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OZET

Helichrysum Plicatum Subsp. Pseudoplicatum Bitki Ekstresindeki Klorojenik
Asitin HPLC Yontemi Ile Analizi ve Bitki Ekstresinin Yara lyilestirme Uzerine
Etkisinin incelenmesi

Amag: Helichrysum tiirleri (Altinotu) geleneksel tipta kullanilan ve fenolik bilesikler
acisindan zengin olup 6zellikle ¢igeklerinde ana bilesen klorojenik asittir. Erzurum yoresinde
kaydedilen Helichrysum tiirti H.plicatum subsp. pseudoplicatum’dur. Bu ¢alismada, H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin ¢i¢eklerinin metanol ekstresinde HPLC yontemi
ile klorojenik asidin belirlenmesi ve bitki ile klorojenik asidin insan dermal hiicre hattinda in-
vitro olarak hiicre canlilig1 tizerindeki proliferatif, oksitadif stres ve yara iyilesmesi etkilerinin
arastirilmasi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Erzurum Kosk Koyii merasinda 1950 m rakimda H. plicatum
subsp. pseudoplicatum bitkisi toplandi ve kurutuldu ve bitkinin ¢igekleri toz haline
getirilerek metanol ile ekstrakte edildi. Elde edilen bitki ekstresinde klorojenik asidin miktar
tayini i¢in, HPLC yonteminde deney kosullart merkezi kompozit tasarim yontemi ile
optimize edildi. Kromatografik ayirim, Cis (250x4.6 mm.5pum) kolonunda asetonitril ve %
0.2 ortofosforik asit igeren su (95:5 h/h) hareketli faz1 kullanilarak 330 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. Bitki ekstresinin ve klorojenik asitin hiicre canliligi tizerine proliferatif
etkileri XTT testi, oksidatif stres etkinlikleri TAS-TOS ticari kiti ve yara iyilesmesi etkileri
ise hiicrelerin 0, 12, 18. ve 24. saatlerde mikroskobik goriintiileri alinarak Scratch deneyi ile
insan dermal hiicreleri lizerinde degerlendirildi.

Bulgular: Klorojenik asidin belirlenmesinde HPLC yo6nteminin 0.1-100 pg/mL
derigim araliginda dogrusal; giin i¢i ve giinlerarasi yapilan deneyler sonucu < % 3.32 %BSS
degerleri ile kesin ve < +4.05 BH degerleri ile dogru oldugu belirlendi. Gelistirilen yontem
ile H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin ¢igeklerinin metanol ekstraktinda klorojenik
asit miktar1 97.70+£2.818 (ng/g ekstrakt) olarak tespit edildi. XTT test sonuglarina gore,
sirastyla 75-250 uM ve 0.5-10 uM doz araliklarinda klorojenik asitin ve H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitki ekstresinin 6nemli proliferatif etkiye sahip olduklari tespit edildi. TAS-
TOS sonuglarina gore, sirastyla 100-250 uM ve 1-10 ng/mL doz araliklarinda klorojenik
asitin ve bitki ekstresinin 6nemli oranda TAS diizeyini arttirdigi gozlendi. Sirasiyla 75-125
uM ve 1-5 pg/mL derisim aralifinda klorojenik asit ve bitki ekstresinin 12. saatte hiicre
goclinii arttirmaya baslayip 24. saatte belirgin sekilde yara bolgesini kapattigi belirlendi.
Belirtilen doz araliginda hem hiicre canlihginda ve antioksidan etkide hemde yara
tyilesmesinde en giiclii etkiye sahip oldugu tespit edildi.

