lekeler Vanilin-H2SO4 reaktifi

ile 1sitma sonucunda belirlendi.

Farkli polaritedeki ekstrelerin ve fraksiyonlarin incelenmesi i¢in en uygun olam
bulmak amaciyla farkli ¢oziicii sistemleri kullanildi. Bilesiklerin olusturdugu lekeler
254 nm, 366 nm dalga boyundaki 151k altinda ve revelator olarak vanilin-H2SO4
reaktifi puskirtiliip sicaklik uygulanmasi sonrasinda gozlendi. Kullanilan diger

¢oziict sistemleri ve incelenen ekstre/fraksiyonlar Cizelge 2.2 de belirtilmistir.
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Cizelge 2.2. Ekstre ve fraksiyonlarinin iTK analizi igin kullamlan solvan sistemleri

Fraksiyon Kullanilan ITK Solvan Sistemleri
n-Hekzan ekstresi n-hekzan: etil asetat (9:1; 7:3)
Etil asetat ekstresi etil asetat; metanol: su (100:13,5:10; 100:16,5:13,5)

kloroform:metanol:su (61:32:7; 65:25:4;70:32:7)
kloroform:metanol (8:2; 7:3)
diklorometan: metanol (8:2)
Fraksiyonlar etil asetat:glasiyal asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26)
etil asetat:metanol:su (100:13,5:7)
kloroform:metanol:su (65:25:4)
diklorometan:metanol (8:2)

Elde edilen fraksiyonlarin birlestirilmesi sirasinda ters faz plakta da ayrimin goriilmesi

amaciyla degisen oranlarda metanol:su sistemi kullanilarak ITK analizi yapildi.

Adsorban : Silika jel 60 RP-18 Fosss (Merck, 105559 20x20) hazir kapl
aliminyum plak

Coziicli Sistemi : Metanol:su (40:60; 50:50; 60:40; 70:30)

Revelator : Vanilin-H2S0O4 reaktifi

2.2.1.2.2. Kolon Kromatografisi

Etkiden sorumlu olabilecek bilesik/bilesikleri izole etmek icin, en yiiksek yara
iyilestirici ve antienflamatuvar aktiviteye sahip ekstre olan O. spinosa subsp.
leiosperma’nin etil asetat ekstesinin kullanilmasina karar verildi. Bu amagla

izolasyona oncelikle kolon kromatografisi yontemiyle baslandi.

2.2.1.2.2.1. Kolonun Hazirlanmasi

2.2.1.2.2.1.1. Silika Jel Kolonun Hazirlanmasi

Silika jel, eliisyona baglanan ¢dziicii/¢6ziicli sistemi ile karistirildiktan sonra hi¢ hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kolona dolduruldu. Ardindan ayrimi yapilacak ekstre

kolona uygulanarak eliisyona baslandi.
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O. spinosa subsp. leiosperma nin etil asetat ekstesinin (29,64 g) fraksiyonlanmasi igin
hazirlanan kolonda ve 666 g Silika jel [Silika jel 60 (70-230mesh; 0,063-0,200 mm;
Merck 107734)] tartilarak diklorometan ile karistirildiktan sonra 6 cm gapinda ve 55
cm boyundaki cam kolona hi¢ hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dolduruldu.

Bu kolondan elde edilen fraksiyonlarin arasinda aktivitesi en yiiksek olan fraksiyonun
(E5=6,5 g) saflastirilmasi amaciyla kurulan kolon igin 185 g silikajel [silika jel 60
(230-400mesh, 0,040-0,063 mm, Merck 109385)] tartilarak diklorometan ile
karistirildiktan sonra 4 cm ¢apli cam kolona hi¢ hava kabarcig1 kalmayacak sekilde

dolduruldu.

2.2.1.2.2.1.2. Sefadeks Kolonun Hazirlanmasi

Kolon dolgu materyali olarak Sefadeks LH-20 (Sigma LH20100) kullanildi. Kolona
doldurulacak olan 188 g Sefadeks metanol ile karigtirilarak 1-2 saat kadar bekletildi,
ardindan 3,5 cm ¢apinda ve 45 cm boyundaki cam kolona hi¢ hava kabarcigi

kalmayacak sekilde dolduruldu.

E5 fraksiyonunun Silika jel kolondan toplanan Fr. 17-18 (700 mg) ve Fr. 19-27 (1397
mg) fraksiyonlar1 ile yine bu kolondan almmis Fr. 15-16’min preparatif ITK
uygulamasi sonucunda elde edilen Fr. 15-16 Prep. 5 (348,8 mg) fraksiyonunun

saflastirma iglemleri Sefadeks kolon ile gerceklestirildi.

2.2.1.2.2.2. Ekstrenin Kolona Uygulanmasi

Ekstrenin Silika jel kolona uygulanmasi kuru tatbik metoduna gére yapilmistir. Bu
amacla ekstre tam olarak tartildiktan sonra bir kapsiilde tam olarak ¢6ziindiigii ¢oziicii
icerisinde tamamen ¢oziildii ve agirligi kadar Silika jel ile karistirildi. Kurumasi igin,
zaman zaman karistirllmak tizere, ¢eker ocak altina birakildi. Tamamen kurutulduktan

sonra Silika jele emdirilmis ekstre kolona tatbik edildi. Ekstrenin iist kismina bir
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miktar daha silika jel ilave edilerek ekstrenin havalanmasi engellendi. Eliisyon

islemiyle ekstre fraksiyonlanmaya baslandi.

Fraksiyonlarin sefadeks kolona uygulanmasi islak tatbik metoduna gore yapilmistir.
Bu amagla, ayrimi yapilacak numune miimkiin oldugunca az miktarda metanol ile

tamamen ¢dziilerek kolona uygulandi.

2.2.1.2.2.3. Ekstrenin Fraksiyonlandirilmasi

O. spinosa subsp. leiosperma nin etil asetat ekstresinin fraksiyonlanmasi islemine
diklorometan ile basland1 ve Cizelge 2.3’te belirtildigi sekilde diklorometan:metanol
karisiminin giderek artan polaritedeki karigimlari ile devam edildi ve en son metanol
kullanilarak eliisyon bitirildi. Her ¢oziicii karisimindan 1,5 litre kullanilarak 200 mI’lik
hacimlerde fraksiyonlardan toplam 78 elde edildi. Elde edilen fraksiyonlar ITK ile

incelendi ve Rf degerlerine gore ayni olan bilesikleri i¢eren fraksiyonlar birlestirildi.

Aktivitesi nedeniyle saflastirma islemlerine devam edilecek olan ES fraksiyonu (29,64

g) 26-38. fraksiyonlarin birlestirilmesi ile elde edildi.

Cizelge 2.3. O. spinosa subsp. leiospermanin etil asetat ekstesinin fraksiyonlanmasinda
kullanilan ¢6ziicii oranlari

Sistem No Coziicii oranlan

diklorometan

diklorometan:metanol (90:10)

diklorometan:metanol (80:20)

diklorometan:metanol (70:30)

diklorometan:metanol (60:40)

diklorometan:metanol (50:5)

~N| o g B~ W N

metanol
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On temizleme isleminden sonra fraksiyonlarin igerdigi bilesikleri saflastirmak
amaciyla tekrar kolon kromatografisi, preparatif ince tabaka kromatografisi ve

kristallendirme gibi yontemlerden yararlanildi.

ES5 fraksiyonunun saflastirilmasi amaciyla kurulan silika kolonda, eliisyon i¢in ilk
olarak 1 litre diklorometan, ardindan diklorometan:metanol (6:4) sistemi ile isleme
devam edildi. 100 mI’lik hacimlerde fraksiyonlar toplandi. Elde edilen 92 fraksiyon,
ITK ile incelendi ve Rf degerlerine gdre aymi olan bilesikleri igeren fraksiyonlar

birlestirildi.

Fr.17-18, Fr. 19-27 ve Fr. 15-16 Prep. 5 fraksiyonlarinin her birinin sefadeks kolonda
saflastirma islemi metanol ile yapildi. Eliisyonun bitimi ITK ile kontrol ederek tespit
edildi. Elde edilen alt fraksiyonlar, ITK ile incelendi ve R degerlerine gore ayn1 olan

bilesikleri i¢eren fraksiyonlar birlestirildi.

2.2.1.3.Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi

Kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarda bulunan bilesikleri saflagtirmak
amaciyla diger bir kromatografik yontem olarak preparatif ince tabaka

kromatografisinden yararlanildu.

Normal faz preparatif ince tabaka kromatografisi i¢in; Silika jel 60 Fzs4 (Merck, 1.
05554 20x20) hazir kapl aliminyum plaklar bant halinde uygulanan Fr. 15-16
fraksiyonu (1718,3 mg) etil asetat:metanol:su (100:13,5:7) ¢oziicii sistemi kullanilarak
ayrim saglandi. Plaklar iizerinde ayrilan bilesikler 254 nm, 366 nm UV 151k altinda ve
kesilen kenar kismina vanilin-H2SO4 reaktifi piiskiirtiiliip 1sitildiktan sonra incelendi.
Ayrilmak istenen bantlar, aliiminyum plak kesilerek alindi. Kesilen bantlar metanol
icine konarak ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilip siiziildii. Siizme islemi Silika
jeli gecirmeyecek ¢apta porlara sahip slizgec kagidindan (S&S Filter paper circles, 125
mm, 589% blue ribbon) yapildi. Siiziintiiler rotavaporda yogunlastirilarak, ITK ve
YPSK ile safliklar1 kontrol edildi.
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Fr. 15-16 fraksiyonundan normal faz preparatif iTK ile elde edilen 2. fraksiyon olan
Fr. 15-16 Prep 2 fraksiyonunun saflagtirilmasi amaciyla, ters faz preparatif ince tabaka
kromatografisi uygulamasi yapildi. Bu amagla, Silika jel 60 RP-18 Fasss (Merck,
105559 20x20) hazir kapli aliiminyum plaklar {izerine bant halinde uygulanan Fr. 15-
16 Prep 2 fraksiyonu; metanol:su (60:40) ¢oziicii sistemi kullanilarak ayrim saglandi.
Plaklar iizerinde ayrilan bilesikler 254 nm, 366 nm UV 151k altinda ve kesilen kenar
kismina vanilin-H>SO4 reaktifi piiskiirtiiliip 1sitildiktan sonra incelendi. Ayrilmak
istenen bantlar, aliminyum plak kesilerek alindi. Kesilen bantlar metanol igine
konarak ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilip siiziildi. Siizme islemi Silika jeli
gecirmeyecek c¢apta porlara sahip siizge¢ kagidindan (S&S Filter paper circles, 125
mm, 589 blue ribbon) yapildi. Siiziintiiler rotavaporda yogunlastirilarak, ITK ve
YPSK ile safliklar1 kontrol edildi.

Kurulan kolonlardan toplanip igerikleri kontrol edilerek birlestirilen veya preparatif
ITK ile elde edilen fraksiyonlarda kristallenme olmas1 durumunda, kristaller siizgec
kagidindan (S&S Filter paper circles, 125 mm, 5892 blue ribbon) siiziiliip kurutuldu.
Bu sekilde;

ES5 fraksiyonunun kolona uygulanmasi sonrasinda elde edilen Fr. 16'dan (OS-3),

Fr. 15-16'dan preparatif ITK ile ayrilan Prep. 2'den (OS-1),

Fr. 15-16 Prep. 2'den, ters faz plakla yapilan preparatif ¢calismayla elde edilen Prep. 2
RP 2'den (OS-1),

Fr. 15-16 Prep. 5'in Sefadeks kolondan elde edilen 30-31 (OS-2) ve 34-35. (OS-3)
fraksiyonlardan,

Fr. 19-27'nin Sefadeks kolondan toplanan 33-35. fraksiyonundan (OS-3) kristallenen
kisimlar stizillerek ayrildi. Bu sekilde elde edilen bilesikler, Sekil 2.5'te de

Ozetlenmistir.
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2.2.1.4.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK)

2.2.1.4.1. Analitik Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Hazirlanan ekstreler ve O. spinosa subsp. leiosperma nin etil asetat ekstesinden elde
edilen fraksiyonlar ITK yaninda YPSK ile de incelendi. Analiz, Agilent LC 1260
model cihaz (Agilent Technologies, California, USA) ile yapildi ve veriler Agilent’in
yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Analiz sartlar1 asagida belirtildigi sekildedir:

Kolon : ACE 5 C18 (250 mmx4,6 mm; 5 um)
Kolon Sicakligi :40°C

Dedektor : Diode Array Dedector

Dalga Boyu : 210 nm, 254 nm

Akis Hizi : 1 ml/dak.

Enjeksiyon Hacmi  : 10 pl
Cozici Sistemi : Asetonitril:%0,02 o-fosforik asitli su (Gradient ¢oziicii sistemi
Cizelge 2.4’de belirtilmistir.)

Cizelge 2.4. YPSK analizinde kullanilan gradient ¢6ziicii sistemleri

Coziicii sistemi 1

Zaman (dak) Asetonitril (%) 900,02 o-fosforik asitli su (%0)
0 10 90
36 100 0
40 100 0
Coziicii Sistemi 2
Zaman (dak) Asetonitril (%) 900,02 o-fosforik asitli su (%0)
0 10 90
20 60 40
20,01 100 0

25 100 0
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2.2.1.4.2. Semipreparatif Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Fr. 17-18’in Sefadeks kolona uygulanmasiyla elde edilen 36. fraksiyonundan (57,4
mQ) izolasyon amaciyla semipreparatif YPSK yontemi kullanildi. Calismada, Agilent
LC 1200 model cihaz (Agilent Technologies, California, USA) kullanildi1 ve veriler
Agilent’in yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Analiz sartlar1 asagida belirtildigi
sekildedir:

Kolon : ACE 10 C18 (250 mmx=10 mm; 10 pum)

Kolon Sicakligi :40°C

Dedektor : Diode Array Dedector

Dalga Boyu 210 nm

Akis Hizi : 5 ml/dak.

Enjeksiyon Hacmi  : 25 pl

Cozici Sistemi . Asetonitril:su (Gradient ¢oziicii sistemi Cizelge 2.5°te
belirtilmistir.)

Cizelge 2.5. Semipreparatif YPSK ¢alismasinda kullanilan gradient ¢oziicii sistemi

Zaman Asetonitril (%) Su (%)
0 10 90
15 47,5 52,5
15,01 100 0
20 100 0
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Semipreparatif YPSK yontemi ile istenen fraksiyonun pikleri ayr1 ayri toplandi,
ardindan ¢oziicli olarak kullanilan asetonitril yogunlastirilip sulu kisim liyofilize

edildi. Bu yontem ile ;

Fr. 17-18 Seph. 31-32 (OS-5),

Fr. 17-18 Seph. 33-35 (0S-2, OS-5),

Fr. 17-18 Seph. 36 (OS-2, OS4),

Fr. 17-18 Seph. 37 (0S-4),

Fr. 17-18 Seph. 41-44 (OS-1),

Prep 3 Seph. 11 (OS-5),

Prep. 3 Seph. 12 (OS-4, OS-5) fraksiyonlarindan saf bilesikler elde edildi.

O. spinosa subsp. leiosperma’nin koklerinden hazirlanan etil asetat ekstresinin
biyoaktivite yonlendirmeli olarak fraksiyonlanma, saflagtirma ve izolasyon

basamaklari, Sekil 2.5°te gosterilmistir.



O. spinosa kok / EtOAC

[
Silika jel kolon

(DCM:MeOH)
|
v v v v v v
El E2 E3 E4 ES5 E6
|
Silika jel kolon
* Prep2RP2 Prep. 1< (DCM:MeQH)
¢oken OS-1 v
* Prep2 Prep. ITK Fr.1-4 Fr.17-18 |
¢Oken Prep. 2« Fr. 5-6 Fr. 19-27 T Sefadex kolon
0s-1 Fr.7 Fr. 28-32 Sefadex (MeOH)
Sefadex Fr.8 Fr. 33-37 ('5'0'8”'_') v
ph. (MeOH) Prep. ITK. Fr. 10 Fr. 44-49 Seph. 33-35
Semiprep (E‘O(Al‘go',\gg%f'?-)'*zo) Fr.11-14 Fr. 50-80 *33-35 Seph. 36
YPSK Prep. 4+ ik Fr. 15-16 Fr. 81-92 e Seph. 37
- Fr. 16 ¢okelek v | gighl Z? a4
*0S-4 ‘ * 38 ¢oken |
v Prep' S« 0s-3 Semiprep.
" -
* 0S-5 SefadeL kolon 1g§?§en YPSK
(MeQH)
: * 0S-4
v v v
* 30-31 ¢Oken * 34-35 ¢6ken * 0S-1 * 0S-2 i
0S-2 OS-3
*0S-5

Sekil 2.5. O. spinosa subsp. leiosperma nin kdklerinden hazirlanan etil asetat ekstresinin aktivite yonlendirmeli fraksiyonlanma, saflastirma ve izolasyon

basamaklari

L8
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2.2.2. izole Edilen Bilesiklerin Yapi Tayini

Kolon ve preparatif ince tabaka kromatografisi yardimiyla birbirinden ayrilan
bilesikler kristallendirme ya da kromatografik yontemlerle saflastirildi ve her bir

bilesigin yapisi asagida belirtilen spektroskopik yontemlerle tayin edildi.

2.2.2.1. NMR Spektrometrisi

Bilesiklerin dotorometanol (MeOD) ve dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde hazirlanan
c¢ozeltilerinin 'H-NMR ve ¥C-NMR, DEPT, HMBC, HSQC, COSY, TOCSY ve
NOESY spektrumlari, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez Laboratuvari
I[I’de bulunan Varian Mercury 400, 400 MHz High Performance Digi NMR

Spektrometre cihazi kullanilarak alindi.

2.2.2.2. Kiitle Spektrometrisi (MS)

Izole edilen bilesiklerin kiitleleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Merkez
Laboratuvari II’de bulunan Waters 2695 Allia Micromass ZQ marka LC/MS cihazi ile
ol¢iildii. Ornekler metanol iginde ¢oziiliip, belirtilen sartlar altinda 2 pl enjekte edilerek

analizleri yapildu.

YPSK Sistemi : Waters Alliance
Kolon :C 18

Hareketli Faz A : Metanol:Su (50:50)
Hareketli Faz B : Asetonitril

Akis Hiz : 0,5 ml/dak
Sicaklik :25°C

Enjeksiyon Hacmi  : 10 pl
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2.2.3. Biyolojik Aktivite Calismalari

Bu calismada, biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama yapilmasi dolayisiyla,
once tlim ekstrelerin aktivite tayinleri yapildi ve ardindan sonuglar degerlendirilerek
aktif ekstrenin (O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat
ekstresinin) fraksiyonlanmasi islemine gecildi. Sonrasinda bu ekstreden elde edilen
fraksiyonlarin aktivite testlerinin sonuglari incelenerek saflastirma islemi ile devam
edilecek fraksiyon tespit edildi (E5). Calismanin son basamaginda, bu fraksiyondan

izole edilen bilesiklerin aktivitelerinin tayini yapildi.

2.2.3.1. Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Yara iyilestirici aktivite tayini i¢in test numuneleri, Madecassol® pomat’n (Bayer)
bazi olan glikol sterarat: 1,2 propilen glikol: siv1 parafin (3:6:1) i¢inde %1 oraninda

ekstre olacak sekilde hazirlandi.

Antienflamatuvar aktivite tayini i¢in numuneler; %0,5’lik sodyum karboksimetil
seliiloz (CMC) ¢ozeltisi i¢cinde ekstrelerin siispanse edilmesiyle hazirland1 ve deney
hayvanlarma 6zel mide gavaji ile, oral yolla uygulandi. Kontrol grubundaki

hayvanlara yalnizca %0,5’lik CMC ¢ozeltisi uygulandi.

2.2.3.2. Referans Maddelerin Hazirlanmasi

Yara iyilestirici aktivite tayini i¢in; referans madde grubundaki deney hayvanlarina,
standart yara iyilestirici madde olarak haricen, 500’er mg Madecassol® pomat

uygulandi.

Antienflamatuvar aktivite tayini sonuclarinin karsilastirilmasi i¢in referans madde

olarak 10 mg/kg indometasin igeren %0,5’lik CMC ¢6zeltisi kullanildu.
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2.2.3.3. Yara lyilestirici Aktivite Tayini

2.2.3.3.1. In Vivo Deneyler

2.2.3.3.1.1. Cizgisel Insizyon Yara Modeli

Bu modelde, Lodhi ve ark. (2006) ile Suguna ve ark.’nin (2002) yéntemi kullanilarak,
test numunelerinin kolajen yapimi ve yara gerilme kKuvvetini arttirict etkileri tespit
edildi. Bu amagcla, genel anestezi yapilan si¢anlarin sirt kisimlarinda iki tane insizyon
yarast olusturuldu. Yaraya cerrahi ipek iplikle dikis atilip, glinde 1 kez olmak tizere 9
giin siire ile haricen 500 mg ekstre iceren merhem formiilasyonu uygulandi. 9 giiniin
sonunda dikisler alind1 ve hayvanlar 10. giin yiiksek doz anestezik enjeksiypnu ile
sakrifiye edildi. Cerrahi makasla kesilerek alinan yara olusturulmus bolgelerden biri
histopatolojik incelemeler igin saklanirken, digerinin tensiometre ile gerilme kuvveti

Olciildi (Stintar ve ark., 2011).

2.2.3.3.1.2. Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Sadaf ve ark. tarafindan gelistirilen yontem (2006), baz1 modifikasyonlar yapilarak
uygulandi ve dairesel eksizyon yara modelinde yara alanlar1 giin asir1 dlgiilerek, yara

alanlarindaki kiigiilme tespit edildi.