Sonug: Klorojenik asidin H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin ¢igeklerinde
bulunan 6nemli bir dogal iirlin oldugu ve bitki ekstresinin klorojenik aside gore daha diisiik
dozlarda ve daha dar terapotik araliginda hiicre gocilinii artirarak yara iyilesmesini
hizlandirdig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: H. plicatum subsp. pseudoplicatum, HPLC, Klorojenik asit,
Yara iyilestirilmesi

Vi



ABSTRACT

Analysis of Chlorogenic Acid in Helichrysum plicatum subsp. pseudoplicatum Plant
Extract by HPLC Method and Investigation of the Effect of Plant Extract on
Wound Healing

Aim: Helichrysum species (Altinotu) are rich in phenolic compounds used in
traditional medicine, and the main component in their flowers is chlorogenic acid. The
Helichrysum species recorded in the Erzurum region is H. plicatum subsp. pseudoplicatum.
In this study, it is aimed to determine chlorogenic acid in methanol extract of flowers of H.
plicatum subsp. pseudoplicatum plant by HPLC method and to investigate the proliferative,
oxidative stress and wound healing effects of chlorogenic acid on human dermal cell line in
vitro on cell viability.

Material and method: The H. plicatum subsp. pseudoplicatum plant was collected
and dried in the meadow of Erzurum Kd&sk Koyii at an altitude of 1950 m, and the flowers of
the plant were pulverized and extracted with methanol. For the determination of chlorogenic
acid in the obtained plant extract, the experimental conditions in the HPLC method were
optimized by the central composite design method. Chromatographic separation was
performed at 330 nm wavelength using a mobile phase of acetonitrile and water (95: 5v /)
containing 0.2% orthophosphoric acid coupled with C18 (250x4.6 mm.5um) column. The
proliferative effects of plant extract and chlorogenic acid were evaluated by XTT test,
oxidative stress activities TAS-TOS commercial kit and wound healing effects on human
dermal cells with the Scratch experiment by taking microscopic images of the cells at 0, 12,
18 and 24 hours.

Results: The HPLC method for determining chlorogenic acid exhibit linearity in the
concentration range 0.1-100 ug / mL; As a result of the experiments conducted during the
day and between days, proposed method was accurate with 3.32% RSD values and + 4.05RE
values. According to the developed method, chlorogenic acid amount was determined as
97.70 + 2.818 (ng / g extract) in the methanol extract of the flowers of H. plicatum subsp.
pseudoplicatum plant. According to the XTT test results, chlorogenic acid and H. plicatum
subsp. pseudoplicatum plant extract has prolipherative effect at 75-250 uM ve 0.5-10 uM
concentrations, respectively. According to TAS-TOS results, it was observed that TAS levels
significantly increased in chlorogenic acid at the dose ranges of 100-250 uM and in plant
extract at the dose ranges 1-10 pg/mL. 75-125 uM chlorogenic acid and 1-5 pg/mL plant
extract started to increase cell migration at the 12th hour and significantly closed the wound
area at the 24th hour. it has the strongest effect on both cell viability, antioxidant effect and
wound healing was found to be in this dose range.

Conclusion: It was concluded that chlorogenic acid is an important natural product
found in the flowers of H. plicatum subsp. pseudoplicatum plant, and the plant extract
accelerates wound healing by increasing cell migration in lower doses and constricted
therapeutic range compare to chlorogenic acid.

Keywords: H. plicatum subsp. pseudoplicatum, HPLC, chlorogenic acid, wound
healing
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1. GIRIS VE AMAC

Yara, fiziksel ve kimyasal bir etki sonucunda viicut biitiinliigiin bozulmasi olarak
tanimlanir. Yara iyilesmesi, yara olusmasindan hemen sonra baglayan, dért asamadan
olusan, hiicreler ile yonetilen ve birbiriyle ¢akisan bir dizi karmasik fizyolojik siireci
icerir. Bu karmasik siire¢ birbiri ile ortiisecek sekilde sirasiyla pihtilasma (hemostaz),
iltihaplanma (enflamasyon), ¢cogalma-onarim (proliferasyon) ve yeniden modellemedir.
Yaranin iyilesmesindeki en temel unsur hasarli dokunun higbir iz ve cilt bozuklugu
kalmadan iyilesmesidir. Giiniimiizde yaranin tibbi tedavisi yaranin onarimina yardimci
olmak amaciyla ya lokal (topikal) ya da sistemik (oral ya da parenteral) ilaglarin verilmesi
ile gerceklestirilir. Kullanilan topikal ajanlar arasinda antibiyotikler, antioksidanlar,
antiseptikler, yara iyilesmesini arttiric1 kimyasal maddeler ve bitkisel tedavi yontemleri
kullanilmaktadir.

Helichrysum, Asteraceac familyasina ait olup Diinya’da 600 tiirii, Tirkiye
florasinda ise 20 tiirii yetisen ¢ok yillik bir bitkidir. Helichrysum halk arasinda “altinotu,
0lmez c¢icek, herdem taze” olarak bilinmektedir. Diinyada ve iilkemizde Helichrysum
tiirlerinin ¢igekleri veya toprak {iistii kisimlari infiizyon veya dekoksiyon seklinde, yarada,
bobrek taslarinda, yanikta, kulak agrilarinda, seker hastaliginda halk arasinda kullanimi
vardir.

Helichrysum tiirii izerinde HPLC yontemi ile yapilan fitokimyasal (flavonoidler,
pironlar, floroglusinoller ve ugucu yaglar gibi fenolik bilesikler, seskiterpenler ve
diterpenlerin gibi baz1 tilirler icermektedir) arastirmalar bu bitkinin geleneksel
kullaniminin yam sira potansiyel ila¢ olarak kullanilabilecegi potansiyelinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu baglamda bitkinin bilimsel olarak dogrulanmasi,

standardizasyonu ve gilivenlik degerlendirmesinin yapilmasi gerekmektedir ve bu durum



bitkide bulunan etkin maddelerinin, kontaminatlarin veya kalintilarin farkli analitik
yontemler kullanilarak analiz edilebilmesi ile iliskilendirilmistir.

Helichrysum tiirleri iizerine yapilan analitik c¢alismalarda fenolik bilesikler
acisindan zengin oldugu ve klorojenik asidin ana bilesen oldugu goriilmektedir. Ayrica
bitkinin klorojenik asit miktarinin ¢iceklerde kok, gévde ve yapraklardan daha fazla
oldugu bilinmektedir. Klorojenik asit, hidroksisinamik asit tiirlerinden fenolik bir bilesik
olup antimikrobiyal, antienflamatuvar, antioksidan, antialerjik, sitotoksik ve
antidiyabetik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler, altinotu bitkisinin
genellikle ¢icekleri halk arasinda yara iyilestirme amacli kullanimi desteklemektedir.

Helichrysum tiirlerinin yara iyilesmesi lizerindeki etkinligi ana bilesen olarak
bilinen klorojenik asidin gii¢lii antioksidan kapasitesi nedeniyle yiiksek bir yara iyilesme
kapasitesine sahip oldugu ve yara iyilesmesinin farkli asamalarinda kollajen sentezini
artirarak yara iyilesme stirecini hizlandirdig diisiintilmektedir.

Helichrysum’un Erzurum yoresinde kaydedilen bir tiirii olan H. plicatum subsp.
pseudoplicatum’dur.  Literatiirde H. plicatum subsp.  pseudoplicatum bitkisinin
cigeklerindeki klorojenik asit miktar1 ve yara iyilesmesi lizerindeki etkisini inceleyen
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada, H. plicatum subsp. pseudoplicatum
bitkisinin ¢i¢eklerinin metanol ekstresinde HPLC yontem ile klorojenik asit miktarinin
belirlenmesi ile H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ve klorojenik asidin
hiicre canlilig1 tizerindeki proliferatif, oksitadif stres ve yara iyilesmesi iizerine etkilerinin

insan dermal hiicre hatt1 kullanilarak in-vitro olarak arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara

Fiziksel, kimyasal, 1s1 ve 151k radyasyonu ve cerrahi miidahalelere bagli olarak
veya kendiliginden gelisen insan viicudundaki canli dokunun (cilt ve cilt alti dokular)
anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmasidir!. Giiniimiizde yaranm tibbi tedavisi
yaranin onarimina yardimci olmak amaciyla ya lokal (topikal) ya da sistemik (oral ya da
parenteral) ilaglarin verilmesi ile gerceklestirilir. Kullanilan topikal ajanlar arasinda
antibiyotikler, antioksidanlar, antiseptikler ve yara iyilesme arttirici kimyasal maddeler
kullanilmaktadir. 2 Yaralar iyilesme zamanlarina gore akut ve kronik yaralar olmak iizere
ikiye ayrilir.