Genel anestezi yapilan farelerde, biyopsi punch ile 5 mm ¢apinda dairesel eksizyon
yarast olusturuldu. Bu yaralara 12 giin siireyle, haricen 500 mg ekstre igeren merhem
formiilasyonu uygulandi ve her giin yaranin fotografi ¢ekildi. Cekilen fotograflardan,
ve AutoCAD programi kullanilarak, yara alanlarindaki kii¢iilme tespit edildi ve ylizde
kontraksiyon oranlar1 hesaplandi (Kiipeli Akkol ve ark., 2011).
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2.2.3.3.1.3. L () Hidroksiprolin Tayini

Hidroksiprolin tayini i¢cin, Woessner tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek

kullanild1 (Woessner, 1961; Degim ve ark., 2002).

Oncelikle, 5 mg hidroksiprolin 50 ml 0.001 N HCI’de ¢bziilerek hidroksiprolin
standart1 i¢in stok ¢ozelti hazirlandi ve 0,5 pg/ml; 1 pg/ml; 1,5 pg/ml; 2 pg/ml ve 2,5

ng/ml konsantrasyonda diliie edildi.

Olgiim yapilacak dokular tartilarak pyrex tiiplere kondu ve 5 ml 6 N HCl ilave edildi.
130°C’de 3 saat hidroliz edildi. Indikatdr olarak birkag damla %0,02’lik metil kirmizis
eklendikten sonra, ¢6zeltinin rengi sartya donene kadar (pH 6-7 arasinda olana kadar)

2,5 N NaOH ilave edildi.

Standart ve test ¢ozeltilerinin 2 ml’si tizerine 1 ml Kloramin T ilave edilerek 20 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Ardindan iizerine 1 ml perklorik asit ve 1 ml 0,2 g/ml p-
dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi eklendi. Olusan tabakalanma kaybolana kadar
calkalandiktan sonra, 20 dakika siireyle 60°C su banyosunda bekletildi. Musluk

suyunda 5 dakika sogutulan ¢ozeltilerin absorbansi 557 nm’de 6l¢iildii.

2.2.3.3.1.4. Histopatolojik Incelemeler

Histopatolojik inceleme i¢in alinan dokularin %10 tamponlu formalin i¢inde tespit
edilmesi sonrasinda dokular parafin igine gomiildii. Ardindan parafinle bloklanmis
dokular 5 p kalinliginda kesildi. Hematoksilin-eozin ve Van Gieson ile boyanan
preparatlar 151k mikroskobu altinda incelendi. Dokulardaki epidermal ve dermal re-
modelleme hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi. Epidermisteki
re-epitelizasyon veya iilser gelisimi ile dermisteki fibroblast proliferasyonu,
mononiikleer/polimorfoniikleer hiicreler, neovaskiilarizosyon ve kolajen birikimi
incelenerek epidermal ve dermal re-modelleme degerlendirildi. Sonrasinda, tiim

gruplardan elde edilen sonuglar birlestirilerek yara iyilesmesinin fazlar1 olan
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enflamasyon, proliferasyon ve re-modelleme yoniinde evrelendirildi (Siintar ve ark.
2010).

2.2.3.3.2. In Vitro Deneyler

Izole edilen bilesikler in vitro testlere tabi tutuldu. Bu testlerde; bilesiklerin dokunun
temel elemanlarindan olan hyaluronik asit, kolajen ve elastinin yikimina neden olan

hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri iizerindeki inhibisyon etkileri edildi.

2.2.3.3.2.1. Hyaluronidaz Enzim Inhibisyonu Tayini

Lee ve Choi (1999) ile Sahasrabudhe ve Deodhar (2010) tarafindan gelistirilen,
sodyum hyaluronattan salinan N-asetilglukozamin miktarinin tespitine dayali yontem

ile hyaluronidaz enzim inhibisyonu tayin edildi.

Bu yontemde, 7000 iinite/ml sigir hyaluronidazinin 50 ul’si 0,1 M asetat tamponunda
(pH 3,6) ¢oziildii. Bu karigim ile, %5 DMSO i¢inde iki ayr1 konsantrasyonda ¢oziilmiis
olan test maddesinin 50 pl’si karigtirildi. Kontrol grubunda yalniz 50 pl %5 DMSO
kullanild1. Hazirlanan karisim 37°C’de 20 dakika siireyle inkiibe edildi ve ardindan 50
ul 12,5 mM kalsiyum kloriir ilave edilerek ayni sartlarda 20 dakika daha inkiibasyona
birakildi. 1,2 mg/ml konsantrasyondaki sodyum hyaluronattan 250 pl ilave edilip
37°C’de 40 dakika daha inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, karisim igine 50 ul 0,4
M sodyum hidroksit ile 100 pl 0,2 M sodyum borat eklendi ve 3 dakika siireyle kaynar
su banyosunda bekletildi. Karisim soguduktan sonra, 1,5 ml p-dimetil
aminobenzaldehit ¢ozeltisi ilave edildi ve tekrar 37°C’de 20 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Hazirlanan ¢0zeltinin absorbansi, 585 nm dalga boyunda,
Beckmann Due Spektrofotometre kullanilarak dlgiildii. Referans madde olarak, 100

ng/ml konsantrasyondaki tannik asit ¢ozeltisi kullanildu.
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2.2.3.3.2.2. Kolajenaz Enzim Inhibisyonu Tayini

50 mM tris tamponu (10 mM CaCl, ve 400 mM NacCl ile) iginde, Clostridium
histolyticum kolajenaz enzimi (ChC) 0,8 iinite/ml olacak sekilde ¢oziildii. Ayni
tampon i¢inde 2 mM olacak sekilde substrat N-[3-(2-furil) akriloil]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA) hazirlandi. Her kuyucuga 25 pl tampon, test maddesi ve enzim eklenip 15
dakika inkiibasyona birakildi. Uzerine 50 pL substrat eklenip 340 nm dalga boyunda
absorbansi Ol¢iildii (Barrantes ve Guinea, 2003). Her 6rnek ii¢ tekrarli ¢alisildi.

Referans madde olarak 100 pg/ml konsantrasyonda epigallokatesin gallat kullanildu.

Enzim inhibisyon degeri asagidaki formiile gére hesaplandi:

_ (Aa—Ab)
% Inhibisyon = x 100
Aa

Aa: Kontrol grubunun absorbans degeri

Ap: Test numunesinin absorbans degeri

2.2.3.3.2.3. Elastaz Enzim Inhibisyonu Tayini

Hazirlanan test maddeleri ve insan notrofil elastaz enzimi (HNE) (17 mU/ml), 0,1 M
tris-HC1 tamponu (pH 7,5) i¢inde 25°C’de 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Uzerine HNE’nin substrat1 olan N-(metoksisukkinil)-Ala-Ala-Pro-Val 4-nitroanilid
(MAAPVN) (500 IM) ilave edilen karisim, bu kez 37°C’de 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Ardindan karigim i¢ine 1 mg/ml soya tripsin inhibitorii eklendi ve nitroanilin

olusumuna bagl olarak 405 nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildi (Melzig ve ark.,
2001).
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Enzim inhibisyon degeri asagidaki formiile gére hesaplandi:

. (Aa—Ab)
% Inhibisyon = x 100
Aa

Aa: Kontrol grubunun absorbans degeri

Ap: Test numunesinin absorbans degeri

2.2.3.4. Antienflamatuvar Aktivite Tayini

2.2.3.4.1. Asetik Asit-Nedenli Kapiller Permeabilite Artisginin inhibisyonu
(Whittle Yontemi)

Whittle’in gelistirdigi modele gore; kapiller damarlarda protein gegirgenligini
arttirarak plazmanin viicut bosluguna eksudasyonuna sebep olan asetik asit
kullanilmakta ve proteine baglanma yetenegine sahip Pontamine Sky Blue veya Evans
Blue gibi boyar maddeler yardimiyla, olusturulan eksudasyon ile test numunesinin bu

eksudasyonu inhibisyonu tespit edilmektedir (Kiipeli, 2000).

Test numunesi ve referans ¢ozeltiler farelere uygulandiktan 30 dakika sonra, farelerin
marjinal kuyruk venasimna %4’lik Evans Blue ¢ozeltisinden enjekte edildi. Boyar
madde enjeksiyonundan 10 dakika sonra, intraperitonal yolla %0,5’lik asetik asit
¢ozeltisi uygulandi. 20 dakika sonra, fareler servikal dislokasyonla dldiiriilerek periton
igerigi distile su ile yikanarak i¢inde 0,1 N NaOH bulunan 10 ml’lik balon jojelere
aktarildi ve distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Beckman Due Spektrofotometre

kullanilarak, 590 nm’de boyar maddenin absorbansi ol¢iildii.
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2.2.3.4.2. TPA-Nedenli Kulak Odemi

Farelerin sag kulaginin i¢ ve dis tarafina 20 ul %70 etanol iginde ¢oziilen 2,5 pg
TPA’dan 10 pl; sol kulagina ise sadece etanol damlatildi. TPA ¢ozeltisinin ardindan
sag kulaga %70 etanolde ¢6ziilmiis test numunesi (1 mg/kulak) ve referans madde (0,5
mg/kulak dozda indometasin) uygulandi. Uygulamadan 4 saat sonra, hayvanlar yiiksek
doz anestezik enjeksiyonu ile oldiiriildi ve kulak kalinliklari mikrometrik kompas
(Ozaki Co, Tokyo, Japonya) yardimiyla 6l¢iildii, iki kulak arasindaki sisme farki 6dem
miktar1 olarak kaydedildi. Ardindan, kulaklar bir mantar delecegi ile 5 mm’lik ¢apta
kesildi ve hassas terazide tartildi. Her iki kulak arasindaki 6demin agirlik farkina

bakilarak % inhibisyon degeri hesaplandi.

2.2.3.4.3. Karragenin-Nedenli Arka Ayak Odemi

Bu calisma i¢in Kasahara ve ark. tarafindan (1985) gelistirilen yontem modifiye
edilerek uygulandi (Yesilada ve Kiipeli, 2007).

Oncelikle farelere oral yolla test numuneleri ve referans (indometasin 10 mg/kg)
uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra, farelerin sag arka ayaklarmin subplantar
dokularina 25 pl karragenin siispansiyonu (Carrageenan, Sigma Co., No:C-1013) (50
mg’1 2,5 ml serum fizyolojik icerisinde siispanse edilmis); sol arka subplantar
dokusuna ise kontrol amaciyla 25 pl serum fizyolojik sollisyonu enjekte edilerek 6dem
olusturuldu. Odem olusumundan itibaren 90 dakika ara ile her iki ayak kalinliklari
mikrometrik kompas (Ozaki Co, Tokyo, Japonya) yardimiyla dlgiilerek aralarindaki

sisme farki 6dem miktarlar1 olarak kaydedildi.

2.2.3.4.4. Freund’s Complete Adjuvant-Nedenli Artrit Modeli

Sicanlara 14 giin siireyle test maddesi ve referans madde (indometasin) per os verildi.
Uygulama sonrasindaki 3. giin, sicanlarin sag arka ayaklarinin subplantar dokularina
100 pl Freund’s Complete Adjuvant (FCA) (Sigma Co., F-5881) enjekte edilerek

6dem olusumu saglandi. Odem olusmasindan sonraki 3. giinde ve bunu takip eden 14
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giin boyunca hayvanlarin sag ve sol ayak hacimleri kompas ile 6lgiildii ve 6dem

miktar1 hesaplandi.

2.2.3.5. Antioksidan Aktivite Tayini

2.2.3.5.1. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii AktiviteTayini

Menekse renkli bir bilesik olan DPPH radikalinin, antioksidan varliginda indirgenerek
rengini kaybetmesi ve proton transferi sonucunda, 517 nm dalga boyunda ¢ozeltinin
absorbansindaki azalmanin 6l¢limiine dayali olan bu yontemde; metanolde ¢oziilen
test numunelerine, metanolde 80 ug/ml konsantrasyondaki DPPH ¢ozeltisi ilave edildi
ve 30 dakika bekletildi. Ardindan ¢ozeltinin absorbansi, spektrofotometrede, 517 nm
dalgaboyunda ol¢iildii (Albayrak ve ark., 2010; Pattanayak ve ark., 2011).

2.2.3.5.2. ABTS** Radikalini Siipiiriicii Aktivite Tayini

Maksimum absorbansi 660, 734 ve 820 nm dalga boyunda goriilen ABST radikal
katyonun (ABTS"™®) absorbansinin bir antioksidan ile inhibisyonuna dayanan bu

yontemde test ¢ozeltilerinin troloks esdegeri antioksidan kapasiteleri degerlendirildi

(Albayrak ve ark., 2010).

ABTS"* radikali olusturmak amaciyla; ABTS’in sudaki ¢6zeltisinin (7mM) potasyum
persiilfat (K2S20g) ile karistirilmasiyla elde edilen, 2.45 mM konsantrasyondaki
¢ozelti, 12-16 saat karanlikta bekletildi ve ¢ozeltinin absorbansi, oda sicakliginda, 734
nm dalga boyunda, 0.700+0.030 olacak sekilde ayarlandi. Ardindan, 15 pl test
numunesi iizerine, hazirlanan radikal ¢ozeltisinden 1.485 pl ilave edildi. Reaksiyon
kinetigi 15 dakika siireyle, 1’er dakikalik araliklarla 734 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
Konsantrasyona kars1t inhibisyon yiizdeleri troloks esdegeri olarak hesaplandi

(Pattanayak ve ark., 2011).
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2.2.3.5.3. Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Test numunesinden 1 ml alinarak {izerine 2,5 ml 0,2 M fosfat tamponu (pH 6,6) ile %1
lik potasyum hekzasiyanoferrat ¢6zeltisinden 2,5 ml ilave edildi. Karigim 50°C de 30
dakika bekletildikten sonra 2,5 ml %10 luk trikloro asetik asit ¢ozeltisi eklenerek 10
dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda iist kistmdan 2,5 ml alinip, 2,5 ml su ve 0,5
ml %0.1 lik FeCls ¢ozeltisi ile karistirilarak 700 nm dalga boyunda ¢o6zeltinin
absorbansi okundu. Analizler iki tekrarli yapildi ve sonuglar ortalama degerler olarak
verildi. Numunelerin indirgeme giicii askorbik asite esdeger olarak (AscAE) mmol

askorbik asit/g 6rnek olarak belirtildi (Singhal ve ark., 2011).

2.2.3.5.4. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

Bozulmasi

Test numunesinden 100 pl, 50 mM KH2PO4-NaOH tampon (pH 7,4) i¢indeki 5,6 mM
2-deoksiribozdan 500 pl, dnceden hazirlanmis 100 pl FeCls ve 104 mM EDTA (1:1
h/h) ¢ozeltisi, 100 pl 1,0 MM H20- ve 1,0 mM sulu askorbik asit ¢ozeltisinden 100 pl
aliip vorteksle karistirildi ve 50°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon karigimi
tizerine, 1 ml %2,8 trikloroasetik asit ve 1 ml %1,0 tiyobarbitiirik asit ilave edildi. Elde
edilen karisim tekrar 50°C’de 30 dakika bekletildi. Meydana gelen oksidasyon, 532
nm dalga boyunda 6l¢iildii. Analizler iki tekrarli yapildi ve sonuclar ortalama degerler
olarak verildi. Sonuglar asagidaki esitlige gore hesaplanarak mannitole esdeger (mmol

mannitol/g 6rnek) olarak verildi (Pattanayak ve ark., 2011).

Inhibisyon yiizdesi = [(Ak — As) / Ax] X 100

Ax: Kontroliin absorbansi

As: Ornek absorbansi
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2.2.3.6. Deneyin Sonuclarimn istatistiksel Degerlendirilmesi

Tek yonli “ANOVA” testini igeren “Instat” (Windows) istatistik programi
kullanilarak deney sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Aktif ¢ikan ekstre

ve fraksiyonlarda ayrica Students-Newman-Keuls posthoc testi kullanildi.

Kontrol ve referans grubu ile karsilastirilan deney sonuglarindaki istatistiksel
belirginligin ifade edilisi * : p < 0,05; ** :p <0,01; ***: p <0,001 seklinde
yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Fitokimyasal Calismalar

3.1.1. Ekstrelerin Hazirlanmasina fliskin Bulgular

O. spinosa subsp. leiosperma, O. variegata, O. viscosa subsp. brevifolia ve O. natrix
subsp. natrix 6rneklerinin kurutulmus kok ve toprak istii kisimlarindan hazirlanan

ekstrelerin ylizde verimleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin % verimleri

% Verim
n-Hekzan Etil asetat Metanol
O. spinosa subsp. leiosperma Toprak iistii 0,75 0,97 8,47
Kok 0,44 1,91 8,14
O. variegata Toprak iistii 1,63 0,96 7,51
Kok 1,14 0,96 6,88
O. viscosa subsp. brevifolia Toprak iistii 1,03 1,09 9,11
Kok 0,65 0,49 8,74
O. natrix subsp. natrix Toprak iistii 4,14 5,34 6,55
Kok 0,25 1,93 7,35

3.1.2. Kromatografik Bulgular

3.1.2.1. ince Tabaka Kromatografisi Bulgular

O. spinosa subsp. leiosperma, O. variegata, O. viscosa subsp. brevifolia ve O. natrix
subsp. natrix orneklerinin kurutulmus kok ve toprak istii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin ITK analizleri 3 ayr1 ¢dziicii sistemi ile yapildi, ardindan UV lambasi
altinda (254 nm, 366 nm) ve plaklara anisaldehit-H>SO4 reaktifi puskiirtiiliip
1sitildiktan sonra goriiniir 1s1kta incelendi. Sekil 3.1-3.9°da, 3 ayri ¢6ziicii sisteminde,
ekstreler [O. natrix subsp. natrix toprak {iistii n-hekzan ekstresi (1a), koklerinin n-
hekzan ekstresi (2a); O. variegata toprak tistii n-hekzan ekstresi (3a), kok n-hekzan

ekstresi(4a); O. spinosa subsp. leiosperma toprak tistii n-hekzan ekstresi (5a), kok n-
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hekzan ekstresi (6a); O. viscosa subsp. brevifolia toprak iistii n-hekzan ekstresi (7a),
kok n-hekzan ekstresi (8a); O. natrix subsp. natrix toprak iistii etil asetat ekstresi (1b),
koklerinin etil asetat ekstresi (2b); O. variegata toprak tstii etil asetat ekstresi (3b),
kok etil asetat ekstresi (4b); O. spinosa subsp. leiosperma toprak tstii etil asetat
ekstresi (5b), kok etil asetat ekstresi (6b); O. viscosa subsp. brevifolia toprak {istii etil
asetat ekstresi (7b), kok etil asetat ekstresi (8b); O. natrix subsp. natrix toprak istii
metanol ekstresi (1c), koklerinin metanol ekstresi (2¢); O. variegata toprak iistii
metanol ekstresi (3¢), kok metanol ekstresi (4¢); O. spinosa subsp. leiosperma toprak
istli metanol ekstresi (5¢), kok metanol ekstresi (6¢); O. viscosa subsp. brevifolia

toprak iistii metanol ekstresi (7c), kok metanol ekstresi (8c)] gosterilmistir.

lc 2c 3¢ 4c 5c 6 Tc S8
Sekil 3.1. Ononis tiirlerinin etil asetat:glasiyal asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26)
sisteminde UV 254 nm’deki ITK kromatogramlari
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Sekil 3.2. Ononis tiirlerinin etil asetat:glasiyal asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26)
sisteminde UV 366 nm’deki ITK kromatogramlar1
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Sekil 3.3. Ononis tiirlerinin etil asetat:glasiyal asetik asit:formik asit:su (100:11:11:26)
sisteminde anisaldehit-H,SO, ile muamele sonrasi1 ITK kromatogramlari
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Sekil 3.4. Ononis tiirlerinin toluen:kloroform:etanol (40:40:10) sisteminde UV 254 nm’deki
ITK kromatogramlari

o Bl

la 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 1c 2c¢ 3c 4c 5c 6¢c 7c 8¢

Sekil 3.5. Ononis tiirlerinin toluen:kloroform:etanol (40:40:10) sisteminde UV 366 nm’deki
ITK kromatogramlar1
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Sekil 3.6. Ononis tiirlerinin toluen:kloroform:etanol (40:40:10) sisteminde anisaldehit-HzSO4
ile muamele sonrasi ITK kromatogramlari

la 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8 1c 2c¢ 3c 4c 5¢c 6¢c 7c 8¢

Sekil 3.7. Ononis tiirlerinin n-hekzan: etil asetat (80:20) sisteminde UV 254 nm’deki ITK
kromatogramlari
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la 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 1c 2c 3c 4c 5c 6¢c 7c 8¢

Sekil 3.8. Ononis tiirlerinin n-hekzan: etil asetat (80:20) sisteminde UV 366 nm’deki ITK
kromatogramlari

b o --.-...
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s

la 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 1b 2b 3b 4b 5b 6b 7b 8b 1c 2c 3c 4c 5¢c 6c 7c 8¢

Sekil 3.9. Ononis tiirlerinin n-hekzan: etil asetat (80:20) sisteminde anisaldehit-Hz2SO, ile
muamele sonrasi [TK kromatogramlari
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3.1.2.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Bulgulari

En yiiksek yara iyilestirici ve antienflamatuvar aktiviteye sahip ekstre olan O. spinosa
subsp. leiosperma’nin etil asetat ekstresinin ve bu ekstreden, etkiden sorumlu
bilesikleri izole etme siirecinde elde edilen fraksiyonlarin 210 nm dalga boyundaki
YPSK kromatogramlari Sekil 3.10-3.19°da, izole edilen bilesiklerin 210 nm dalga
boyundaki YPSK kromatogramlari ve UV spektrumlart Sekil 3.20-3.23’de verilmistir.