1. Akut Yaralar

Akut yaralar kolay iyilesebilen ve iyilesme sonucu hasarli doku birakmayan
yaralardir. Giinliik hayatta en sik karsilasilan yara tliriidiir. Akut yaralar agik ve kapali
yaralar olmak iizere ikiye ayrilirlar®4,

Actk Yaralar: Asagida belirtilen yaralar agik yaralar olarak adlandirilir.

1. Eksizyon (Bir deri parcasini kesip ¢ikarmak)

2. Insizyon (Bir deri hat iizerine kesik atmak sureti ile olusturulmus yaralardir)

3. Laserasyon (Viicut dokusunun delici bir alet ile yirtilmasi sonucu olusan

yaralardir)

4. Abrazyon (Deri ve mukoza iizerinde kazima ya da ovalama olusan yaralardir

5. Dil yaralar (Civi ve igne gibi delici objelerin batmasiyla olusan yaralardir)

6. Delinme yaralar1 (Ince ve uzun bir cisimle olusmussa penetran, cisim

kendisine ¢ikis yeri bulmussa perforan yaralar olarak adlandirilir)
7. Atesli silah yaralar (Atesli silahtan ¢ikan objenin olusturdugu yaralardir)

Kapali Yaralar: Asagida belirtilen yaralar kapali1 yaralar olarak adlandirilir.



1. Kontiizyon (Sivri uglu cisimle ezilme veya sikisma sonucu damarlarda
zedelenme ve kanin ekstravazasyonuyla karakterize bir durumdur)
2. Hematom (Deri alt1 dokularda damarlarda gelisen hasar ile deri altinda kan
birikimidir)
3. Ezilme (Dokulara ya ¢ok biiylik miktarda bir giiciin kisa siirede, ya da daha
az bir giliclin uzun siirede uygulandigi durumlarda olusur) yaralar1 olarak
siniflandirilmaktadir.
4. Akut yaralarin tedavisi; kanamay1 durdurma, yaranin temizlenmesi, yaranin
kapatilmasi ve antibiyotik tedavisini igermektedir.
2. Kronik Yaralar
Cilt biitiinliigii bozulmasi, fonksiyonel kayip ve yavas iyilesen yaralardir. Kronik
yaralar etiyolojik nedenlere gore; basi yaralari, vaskiiler yaralar, metabolik yaralar
(diyabetik tilserler), enfektif yaralar, enflamatuvar yaralar, malignite yaralari, hematolojik
yaralar, yanik, donma ve radyasyon yaralari olarak siniflandirilirlar. Kronik yaralarin
iyilesmesi haftalar, aylar hatta yillar alabilir. Kronik yaralarin bazilar
tyilesemediklerinden dolay1 tedavi plan1 ve yara bakim iiriinii kullanmasi i¢in hastanin bir
merkeze yonlendirilmesi gerekir.
Akut ve kronik yaralarda tedavi yontemlerini belirlemek i¢in yaranin ¢ok iyi
degerlendirilmesi gerekir 34,

2.1.1. Yara lyilesmesi ve Mekanizmasi

Yara iyilesmesi; doku hasarmma cevap olarak gelisen bir dizi fizyolojik ve
biyokimyasal olayin (sitokinler, medyatorler ve ekstraselliiler matriks gibi ajanlar) yer
aldig1 karmasik olaylar zinciridir™ .

Bu karmasik stire¢ birbiri ile ortiisecek sekilde sirasiyla;

1. Inlamatuar Faz (Hemostaz ve enflamasyon (pihtilasma ve iltihaplanma)]



2. Proliferatif Faz (Cogalma-onarim)

3. Yeniden modelleme (Remodelling)’.

2.1.1.1. inflamatuar Faz (Hemostaz ve Enflamasyon)

Doku hasarina kars1 ilk gelisen saniyeler i¢inde ortaya ¢ikan yara iyilesmesinin
temel basamagidir. 1-5 glinde bu donem genellikle tamamlanir.