DADI G, Sig=210,4 Ref=0ff (BRONBRONS 2014-04-11 09-39-41\065-1401.0)

8

1400

Sekil 3.10. O. spinosa subsp. leiosperma nin etil asetat ekstresinin YPSK kromatogrami

Y
14647

149

1566

34413
BB
286
3469
306
2083
-
2810

Sekil 3.11. ES5 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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g
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T 3415
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nex
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1336
: 573
O
16774
b3
2007
B
B

Sekil 3.13. Fr. 15-16 Prep. 2 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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10148

6%

g
0
T

[ 5 10 15

Sekil 3.14. Fr. 15-16 Prep. 2 RP-2 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

222
2876

2084

%166

3680

Sekil 3.15. Fr. 15-16 Prep. 3 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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T T
15 75 F-o

Sekil 3.16. Fr. 15-16 Prep. 3 Seph. 11 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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Sekil 3.17. Fr. 15-16 Prep. 3 Seph. 12 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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g
50

g
878

BT
2036
273

Fom
H5

Sekil 3.18. Fr. 15-16 Prep. 5 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

—12816

Sekil 3.19. Fr. 15-16 Prep. 5 Seph. 30-31 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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469

2615

030
DB
207
416
36837
B

Sekil 3.21. Fr. 17-18 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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o

o 25 5 75 10 125 15 75 F-o 25 i

Sekil 3.22. Fr. 17-18 Seph. 31-32 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

Loy}

o

o 25 5 75 10 125 15 75 F-o) 25 i

Sekil 3.23. Fr. 17-18 Seph. 33-35 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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1330

Sekil 3.24. Fr. 17-18 Seph. 36 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

201

14619

16094
i
730
iy
1968
260
BI
i
B

Sekil 3.25. Fr. 17-18 Seph. 37 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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g
164

2650

Sekil 3.26. Fr. 17-18 Seph. 38 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

1508
1666
i
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196657
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2B

T T T T
15 75 o] 25 i

Sekil 3.27. Fr. 17-18 Seph. 41-44 fraksiyonunun YPSK kromatogrami
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1393

Sekil 3.28. Fr. 19-27 Seph. 33-35 fraksiyonunun YPSK kromatogrami

T T T T T T T
o 25 5 75 10 125 15 175

Sekil 3.29. OS-1 maddesinin YPSK kromatogrami ve UV spektrumu
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o ,\j\_/\ J\—JL_,\,

T T T T T T T
o 25 5 75 10 125 15 175

Sekil 3.30. OS-2 maddesinin YPSK kromatogrami ve UV spektrumu

Sekil 3.31. OS-3 maddesinin YPSK kromatogrami ve UV spektrumu
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T T T T T T T
o 25 5 75 10 125 15 175

Sekil 3.32. OS-4 maddesinin YPSK kromatogrami ve UV spektrumu

1750

T T T T T T T
o 25 5 75 10 125 15 175

Sekil 3.33. OS-5 maddesinin YPSK kromatogrami ve UV spektrumu
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Izole edilen bilesiklerin retansiyon zamanlar1 Cizelge 3.2'de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2. izole edilen bilesiklerin retansiyon zamanlari

Bilesik Kodu Retansiyon Zamam (dakika)
0Ss-1 13,9
0S-2 12,7
0S-3 14,6
0S-4 13,4
0S-5 13,9
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3.1.3. Yap1 Tayini Bulgulari

3.1.3.1. OS-1 Bilesiginin Yap1 Tayini

OS-1 bilesiginin izolasyon semasi Sekil 3.24’te verilmistir.

O. spinosa (Ko6k)

Asamali ekstraksiyon

Etil asetat Ekstresi

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol

E5 Fraksiyonu

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol (60:40)

Fr. 15-16 Fr.17-18
Preparatif ITK
(EtOACc: MeOH:H,0) Kolon kromatografisi
(100:13,5:7) metanol
Fr. 15-16 : Fr. 15-16 Fr. 17-18 Seph. 41-44
Prep.2RP 2 Prep. 2
@ @ Semipreparatif
YPSK

Kristalizasyon

L

0s-1
(21,1 mg)

Sekil 3.34. OS-1 bilesiginin izolasyon semasi



Default file
MOS1 346 (3.460) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
1 OOW 2N T332

261.58

170.35

%A
325.54

Sekil 3.35. OS-1 bilesiginin LC-MS spektrumu
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Prep-2-Coken

Sample Name:
Prep-2-Coken
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
Prep-2-Coken 20140424 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 28 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

Sekil 3.36. OS-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu

o]

Tt



Prep-2-Coken

Sample Name : Agilent Technologies
Prep-2-Coken

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
Prep-2-Coken 20140424 01

FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 24 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243728 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536
Total time 3 hr, 19 min

7 A LB . . B L 7 B ) L ) U T R R O AL U I R A o T TR U L I L S T 0 L 5 L I T L TR TT T 7T 2 i SR B

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 pPpm

Sekil 3.37. OS-1 bilesiginin **C-NMR spektrumu

[44"



Prep--2-Coken

Sample Name:

Prep--2-Coken
Data Collected on:
mercuryéOO—mezcury{OD “
Archive directory: I

/home/vnmrl/vnmrsys/data i s
Sample directory: =
Prep--2-Coken 20140529 01 : E { a l

|
|
|
|

FidFile: gHSQC 01

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: dmso
Data collected on: May 29 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.150 sec

width 6402.0 Hz

2D wWidth 21130.5 Hz

16 repetitions

2 x 256 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DECOUPLE C13, 100.6338890 MHz
Power 41 dB

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.011 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 2 hr, 51 min

Sekil 3.38. OS-1 bilesiginin HSQC spektrumu

€t



Prep--2-Coken

Sample Name:
Prep--2-Coken

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:
Prep--2-Coken 20140529 01

FidFil gHMBC 01

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: dmso
Data collected on: May 30 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

width 6402.0 Hz

2D Width 24147.3 Hz

16 repetitions

2 x 256 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec
FT size 2048 x 4096

Total time 2 hr, 57 min

Sekil 3.39. OS-1 bilesiginin HMBC spektrumu
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Prep-2-Coken

Sample Name:
Prep-2-Coken
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
Prep-2-Coken 20140424 01
FidFile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Apr 24 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec
width 3563.8 Hz =
2D Width 3563.8 Hz

4 repetitions

128 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sg. sine bell 0.075 sec

Fl1 DATA PROCESSING

Sg. sine bell 0.036 sec

FT size 2048 x 2048
Total time 12 min

o !

Sekil 3.40. OS-1 bilesiginin COSY spektrumu

2]
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Prep-2-Coken

Sample Name:
Prep-2-Coken
Data Collected on:

mercury400-mercury400

Archive directory:

/home/vnmrl/vnmrsys/data

Sample directory:

Prep-2-Coken 20140424 01

FidFile: TOCSY 01

Pulse Seqguence: TOCSY

Solvent: dmso
Data collected on:

Temp. 25.0 C / 298
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000
Acq. time 0.150 se
width 3563.8 Hz
2D Width 3563.8 Hz
2 repetitions
2 x 200 increments

OBSERVE H1, 400.1

DATA PROCESSING
Gauss apodization

Fl1 DATA PROCESSING
Gauss apodization

FT size 2048 x 2048

Total time 20 min

Apr 24 2014

-1 K

sec
<

759761 MHz

0.069 sec

0.052 sec

WM
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Sekil 3.41. OS-1 bilesiginin TOCSY spektrum

- . AL hu »

&
- -
© ©
-
- a .

»

|
|
|

R

|
H

o

St a1 i iadn o8 00 1108 204 0 SansoRD @ v 29 Qo

Agilent Te¢hnologies

J

I L L . L < L0 L S I 1 2
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

F2

(ppm)

9¢1



127

Molekiil Ad1 Trifolirhizin
Molekiil Agirhg: 446.4146
Molekiil Formiilii C22H22010
Ozelligi Beyaz amorf toz

Sekil 3.42. OS-1 bilesiginin yapisiyla ilgili bulgular

Cizelge 3.3. OS-1 bilesiginin *H ve *C NMR bulgulari

Kimyasal kayma Proton C & (ppm)
7.34 (1H, d, J=8.4 Hz) H-1 C-1 131.89
6.68 (1H, dd, J=2.8, 8.4 Hz) H-2 C-2 110.39
H-3 C-3 158.46
6.53 (1H, d, J=2.8 Hz) H-4 C-4 104.02
C-4a 156.19
4.25 (1H, dd, J=4.0, 6.8 Hz) H-6 C-6 65.85
3.65 (1H, m) H-6
3.30 (1H, m) H-6a C-6a 48.60
C-6b 118.25
6.96 (1H, s) H-7 C-7 105.36
C-8 141.45
C-9 147.48
6.50 (1H, s) H-10 C-10 93.26
C-10a 153.65
5.54 (1H, d, J=7.2 Hz) H-11a C-1la 77.65
C-11b 114.19
5.91 (2H, d, J=15.6 Hz) -OCH,0- -OCH,0- 101.05
4.81 (1H, d, J=7.2 Hz) H-1' c-1 100.30
3.65-3.1 (m) H-2' c-2' 73.17
H-3' C-3' 76.51
H-4' C-4' 69.67
H-5' C-5' 77.05
H-6' C-6' 60.66
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0S-1 bilesiginin *H-NMR spektrumuna bakildiginda & 5.54 (d, J=7.2 Hz), 4.25 (dd,
J=4, 6.8 Hz) ve 3.65 (m) ile 3.30 (m) ppm’lerde gézlenen sinyaller karakteristik
pterokarpan halkasinin sirasiyla H-11, H-6, H-6 ve H-6a sinyallerini isaret etmektedir.
0 5.90 ppm’de gozlenen dublet (J= 16 Hz) iki oksijene komsu karbona bagli —OCH-0-
protonlarin1 gostermektedir. HMBC spektrumunda & 5.90 ppm’de gozlenen dublet
sinyalinin 6 141.45 (C-8) ve 147.48 (C-9) ppm’deki karbon sinyalleri ile etkilesimi
metilendioksi grubunun aromatik halkaya baglandig1 konumu dogrulamistir. *H-NMR
spektrumunda 6 7.34 ppm’de gbzlenen dublet (J=8.4 Hz), & 6.68 ppm’de gozlenen dd
(J=2.8, 8.4 Hz) ve 6 6.53 ppm’de gozlenen dublet (J=2.86.9 Hz) trisiibstitiie benzen
halkasini isaret etmektedir. Bu protonlarin benzen halkasi {izerindeki konumlari
HMBC, HSQC ve COSY spektrum verileri ile dogrulanmistir. 6 6.99 ve 6 6.53
ppm’lerdeki singletlerin ise tH-NMR verilerine gore aromatik halkaya bagl protonlar
oldugu ve HMBC spektrumuna gore metilendioksi grubuna komsu olan 6 141.45 (C-
8) ve 6 147. 48 (H-9) ppm’de sinyal veren karbon atomlar ile etkilestigi tespit
edilmistir. 6 4.81 (1H, d, J=7.2 Hz) ppm’de gozlenen anomerik proton sinyali [
pozisyonda bagli oz molekiiliinii isaret etmektedir. *C-NMR ve *H-NMR verileri 0z
molekiiliiniin glukoz oldugunu ortaya koymaktadir. HMBC spektrumunda ¢ 4.81
ppm’deki anomerik proton sinyali ile 6 158.46 (C-3) karbon atomu sinyali arasindaki
etkilesim o0z molekiiliiniin aromatik halkaya 3. konumdan baglandiginm
gostermektedir. Tiim veriler literatiir bilgileri ile kiyaslandiginda (Park ve ark., 2003;
Zhao ve ark.,, 2009) OS-1 kodlu bilesigin pterokarpan yapisinda trifolirhizin
(maakiain-3-O-B-p-glukopiranozit) oldugu dogrulanmustir.
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3.1.3.2. OS-2 Bilesiginin Yapi Tayini

0OS-2 bilesiginin izolasyon semast Sekil 3.32°de verilmistir.

O. spinosa (Ko6k)

Asamali1 ekstraksiyon

Etil asetat Ekstresi

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol

E5 Fraksiyonu

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol (60:40)

Fr. 15-16

Fr.17-18

Preparatif ITK
(EtOAc: MeOH:H-0)
(100:13,5:7)

Kolon kromatografisi
metanol

Fr. 15-16 Prep. 5

Kristalizasyon

Fr.17-18 Seph. 33-35
Fr. 17-18 Seph. 36

0S-2
(16,5 mg)

Sekil 3.43. OS-2 bilesiginin izolasyon semasi

Semipreparatif
YPSK
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Default file
MOS2 344 (3.440) Cn (Cen,2, 80.00, Ht)
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Sekil 3.44. OS-2 bilesiginin LC-MS spektrumu
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Sampl Jame :
Bl12
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vomrl/vomrsys/data
Sample directory:
B12 20140917 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 17 2014

Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

wWidth 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE H1, 400.1759670 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

Y B !

13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 pPpm

Sekil 3.45. OS-2 bilesiginin *H-NMR spektrumu

TET
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Agilent Technologies

Sample Name :
B12
Data Collected on:
mercury400-mercuryd 00
Archive directory:
/home /vnmrl/vonmrsys/data
Sample directory:
B12 20140920 01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 20 2014

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acqg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243847 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 19 min

\
" PRSI o -»L-n hj SRR INAPUR , IO —— L TP m—————

(43"

.70 LS5/ 5 .G ) XA 5 L 720 57 7 5 /.15 .13 . 1 72 L[ 7L 15 7 T 1 6 075 6 T3 e 1 L 1 L 0,4 B 0 B

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 o pPpm

Sekil 3.46. OS-2 bilesiginin **C-NMR spektrumu
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Agilent Technologies

Sample Name:
B12

Data Collected on:
mercury400-mer_ui,; <00

Archive directory:
/home /vnmrl/vnmrsys/data CH3 caxrbons

Sample directory:
B12 20140920 01

FidFile: DEPT 01

Pulse Sequence: DEPT
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 20 2014

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: wvnmrl CH2 carbons

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degre-=
Acqg. time 1.304 sec
width 25125.6 Hz

128 repetitions mmmmmmm
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz '
DECOUPLE H1l, 400.1779555 MHz

Power 38 dB

on during acquisition

off during delay CH carbons

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 58 min

quaternary carbons

e o po N, e - - . s - s

T T T T T T T TTT T T T [T T T T [T T[T T R R R R R R N R R RS R

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.47. OS-2 bilesiginin DEPT spektrumu
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Sample Name:
B12
Data Collected on:

gilent Technologies

mercury400-mercury400

Archive directory: 1 4
/home/vnmrl/vamrsys/data il o bl

Sample directory:
B12 20140920 01

FidFile: gHSQC 01 F1l

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: dmso
Data collected on: Sep 20 2014

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vnmrl

&
60 g A
Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
width 6402.0 H=z
2D width 22136.1 Hz
8 repetitions

70 <

2 x 256 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MH=z
DECOUPLE C13, 100.6343922 MHz
Power 41 4B

on during acquisition

off during delay

GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.011 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 1 hrxr, 27 min

80

90 ) ;

whaor

2

100

aée

al;

110

120

1
1

130 -

140

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 3.5 5.0 4.5 4.0

0
IR BP0

F2 (ppm)

Sekil 3.48. OS-2 bilesiginin HSQC spektrumu

VET
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Sample Name: Agilent Technd@logies
B12

Data Collected on:
mercury400-mercury< 00 X

Archive directory: | || J |

/home /vnmrl/vnmrsy=7/data
Sample directory:
B12 20140920 01
F2
Pulse Sequence: gHMBC | (ppm). -
Solvent: dmso 1
Data collected on: Sep 21 2014

FidFile: gHMBC 01

S

2
Temp. 24.0 C / 297.1 K D -
Operator: vnmrl - —

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

wWidth 6402.0 Hz

2D Width 24147.3 Hz

8 repetitions

2 x 256 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec
FT size 2048 x 2048 |
Total time 1 hr, 30 min -

P
0

10

LISL L L L B LIS B L e e e

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Fl (ppm)

Sekil 3.49. OS-2 bilesiginin HMBC spektrumu

SeT
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ample Name: Agilent Technologies
B12

Data Collected on:
mercury400-mercury400 l l

Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data er
Sample directory:

B12 20140920 01
FidFile: gCOSY 01 F1l
Pulse Sequence: gCOSY (pi )
Solvent: dmso 2
Data collected on: Sep 20 2014 o |
- : o
Temp. 24.0 C / 297.1 K = |
Operator: vnmrl 3 |
« @

Relax. delay 1.000 sec 'j | ] |
Acg. time 0.150 sec S 1 i s
width 4262.6 Hz a— -
2D Width 4262.6 Hz
4 repetitions =
128 increments 9 5 - -~
OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz i
DATA PROCESSING = 51 & -
Sq. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING ] - -
Sqg. sine bell 0.030 sec 4
FT size 2048 x 2048 6
Total time 11 min +

— a L]

4 - Pl

i - o
- 8 L a
= L
9
LIRS S e S DU S S S B e s S S T e e B e T
8 7 6 5 4 3 2

Sekil 3.50. OS-2 bilesiginin COSY spektrumu

9€1
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Sample Name:
B12
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B12 20140920 01
FidFile: TOCSY 01

Pulse Seqguence: TOCSY
Solvent: dmso

Data collected on: Sep 20 2014

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.150 sec

width 4262.6 Hz

2D wWidth 4262.6 Hz

2 repetitions

2 x 200 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Fl1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.043 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 20 min

Sekil 3.51. OS-2 bilesiginin TOCSY spektrumu
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Molekiil Adi Ononin

Molekiil Agirhg: 430.4152
Molekiil Formiilii C22H2209
Ozelligi Renksiz kristaller

Sekil 3.52. OS-2 bilesiginin yapistyla ilgili bulgular

Cizelge 3.4. OS-2 bilesiginin *H ve *C NMR bulgulari

Kimyasal kayma proton C d (ppm)
8.41 (1H, s) H-2 C-2 153.554
C-3 123.27
C-4 174.56
8.05 (1H, d, J = 8.8 Hz), H-5 C-5 126.85
7.15(1H,dd, J=2.4,88Hz) | H-6 C-6 115.52
H-7 C-7 161.34
7.24 (1H,d, J=2.4 Hz,), H-8 C-8 103.30
C-9 156.94
C-10 118.34
H-1' Cc-1 123.90
7.53 (2H, d, J = 8.8 Hz) H-2' c-2' 129.97
7.00 (2H, d, J = 8.8 Hz) H-3' C-3' 113.53
c-4 158.92
7.00 (2H, d, J = 8.8 Hz), H-5' C-5' 113.53
7.53 (2H, d, J = 8.8 Hz) H-6' C-6' 129.97
5.10 (1H, d, J = 7.6 Hz) H-1" c-1" 99.87
3.17-3.70 (2"-6") H-2" c-2" 73.02
H-3" c-3" 76.36
H-4" c-4" 69.51
H-5" C-5" 77.10
H-6" Cc-6" 60.53
3.79 (3H, s, 4'-OCHg) C-4'0OCH3s 55.05

0S-2 bilesiginin *C NMR spektrumunda 22 karbon atomuna ait sinyal gozlenmistir.
DEPT spektrumunun incelenmesi sonucunda 1 tane CHs, 1 tane CH», 13 tane CH ve
7 tane kuaterner karbon atomunun varlig1 tespit edilmistir. *C spektrumunda & 55.05

ppm de gozlenen sinyal heteroatoma komsu bir C atomunu isaret etmektedir. DEPT
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spektrumunda bu sinyalin metil karbonu oldugu ve HSQC spektrumunda 6 3.79
ppm’de (3H) singlet olarak sinyal veren protonlarla etkilestigi gozlenmistir. HMBC
spektrumunda & 3.79 ppm’deki sinyalin & 158.92 (C-4") ve & 113.53 (C-3', C-5")
ppm’deki karbon sinyalleri ile etkilestigi tespit edilmistir. Bu bilgiler aromatik halkaya
komsu bir -OCHj3 grubunu isaret etmektedir. 1H NMR spektrumunda & 7.53 ve § 7.00
ppm’lerde gbzlenen sinyaller aromatik halkaya bagli protonlar: isaret etmektedir.
COSY spektrumu ile bu protonlarin komsu protonlar oldugu ve sirasiyla 6 129.97 ve
0 113.53 ppm’lerdeki karbon atomlarma ait olduklart HSQC spektrumundaki
etkilesimden tespit edilmistir. 'H NMR spektrumunda & 8.44 ppm’de gdzlenen singlet
izoflavon halkasinda H-2 igin karakteristik olarak gozlenen sinyaldir. *C NMR
spektrumunda & 174.6 ppm goézlenen sinyal karbonil grubunun varligini ortaya
koymaktadir. 6 8.05 ppm’de sinyal veren singlet H-5’e, & 7.24 ppm’deki dublet ve 7.15
ppm’deki double dublet sirasiyla aromatik halkadaki H-8 ve H-6’ya aittir. 6 5.11
ppm’de gozlenen anomerik protona ait dublet oz varligini isaret etmektedir. HMBC
spektrumunda anomerik protonun & 161.34 ppm’deki karbon sinyali ile etkilesimi
ozun halkaya C-7 konumundan baglandigin1 gostermektedir. Tim veriler dikkate
alindiginda ve NMR verileri literatiir bilgileri (Lv ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2009)

ile dogrulandiginda OS-2 bilesiginin ononin oldugu tespit edilmistir.
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3.1.3.3. OS-3 Bilesiginin Yapi Tayini

OS-3 bilesiginin izolasyon semasi Sekil 3.41°de verilmistir.

O. spinosa (Ko6k)

Asamali1 ekstraksiyon

Etil Asetat Ekstresi

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol

E5 Fraksiyonu

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol (60:40)

f

<

f

}

Kristalizasyon

v

0S-3
(31,6 mg)

Sekil 3.53. OS-3 bilesiginin izolasyon semasi

Vv

Fr. 15-16 Fr. 16 Fr.17-18 Fr. 19-27
Preparatif ITK
(EtOAC: Kolon
MeOH:H,0) kromatografisi
(100:13,5:7) metanol
Fr. 15-16 Fr.17-18 Fr.19-27
Prep. 5 Seph. 33-35 Seph. 38
Kolon
kromatografisi
metanol
Prep. 5
Seph. 34-35




Default file
MOS3 350 (3.500) 1: Scan ES+
o6 271.59 5.99e6
] 271.38_
271,17
137.16
%4
455.56
144.86 455.35
16100 [/2A43 483.28 668.58
272.78 453.11 669.14 892.44
e 669.56 o Ll 1324.56
325.75 T 846.26 970.75 1110.01 3
1092.51
1169.08 1210-15 1409.94
o™ | 1k ii“ | | | ,\|L11‘|'IIIJ|I H] 4 |JJ_1T m/z
| 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 |

Sekil 3.54. OS-3 bilesiginin LC-MSspektrumu

ja74"




Archive directory
/home /vianrl / vius

Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: PROTON 01

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min 31 sec

13 12 11

Sekil 3.55. OS-3 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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B15
Sample Name: Agilent Technologies
B15
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home /vamrl/vamrsys/data
Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

7000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 4 hr, 39 min

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.56. OS-3 bilesiginin **C-NMR spektrumu

134
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Sample Name: Agilent Technologies
B15
Data Collected on:
mercury400-mercury4 00
Archive directory:
/home /vnmrl/vnmrsys /data i CH3 ca:
Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: DEPT 01

Pulse Sequence: DEPT
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl s
Relax. delay 1.000 sec

Pulse 90.0 degrees

Acqg. time 1.304 sec

width 25125.6 Hz

64 repetitions ——————————————— P A AN A A A AT S AR PO AN NP
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz

DECOUPLE H1l, 400.1779555 MHz

Power 38 dB

on during acquisition

off during delay CH carl
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz
FT size 65536

Total time 29 min

quatern

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Sekil 3.57. OS-3 bilesiginin DEPT spektrumu

144"
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Sample Name: Agilent Technologies
B15

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory: | ljf | |
1} e )\

/home/vnmrl/vnmrsys/data I —M lfl, SO A AU A o Sism,
Sample directory: -
B15 20150216 01 I
FidFile: gHSQC 01 F1 1 |
Pulse Sequence: gHSQC (pﬁrg) -
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 17 2015 ]
50
Temp. 25.0 C / 298.1 K i
Operator: vnmrl | b
60 |
Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec =) -
width 6402.0 Hz 70 -
2D Width 21130.5 Hz { -
8 repetitions | . o=
2 x 256 increments 80
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DECOUPLE C13, 100.6338890 MHz
Power 41 dB 90 |
on during acquisition
off during delay -,
GARP-1 modulated 100 -
DATA PROCESSING -
Gauss apodization 0.069 sec =
F1 DATA PROCESSING 110 { -
Gauss apodization 0.011 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 1 hr, 27 min 120
& |
130
| e
140

Sekil 3.58. OS-3 bilesiginin HSQC spektrumu

14



B15 ‘
Agilent Techn@logies

Sample Name:
B15 [ |
Data Collacted on: | | ‘
mercury400-mercury400 ‘
Archive directory: \ J ‘ J
/home /vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: gHMBC 01 ‘

Solvent: dmso ]
Data collected on: Feb 17 2015 Ty { .

Pulse Sequence: gHMBC ‘

]
N

Temp. 25.0 C / 298.1 K | 3
Operator: vomrl g
-

Relax. delay 1.000 sec | .
Acq. time 0.150 sec

width 6402.0 Hz

2D width 24147.3 Hz

8 repetitions

2 x 256 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec —_
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 30 min

7, DS, 5

BN

1l

~
.

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

Fl1 (ppm)

Sekil 3.59. OS-3 bilesiginin HMBC spektrumu

vl
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Sample Name:
B15
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vomrsys/data
Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec
width 4203.4 Hz

2D Width 4203.4 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.030 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 11 min

Sekil 3.60. OS-3 bilesiginin COSY spektrumu

Agilent Technologies

Ik | ld ] | - | A ok "‘,,A‘m,,,, ! o
| 1
} (ppm) ° \
1% ..
e . i
= 8 n,:f:a
,< 1 Q n Q sea
|-
— } ® -} Q
_..% ‘ ] - ®
= 1\ [ o i
——1 5 & <=
_)! a (]
_1 l Q L] o
‘ =
| : j
— ‘ @ -a®
s ] .'l
| |
S— a e |
S— e ]
8

S —— = - L o . —i

8.0 '7:5 7.0 6.5°6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

F2 (ppm)

LYT



B15

Sample Name:
B15
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: TOCSY 01

Pulse Sequence: TOCSY
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acqg. time 0.150 sec

width 4203.4 Hz

2D Width 4203.4 Hz

4 repetitions

2 x 200 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.044 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 37 min

A Vhn,

t

I
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Sekil 3.61. OS-3 bilesiginin TOCSY spektrumu
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B1S

Sample Name:
B15
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B15 20150216 01
FidFile: NOESY 01

Pulse Sequence: NOESY
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 16 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Fl
(ppm)

LM,J

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

width 4203.4 Hz

2D Width 4203.4 Hz

8 repetitions

2 x 128 increments
OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.018 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 50 min

Sekil 3.62. OS-3 bilesiginin NOESY spektrumu
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Molekiil Ad1 Medikarpin-3-O-glukozit
Molekiil Agirhg: 432,43

Molekiil Formiilii C22H2209

Ozelligi Renksiz kristaller

Sekil 3.63. OS-3 bilesiginin yapisiyla ilgili bulgular

Cizelge 3.5. OS-3 bilesiginin *H ve *C NMR bulgulari

Kimyasal kayma Proton C & (ppm)
7.36 (d, J=8.8 Hz) H-1 C-1 132.39
6.69 (dd, J=2.4, 8.8 Hz) H-2 C-2 110.84
- H-3 C-3 158.92
6.53 (d, J=2.4 Hz) H-4 C-4 104.46
- - C-4a 156.64
3.65 (m), 4.24 (m) H-6 C-6 66.39
3.7 (m) H-6a C-6a 39.8

- H-6b C-6b 119.63
7.22 (d, J=8.0 Hz) H-7 C-7 125.63
6.43 (dd, J=2.4, 8.0 Hz) H-8 C-8 106.55
- - C-9 161.01
6.40 (d, J=2.4 Hz) H-10 C-10 96.80
- H-10a C-10a 160.68
5.58 (d, J=6.4 Hz) H-11a C-11a 78.20
- H-11b C-11b 114.58
4.82 (d, J=7.6 Hz) H-1' Cc-1' 100.72
3.20 (m) H-2' c-2' 73.60
3.24 (m) H-3' C-3' 76.96
3.14 (m) H-4' c-4 70.01
3.30 (m) H-5' C-5' 775
3.42 (m), 3.63 (m) H-6' C-6' 61.10
3.67(s) -OCH3 -OCHs 55.73
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0S-3 kodlu bilesigin *C-NMR ve DEPT spektrumlar incelendiginde toplam 22
karbon atomuna ait sinyal gozlenmistir. Bu sinyallerden 1 tanesinin metil, 2 tanesinin
metilen, 13 tanesinin metin, 6 tanesinin ise kuaterner karbon atomuna ait sinyaller
oldugu DEPT spektrumundan anlasilmistir. *H-NMR spektrumuna bakildiginda &
5.58 (d, J=6.4 Hz), 4.24 (m) ve 3.66 (m) ile 3.70 (m) ppm’lerde gbzlenen sinyaller
karakteristik pterokarpan halkasinin sirasiyla H-11a, H-6, H-6 ve H-6a sinyallerini
isaret etmektedir. 'H-NMR spektrumunda & 7.36 ppm’de gozlenen dublet (J=8.8 Hz),
8 6.69 ppm’de gozlenen dd (J=2.4, 8.8 Hz) ve 6 6.53 ppm’de gbzlenen dublet (J=2.4
Hz) trisiibstitiie benzen halkasini; 6 7.22 ppm’de gbzlenen dublet (J=8.0 Hz), 6 6.43
ppm’de gozlenen dd (J=2.4, 8.0 Hz) ve 6 6.40 ppm’de gozlenen dublet (J=2.4 Hz)
sinyalleri ise bir baska trisiibstitie benzen halkasinin daha varligin1 ortaya
koymaktadir. Bu protonlarin benzen halkalari tizerindeki konumlart HMBC, HSQC ve
COSY spektrum verileri ile dogrulanmustir. 23 C-NMR spektrumunda gozlenen § 55.73
ppm’deki karbon atomu sinyalinin HSQC spektrumunda 6 3.67 ppm’de gozlenen
singlet ile etkilesimi molekiildeki metoksil grubunun varligini isaret etmektedir.
Metoksil grubuna ait 6 3.67 ppm’de gézlenen singletin HMBC spektrumunda 6 161.01
ppm’de goriilen kuaterner karbon atomu sinyali ile etkilesimi ise metoksil grubunun
C-9 konumundan baglandigin1 gostermektedir. 6 4.82 (1H, d, J=7.2 Hz) ppm’de
gbzlenen anomerik proton sinyali f pozisyonda bagli oz molekiiliinii isaret etmektedir.
13C-NMR ve 'H-NMR verileri 0z molekiiliiniin glukoz oldugunu ortaya koymaktadir.
HMBC spektrumunda & 4.82 ppm’deki anomerik proton sinyali ile 6 158.46 (C-3)
karbon atomu sinyali arasindaki etkilesim oz molekiiliiniin aromatik halkaya 3.
konumdan baglandigini1 gostermektedir. Bilesigin 6l¢iilen kiitle spektrumuna gozlenen
271. 59 [M+H]" molekiiler iyon piki, glukozun molekiilden ayrilmasi sonucunda agiga
¢ikan medikarpin yapisinin varligini ortaya koymaktadir. Tiim veriler literatiir bilgileri
ile de kiyaslandiginda (Abdel-Kader, 2004; Tsunoda ve ark., 2008) OS-3 bilesiginin
medikarpin-3-O-B-glukopiranozit oldugu dogrulanmustir.
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3.1.3.4. OS-4 Bilesiginin Yapi Tayini

0OS-4 bilesiginin izolasyon semas1 Sekil 3.51°de verilmistir.

O. spinosa (Ko6k)

Asamali1 ekstraksiyon

Etil asetat Ekstresi

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol

E5 Fraksiyonu

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol (60:40)

Fr. 15-16

Preparatif ITK
(EtOAcC:
MeOH:H.0)
(100:13,5:7)

Fr.17-18

Kolon
kromatografisi
metanol

Fr. 15-16
Prep. 3

Fr.17-18 Seph. 36
Fr. 17-18 Seph. 37

Kolon
kromatografisi
metanol

Prep. 3 Seph. 11
Prep. 3 Seph. 12

Semipreparatif
YPSK

0S-4
(26,8 mg)

Sekil 3.64. OS-4 bilesiginin izolasyon semasi




Default file . o -
MOS-4 348 (3.480) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
477.49 9.57e6
100
%_
477.05
478.53
315.36
74213  871.59 | 980.81
1076.77 1308.07_1351.85  1442.83
0 JLII:"J‘]:IIII llh]h x"l AIII. 11' L.‘lIJII e | m/z
| 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Sekil 3.65. OS-4 bilesiginin LC-MS spektrumu
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HO

B-13 OH

Sample Name: CH

B-13 OH =
Data Collected on: o]

mercury400-mexrcury400 H3(I) Iy
Archive directory:

/home /vnmrl /vnmrsys/data O——./
Sample directory:

B-13 20150120 01
FidFile: PROTON 02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 20 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.559 sec

width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE  H1, 400.1759670 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

13 12 11 10 S 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Sekil 3.66. OS-4 bilesiginin *H-NMR spektrumu

1Y




Agilent Technologies

Data Collected on:
mercury400-mercury4 00
Archive directory:
/home/vomrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B-13 20150120 01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 20 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 1.304 sec

Width 25125.6 Hz

5000 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243847 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1779555 MHz
Power 38 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 19 min

L L o B T T T T T T T T T T ———r . - R o o S — T .

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.67. OS-4 bilesiginin *C-NMR spektrumu

SqT




B13

Sample Name:
B13
Data Collected on:

Agilent Technologies

mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B13 20150210 01
FidFile: DEPT 01

CH3 carbons

Pulse Sequence: DEPT }

Solvents fnb B O e S A A RO A S Wb

Data collected on: Feb 10 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl CH2 carbons

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 90.0 degrees

Acq. time 1.304 sec

Width 21141.6 Hz | [ l
512 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz

Power 38 dB

on during acquisition

off during delay CH carbons
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING ]
Line broadening 0.5 Hz ‘
FT size 65536 | J‘ J J J
Total time 3 hr, 52 min J J
o » Y sl il S " "

quaternary carbons

200 i80 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.68. OS-4 bilesiginin DEPT spektrumu

961



B-13

Sample Name:
B-13
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
B-13 20150120 01
FidFile: gHSQC 01 F1l

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 20 2015

50
Temp. 25.0 C / 298.1 K
erator: vamrl
Operato 60
Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec
width  6402.0 Hz 707
2D wWidth 21130.5 Hz
8 repetitions
2 x 256 increments 80
OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DECOUPLE C13, 100.6338890 MHz
Power 41 dB 90
on during acquisition
off during delay
GARP-1 modulated — 100
DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING 110
Gauss apodization 0.011 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 1 hr, 27 min 120
130

140

Sekil 3.69. OS-4 bilesiginin HSQC spektrumu

—— (ppm)-

cup Lafoa

;Agilem Technologies
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B-13

Sample Name:
B-13
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys /da tas s
Sample directory:
B-13 20150120 01 |
FidFile: gHMBC 01 g

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 20 2015

AW

Temp. 25.0 C / 298.1 K =
Operator: vnmrl

A

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

Width 6402.0 Hz

2D Width 24147.3 Hz

8 repetitions

2 x 256 increments

OBSERVE Hl, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING L
Sq. sine bell 0.075 sec

F1l DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec —
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 30 min

A AN A

| IS

Sekil 3.70. OS-4 bilesiginin HMBC spektrumu
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B-13

Sample Name:
B-13

Data Collected on:
mercury400-mercury400

Archive directory: J |
/home/vamrl/vnmrsys/data - IS | VR 15 TR - e

Sample directory:
B-13_ 20150120 01

FidFile: gcoSY 01 F1l

Agilent Technologies

Pulse Sequence: gCOSY g (pplg)~
Solvent: dmso
Data collected on: Jan 20 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K 2 by
Operator: vnmrl e

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec 2 |
width 3877.5 Hz

2D width 3877.5 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.075 sec

F1 DATA PROCESSING

Sqg. sine bell 0.033 sec

FT size 2048 x 2048

Total time 11 min

_L_‘Lh_J_v_m_A Lwhs ’
L

Sekil 3.71. OS-4 bilesiginin COSY spektrumu

6GT
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Molekiil Adi

Onogenin-7-O-glukozit

Molekiil Agirhig

477.49 [M+H]*

Molekiil Formiilii

C23H24011

Ozelligi

Beyaz amorf toz

Sekil 3.72. OS-4 bilesiginin yapistyla ilgili bulgular

Cizelge 3.6. 0S-4 bilesiginin *H ve *C NMR bulgulari

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)

4.44 (1H, dd, (J=2.8 Hz) H-2 C-2 70.20

4.57 (1H, dd)

4.22 (1H, m) (J=3.2 Hz) H-3 C-3 46.98/47.077
- - C-4 190.43

7.74 (1H, d, J=9.2 Hz) H-5 C-5 128.38/128.42
6.72 (1H, m) H-6 C-6 110.78/110.85
- H-7 C-7 163.10/163.04
6.66 (1H, d, J=2.0 Hz) H-8 C-8 103.31/103.39
- H-9 C-9 162.82

- - C-10 115.65

- - c-1' 115.35/115.40
- - C-2' 152.38

6.74 (1H, s) H-3' C-3' 109.72/109.79
- - Cc-4' 147.12

- - C-5' 140.53

6.83 (1H, s) H-6' C-6' 95.64

5.96 (1H, d, J=2.8 Hz) -OCH20- -OCH:0- 100.98

3.66 (3H, s) -OCHjs -OCHj3 56.55

4.99 (1H, dd, J=4.4; 7.6 Hz) H-1" c-1" 99.67

3.24 (1H, m) H-2" c-2" 72.98

3.28 (1H, m) H-3" c-3" 76.33/76.34
3.16 (1H, m) H-4" c-4" 69.48

3.38 (1H, m) H-5" C-5" 77.05

3.45 (1H, m) H-6" C-6" 60.50

3.72 (1H, m)
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0S-4 kodlu bilesigin 'H-NMR spektrumu incelendiginde & 4.22 (dd, J= 3.2 Hz)
ppm’de gozlenen proton sinyali (H-3) ve 4.57 (m) ile 4.44 (dd, J= 2.8 Hz) ppm’lerde
gbzlenen proton sinyallerinin (H-2), HSQC spektrumunda sirasiyla 6 46.98/47.07 (C-
3) ve & 70.20 (C-2) karbon atomu sinyalleri ile etkilestigi gdzlenmistir. *3C-NMR
spektrumuna bakildiginda goriilen 6 190.43 ppm’de gozlenen karbon atomu sinyali bir
karbonil grubunun varligimi isaret etmektedir ve HMBC spektrumunda & 4.22 (dd)
ppm ile 6 4.44 (dd) ppm’de gozlenen protonlarin & 190.43 ppm’deki karbonil grubu
ile etkilesimleri karbonil grubunun C-4 konumunda yer aldigini isaret etmektedir. *H-
NMR spektrumunda aromatik bolgede 6 7.74 ppm (d, J=9.2 Hz) ile 8 6.72 (m) ppm’de
gbzlenen proton sinyallerinin komsu protonlar olduklari COSY spektrumundan
anlasilmistir. 8 6.66 (d, J= 2 Hz) proton sinyalinin ise 6 6.72 (m) ve 6 7.74 (d, J= 9.2
Hz) protonlari ile ayn1 aromatik halkaya bagli oldugu HMBC spektrumu verileri 1s1nda
dogrulanmistir ve 6 6.72 (m) protonuna gore meta pozisyonda yer aldigi tespit
edilmistir. Ayrica 6 4.22 ppm’de yer alan (dd) proton sinyalinin 6 115.35/115.40 (C-
1") karbon atomu sinyali ile etkilesimi C-3 konumundan baglanan diger aromatik
halkayr isaret etmektedir. H-NMR spektrumunda 6.74 (H-3") ve 6.83 (H-6")
ppm’lerde gozlenen singletlerin HSQC spektrumuna gore sirasiyla 6 109.72/109.74
ppm ve & 95.64 ppm’de yer alan karbon atomlarma bagli olduklart ve HMBC
spektrumuna gore her iki singletin de 8 140.53, 6 147.12 ve 8 152.8 ppm’lerde goriilen
karbon atomlart ile ayni halkada yer aldiklar1 anlagilmistir. Bu veriler OS-4 bilesiginin
izoflavanon yapisinda oldugunu ortaya koymaktadir. *H-NMR spektrumunda & 5.96
ppm’de gozlenen dubletin (J= 2.8 Hz, 2H) HSQC spektrumunda & 100.98 ppm’de
gbzlenen karbon atomu sinyali ile etkilesmesi ise metilendioksi grubunun varligini
ortaya koymaktadir. HMBC spektrumunda & 5.96 ppm’de gozlenen protonlarin o
147.12 (C-4") ve & 140.43 (C-5") karbon atomlari ile etkilesmesi metilendioksi
grubunun 4’ ve 5’ konumlarindan baglandigin1 gostermektedir. DEPT spektrumunda 6
56.55 ppm’de gozlenen metil grubu ve *H-NMR  spektrumunda & 3.66 ppm’de (3H)
gozlenen singlet molekiiliin bir metoksil grubu tasidigini isaret etmektedir. 6 3.66
ppm’de yer alan metoksil grubuna ait singletin HMBC spektrumunda & 152.8
ppm’deki karbon atomu sinyali ile etkilesimi metoksil grubunun 2’ konumundan
baglandigini isaret etmektedir. 6 4.99 (dd, J= 4.4, 7.6 Hz) anomerik protonu isaret

etmektedir ve HMBC spektrum verilerine gore 6 163.4 ppm’de yer alan karbon atomu
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sinyali ile etkilesimi C-7 pozisyonundan baglanan bir ozu isaret etmektedir. **C ve *H-
NMR verilerine bakildiginda ozun glukoz oldugu goriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda
bilesigin onogenin-7-O-glukozit oldugu tespit edilmistir. Bu bilgiler literatiir bilgileri
ile karsilastirllmistir (Kovalev ve ark., 1975). Anomerik protona ait J degerinin 4.4 Hz
ve 7.6 Hz olarak bulunmasi, **C-NMR spektrumuna bakildiginda 33 karbon atomuna
ait sinyalin gézlenmesi ve bu sinyallerden bazilarinin ¢ift olduklarinin tespit edilmesi
molekiilde bir izomerizaysonun s6z konusu olabilecegini isaret etmektedir. HSQC
spektrumunda ¢ift olarak gozlenen karbon atomlarindan proton tasiyanlarin tek
protona karsilik geldigi goriilmiistiir. Bilesigin Olglilen molekiil agirligt 477.49
[M+H]" olarak tespit edilmistir. Bu veriler ve literatiir bilgileri (Botta ve ark., 2003;
Tsanuo ve ark., 2003; Zhao ve ark., 2007) izoflavonoitlerde asimetrik karbon atomu

nedeniyle olugan epimerizasyonun varligini isaret etmektedir.
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3.1.3.5. OS-5 Bilesiginin Yapi Tayini

OS-5 bilesiginin izolasyon semas1 Sekil 3.51°de verilmistir.