Birinci asama olan hemostaz, yaralanma aninda meydana gelen kanamayi
durdurmak i¢in kanamadan saniyeler sonra ortaya ¢ikan bir siirectir. Bolgesel
koagiilasyon sistemi aktive olur ve aktive olan hiicrelerde trombositlerdir. Ekstraselliiler
matriks proteinlerinde bulunan selektin ve integrin reseptorlerine baglanan trombositler
degraniile olurlar.® Trombositler hemostazda gérevli kemotaktik ve mitojenik dzellige
sahip (prostaglandinler, fibrinojen, Von Willebrand faktor (VWF), trombosit kaynakli
bliytime faktorii (PDGF), epidermal biiytime faktorii (EGF), transforme edici biiylime
faktorii Bl (TGF-B1) gibi) ¢ok sayida faktoriin salinimini saglar. Boylece hem fibrin
olusturulurken hem de yara iyilesmesindeki hiicresel yanit diizenlenir. Trombosit
hiicreleri bir araya gelerek yarali cilt hiicrelerini kollajene maruz birakir. Trombosit
hiicreleri vazokonstriiksiyonu aktive eder. Vazokonstriiksiyon, daha fazla kan kaybini
Onlerken, fibrinojenden pihtilasma sirasinda tiretilen fibrin, trombosit tikacina baglanir ve
gecici matriksi olusturduktan sonra fibrin pihtis1 yaralanma bolgesi {izerinde gegici bir
miihiir olusturarak mikroorganizmalarin akmasimi &nler °.

Ikinci asama olan iltihaplanma, pihtilasmadan kisa bir siire sonra vazodilatasyon
ve kapiller gecgirgenlik artisiyla baslar ve genellikle yaralanmadan sonraki ilk 24 ila 72
saat i¢inde tamamlanabilir. Fakat yaralanmalara bagli olarak 5 ila 7 giinde siirebilir. Bu
asamada ana amag¢ trombositlerden salinan kemotaktik faktorler ve kan akimi artisi ile
yara yerine inflamatuar hiicre gociinli saglamaktir. Yaralanmadan sonraki birkac¢ dakika

icinde yara bolgesine ilk gelen nétrofiller, lokal fibroblastlar1 ve epitel hiicrelerini aktive



ederek yara onarimini baslatirlar. Monositler, lenfositler ve plazma hiicreleri de dahil
olmak lizere diger beyaz hiicreler yara bolgesine goc etsede, ilk birka¢ giin boyunca
notrofiller baskindir. Nétrofiller, elastaz, kollajenaz vb. proteazlari salgilayarak, hasarli
ve denatiire olmus ekstraseliiler matriks elemanlarini ortadan kaldirmakta ve Olii
dokularin uzaklagtirilmasini saglamaktadir. 3. ve 5. Giinlerde gecgerli olan hiicre
makrofajlardir. Makrofaj infiltrasyonu, hayatta kalan mikroorganizmalar, 61l nétrofiller,
fibrin pihtis1 ve diger hiicresel dokiintiileri yutmanin yani sira, makrofajlar nitrik oksidi
sentezler ve yara onarmmini baglatmak i¢in sitokinleri salgilar. Makrofajlar yara
iyilesmesindeki temel rolii, yara iltihab1 ve yara onarimi arasindaki bir gegis hiicresi
olarak davranirlar. Bagisiklik sisteminin savunma ihtiyact azaldik¢a, makrofajlar yara
tyilesme siirecinin diizenlenmesini iistlenir. Makrofajlar yaranin i¢indeki yeni bag dokusu
ve vaskiiler yataklarin yer degistirmesi, cogalmasi ve organizasyonunda yer alan biiylime
faktorlerini igeren cesitli sitokinleri sentezler. Makrofajlar zaman ig¢inde sitokinleri
sentezleyebilir ve salgilayarak doku onarim siirecinin devam etmesini saglar® 1,
2.1.1.2. Proliferatif Faz (Cogalma-Onarim)