O. spinosa (Ko6k)

Asamali1 ekstraksiyon

Etil asetat Ekstresi

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol

E5 Fraksiyonu

Kolon kromatografisi
diklorometan:metanol (60:40)

Fr.15-16 Fr.17-18
Preparatif ITK
(EtOAC: < olon
MeOH:H;0) B
(100:13,5:7) krom::ggg?ﬂsn

Sekil 3.73.

Fr. 15-16 Prep. 3

Kolon
kromatografisi

metanol

Fr. 17-18 Seph. 31-32
Fr. 17-18 Seph. 33-35

Prep. 3 Seph. 11 ]
Prep. 3 Seph. 12

Semipreparatif
YPSK

) 4

0S-5
(25,7 mg)

0S-5 bilesiginin izolasyon semasi



Sekil 3.74. OS-5 bilesiginin LC-MS spektrumu

Default file gt ey = s
MOS-5 444 (4.440) Cn (Cen,2, 80.00, Ht) 1: Scan ES+
! 463.41 1.41e7
100-
462.94
462.70
%ﬂ
462.48
301.27
300.89 301.66 464.47
462_25\464.91
300.56|
302.29 713.57
273.69 373.97 461.90465 32 714.75
209.03 355.71.
~390.58 715.52805.16 g4 05 925-19
|
0 m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

79T



0s-5

Sample Name:
os-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
0S-5_20150319_01
FidFile: PROTON_02

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 19 2015

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.559 sec

Width 6402.0 Hz

8 repetitions

OBSERVE Hl, 400.1759761 MH=z
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 31 sec

HO:

OH

o]
YO

OCH 3

Sekil 3.75. OS-5 bilesiginin *H-NMR spektrumu

OCH,

99T



os-5

Sample Name:
os-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
©0s-5_20150319_01
FidFile: CARBON 01

Pulse Sequence: CARBON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 19 2015

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degre
Acqg. time 1.550 sec

width 21141.6 Hz

5000 repetitions
OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1l, 400.1779555 MHz
Power 38 4B

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 3 hr, 40 min

180 160

140

120

100

80

60

40

Agilent Technologies

20 0 ppm

Sekil 3.76. OS-5 bilesiginin *C-NMR spektrumu

997



0s-5

Sample Name:
os-5
Data Collected on:
mercury400-mercuryd 00
Archive directory:
/home/vomrl/vnmreys/data
Sample directory:
0S-5_20150319_01
PidFile: DEPT_O1

Pulse Sequence: DEPT
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 19 2015

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degrees
Acq. time 1.304 sec

Width 21141.6 Hz

64 repetitions

OBSERVE C13, 100.6243292 MHz
DECOUPLE H1, 400.1779555 MHz
Power 38 4B

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hz

FT size 65536

Total time 29 min

Agilent Technologies

CH3 carbons

CH2 carbons

AR AP RS

CH carbons

quaternary carbons

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Sekil 3.77. OS-5 bilesiginin DEPT spektrumu
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0s-5

Sample Name:
0s-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:

Agilent Technologies

/home/vnmrl/vnmreys/data A—AAR AL

Sample directory: 2 Sh

0S-5_20150319_01 - -

FidFile: gHSQC 01 F1l 1 “

3 £

Pulse Sequence: gHSQC 3 (ppm); >
Solvent: dmso . o
Data collected on: Mar 19 2015 40 & .

] 3 3

Temp. 24.0 C / 297.1 K 3 - d @
Operator: vnmrl 50 B ‘ ':

] - B

Relax. delay 1.000 sec 60__ i v

Acq. time 0.150 sec ] ‘p \

Width 6402.0 Hz P ¢

] % "

2D Width 21130.5 Hz 70 P : e

8 repetitions ] 4 -

2 x 256 increments ] B .".
OBSERVE  H1, 400.1759761 MHz 80 > ¥
DECOUPLE C13, 100.6338890 MHz ] B 3

Power 41 dB 3 o8 >
on during acquisition 90 5 .
off during delay . ok .4

GARP-1 modulated ] = 5 '

DATA PROCESSING 100 > ’ i

Gauss apodization 0.069 sec ] A k3
F1 DATA PROCESSING ] S 3
Gauss apodization 0.011 sec 110 o -

FT size 2048 x 2048 1 ¢ 4
Total time 1 hr, 27 min 51 )
k 120 . -
] !
130 - . .
3 : <
140
. 2
) B R (7 . AT L L7 L A7 0 1.6 1 . 0 L B 3 7 v
8.0 T8 7.0 6.5 6.0 585 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 3.5
F2 (ppm)

Sekil 3.78. OS-5 bilesiginin HSQC spektrumu
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0s-5

Sample Name:
0s-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmroys/data
Sample directory:
08-5_20150319_01
FidPile: gHMBC 01

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 19 2015

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vnmrl
Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec
Width 6402.0 Hz
2D Width 24147.3 Hz
8 repetitions
2 x 256 increments
OBSERVE H1l, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

sine bell 0.075 sec

Sq.

F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.010 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 1 hr, 30 min

Sekil 3.79. OS-5 bilesiginin HMBC spektrumu

Agllent Technologies

F2
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0s-5

Sample Name:
08-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/bome/vnmrl/vomrsys/data
Sample directory:
0S-5_20150319_01
FidFile: gCOSY 01

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: dmso

e

Data collected on: Mar 19 2015

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.150 sec
Width 4140.8 Hz

2D Width 4140.8 Hz

4 repetitions

128 increments

OBSERVE Hl, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

8q. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.031 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 11 min

Sekil 3.80. OS-5 bilesiginin COSY spektrumu

|
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{: Agilent Technologies
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0s-5

Sample Name:
0s-5
Data Collected on:
mercury400-mercury400
Archive directory:
/home/vnmrl/vnmrsys/data
Sample directory:
08-5_20150319_01
FidFile: TOCSY 01

Pulse Sequence: TOCSY
Solvent: dmso
Data collected on: Mar 19 2015

Temp. 24.0 C / 297.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec

Width 4140.8 Hz

2D Width 4140.8 Hz

2 repetitions

2 x 200 increments

OBSERVE H1, 400.1759761 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.045 sec
FT size 2048 x 2048

Total time 20 min

Sekil 3.81. OS-5 bilesiginin TOCSY spektrumu

ks

5 Agilent Te¢hnologies

w» w
. .
o w

-
w
i oV e I W i

)}
.
v

~
.
o

PO 0 kBl e B O Y

$o
&

o

G R L) 0 L B RS 2 L TR L R LU ARG VLR LU V)

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0/ 3.5 3.0

F2 (ppm)

TLT



Molekiil Adi

Sativanon-7-O-glukozit

Molekiil Agirhig

463.41 [M+H]*

Molekiil Formiilii

C23H26010

Ozelligi

Beyaz amorf toz

Sekil 3.82. OS-5 bilesiginin yapistyla ilgili bulgular

Cizelge 3.7. OS-5 bilesiginin *H ve *C NMR bulgulari

3.54 (1H, m)

Kimyasal kayma Proton C o (ppm)

4.49 (1H, m) H-2 C-2 70.85

4.52 (1H, m)

4.18 (1H, m) H-3 C-3 47.25/47.37

- - C-4 191.13

7.72 (1H, d, J=8.4 Hz) H-5 C-5 128.93/128.97
6.73 (1H, dd, J=2.4 Hz, 8.4 Hz ) H-6 C-6 111.33/111.37
- H-7 C-7 163.59/163.64
6.63 (1H, d, J=2.4 Hz) H-8 C-8 103.86/103.91
- H-9 C-9 163.42

- - C-10 116.26

- - C-1 116.26

- - c-2' 158.56/158.57
6.56 (1H, d, J=2.8 Hz) H-3' C-3' 99.30

- - Cc-4' 160.51

6.46 (1H, dd, J=2.0 Hz, 8.4 Hz ) - C-5' 105.40

6.98 (1H, d, J=8.4 Hz) H-6' C-6' 131.16/131.25
3.69 (3H, s) -OCHs -OCHjs (C-2) | 56.07
3.73(3H, ) -OCHs -OCHs; (C-4") | 55.66

4.98 (1H, d, J=7.6 Hz) H-1" c-1" 100.18/100.21
3.22 (1H, m) H-2' c-2" 73.53

3.24 (1H, m) H-3' c-3" 76.87

3.15 (1H, m) H-4 c-4" 70.01

3.36 (1H, m) H-5' C-5" 77.59/77.61
3.41 (1H, m) H-6' C-6" 61.04
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0S-5 kodlu bilesigin *H-NMR spektrumu incelendiginde § 4.18 (m) (H-3) ppm’de ve
4.52 (m) (H-2) ile 4.49 (m) (H-2) ppm’lerde gbzlenen proton sinyallerinin HSQC
spektrumunda sirasiyla 6 47.25/47.37 (C-3) ve 6 70.85 (C-2) karbon atomu sinyalleri
ile etkilestigi gozlenmistir. 3C-NMR spektrumuna bakildiginda gériilen § 191.13
ppm’de (C-4) gozlenen karbon atomu sinyali bir karbonil grubunun varligini isaret
etmektedir ki bu veriler izoflavanon halkasmin varligim diisiindiirmektedir. *H-NMR
spektrumunda aromatik bolgede, 6 7.73 ppm (d, J= 8.4 Hz) ile 6 6.73 (dd, J= 2.4 Hz;
8.4 Hz ) ppm’de gozlenen proton sinyallerinin komsu protonlar olduklar1 COSY
spektrumundan anlagilmigtir. TOCSY spektrumunda & 6.63 ppm’de (d, J= 2.4 Hz)
gozlenen proton sinyalinin de ayn1 halka sisteminde yer aldig1 anlasilmistir. o 6.98
ppm (d, J= 8.4 Hz) ile 6 6.46 (dd, J=2.0 Hz; 8.4 Hz) ve 6 6.56 ppm’de (d, J= 2.8 Hz)
gbzlenen proton sinyallerinin de benzer sekilde ayn1 aromatik halkaya bagl protonlar
olduklari COSY ve TOCSY spektrum verilerinden anlasilmistir.  3C-NMR
spektrumunda 6 56.07 ve 6 55.66 ppm’lerde gozlenen karbon atomlarina ait sinyaller
ve 'H-NMR spektrumunda gézlenen & 3.69 (3H) ve § 3.73 (3H) ppm’lerde gozlenen
singletler aromatik halkaya bagli iki metoksil grubunun varligin1 ortaya koymaktadir.
0 3.69 ve & 3.73 ppm’lerde gozlenen singletlerin HMBC spektrumunda sirastyla &
158.56/158.57 ve & 160.51 ppm’de goézlenen karbon atomlarina ait sinyallerle
etkilesimi metoksil gruplarinin sirasiyla 2’ ve 4’ konumlarindan baglandigini isaret
etmektedir. Bu veriler 151831nda ve literatiir bilgileri (Zhao ve ark., 2011) ile
kiyaslandiginda OS-5 kodlu bilesigin aglikon kisminin sativanon oldugu tespit
edilmistir. Bilesigin molekiil agirhig1 463.41 [M+H]" olarak 6l¢lilmiistiir. Ayrica kiitle
spektrumunda gozlenen 301.27 [M+H]" bir heksozun varligim ve OS-5 kodlu
bilesigin heterozit yapisinda bir bilesik oldugunu diisiindiirmektedir. 'H-NMR ve *C-
NMR verileri degerlendirildiginde ozun glukoz oldugu tespit edilmistir. HMBC
spektrumunda anomerik protona ait 6 4.98 (1H, J=7.6 Hz) ppm’de gozlenen dublet ile
0 163.59/163.64 ppm’de gozlenen karbon atomu sinyali arasindaki etkilesim ozun C-
7 konumundan B pozisyonda bagli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu veriler 1s1ginda
bilesigin sativanon-7-O-glukozit oldugu tespit edilmistir. Literatlir bilgileri
incelendiginde sativanon-7-O-glukozit bilesiginin heterozit formunda daha 6nce izole

edilmedigi aglikon olarak izole edildigi tespit edilmistir.
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3.2. Biyolojik Aktivite Calismalarina iliskin Bulgular

3.2.1. Yara lyilestirici Aktivite Cahsmalarina iliskin Bulgular

O. spinosa subsp. leiosperma (S), O. variegata (Var), O. viscosa subsp. brevifolia (V)
ve O. natrix subsp. natrix (N) kok (K) ve toprak tstii (H) kisimlarindan hazirlanan n-
n-hekzan (Hex), etil asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) ekstrelerinin yara iyilestirici

aktivitesinin arastirilmasina dair bulgular Cizelge 3.8-3.910°da verilmistir.

O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat ekstresinin
(EtOACc-SK) cizgisel insizyon yara modelinde %42,6 oraninda yara gerilme Kuvveti

ile anlamli derecede etkinlik gosterdigi tespit edildi (Cizelge 3.8).

Dairesel eksizyon yara modelinde, gizgisel insizyon yara modeli ile tutarli sonuglar
elde edilmistir. O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat
ekstresinin (EtOAc-SK) 12. giinde yara alanin1 %60,1 oraninda kiigiilttiigii tespit edildi
(Cizelge 3.9).

Hidroksiprolin tayini deneyinde, O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden
hazirlanmis olan etil asetat ekstresinin (EtOAc-SK) sagladig: hidroksiprolin diizeyi
41,3 pg/mg olarak tespit edildi (Cizelge 3.10). Bu sonug¢ da ¢izgisel insizyon ve

dairesel eksizyon yara modellerinden elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir.
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Cizelge 3.8. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin ¢izgisel insizyon yara modelindeki

etkileri
Materyal Yara gericl)nslf_lkuvveti * Yara gerilimindeki % artig
Baz merhem 12.38 £1.19 4.4
Negatif kontrol 11.86 £ 1.27 -
Hex-NH 12.99 £ 1.26 4.9
EtOAc-NH 13.37+1.43 7.9
MeOH-NH 9.94+1.16 19.7
Hex-NK 11,85+1,91 -
EtOAc-NK 16.23+1.72 31.1*
MeOH-NK 1542 +£1.34 24.6
Hex-SH 11,70+1,28 -
EtOAc-SH 14,11+1,94 13,9
MeOH-SH 1478 £ 1.31 194
Hex-SK 11,41£1,57 -
EtOAc-SK 17.66 £ 0.93 42.6%**
MeOH-SK 16.77 £ 1.09 35.5**
Hex-VH 11.35+1.34 -
EtOAc-VH 13.01+1.64 5.1
MeOH-VH 13.20+1.23 6.6
Hex-VK 10,03+1,72 -
EtOAc-VK 13,17+1,40 6,4
MeOH-VK 14.04 £ 1.05 134
Hex-VarH 11,20+1,38 -
EtOAc-VarH 11,72+1,63 -
MeOH-VarH 11.84+1.25 -
Hex-VarK 10,11+£1,86 -
EtOAc-VarK 13,02+1,53 5,2
MeOH-VarK 12.84 +1.22 3.7
Madecassol® 19.68 + 0.82 58.9%**

*:p<0.05; **:p<0.01; ***: p <0.001; OSH: Ortalama Standart Hata
Yiizde yara gerilimi: Baz merhem sonuglar1 negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans

merhem gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.




Cizelge 3.9. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin dairesel eksizyon yara modelindeki etkileri

Yara Alam (mm?)+ OSH

(% Kontraksiyon)

Materyal
0 2 4 6 8 10 12
Giin
Baz merhem 19,3941 84 17,91+2,15 14,79+2,28 11,22+2,13 7,25+2,40 431+1,51 2,73+0,98
T (1,6) (2,8) (8,9) (8.3) (6,5) (6,8)
Negatif kontrol 20,02+1,61 18,2142,17 15,20+2,56 12,31+2,08 7,91+1,74 4,61+1,44 2,93+0,79
Hex-NH 19484173 16,88+2,19 14,41+2,10 10,93+2,07 7,14+1,48 4,08+0,84 2,43+0,54
’ ’ (5,8) (2,6) (2,6) (1,5 (5,3) (10,9
EtOAc-NH 19,3641 59 17,21+2,85 14,13+2,07 11,10+1,89 6,99+1,86 3,80+1,29 2,10+0,38
T (3.9 (6,7) (1,07) (3,6) (11,8) (23,0)
MeOH-NH 10,8841 91 17,26+2,26 13,85+2,04 10,91+1,26 7,16+1,13 3,87+0,81 2,30+0,67
’ ’ (3,6) (6,4) (2,8) 1.2 (10,2) (15,8)
Hex-NK 201142.03 19,24;:2,46 16,88_12,70 14,12_i2,51 7,93{:2,11 4,92{:1,85 2,85{:0,71
EtOAC-NK 10,6541 57 16,32+2,48 12,17+2,31 8,86+1,42 5,06+0,91 2,16+0,65 1,79+0,50
DOT (8,9) (17,7) (21,0) (30,2)* (49,9)** (34,4)*
MeOH-NK 19,4741 .34 17,23+2,54 12,87+2,46 8,96+1,39 5,28+0,95 3,07+0,89 2,03+0,74
T (3.8) (12,9) (20,1) (27,2) (28.8) (25,6)
Hex-SH 19.47:2,02 18,61;:2,45 15,66_i1,97 12,41_i2,02 7,é 11i923,)45 4,58{:1,66 2,88{:0,99
EtOAc-SH 19.581.99 18,32+2,14 13,8242,24 11,36£1,95 7,08+2,07 4,19+1,92 2,61+0,36
' ’ - (6!6) - (213) (218) (414)
MeOH-SH 20.0122.02 18,05+2,15 15,39+2,20 10,67+2,07 6,95+1,93 4,17+1,19 2,42+0,92
e - - (4,9) (4,1) (3,2) (11,9)
Hex-SK 19,939 11 17,96+2,03 16,35+2,16 11,29+1,83 7,36+2,33 4,48+1,59 2,79+0,81

9T



EtOAc-SK 19.6241 46 16,02+1,88 13,28+1,75 10,22+1,79 5,10+0,91 2,98+0,83 1,09+0,21
! ' (10,6) (10,2) (8,9) (29,7) (30,9)* (60,1)**
MeOH-SK 20.14+2 10 16,29+1,96 14,01+1,85 10,92+1,17 6,33+1,42 3,25+0,93 1,75+0,42
! ' (9,0) (5,3) (2,7) (12,7) (24,6) (35,9)*
Hex-VH 18,06+1,99 15,13+2,19 12,26+2,08 7,12+1,26 4,27+0,95 2,76+0,99
19,95+1,79 _ _ . (1.8) (0,9) .
EtOAc-VH 17,88+2,03 14,91+1,69 13,16+1,45 8,14+2,43 5,16+1,40 3,01+0,86
19,81+1,59 0.2) B } i} . R
MeOH-VH 17,96+2,14 15,16+2,11 12,07+1,88 7,05+0,78 4,86+1,32 2,51+0,81
19,40+1,22 - i ) 2.8) i 8.1)
Hex-VK 20.1843.05 18,82_i2,10 14,88_i2,21 12,06_i1,96 7,36{:2,26 5,03{:1,63 2,82{:1,03
EtOAc-VK 17,40£1,96 15,01+2,16 11,45+2,08 7,48+2.41 5,19+1,74 2,77+0,88
20,3143,13 2.8) - . i i i
MeOH-VK 19.59+1 54 17,26+1,85 12,91+2,21 9,44+1,60 5,39+0,86 3,20+0,93 1,99+0,96
’ ’ (3,6) (12,7) (15,9) (25,7) (25,8) (27,1)
Hex-VarH 17,21+2,08 13,98+2,03 11,96+1,97 7,04+2,13 4,78+1,89 2,96+0,92
19,48+2,36 (3.9) i . i i i
EtOAc-VarH 20,0442.95 18,12_i2,01 14,95_i2,16 11,38_i2,16 8,01i_2033 5,95%1 53 2,75%0,90
MeOH-VarH 10.46+1,27 17,95_i2,13 15,24_i2,22 12,06_i1,15 7,1821),21 4,45%0,87 2,91%0,88
Hex-VarK 19.9842.24 18,03_i2,19 15,08_i2,20 11,77_1:1,67 7,80%1,95 4,45%0,87 2,82%0,79
EtOAc-VarK 18,10+1,99 14,92+2,07 11,29+2.10 7,93+1,97 4,69+1,29 2,60+0,91
19,52+2.30 _ _ _ i i (4.8)
MeOH-VarK 17,97+2,05 14,99+2,16 11,17+1,23 7,47+0,90 4,91+0,96 2,69+0,92
19,62+1,24 ) _ (0.4) i i (1,5)
Madecassol® 19.7041 32 16,07+1,91 12,04+1,56 7,01+1,06 4,08+0,75 1,25+0,27 0,00,+0,00
! ' (10,3) (18,6) (37,5)* (43,7)** (70,9)** (100,00)***

*:p<0,05;**:p<0,01; ***: p<0,001; OSH: Ortalama Standart Hata
Yiizde kontraksiyon: Baz merhem sonuglar1 negatif kontrol grubuyla; Fraksiyon ve referans merhem gruplari baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi.