Cogalma ve onarim evresi enflamasyon evresini takiben yaralanmadan sonraki
yaklagik 3- 5. giinlerde yaradaki nekrotik doku ve kan pihtis1 kaybolduktan sonra baslar.
Yara iyilesmesinin énemli gostergesi olan graniilasyon dokusunun olusumu ise 3.-6.
giinlerde baslar ve 3 haftaya kadar devam eder. Fibroblastlar ve endotelyal hiicreler, yara
bolgesindeki gecici matrikse ulasinca, proliferasyon baslar ve hiicre sayisinda artis
meydana gelir'2. Bu evre, yara yiizeyi yeni deriyle kaplanmasi, bdlgeye vaskiiler
biitiinliigiin geri kazanilmasini ve doku kusurunun yapi biitiinliigiinii yeni bag dokusu ile
doldurarak onarmay1 amaglamaktadir. Cogalma ve onarim asamasinda yara (¢cekme)
mukavemeti gelismeye baglar. Bu islemlerde goérev yapan hiicreler fibroblast ve

keratinosittir. Trombositler ve aktif makrofajlar tarafindan iiretilen biiylime faktorleri ve



sitokinler fibroblast ve endotelyal hiicrelerin proliferasyonundan sorumludur 2,

Fibroblastlar yeni ekstraseliiler matris ve olgunlasmamis Tip III kollajen sentezlemeye
baslar. Kollajen birikimi yaranmn gerilmeye kars1 direncini hizla artirir'1®. Endotelyal
hiicreler ise yaraya yakin olarak bulunan saglam veniillerden ¢ogalir ve anjiyogenez
siireci ile yeni kilcal damarlar olustururlar. Bu siiregte yiiksek laktat seviyeleri, pH
seviyesi ve ozellikle azalmis oksijen diizeyleri rombosit ve makrofajlarin salgiladiklari
TGF-a, TGF-B ve TNF gibi anjiyogenik faktorleri stimiile ederek anjiogeneze katkida
bulunur. Anjiogenez siirecinde filizlenen kan damarlar1 graniilasyon dokusunun yapisina
katilarak dokularin oksijenlenmesi ve beslenmesini saglar, endotel hiicreleri biyolojik
maddeler ve sitokin lireterek ve keratinositler ve fibroblastlar ise Vaskiiler Endotelyal
Biiytime Faktorii (VEGF) tiretimine katki saglayarak damarlasma ile yara iyilesmesine
katki saglar. Keratonositler sayilar1 artarak yara bolgesinde kopriiler kurarak yara
kenarlar1 arasinda baglantilar saglamlasir ve proliferasyon evresi sonlanir!#6,

2.1.1.3. Yeniden Modelleme (Remodelling)

Yara iyilesmesinin son asamasi, graniilasyon dokusunun olgun bag dokusu
ve/veya skar seklinde yeniden modellenmesi veya olgunlasmasidir!’.Yeniden modelleme
i¢in anahtar hiicreler makrofajlar ve fibroblastlardir’®. Bu evrede graniilasyon
dokusundaki tip III kollajen yikilip yerini tip I kollajen alir. Kollajen sentezi
yaralanmadan yaklasik 5 giin sonra en yiiksek seviyeye ulasir, ancak haftalarca veya
aylarca devam eder'®. Yara iyilesmesinin bu evresinin &zelliklerinden biri de
ekstraselliiler matriks kompozisyonunun degismesidir. Bu siire zarfinda, kolajen ve ECM
dokusu yaraya birikmeye devam ederken, gelisen bag dokusu hiicre olgunlagsmasi ve
apoptoz ile yeniden sekillendirilir. Bu evre de kollajenin fibroblast hiicreler tarafindan

sentezinden sonra, skar dokusunun olgunlagsmasi sirasinda aylar, hatta yillar boyunca



siiren dinamik bir siiregtir'?. Yara giicii artmasina ragmen, yaralanma dncesi giiciin asla%
80'inden fazlasim elde edemez®® 8,

2.1.1.4. Yara lyilesme Tiirleri

1. Birincil (primer) yara iyilesmesi: Cilt biitiinliigii bozuldugunda birincil yara
kapanmasi olarak adlandirilan yara kenarlarinin birbirine yakin durdugu ve doku kaybi
ve hasarinin ¢ok az oldugu yara kapanma siirecini tanimlar. Yara kenarlar1 gerginlikler
olmadan dikislerle, cilt yapistiricilariyla, zimbalarla, klipslerle veya seritler gibi gesitli
teknikler kullanilarak kapanma saglanabilir. Iyilestirmeyi geciktiren komplikasyonlar
veya bilinen bir faktor yoksa yara uygun sekilde tedavi edilir ve genellikle ¢abuk iyilesir.
Birincil yara kapanmalar tipik olarak en iyi estetige sahiptir®®.