LLT
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Cizelge 3.10. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin hidroksiprolin diizeyi tizerine etkileri

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) = OSH
Baz merhem 9,4+1,23
Negatif kontrol 8,5+ 1,64
Hex-NH 11,8+1,22
EtOAc-NH 10,5+1,27
MeOH-NH 10,8+ 1,14
Hex-NK 9,1+1,17
EtOAc-NK 30,3+ 0,88*
MeOH-NK 29,5+ 1,05
Hex-SH 10,2+1,51
EtOAc-SH 12,3+1,32
MeOH-SH 18,7+1,49
Hex-SK 8,8+1,54
EtOAc-SK 41,3+ 0,51 **
MeOH-SK 32,4 +0,83*
Hex-VH 9,1+1,95
EtOAc-VH 104+1,76
MeOH-VH 10,1+ 1,89
Hex-VK 8,8+1,46
EtOAc-VK 10,3+1,61
MeOH-VK 13,6 1,47
Hex-VarH 9,5+1,38
EtOAc-VarH 11,5+1,86
MeOH-VarH 8,3+1,76
Hex-VarK 10,1+1,12
EtOAc-VarK 13,4+1,75
MeOH-VarK 121+1,34
Madecassol® 45,3 £ 0,49***

*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001
OSH: Ortalama Standart Hata
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Aktivite deneylerinin degerlendirilmesinin ardindan, sonuglara gore en yliksek
aktiviteyi gosteren EtOAC-SK ekstresi fraksiyonlandi ve elde edilen fraksiyonlar, yara
iyilestirici aktivite deneylerinde test edildi. Fraksiyonlara ait yara iyilestirici aktivite

bulgular Cizelge 3.11-3.13’de verilmistir.

Cizgisel insizyon yara modelinde E5 fraksiyonunun yara geriliminde %33,4 artis
sagladig1 ve en aktif fraksiyon olarak 6ne ¢iktig1 goriildii (Cizelge 3.11). Benzer sonug,
%51,4 kontraksiyon ile dairesel eksizyon yara modelinde de ortaya ¢ikt1 (Cizelge
3.12).

Hidroksiprolin diizeyi tayini sonuglarina bakildiginda, yine E5 fraksiyonunun
sagladig1 hidroksiprolin diizeyi 30,9 pg/mg olarak bulundu (Cizelge 3.13).

Fraksiyonlarin yara tyilestirici aktivitesinin degerlendirildigi i¢ deney modelinde de

birbiri ile paralel sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 3.11. EtOACc-SK ekstresinin fraksiyonlarinin ¢izgisel insizyon yara modelindeki
etkileri

Materyal Yara gerilme kuvveti + Yara gerilimindeki % artis
OSH
Baz merhem 14,42 +1,38 10,8
Negatif kontrol 13,02+ 1,49 -
El 14,59 + 1,35 1,2
E2 16,68 £ 1,21 15,7
E3 16,09 + 1,39 11,6
E4 18,43 +1,01 27,8
E5 19,24+ 0,91 33,4*
E6 16,19+ 1,29 12,3
Madecassol® 22,18 + 0,75 53,8***

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p<0,001; OSH: Ortalama Standart Hata
Yiizde yara gerilimi: Baz merhem sonuglar1 negatif kontrol grubuyla; Ekstre ve referans
merhem gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi



Cizelge 3.12. EtOACc-SK ekstresinin fraksiyonlarimin dairesel eksizyon yara modelindeki etkileri

Yara Alam (mm?) + OSH
(% Kontraksiyon)
Materyal
0 2 4 6 8 10 12
Giin
Baz merhem 19.3541 97 17,2242,02 15,18+2,04 11,44+2,13 7,57+1,38 4,37+1,10 3,17+0,71
o (4,5) (7,1) 9.4) (12,7) (10,8) 3.7)
Negatif kontrol 20,12+1,65 18,03+2,05 16,25+2,48 12,511,86 8,67+1,42 4,90+1,15 3,29+0,75
E1l 21274199 17,62_i2,23 15,19_i2,17 11,99_i2,12 7,81%1,47 4,81%1,20 2,7(?50),82
E2 21.6242,09 17,36+2,40 15,39+2,02 11,78+1,91 7,96+1,77 4,13+1,04 2,78+0,48
- - = - (515) (12!3)
E3 10.9142 17 17,30+2,28 15,41+1,89 11,11+1,63 7,27+1,26 3,99+0,61 2,65+0,42
' ’ - - (2,9) (3,9 (8,7) (16,4)
E4 197141 88 17,35+2,21 15,35+1,92 10,82+1,38 6,32+1,19 3,34+0,79 2,04+0,69
' ’ - - (5,4) (16,5) (23,6) (35,6)*
ES5 10.49+1 62 16,81+2,32 14,07+1,98 9,96+1,72 5,89+0,95 2,81+0,62 1,54+0,28
' ’ (2,4) (7,3) (12,9) (22,2) (35,1)* (51,4)**
E6 10.80+2.20 17,61+2,47 15,27+1,79 11,76+1,27 7,59+0,92 3,97+0,78 2,75+0,48
- - - - (912) (1352)
Madecassol® 19.8241 89 16,15+2,01 11,91+1,69 7,27+1,14 4,19+0,67 1,13+0,31 0,00+0,00
' ’ (6,2) (21,5) (36,5)* (44,6)** (74,2)** (100,00)***

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p<0,001; OSH: Ortalama Standart Hata
Yiizde kontraksiyon: Baz merhem sonuglari negatif kontrol grubuyla; Fraksiyon ve referans merhem gruplar1 baz merhem grubuyla karsilastirilarak degerlendirildi

08T
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Cizelge 3.13. EtOAc-SK ekstresinin fraksiyonlarimin hidroksiprolin diizeyi iizerine etkileri

Materyal Hidroksiprolin (ug/mg) = OSH
Baz merhem 7,2+1,18

Negatif kontrol 6,3+1,10

El 2,1+0,98

E2 9,6 +£1,01

E3 204 +1,11

E4 26,1+1,02

E5 30,9 +0,72*

E6 132+1,13
Madecassol® 47,7 £ 0,57***

*:p<0,05 **:p<0,01; ***:p < 0,001 OSH: Ortalama Standart Hata

Yara iyilestirici aktivitesi goriilen ve etkili bilesiklerinin izolasyonu hedeflenen, O.
spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat ekstresi (EtOAc-
SK) ve bu ekstrenin aktif bulunan fraksiyonu ES5 ile tedavi edilen dokular {izerinde
gerceklestirilen histopatolojik incelemelere dair bulgular Sekil 3.83 ve Cizelge 3.14°te
verilmistir. Sonuglara gore; referans merhem Madecassol®, EtOAc-SK ekstresi ve E5
fraksiyonu ile tedavi edilen yara dokularinda, dermal biitiinliigiin biiylik olgiide

saglandig: tespit edilmigtir.

A: Negatif Kontrol

B: Baz Merhem
C: EtOAc-SK
D: E5

Sekil 3.83. Test numuneleri ile tedavi edilen yara dokularinin hematoksilen-eozin ile
boyanmasi ardindan 151k mikroskobu altindaki goriintimii



Cizelge 3.14. Test numuneleri ile tedavi edilen yara dokularinin histopatoloji sonuglari

[4°1

Yara lyilesme Siireci Tyilesme fazlari

Gruplar
S U RE FP CD MN PM NV EF PF RF

Baz Merhem [+ | A | - ++/+++ | + ++ +++ ++ ++/+++ ++ -
Negatif Kontrol +++ +++ - ++/+++ | + ++ +++ ++ +++ ++ -
EtOAc-SK ++ + +/++ +++ +++ ++/+++ | + ++ ++ ++/+++ +/++
E5 ++ - ++ +H/4+++ | A |+ +/++ ++ ++/+++ ++/+++ ++
Madecassol® + - +++ ++ +++ ++ +/++ ++ + ++ ++

Dokular hafif (+), orta (++), siddetli (+++) olmak iizere derecelendirildi. S: Yara kabugu, U: Ulser, RE: Re-epitelizasyon, FP: Fibroblast
proliferasyonu, CD: Kolajen Depolanmasi, MN: Mononiikleer hiicreler, PM: Polimorfoniikleer hiicreler, NV: Neovaskiilerizasyon, EF:
Enflamasyon fazi, PF: Proliferasyon fazi, RF: Re-modeling fazi
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3.2.2. Antienflamatuvar Aktivite Calismalarina iliskin Bulgular

O. spinosa subsp. leiosperma (S), O. variegata (Var), O. viscosa subsp. brevifolia (V)
ve O. natrix subsp. natrix (N) kok (K) ve toprak tistii (H) kisimlarinin n-hekzan (Hex),
etil asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) ekstrelerinin antienflamatuvar aktivitesinin

arastirilmasina dair bulgular Cizelge 3.15-3.17°de verilmistir.

Asetik asit-nedenli kapiller permeabilite artisinin inhibisyonuna dayanan Whittle
Yontemi’nde, O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat
ekstresinin (EtOAc-SK) ve O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan
metanol ekstresinin (MeOH-SK) aktiviteleri dikkat g¢ekici bulunmustur. MeOH-SK
ekstresinin kapiller permeabilite artis1 tizerindeki inhibisyon degeri %35,4 bulunurken;
EtOACc-SK ekstresinin %40,4 inhibisyon degeri ile en yiiksek antienflamatuvar aktiviteyi
gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 3.15).

Ekstrelerin farelerde karragenin-nedenli arka ayak odemi iizerindeki etkilerine
bakildiginda; O. natrix subsp. natrix koklerinden hazirlanmis olan etil asetat ekstresinin
(EtOACc-NK) 360. dakikada oSlgiilen inhibisyon degeri %30,4 bulunmustur. O. spinosa
subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat ekstresinin (EtOAc-SK) 180.
dakikada %21,2; 270. dakikada %24,5 ve 360. dakikada %27,2 inhibisyon sagladig1 tespit
edilmistir (Cizelge 3.16).

Ekstrelerin TPA-nedenli kulak 6demi iizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi

goriilmiistiir (Cizelge 3.17).

Antienflamatuvar aktivite deneylerinde elde edilen sonuglarin, yara iyilestirici aktivite
sonuglariyla paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Deney sonuglari bir biitiin olarak
degerlendirildiginde; biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama islemine EtOAc-SK

ekstresi ile devam etmenin uygun oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.15. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin asetik asit-nedenli kapiller
permeabilite artigini inhibe edici etkisi

Materyal Doz (mg/kg) Evans blue kons%nstﬁsyonu (ng/ml) £ inhibisyon (%)
Kontrol 12,01+ 1,14

Hex-NH 100 11,86 £ 0,96 1,2
EtOAc-NH 100 11,39+0,83 52
MeOH-NH 100 11,91 £ 0,87 0,8
Hex-NK 100 12,93+1,14 -
EtOAc-NK 100 9,42+0,76 21,6
MeOH-NK 100 9,16 + 0,69 23,7
Hex-SH 100 13,74+1,08 -
EtOAc-SH 100 12,78+1,17 -
MeOH-SH 100 10,02 £ 0,86 16,6
Hex-SK 100 13,11+1,19 -
EtOAc-SK 100 7,16+ 0,75 40,4%*
MeOH-SK 100 7,76 + 0,68 35,4*
Hex-VH 100 12,26 £1,21 -
EtOAc-VH 100 11,98 £1,16 0,2
MeOH-VH 100 12,30+ 1,08 -
Hex-VK 100 13,26+1,50 -
EtOAc-VK 100 12,89+1,26 -
MeOH-VK 100 10,36 £ 1,03 13,8
Hex-VarH 100 14,18+1,85 -
EtOAc-VarH 100 12,66+1,36 -
MeOH-VarH 100 13,10+ 1,26 -
Hex-VarK 100 14,08+1,92 -
EtOAc-VarK 100 13,15+1,33 -
MeOH-VarK 100 12,05+1,11 -
Indomethacin 10 5,78 + 0,24 51,9%**

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p <0,001; OSH: Ortalama Standart Hata




Cizelge 3.16. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin farelerde karragenin-nedenli arka ayak

O0demi uzerine etkileri
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Doz Sisme kalinhg (x 102mm)+OSH (% Inhibisyon)
Materyal (mg/k
9) 90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 473427 50,1+3,3 53,9+3,1 60,2+3,4
Hex-NH 100 47,6_13,5 51,5_12,5 52(?%1:){3 59(,%?,7
EtOACNH 100 48,5_13,1 51,5_14,2 54,2_13,8 62,6_;*-4,7
47,043,1 42,7433 49,3+3,2 56,8+3,8
MeOH-NH 100 06) (14.8) (8.5) (5.6)
45,4+3,6 52,5+3,5 49,7+2.8 59,2+3,1
Hex-NK 100 (4.0) : (7.8) (17)
451429 41,6+3,6 38,4+3,0 41,943,1
FIOACIK 10 @7 (16,9) (28.8) (30,4)*
46,8+3,0 44,8+3,0 42,9423 49,743,6
MeOH-NK 100 (1) (10,6) (20,4) (17,4)
Hex-SH 100 49,5+3,1 52,4435 54,843,7 61,5+3,9
EtOAc-SH 100 44,342 5 49,3+3,3 54,1439 57,8+3,2
(6,3) (1,6) - (3,9
MeOH-SH 100 44,9427 46,0+3,5 53,0+3,4 62,8+3,9
(5,1) 8,2) 7 4,1)
Hex-SK 100 46,943,2 50,3+4,8 55,643,7 59,8+4,1
0,8) - - (0,6)
45,143,2 39,5424 40,743,0 43,8+3,1
EtOAe-SK 100 @.7) 21,2)* (24,5)* 27,2)*
45,7430 41,2431 47,3433 56,7+3,5
MeOH-SK 100 (3.4) (178) (12.2) (5.8)
Hex-VH 100 47,4428 45,9+3,3 50,6+3,6 59,5+3,8
- (8,3) 6,1) (1,2
EtOAc-VH 100 48,142,9 51,3+4,4 55,7+4,4 62,2+4,3
MeOH-VH 46,243,3 52,5+3,6 54,7+3,9 62,7+4,5
100
(2.3) : : :
Hex-VK 100 50,1+4,6 51,8+3,4 55,2+3,8 61,8+3,9
EtOAc-VK 100 49 5+4,1 50,743,2 55,7+3,4 57,4+3,8
: - - @)
MeOH-VK 100 475439 51,2439 54,9+3,6 56,6+4,1
- - - (5,9)
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Hex-VarH 100 49,3+3,8 52,142,9 57,2+3,1 60,5+4,4
EtOAc-VarH 100 50,143,9 51,5+3,8 55,043,3 60,3+4,0
MeOH-VarH 100 48,2+3,4 51,743,7 56,6+3,9 61,243,7
Hex-Vark 100 48,8+3,6 53,6+3,6 56,1+3,8 61,444,3
EtOAc-VarK 100 49,0+2,8 49,5+3,8 49,5+3,4 57,6+3,7
- 1,2) (8,2) (4,3)
MeOH-VarK 100 49,8+3,9 50,5+2,9 54,243,7 64,143,9
ind . 10 30,242,4 30,5+2,1 37,642,1 36,8+1,9
Indometazin (36 2)** (39 1)*** (30 2)** (38 9)***

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p <0,001; OSH: Ortalama Standart Hata

Cizelge 3.17. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin farelerde TPA-nedenli kulak 6demi
tizerine etkileri

Doz Sisme kalinhig % Odem agirhgr | ,, & .. .
Materyal (mg/kulak) | (wm)+ OSH | inhibisyon | (mg)+ OsH | 7° Inhibisyon
Kontrol 370,4+£22,8 28,4+3,1
Hex-NH 0,5 345,7 £ 20,6 6,7 27,8 £3,4 2,1
EtOAc-NH 0,5 339,2 +25,6 8,4 26,5+3,38 6,7
MeOH-NH 0,5 347,8+ 22,9 6,1 26,8+26 5,6
Hex-NK 0,5 386,4+ 31,2 - 29,2+ 3,6 -
EtOAc-NK 0,5 331,7 + 26,6 10,4 247+29 13,0
MeOH-NK 0,5 322,3+21,8 12,9 235+3,3 17,3
Hex-SH

0,5 375,6 +30,4 - 31,2430 -
EtOAc-SH

0,5 379,1+ 31,5 - 30,7+3,2 -
MeOH-SH

0,5 372,4+ 23,6 - 299+2,6 -
Hex-SK

0,5 384,6 + 25,9 - 30,1+38 -
EtOAc-SK 0,5 328,5+23,7 11,3 22,4+29 21,1
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MeOH-SK 0,5 330,41+ 24,5 10,8 23,6+2,2 16,9
Hex-VH

0,5 371,8+ 29,6 - 27,9+ 3,2 1,8
EtOAc-VH

0,5 388,9 + 26,9 - 29,6 +3,1 -
MeOH-VH

0,5 372,7+29,4 - 30,3+34 -
Hex-VK

0,5 377,4 £29,6 - 31,4+3,6 -
EtOAc-VK

0,5 374,81 27,9 - 29,0+ 3,2 -
MeOH-VK

0,5 389,3+ 26,7 - 33,7+3,8 -
Hex-VarH

0,5 362,4 + 28,0 2,2 256+3,1 9,9
EtOAc-
VarH 0,5 368,9 £29,3 0,4 27,1+3,6 4,6
MeOH-VarH

0,5 379,11+ 25,2 - 28,5+3,5 -
Hex-VarK

0,5 366,5 + 28,9 1,1 31,7+3,3 -
EtOAc-
VarkK 0,5 352,7 £27,7 4,8 29,8+2,9 -
MeOH-VarK

0,5 348,4+ 25,3 59 28,1+3,6 1,1
Indometazin 0,5 137,1+17,2 62,9*** 124+24 56,3***

*:p<0,05 **:p<0,01; ***: p<0,001; OSH: Ortalama Standart Hata

O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat ekstresinin
(EtOAc-SK) fraksiyonlanmasiyla elde edilen E5 fraksiyonunun antienflematuvar

aktivitesinin arastirilmasina dair bulgular Cizelge 3.18-3.21’de verilmistir.

EtOAc-SK ekstresinden elde edilen fraksiyonlarin asetik asit-nedenli kapiller
permeabilite artisinda sagladiklar1 inhibisyonun degerlendirildigi Whittle Yontemi
sonuglaria gore; E4 fraksiyonu %30,2; ES fraksiyonu ise %40,3 inhibisyon saglamistir.
Bu deney modelinde de yara iyilestirici aktivite ile benzer sekilde E5 fraksiyonunun en

yiiksek inhibisyonu yaptig1 goriilmistiir. (Cizelge 3.18).
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Fraksiyonlarin farelerde karragenin-nedenli arka ayak Odemi iizerindeki etkilerine
bakildiginda, ES fraksiyonunun, 270. dakikada %28,1 ve 360. dakikada %32,2 inhibisyon
sagladig tespit edilmistir (Cizelge 3.19).

Fraksiyonlarin TPA-nedenli kulak 6demi {iizerinde belirgin bir etkisinin olmadig:

goriilmiustiir (Cizelge 3.20).

Fraksiyonlarin antienflamatuvar aktivite sonuglar1 degerlendirildiginde, sonuglarin yara
tyilestirici aktivite sonuclar ile paralellik gdsterdigi ve her iki aktivitenin sonuglarina
gore de E5 fraksiyonunun en yiiksek aktivite gosterdigi, dolayisiyla saflastirma islemine

bu fraksiyon ile devam etmenin uygun oldugu gorilmiistiir.

Akut enflamasyon {izerine etkinin tayin edildigi deney modellerinin sonuglari
degerlendirildikten sonra, aktif bulunan ekstre ve fraksiyonlarin kronik enflamasyon
tizerine etkinligi FCA-nedenli artrit modeli ile arastirilmistir. Deney sonucunda, bu
modelde caligilan ekstre ve fraksiyonlarin belirgin aktivite gostermedigi tespit edilmistir

(Cizelge 3.21).