2. ikincil (sekonder) yara iyilesmesi: Birincil yara kapanmalari miimkiin degilse,
ikincil yara kapanmasi olarak bilinen kasilma ve yeniden epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi
siirecleri ile kendiliginden iyilesme olarak tanimlanir. Ikincil yara drnekleri olarak biiyiik
travmatik yaralar ve cerrahi drenaj abseleri olarak bilinen yaralardir. Ikincil yaralarin
iyilesmeleri karmasik nedenlerden dolay1 gecikebilir'®.

2.1.2. Yara lyilesmesinin in vitro Olarak Ol¢iilmesi

Yeni terepdtik ajanlarin bulunmasi amaciyla cesitli hiicre hatlar1 ve yontemler
kullanilarak in vitro yara iyilesmesi modelleri kullanilabilir. Hiicre hatlari olarak primer
yada sekonder insan ya da murin (kemirgen) keretinosit ve fibroblast hiicreleri ve primer
hiicreler ihtiyaca gore degisik tiirlerden yaslardan ve donérlerden elde edilebilir®. I vitro
yara iyilesmesi modelleri asagida belirtilen deneyler ile gergeklestirilir.

1. Hiicre proliferasyon ve migrasyon deneyleri: A¢ik yaralarin hizli bir sekilde
kapanmasi, enfeksiyon riski ve daha ciddi komplikasyon risklerini azaltmak icin hayati

bir 6neme sahiptir. A¢ik yaralarin kapanmasi epidermal hiicrelerin ¢ogalmasi ve gociiyle



olur. Bu deneyler yara iyilesmesinin hizlandirict yeni terepotik ajanlarin bulunmasinda
kulanilabilir?!,

2. Scratch deneyi (Cizik deneyi): Hiicre kiiltiiriinde tek tabakali hiicreler
mekanik olarak bir mikropipet yardimiyla ¢izilir ve hiicrelerin bu ¢izigi kapatma orani
Olctlilerek yara iyilesme hizi tayin edilebilir. Bu deney hiicrelerin proliferasyon ve
migrasyon hizlarim ve etkililiklerini anlik olarak goriitiilememizi saglar®’.

3. U¢ boyutlu migrasyon deneyi: Hiicre medyumu iginde siferoit bir topun
cevresinde kolajen bir pencere olusturulup siispende edilir. Bu topun ¢evresine go¢ etmis
hiicre sayis1 belirlenerek ii¢ boyutlu bir sekilde yaray1 ne kadar iyilestirdigi 6lciilebilir?,

4. Yiiksek verimli go¢ deneyi: Tek tabakali hiicreler ortasinda yuvarlak
durdurucu bir plakanin oldugu 96 kuyucuklu hiicre kaplarina ekilir. Daha sonra durdurucu
plakalar ortamdan uzaklastirilir ve hiicrelerin bu kaldirilan plakanin boslugunu ne kadar
siirede kapattig1 belilenir. Bu sayede hiicrelerin go¢ hizlar belirlenebilir?.

5. Anjiyogenez: Insan endoteryal hiicreleri tiibiiler formda kiiltiire edilir. Bu
tiibiiler formasyonun ¢evresinde olusan damar uzunluklar1 ve dalllanmalar anti-CD31
antikorlart ile isaretlenerek 6l¢iim yapilir.?®