Cizelge 3.18. EtOAc-SK ekstresinin fraksiyonlarinin asetik asit-nedenli kapiller permeabilite
artisini inhibe edici etkisi

Materyal Doz (mg/kg) Evans blue kons:é)nstﬁsyonu (ng/ml) + inhibisyon (%)
Kontrol 14,48 + 2,21

El 100 14,61 £ 2,15 -

E2 100 14,07 +£1,91 2,8

E3 100 12,64 +1,75 12,7

E4 100 10,11 +1,61 30,2*

ES5 100 8,64 +1,13 40,3**

E6 100 15,32 £1,89 -
Indomethasin 10 7,34+1,02 49,3***

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p <0,001; OSH: Ortalama Standart Hata



Cizelge 3.19. EtOAC-SK ekstresinin fraksiyonlarinin farelerde karragenin-nedenli arka ayak

O0demi uzerine etkileri
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D Sisme kalnhigi (x 102mm)=OSH (% Inhibisyon)
Materyal (mg?lig)
90 dk 180 dk 270 dk 360 dk
Kontrol 46,1 +£3,9 48,2+3,3 50,5+3,8 57,4435
El 100 48,5+3,2 50,6+3,8 52,4+4,1 58,0+4,2
E2 100 49,8+3,3 45,8+3,6 46,3+3,7 59,5+3,9
§ (4,9) (8,3) -
= 100 42,643,1 49,5+3,2 48,7+3,8 59,1+4,2
(7,5) - (3,6) i
=4 o | 452228 43512,9 407431 43,6435
(19) (9.8) (19,4) (24,0)
= o | 408226 39,4543 1 36.3:2.9 3,928
(11,5) (18,3) (28,1)* (32,2)*
=0 100 Ar,7£3.7 49,943,7 52,7+4,1 59,6+4,4
' i 33,6+2,7 32,242,5 36,3+3,0 35,642,1
Indometazin 10 (27,1)* (33,2)** (28,1)* (37,9)%**

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p<0,001; OSH: Ortalama Standart Hata

Cizelge 3.20. EtOACc-SK ekstresinin fraksiyonlarmim farelerde TPA-nedenli kulak 6demi
tizerine etkileri

Materyal (mg?kol,lzlak) Si(s;,tnrl:)kiagnsllfl inhi:)/?syon (zr(:l‘;l;l; %glll-?l % Inhibisyon
Kontrol 365,1+ 26,8 31,6 +3,9

El 05 366,8 + 27,9 - 32,8+34 -

E2 05 372,1 26,7 - 355+ 3,7 -

E3 05 378,2+ 29,2 - 29,3+38 7,3

E4 05 311,6+ 21,4 14,7 256+2,8 18,9

ES 05 302,8 + 22,6 17,1 245+3,7 22,5

E6 0,5 367,54 24,8 - 32,331 -
indometazin 0,5 1837+18,1 | 49,7%** 9,6£2,0 69,6%**

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p <0,001; OSH: Ortalama Standart Hata
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artrit

izelge 3.21. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstre ve fraksiyonlarin FCA-nedenli
Cizelg y
modelindeki etkileri
Materyal; Sigsme kalinligi+ OSH
Giin (inhibisyon %)
Kontrol EtOAc-NK EtOAc-SK ES5 Indometazin
(100 mg/kg) (100 mg/kg) (100 mg/kg) (10 mg/kg)
3 311,1+21,04 314,5 + 29,6 319,2 + 20,6 318,4+21,3 204,3+£16,5
- - - (34,3)**
4 361,9+30,4 387,1+20,3 328,1+18,4 363,0 + 19,6 231,4+10,3
- 9,3) - (36,1)***
5 324,6 +22,8 324,9+19,8 304,8 +18,7 326,9+18,8 222,4+14,4
- (6,1) - (31,5)**
6 3116 £21,3 309,8 + 19,0 290,6 + 16,4 315,8 +23,2 207,4+9,2
(0,6) 6,7) - (33,4)***
7 2815+21,7 280,7+£19,8 275,4 +20,8 304,7 + 18,3 191,6 + 15,6
(0,3) (2,2) - (31,9)***
8 258,4 + 20,6 251,6 +18,5 249,3+ 19,4 291,6 + 20,7 188,7 + 16,3
(2,6) (3,5) - (26,9)**
9 250,8 +19,9 244,3+17,6 237,5+19,9 263,8 £ 18,2 1724+ 154
(2,6) (5,3) - (31,3)***
10 224,7+18,9 231,9+19,1 230,5+19,7 236,5+ 18,6 170,6 £ 16,1
- - - (24,1)
11 200,1+15,8 207,3 £ 20,7 2254+ 19,3 245,6 £19,0 169,2 + 16,6
- - - (15,4)
12 227,4+17,1 232,7+18,8 231,4+22,8 251,6 + 18,2 1815+ 16,4
- - - (20,2)
13 237,6 £14,9 248,6 £ 19,2 244,1+ 25,2 267,6 + 23,4 185,6 + 14,7
- - - (2179)
14 | 2497£190 | 251,0£208 247,0+21,6 | 2754+203 | 199,1+153
- (1,1) - (20,3)
21 306,1+21,8 257,1+19,6 255,4 + 20,5 295,5+18,9 202,6 +17,3
(16,0) (16,6) (3,5) (33,8)***

*:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001
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3.2.3. Antioksidan Aktivite Calimalarina iliskin Bulgular

O. spinosa subsp. leiosperma (S), O. variegata (Var), O. viscosa subsp. brevifolia (V)
ve O. natrix subsp. natrix (N) kok (K) ve toprak tistii (H) kisimlarinin n-hekzan (Hex),
etil asetat (EtOAc) ve metanol (MeOH) ekstrelerinin ve in vivo ¢alismalarda yiiksek
aktivite gosteren O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat
ekstresinin (EtOAc-SK) fraksiyonlarinin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasina
dair bulgular Cizelge 3.22’de verilmistir. Deney sonuglart degerlendirildiginde, ekstre
ve fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri ¢ok dikkat ¢ekici olmamakla birlikte, yara

tyilestirici aktivite test sonuglariyla paralellik gdsterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.22. Ononis tiirlerinden hazirlanan ekstrelerin  ve EtOAc-SK ekstresinin
fraksiyonlarinin antioksidan etkileri

Materyal DPPH ABTS Indirgenme OH-radikal

I1Cs0 (ng/ml) 1Cs0 (ng/ml) giiciindeki artis inhibisyonu

(%) 1Cs0 (ug/ml)
Hex-NH 222,31 256,29 26,33 205,42
EtOAc-NH 81,24 96,23 31,47 88,60
MeOH-NH 62,76 69,81 39,94 78,16
Hex-NK 186,91 221,13 17,38 195,67
EtOAc-NK 55,41 63,44 31,84 61,19
MeOH-NK 93,47 99,16 19,81 91,75
Hex-SH 205,77 221,17 15,32 196,56
EtOAc-SH 138,48 121,14 20,91 131,92
MeOH-SH 117,29 127,25 19,57 110,31
Hex-SK 243,36 233,32 13,29 240,47
EtOAC-SK 42,17 41,65 39,13 45,55
MeOH-SK 58,78 63,51 30,88 51,19
Hex-VH 324,05 308,89 12,60 319,95
EtOAc-VH 121,15 138,91 22,74 167,87
MeOH-VH 128,46 145,02 21,08 130,51
Hex-VK 145,71 157,66 18,35 137,32
EtOAc-VK 101,14 109,47 17,32 95,54




192

MeOH-VK 94,90 99,38 28,56 96,27
Hex-VarH 308,83 348,41 16,81 284,64
EtOAc-VarH 116,49 107,18 19,20 107,66
MeOH-VarH 103,16 157,83 25,37 100,35
Hex-VarK 245,51 249,57 17,85 226,40
EtOAc-VarK 133,18 148,88 20,96 138,88
MeOH-VarK 95,32 99,71 22,05 103,12
El 98,61 102,30 21,51 91,93
E2 113,26 131,40 17,34 133,34
E3 81,36 95,44 18,19 96,99
E4 87,75 92,71 16,48 89,01
E5 48,17 62,82 31,08 44,36
E6 104,28 116,29 15,49 115,61
Askorbik asit 4,21 8,62 67,81 5,57

3.2.4. izole Edilen Bilesiklerin Enzim Inhibisyonu Deneylerine iliskin Bulgular

O. spinosa subsp. leiosperma koklerinden hazirlanmis olan etil asetat ekstresinin
(EtOACc-SK) fraksiyonlanmasiyla elde edilen ve aktivitesi yiiksek bulunan ES5
fraksiyonundan saflagtirma ve izolasyon c¢alismalar1 sonrasinda izole edilen bes
bilesigin yapilarinin tayininden sonra, hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri
lizerindeki inhibitdr etkileri arastirilmistir. Izole edilen bilesiklerin enzim inhibisyonu

tizerindeki etkileri Cizelge 3.23’te gdsterilmistir.

Izole edilen bilesiklerin enzim inhibisyonu iizerindeki etkileri degerlendirildiginde
ononin bilesiginin, hyaluronidaz enzimini %31,66; elastaz enzimini %41,75;
sativanon-7-O-glukozitin hyaluronidaz enzimini %45,58 ve elastaz enzimini %46,88

oraninda inhibe ettigi bulunmustur.
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Cizelge 3.23. izole edilen bilesiklerin hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz inhibisyonu bulgular

Materyal Konsantrasyon % % Kolajenaz o
. . % Elastaz
/ml) Hyaluronidaz | Inhibisyonu =+ .
(ng/m . Inhibisyonu +
Inhibisyonu + OSH OSH
OSH
50 21,66+ 1,87 25,08 + 1,99 16,44 + 1,27
Trifolirhizin
100 28,45+ 1,96 27,84 +0,72 21,53+ 1,66
50 21,38 +2,01 17,64 + 1,39 25,44+ 1,29
Ononin
100 31,66 +0,93* 20,41+ 1,69 41,75 +£1,03*
Medikarpin-3-O- 50 1936+ 1,75 | 1544+139 | 16,74+ 185
glukozit 100 2208+ 1,81 | 23064150 | 2274+1,40
Onogenin-7-O- 50 18,96+ 1,47 | 1588+1,67 | 16,88+ 1,97
glukozit 100 2587+237 | 2281+1,70 | 2047156
Sativanon-7-O- 50 2628+161 | 2467+192 | 21,62+145
glukozit 100 4558 £0,78** | 2849+133 | 46,88+ 1,04*
Tannik asit 100 88,32 £ (0,83*** - -
Epigallok: i
g;’lﬁ? oxatesin 100 - 41,18 £1,24%% | 84,63 £ 1,97%**

*:p<0,05; **:p<0,01; ***: p <0,001 OSH: Ortalama Standart Hata
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4. TARTISMA

Bitkisel droglar ve preparatlar, cok eski devirlerden beri tibbi amaglarla kullanilmakla
birlikte; etkili bilesikleri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki arastirmalar ancak 14.
ylizyilin ortalarinda baglamistir. Tiirkiye’de de ozellikle 1970’1i yillardan itibaren
bitkiler {izerinde kimyasal aragtirmalar hiz kazanmis, takip eden yillarda da etkili

bilesiklerin yapilarinin aydinlatilmasi diizeyine erisilmistir (Baytop, 1999).

Gecmiste geleneksel kullanimi olan bitkilerden elde edilen pek ¢ok bilesik bugiin ilag
etken maddesi olarak modern tipta yerini almistir. Terapotik degere sahip cesitli
bilesikleri yapilarinda barindiran tibbi bitkilerin, halk arasinda, sistemik veya lokal
etkileri nedeniyle, dahilen veya haricen yaygin olarak kullanildig1 bilinmektedir (Al-
Bakri ve Afifi, 2007).

Ulkemiz, topografik yapisi ve farkli iklimlerin yasanmasi sebebiyle, topraklarinda
yetisen bitki ¢esitliligi bakimindan diinyanin en zengin iilkelerinden biridir (Babalik
ve Fakir, 2010). Yapilan etnobotanik calismalar 6zellikle kirsal kesimde yasayan
insanlarin beslenme, tedavi veya korunma amaciyla bitkilerden faydalandigini ve
bitkilerin geleneksel kullanimina dair bilgileri nesilden nesile aktardigini
gostermektedir. Son yillarda bitkisel {iriinlerin piyasada 6nemli yer edinmis olmas,
bilimsel olarak oldukg¢a degerli olan bu bilgileri, ekonomik agidan da énemli hale

getirmektedir.

flag etken maddesi kesfinde, halk arasinda ila¢ olarak kullanilan bitkilerden yola
¢ikarak yapilan bilimsel ¢aligmalar dogru materyal se¢ciminde zaman kazanilmasini ve

halk arasindaki kullanimin bilimsel temellere oturtulmasini saglamaktadir.

Giliniimiizde yaygin olarak yapilan cerrahi girisimler sonrasinda yaranin iyilesme
siireci komplikasyonlarin énlenmesi bakimindan olduk¢a énemlidir (Ozler ve ark.,
2007). Yara iyilesmesi; travmalar, cerrahi girisimler ve benzer sebeplerle bozulan

doku biitiinliigiiniin korunmasi i¢in ortaya ¢ikan iyi organize olmus bir tamir siirecidir.
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Cesitli faktorlerin etkisiyle bu organizasyonda meydana gelen aksakliklar, iyilesme
siirecini uzatir veya kronik hale getirir. Iyilesmeyen yaralar hem hasta hem de doktor
acisindan dnemli bir sorun olusturur. Iyilesmenin bozuldugu yaralar her yil binlerce
insam etkilemekte ve yiiklii saglik harcamalarma sebep olmaktadir (Ozler ve ark.

2009).

Tez konusu olarak sectigimiz Ononis cinsi iilkemizde halk arasinda diiiretik,
antiseptik, antimikrobiyal ve yara iyilestirici olarak kullanilmaktadir (Erdemgil ve
ark., 2002; Sohretoglu, 2011). Halk arasinda kullanimlarina bakilarak ve tlizerinde
yetersiz ¢alisma bulunmasi goz Oniine alinarak segilen dort Ononis tiiriiniin yara
iyilestirici aktivitesinin ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin arastirilmasi bu tez
calismasinin temel amacini olusturmaktadir. Bu calismada, secilen tiirlerin kok ve
toprak {stii kisimlarindan hazirlanan farkli polaritedeki ekstrelerden hareketle
biyoaktiviteyle yonlendirilmis fraksiyonlama teknigi kullanilarak etkili bilesiklerin
izolasyonu hedeflenmis ve bu amag¢ dogrultusunda, dnce ekstrelerin, sonra da yiiksek
aktivite gosteren fraksiyonlarin yara iyilestirici aktiviteleri yaninda, yara iyilesme
mekanizmasinda 6nemli bir basamagi olusturan enflamasyonun dnlenmesi {izerine

etkileri de arastirilmigtir.

Bu calisma kapsaminda yapilan biyoaktivite caligmalarinda; yara iyilesmesinin 6nemli
gostergelerinden biri olan yara yiizey alani degisimleri ve yara gerilme kuvveti
degerlendirilmigtir. Ekstre ve fraksiyonlarin yara iyilestirici aktivitesinin
degerlendirilmesinde, siganlarda test numunelerinin kolajen olusumu ve saglamligi
tizerine etkilerinin incelendigi ¢izgisel insizyon yara modeli ile; farelerde yara
alanlarindaki kiigiilmenin takibi yoluyla test numunelerinin yara kontraksiyonu ve
epitel olusumu iizerine etkilerinin arastirildigi dairesel eksizyon deney modelleri
kullanilmigtir (Lodhi ve ark., 2006). Ayrica ekstre ve fraksiyonlarin; yara
iyilesmesinde 6nemli bir protein olan kolajenin yapisindaki temel aminoasitlerden
olan ve kolajen sentezinde bir degerlendirme kriteri sayilan hidroksiprolinin yara
bolgesindeki miktarma etkisi bakimimndan da yara iyilestirici aktivitenin

degerlendirilmesi yapilmistir (Rasik ve ark., 1999).
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Dokularda meydana gelen hasara karsi viicudun yaniti, enflamasyon ile baslar.
Enflamasyon siireci, doku hasarina sebep olan etkenden korunma saglanmasi, etkenin
ortadan kaldirilmasi ve iyilesmenin baslamasi igin gereklidir; ancak enflamasyonun
kroniklesmesi durumunda, doku hasari artar ve iyilesme olumsuz etkilenir (Ozler ve
ark., 2009; Ashley ve ark., 2012). Ekstrelerin yara bolgesinde gelisen enflamasyona
olan etkisinin, yara iyilesme siirecini degistirecek bir faktor olmasi sebebiyle,
ekstre/fraksiyonlarin antienflamatuvar aktiviteleri de arastirilmistir. Bu amagla;
oncelikli olarak, enflamasyona bagli damar gegirgenligindeki artis ve bdlgeye
makrofaj gocii lizerinde test maddelerinin inhibe edici etkilerinin arastirildigr Whittle
Yéntemi kullanilmistir (Ozbek ve Oztiirk, 2003).

Bununla beraber karragenin-nedenli arka ayak odemi testi ile TPA-nedenli kulak
Odemi testi de ekstre ve fraksiyonlarin antienflamatuvar etkisinin degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Karragenin ile olusturulan enflamasyon iki fazli bir siire¢ olup, ilk fazda
(90-180 dakika) enflamasyon histamin, seratonin gibi maddelere bagli olarak olusur.
Ikinci fazda ise (270-360 dakika) enflamasyon gelisiminden prostoglandinler,
proteazlar ve lizozomlar gibi arasidonik asit metabolitleri sorumludur. TPA ise geg
gelisen ve uzun siiren bir enflamasyona sebep olur. TPA-nedenli enflamasyonun kesin
mekanizmast bilinmemekle birlikte, temel olarak, lipoksijenazlar tarafindan
sentezlenen lokotrienlere bagl oldugu diistiiniilmektedir (Deliorman Orhan ve ark.,
2007).

Calisgmamizda, akut modellerde aktivite gozlenen ekstre ve fraksiyonlarin, FCA ile
romatoid artrit benzeri kronik enflamasyon olusturulan sicanlar {izerinde,

antienflamatuvar etkisine de bakilmistir.

Yara bolgesinde reaktif oksijen tiirlerinin bulunmasi oksidatif strese, bunun sonucunda
da sitotoksisite ve yara iyilesmesinde gecikmeye sebep olur. Bu sebeple, bolgeden
reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasi, 6zellikle kronik yaralarda biiyiik 6nem
tasimaktadir (Shetty ve ark., 2008). Yara iyilesmesinin enflamasyon evresinde
meydana gelen fagositoz sirasinda serbest radikaller ortaya ¢ikar ve bu radikaller doku

hiicrelerine zarar verir (Ozler ve ark., 2007). Antioksidan aktivitenin yara iyilesmesi



197

siirecindeki 6nemi sebebiyle, bu ¢alismada; DPPH ve ABTS™ serbest radikallerini
stiptirticti etki tayini, indirgenme giiciiniin belirlenmesi ve spesifik olmayan hidroksil
radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasina dayanan yontemler ile ekstre ve

fraksiyonlarin antioksidan aktiviteleri de arastirilmistir.

Calisma konusu olarak segilen O. spinosa subsp. leiosperma, O. variegata, O. viscosa
subsp. brevifolia ve O. natrix subsp. natrix tiirlerinin kok ve toprak tstii kisimlarindan
ayr1 ayri, asamali olarak n-hekzan, etil asetat ve metanol ile hazirlanan ekstrelerinden
biyolojik aktivite yonlendirmeli fraksiyonlama teknigi uygulanarak etkili bilesiklerin

izolasyonu yapilmistir.

Ekstrelerin yara iyilestirici ve antienflamatuvar aktivite testlerinin sonuglar
degerlendirilerek, en yiiksek aktivitenin gozlendigi O. spinosa subsp. leiosperma
tirtiniin koklerinin etil asetat ekstresi ile ¢alismaya devam edilmistir. S6z konusu
ekstre, cizgisel insizyon yara modelinde, %42,6 oraninda yara gerilme kuvveti
olusturarak diger ekstrelerden daha yiiksek aktivite gostermistir (Cizelge 3.8). Cizgisel
insizyon yara modeli ile paralel olarak, dairesel eksizyon yara modelinde de, en aktif
ekstre, O. spinosa subsp. leiosperma kaoklerinin etil asetat ekstresi oldugu tespit
edilmistir. Bu ekstrenin uygulandig1 grupta,deneyin 12. giiniinde yara alaninda %60, 1
oraninda kiiciilme gozlenmistir (Cizelge 3.9). Bu ekstrenin, hidroksiprolin tayini
deneyi sonucunda hidroksiprolin diizeyi 41,3 pg/mg olarak 6l¢iilmiis ve bu deger, bu
testte de diger ekstrelerden daha yliksek aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
(Cizelge 3.10).

Ekstrelerin antienflamatuvar aktivite sonuglari da, yara iyilestirici aktivite ile tutarh
bulunmustur. O. spinosa subsp. leiosperma koklerinin etil asetat ekstresinin en yiiksek
aktiviteyi gostererek, 100 mg/kg dozda, asetik asit-nedenli kapiller permeabilite
artigin1 %40,4 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir (Cizelge 3.15). Karragenin-nedenli
arka ayak O6demi modelinde, 100 mg/kg dozda uygulanan O. spinosa subsp.
leiosperma koklerinin etil asetat ekstresinin 180. dakikada %21,2; 270. dakikada
%24,5 ve 360. dakikada %27,2 oraninda inhibisyon sagladigi tespit edilmistir (Cizelge
3.16).
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Biyolojik aktivite testlerinin sonuglarina gore en yiiksek etki gozlenen O. spinosa
subsp. leiosperma koklerinin etil asetat ekstresinden aktif bilesiklerin izolasyonu
amaciyla ekstre kolon kromatografisine tabi tutulmus ve elde edilen alt1 fraksiyonun
biyolojik aktiviteleri test edilmistir. Aktivite sonuglar1 degerlendirilerek, saflagtirma
ve izolasyon islemine E5 fraksiyonu ile devam edilmesine karar verilmistir. ES
fraksiyonu, ¢izgisel insizyon yara modelinde, %33,4 oraninda yara gerilme kuvveti
olusturmus (Cizelge 3.11), dairesel eksizyon yara modelinde bu fraksiyonun
uygulandig1 grupta, yara alaninda %51,4 oraninda kiigiilme tespit edilmistir (Cizelge
3.12). Bu fraksiyonun hidroksiprolin diizeyinin tayininde elde edilen sonug (30,9
ng/mg) da, diger deney modellerinde oldugu gibi, E5 fraksiyonunun yara iyilestirici
aktivitesinin, diger fraksiyonlardan daha yiiksek oldugunu gostermistir (Cizelge 3.13).
Fraksiyonlarin antienflamatuvar aktivite tayinlerinden elde edilen sonu¢ da, yara
iyilestirici aktivite testlerinin sonuglari ile ayni dogrultuda bulunmustur. ES5
fraksiyonunun, 100 mg/kg dozda, asetik asit-nedenli kapiller permeabilite artisini
%40,3 oraninda inhibe ettigi gorilmistiir (Cizelge 3.18). Karragenin-nedenli arka
ayak 0demi modelinde en yiiksek aktiviteyi 270. dakikada %28,1; 360. dakikada
%32,2 inhibisyonla E5 fraksiyonunun (100 mg/kg) sergiledigi gozlenmistir (Cizelge
3.19). Bu modelde enflamasyonun ikinci fazinda goriilen aktivite, antienflamatuvar
aktivitenin aragidonik asit metabolitlerinin inhibisyonu {izerinden gergeklestigini
diistindiirmektedir. Aktivitenin hangi yolaktan hareketle goriildiigiiniin daha kesin

olarak saptanmasi amaciyla in vitro enzim deneylerinin yapilmasina karar verilmistir.

TPA-nedenli kulak 6demi modelinde, Ononis tirlerinden elde edilen ekstre ve
fraksiyonlarin aktivite gostermemesi (Cizelge 3.17, 3.20), antienflamatuvar etkinin
16kotrien sentezi inhibisyonu yoluyla olmadigini gostermistir. Arasidonik asit yolagi
tizerinden meydana gelen enflamasyonun inhibisyonunun gé6zlendigi testlerin
sonuclari, ekstre/fraksiyonlarin prostoglandin yolagi lizerinden aktivite gosterdigi

fikrini desteklemektedir.

Akut modellerle yapilan deneylerde aktivitesi yiiksek bulunan ekstre ve fraksiyonlar;
O. natrix subsp. natrix koklerinin etil asetat ekstresi, O. spinosa subsp. leiosperma

koklerinin etil asetat ekstresi ve bu ekstrenin fraksiyonu olan E5 fraksiyonunun, FCA-
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nedenli artrit modeli ile ¢alisildiginda aktivite gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge
3.21). Bu sonuglar dogrultusunda, akut modellerde antienflamatuvar etkinligi bulunan

bu ekstrelerin kronik enflamasyonda etkili olmadigi gortilmustiir.

Tim histopatolojik bulgular birlikte degerlendirildiginde, yara iyilesme siirecindeki
fazlarin deneysel gruplar arasinda farkli derecelerde oldugu gozlenmistir. Referans
merhem Madecassol®, O. spinosa subsp. leiosperma koklerinin etil asetat ekstresi ve
bu ekstreden elde edilen E5 fraksiyonu ile tedavi edilen yara dokularinin, diger test
numuneleri ile tedavi edilen gruplara kiyasla epidermal ve dermal re-modelizasyon
bakimindan en diizgiin iyilesmeyi gosteren gruplar oldugu belirlenmis ve dermal
biitiinliigiin biiyiik olglide saglandig1 tespit edilmistir. Iyilesmenin orta derecede
goriildiigli diger calisma gruplarinda re-epitelizasyonun kismen tamamlandig
gbzlenmis, dermal bolgelerde makrofajlar ve fibroblastlarin agirlikta oldugu hiicresel
yapilar tespit edilmistir. Negatif kontrol grubunda ve baz merhem uygulanan grupta
genis bir iilser bolgesi ile beraber yara kabugunun varligi tespit edilmis, iyilesmenin
tamamlanmadig1 ve siirecin enflamasyon fazinda kaldigi belirlenmistir. Elde edilen
histopatolojik bulgular ¢izgisel insizyon ve dairesel eksizyon deney modellerinde elde

edilen bulgular ile paralellik gostermektedir (Sekil 3.83, Cizelge 3.14).

Antioksidan aktivitenin de in vitro olarak arastirilldigi c¢alismada; ekstre ve
fraksiyonlarin dikkat c¢ekici antioksidan aktivite gostermedigi, ancak genel tabloya
bakildiginda, sonuglarin yara iyilestirici aktivite sonuglar1 ile paralellik gosterdigi

saptanmistir (Cizelge 3.22).

Fraksiyonlar arasinda en yiiksek aktivite gosteren ES, cesitli kromatografik yontemler
kullanilarak saflastirilmistir. izole edilen bilesiklerin yapilari MS, H- BC-NMR
yaninda 2D-NMR (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC) teknikleri yardimiyla tayin
edilmistir. Trifolirhizin, ononin, medikarpin-3-O-glukozit, onogenin-7-O-glukozit ve
sativanon-7-O-glukozit oldugu belirlenen bilesiklerin in vitro yara iyilestirici
aktiviteleri, dokudaki temel proteinlerden hyaluronik asit, kolajen ve elastinin
yikiminda rol oynayan metalloproteinazlar olan hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz

enzimlerinin inhibisyonuna bakilarak degerlendirilmistir. Ekstraselliiler matriks
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kolajen, elastin ve fibronektin gibi metalloproteinlerin meydana getirdigi bir yapidan
olusur. Kolajen hiicreler i¢in bir destek olusturan temel yapisal proteindir. Elastin deri
elastikiyetini ve direncini, hyaluronik asit ise su tutulmasini saglayarak derinin
yumusakligimi ve nemlenmesini saglar. Metalloproteinazlarin salimi ise bu
proteinlerin, dolayistyla ekstraselliiler matriksin degredasyonunda anahtar basamagi

olusturur (Trengove ve ark., 1999; Sahasrabudhe ve Deodhar, 2010).

Izole edilen bes bilesigin yaptiklar1 enzim inhibisyonu degerlendirildiginde, ononin ve
sativanon-7-O-glukozitin, 100 pg/ml dozda, hyaluronidaz ve elastaz enzimlerini
inhibe ettigi goriilmiistiir. Deney sonuglarina gore; ononin bilesigi %31,66 oraninda
hyaluronidaz inhibisyonu, %41,75 oraninda elastaz inhibisyonu yaparken, sativanon-
7-O-glukozit i¢in hyaluronidaz ve elastaz inhibisyon yiizdeleri sirasiyla %45,58 ve
%46,88 olarak bulunmustur (Cizelge 3.23).

Fabaceae familyasinda sik rastlanan izoflavonoit yapisindaki bilesikler, bitkilerin
savunma mekanizmasinda rol almanmn yanisira, insan saglhigi icin de Onemli
bilesiklerdir (Jasinski ve ark., 2009). Yapilan c¢alismalar; izoflavonoit tiirevi
bilesiklerin kardiyovaskiiler rahatsizliklarda, osteoporoz gelisiminin dnlenmesinde,
kanserden korunmada ve menopoz semptomlarinin giderilmesinde etkili oldugunu
gostermistir. Ayrica bu bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bilinmektedir. izoflavonoitler, dogada aktif formlarmnin yaninda, glikozit formunda da
bulunmaktadir. Glikozit yapisindaki bu maddeler, gastrointestinal kanalda bakteriler
tarafindan metabolize edilerek aktif aglikon yapisina donistiiriiliir ve bu sekilde

absorbe edilirler (Sharma ve Ramawat, 2013).

Calismamizda izole edilen bilesikler, izoflavon yapisinda olup trifolirhizin ve
medikarpin-3-O-glukozit pterokarpan tiirevi bilesiklerdir (Sekil 3.42, 3.52, 3.63, 3.82).
Bu bilesikler ile yapilan biyoaktivite ¢alismalarinda, heterozit haldeki bu bilesiklerin

veya aglikonlariin cesitli aktiviteler sergiledigi goriilmiistiir.

Sophora flavescens koklerinden izole edilen trifolirhizinin gastroprotektif etkisinin

arastirildigi bir galismada, bilesigin Helicobacter pylori’ye karsi antibakteriyel aktivite
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gosterdigi ve gastrik sekresyon ile asit liretimini azalttig1 tespit edilmistir (Kang ve
ark., 2006). Sophora tiirlerinden izole edilen trifolirhizinin in vitro antienflamatuvar
aktivitesinin arastirildigi bir c¢alismada, fare makrofajlarinda, proenflamatuvar
sitokinlerden TNF-o’nin ve COX-2’nin lipopolisakkarit-nedenli uyarimini inhibe
ettigi goriilmiistiir (Zhou ve ark., 2009). Bilesigin, farelerde, solunum yolunda asetil
kolin nedenli diiz kas kontraksiyonunu da inhibe ettigi tespit edilmistir (Yang ve ark.,
2013). S. flavescens’ten izole edilen trifolirhizinin melanin sentezi inhibisyonu yaptigi
gorilmistir (Hyun, 2008). Yapilan c¢alismalarda, trifolirhizinin ve aglikonu olan
maakiainin in vitro antitimor aktivitesi de dikkat ¢ekici bulunmustur (Ko ve ark.,
2000; Aratanechemuge ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2009). Maakiainin antifungal
aktivite gosterdigi de tespit edilmistir (Yagi ve ark., 1989). O. vaginalis koklerinden
izole edilen trifolirhizin ve maakiainin siganlardaki 6strojenik aktivitesine bakildigi bir
calismada, trifolirhizinin uterusta 6nemli Ol¢iide agirlik artigina sebep oldugu

goriilmiistiir (Abdel-Kader, 2010).

Glutamat-nedenli hiicre hasarina karst koruyucu etkinin incelenmesi yoluyla
noroprotektif etkinin arastirildig1 bir calismada, ononin ve aglikonu formononetinin
stiperoksit dizmutaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin aktivitelerini arttirdig,
hasarli hiicrelerde laktat dehidrojenaz salimini ise inhibe ettigi tespit edilmistir.
Bilesiklerin hiicre dis1 ortamda DPPH radikal siipiiriicii aktivitelerinin diisiik
bulunmasi, endojen antioksidanlari arttirarak ve hiicre membran yapisini stabilize
ederek glutamat-nedenli hiicre hasarmi engelledigini diistindiirmektedir (Yu ve ark.,
2005). Ostrojenik etkisi oldugu bilinen Trifolium pratense’nin bu etkisinden sorumlu
1zoflavonoitler arasinda major olarak formononetin de bulunmaktadir (Piersen, 2003).
Avusturya’da tiretilen ve T. pratense ekstresi iceren preparatta; biokanin A, daidzein
ve genistein yaninda, %5,46 formononetin bulunmaktadir. Bu preparatla, menopoz
sonrast donemdeki kadinlarda yapilan plasebo kontrollii klinik bir ¢alismada,
testosteron diizeyinde orta derecede azalma gozlenirken, iiriinlin endometriyal
kalinlikta belirgin azalma sagladig1 gézlenmistir (Beck ve ark., 2005; Imhof ve ark.,
2006). In vivo Ostrojenik aktivitesi arastirillan T. pratense’den izole edilen
formononetinin doz bagimli olmaksizin dstrojenik etki gostermesinin yaninda, in vitro

antioksidan aktivitesi oldugu tespit edilmistir (Mu ve ark., 2009). Farkli Trifolium
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tirlerinin yara 1iyilestirici aktivitesi ve izoflavon igeriklerinin arastirildigi bir
calismada, ¢alisilan tiirler arasinda aktivitesi gézlenen T. canescens ve T. pratense var.
pratense’nin total izoflavon igeriginin de yiiksek bulunmasi, ekstredeki izoflavon
igeriginin yara iyilestirici aktivite bakimindan 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir.
Calismada, miktar tayini yapilan ve ekstrede major olarak bulunan izoflavonlar
arasinda formononetinin de bulundugu tespit edilmistir (Renda ve ark., 2013).
Formononetinin yara iyilesmesine etkisinin ortaya kondugu bir ¢alismada, bu bilesigin
Egr-1 aktivasyonu saglayarak anjiyogenik etki gésterdigi ve endotel hiicrelerinde ERK
fosforilasyonunu saglayarak yara iyilesmesini destekledigi goriilmistiir (Huh ve ark.,
2011). Astragalus membranaceus’tan izole edilen formononetinin, diyabet tedavisi
acisindan 6nemli olan reseptorlerden, dislipideminin dnlenmesinde gorevli reseptor
PPARa ve glisemik dengenin saglanmasinda gorevli reseptor PPARy aktivasyonu
yaptig1 tespit edilmistir (Shen ve ark., 2006). Hiicrelerde apoptozu saglayan aril
hidrokarbon reseptor aktivasyonunun degerlendirildigi bir ¢alismada, formononetin
bilesiginin aktif bulunmasi, bilesigin kanserden korunma amaciyla veya kanser

tedavisinde degerlendirilebilecegini diislindiirmiistiir (Medjakovic ve Jungbauer,

2008).

Ononinin E. coli susuna karsi antibakteriyel aktivitesine bakildigi bir c¢alismada,
bilesigin ¢ok diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Wu ve ark., 2013). Medicago
truncatula’nin metabolizmasinin arastirildig bir ¢calismada, patojen bir mantar olan
Phoma medicaginis ile enfekte olmus yapraklarda, medikarpin ve bunun prekiirsorii
olan ononin miktarinda artig tespit edilmistir. Caligmada, enfekte olmamis yapraklarda
bu bilesiklerin miktarinin daha diisiik olmasi, bitkinin bu maddeleri enfeksiyona karsi
antimikrobiyal olarak, savunma amaciyla irettigini diigiindiirmektedir (Jasinski ve
ark., 2009). Medicago sativa hiicre kiiltiiriiniin, fitopatojenik bir mantar olan
Colletotrichum lindemuthianum hiicre duvari ekstresine maruz kaldiginda kiiltiirde
medikarpin ve medikarpin-3-O-glikozit-6''-O-malonat diizeyinin artmig olmasi, bu
bilesigin bitkilerde antimikrobiyal etkinliginin oldugunu gostermistir (Dalkin ve ark.,
1990; Kessmann ve ark., 1990).

Sativanon-7-O-glukozit, daha 6nce izole edilmemis olmakla birlikte, aglikonu olan ve
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Dalbergia odorifera’dan izole edilen sativanon, biyoaktivite ¢aligmalarinda,
lipopolisakkarit ile aktive edilmis makrofajlarda TNF-o salimini inhibe ederek in vitro
antienflamatuvar aktivite gostermistir (Wang ve ark., 2013). Makrofajlarda
lipopolisakkarit ile indiiklenen NO saliminin inhibisyonunun arastirildigi bir
calismada ise, bu bilesik aktif bulunmamistir (Lee ve ark., 2014). D. odorifera’nin
major bilesiklerinden olan sativanonun insan keratinosit hiicrelerinde reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu engelleyerek antioksidan aktivite gosterdigi ve farelerle yapilan
calismada UV maruziyeti nedenli cilt yaslanmasini inhibe ettigi saptanmistir (Ham ve
ark., 2015a). Ayrica bu bilesigin insan dermal fibroblastlarinda tip 1 kolajen, elastin
ve TGF-B1 protein seviyelerinde artis sagladigi da tespit edilmistir (Ham ve ark.,
2015Db). D. parviflora’dan izole edilen sativanon ve onogeninin ostrojenik aktivitesinin
arastirlldigr  bir calismada, bu bilesiklerin insan meme kanseri hiicrelerinde

proliferasyonu arttirdig1 goriilmiistiir (Umehara ve ark., 2006).
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alisma ile, secilen dort tiir arasindan, O. spinosa subsp. leiosperma’nin
koklerinden biyoaktivite yonlendirmeli fraksiyonlama teknigi ile bes bilesik izole
edilmistir. Bu bilesiklerin yapi tayinleri sonucunda, trifolirhizin, ononin, medikarpin-
3-O-glukozit, onogenin-7-0O-glukozit ve sativanon-7-O-glukozit olduklar1 tespit
edilmistir. Hazirlanan ekstrelerin, fraksiyonlarin ve izole edilen bilesiklerin
metalloproteinaz enzimlerini inhibisyonlarina bakilarak yara iyilestirici aktiviteleri
tayin edilmis ve bunun sonucunda, izole edilen ononin ile sativanon-7-O-glukozitin

hyaluronidaz ve elastaz enzim inhibisyonu yaptig tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar, O. spinosa subsp. leiosperma koklerinin yaralarin iyilestirilmesi
amaciyla kullanilmasinin bilimsel olarak dogru oldugunu kanitlamistir. Yapilan
calismalarda, fraksiyonlarin aktivitesinin ekstrenin aktivitesi ile kiyaslandiginda, az da
olsa diistigli goriilmiistiir. Bu durum, bitkinin aktivitesinin, igerdigi bilesiklerin

sinerjik etkisinden kaynaklandigini diistindiirmektedir.

Bu tiir ile yapilan diger ¢alismalar incelendiginde, bitkinin yara iyilestirici etkisi
bakimindan, aktivite yonlendirmeli olarak, ekstreden aktif bilesiklerin izolasyonuna

kadar gidilen baska bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Ilerleyen ¢alismalarda, aktivitesi kanitlanmis olan bu bitkiden standardize ekstre
hazirlanmasinin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda, ekstrenin
gosterdigi  aktivitenin mekanizmasinin  aydinlatilmas1  yolunda ¢alismalarin

stirdiiriilmesi 6nem tasimaktadir.
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OZET

Tiirkiye’de Yetisen Bazi Ononis L. Tiirlerinin Tasidigi Yara lyilestirici ve
Antienflamatuvar Etkili Bilesiklerin Arastirilmasi

Bu ¢alismada, tilkemizde 18 tiirii yetismekte olan ve bazi tiirleri halk arasinda tedavi
amagli kullanilan Ononis cinsine ait 4 tiir se¢ilmis ve segilen tiirlerden biyoaktivite
yonlendirmeli fraksiyonlama yontemi ile kullanilarak etkili bilesiklerin izolasyonu
hedeflenmistir.

Bu ama¢ dogrultusunda, arastirma konusu olarak segilen, Ononis spinosa L.
subsp. leiosperma (Boiss.) Sirj., Ononis variegata L., Ononis viscosa L. subsp.
brevifolia (DC) Nym. ve Ononis natrix L. subsp. natrix L. tiirlerinin kok ve toprak
iistli kisimlarindan hazirlanan n-hekzan, etil asetat ve metanol ekstrelerinin yara
iyilestirici, antienflamatuvar ve antioksidan etki ¢alismalar1 yapildi. Yara iyilestirici
aktivite tayini icin ¢izgisel insizyon ve dairesel eksizyon yara modelleri kullanildi ve
hidroksiprolin tayini yapildi. Antienflamatuvar aktivite tayini i¢in akut enflamasyon
modellerinden Whittle yontemi, karragenin-nedenli arka ayak 6demi ve TPA-nedenli
kulak 6demi modelleri yaninda, kronik enflamasyon modellerinden FCA-nedenli artrit
modeli kullanildi. Hazirlanan ekstreler arasinda, aktivitesi en yiiksek olan O. spinosa
subsp. leiosperma koklerinin etil asetat ekstresi, kolon kromatografisi ile
fraksiyonland1 ve bu fraksiyonlarin aktivite tayini sonuglar1 degerlendirilerek, aktif
fraksiyonla izolasyon ve saflastirma islemlerine devam edildi.

Kolon kromatografisi, ince tabaka kromatografisi ve yiiksek performansli sivi
kromatografisi gibi kromatografik yontemlerden yararlanilarak, aktivite tayini sonrasi
saflagtirilmasina karar verilen fraksiyon saflastirildi ve etkili bilesikleri elde edildi.
Izole edilen bes bilesigin yapilar1, spektroskopik yontemler yardimiyla, trifolirhizin,
ononin, medikarpin-3-O-glukozit, onogenin-7-O-glukozit ve sativanon-7-O-glukozit
olarak belirlendi. Bu bilesiklerin yaptiklar1 hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzim
inhibisyonuna bakilarak yara iyilestirici aktivitelerinin degerlendirilmesi sonucunda
ononin ve sativanon-7-O-glukozitin hyaluronidaz ve elastaz enzimlerini inhibe ettigi
tespit edildi.

Calismada, secilen 4 Ononis tiiriiniin kok ve toprak iistii kisimlarinin farkli
polaritedeki ekstrelerden hareketle, aktivitesi en yiiksek ekstre/fraksiyonlar takip
edildi ve ileri saflagtirma ve izolasyon asamasina gecildi. Aktivite yonlendirmeli
olarak yapilan fraksiyonlama sonrasinda elde edilen bilesikler arasindan iki bilesigin
(ononin ve sativanon-7-O-glukozit) aktivite gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Antienflamatuvar aktivite, biyoaktivite yonlendirmeli
fraksiyonlama, Fabaceae, Ononis, yara iyilestirici aktivite
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SUMMARY

Investigation of wound healing and anti-inflammatory compounds from some
Ononis L. species growing in Turkey

In this study, 4 species of the genus Ononis, which is represented by 18 species in
Turkey and is used as folk medicine, were selected and it is aimed to isolate bioactive
compounds by using bioactivity guided fractionation.

For this purpose; extracts were prepared from the roots and aerial parts of the
selected species, namely Ononis spinosa L. subsp. leiosperma (Boiss.) Sirj., Ononis
variegata L., Ononis viscosa L. subsp. brevifolia (DC) Nym. ve Ononis natrix L.
subsp. natrix L. by using n-hexane, ethylacetate and methanol. Wound healing, anti-
inflammatory and antioxidant activities of the extracts were investigated. Linear
incision and circular excision wound models and hydroxypyroline estimation assay
were conducted for the investigation of wound healing activity. Acute inflammation
models i.e. Whittle Method, carrageenan-induced hind paw edema and TPA-induced
ear edema models as well as a chronic inflammation model i.e. FCA-induced arthritis
model were used for the assessment of anti-inflammatory activity. The ethylacetate
extract of the roots of O. spinosa subsp. leiosperma was found to possess the best
activity among all the extracts. The extract was fractionated by using column
chromatography technique and the fractions were obtained. The fraction which would
be subjected to further purification and isolation process was selected according to the
bioactivity test results of the fractions.

Chromatographic techniques such as, column chromatography, thin layer
chromatography and high performance liquid chromatography were conducted to
purify the fraction and obtain the bioactive compounds. Five compounds were isolated
and the chemical structures were investigated by using spectroscopic techniques.
These five compounds were found to be trifolirhizin, ononin, medicarpin-3-O-
glucoside, onogenin-7-O- glucoside ve sativanone-7-O- glucoside. Wound healing
activities of isolated compounds were evaluated according to the inhibition of
hyaluronidase, collagenase and elastase enzymes. Ononin and sativanone-7-O-
glucoside were found to have inhibitory activity on hyaluronidase and elastase
enzymes.

Starting with the extracts of roots and aerial parts of 4 different Ononis species,
the extract/fractions which were found to possess the best activity were subjected to
further purification and isolation processes. Among the compounds isolated through
bioactivity guided fractionation technique, two of them (ononin and sativanone-7-O-
glycoside) were found to possess activity.

Key Words: Anti-inflammatory activity, bioactivity guided fractionation, Fabaceae,
Ononis, wound healing activity
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