2.1.3. Yara iyilestirmede Bitkisel Yaklasim

Yara iyilestirilmesinin ge¢misi, insanligin var oldugu giinden bu Yyana
stirmektedir. Yara iyilestirmede bitkiler ve bitki 6zleri 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Yara iyilestirilmesi amaciyla cesitli bitkisel kaynakli (safran, susam, incibar kokii, miirver
yag1, ac1 bakla, miirdesenk, giiriiz otu, sinirli ot, anzarut, kina vb) maddelerin kullanildig:
bilinmektedir?®. Bu baglamda, bitkiler ve bitki ekstreleri, yaralarin tedavisi ve tedavisi
icin biiyiik bir potansiyele sahiptir. Yara iyilesmesi i¢in fitokimyasal ilaglar sadece ucuz
ve uygun degil, ayn1 zamanda hiper-duyarli reaksiyonlara bu ajanlarin kullanimiyla

nadiren rastlandig i¢in giivenli oldugu da iddia edilmektedir. Bununla birlikte, yaralarin



tyilesmesi i¢in tavsiye edilmeden once, geleneksel tibbin bitkilerinin bilimsel olarak
dogrulanmas, standardizasyonu ve giivenlik degerlendirmesine ihtiyag vardir ',

2.2. Helichrysum plicatum subsp. pseudoplicatum Bitkisi Hakkinda Genel
Bilgiler

2.2.1. Helichrysum Tiirlerinin Botanik, Fitokimyasal, Biyokimyasal ve
Farmakolojik Ozellikleri

Asteraceae (Compositae) familyasina ait olan Helichrysum cinsinin Diinya’da 600
tiirii, Tiirkiye florasinida ise 20 tiirii olan ¢ok yillik bir bitkidir?®®. Helichrysum halk
arasinda ‘altinotu, dlmez cicek, herdem taze’ olarak bilinmektedir?®. Helichrysum
tiirlerinin sergiledigi ¢ekici sar1 renkli ¢igeklerinden dolayr Yunanca helios (gilines) ve
chrysos (altin) kelimeleri birlestirilerek Helichrysum adi verilmistir. Bu bitkinin Giiney
Afrika’da yetisen tiirleri romatizmal hastaliklarda, soguk alginliginda, bas agrilarinda,
karaciger hastaliklarinda ve yara iyilesmesinde kullanilmaktadir. Tiirkiyede yetisen
Helichrysum tiirlerinden olan Helichrysum plicatum kapitulumlarindan hazirlanan
infiizyon, yara iyilesmesi ve karin agrisi, sarilik, bagirsak problemlerinin yani sira bobrek
taglarinda ve idrar sokiicii olarak kullanilmakradir®®.

Helichrysum tiirlerinin fitokimyasi ve farmakolojisi lizerinde yapilmis bir derleme
calismas1 sonucunda Helichrysum tiirlerinin fitokimyasinda elde edilen bilesikler
sunlardir: flavonoitler, kalkonlar, pironlar, floroglusinoller, terpenler, ugucu yaglar,
fenolik asitler, benzofuranlar, seskiterpenler ve diterpenlerdir®®. Helichrysum’un
yukarida belirtilen biyoaktif bilesenleri farmakolojik etkilerini saglamaktadir. Tiirkiyede
bulunan Helichrysum tiirlerinde bulunan fenolik bilesikleri ve miktarlarin1 Albayrak ve

ark 3! HPLC yontem ile belirlemisler ve elde ettikleri sonuclar Tablo 2.1’de verildi.
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Tablo 2.1. Tiirkiyede bulunan Helichrysum tiirlerindeki fenolik bilesiklerin HPLC analizi 3.

Helichrysum Tiirii Bilesikler (ug/g bitki)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Total
A 89.6 2.03 - 1.36 - - 27.5 99.0 - - - 4.54 9.16 0.20 233.69
B 1484 157 - - - - 115 37.0 2.18 - 5.44 1145 1145 - - 228.29
C 53.0 1.56 - 2.33 - 193 118 6.4 2.55 - 1.85 1093 12.05 - - 4751
D 323 2.5 - 2.10 - 058 212 1555 5.98 - - 4.98 2.35 15.03 021 24273
E 1143  2.39 - - - - 23.1 70.5 - 127 - 2.55 1.92 6.91 0.11 233.05
F 1143 221 1.40 - - - 22.7 33.8 1.13 473 - 7.20 11.44 - 0.14  199.05
G 1072 1.30 0.98 - - 287 305 45.6 - - 4.14 8.99 5.87 2.19 - 209.64
H 30.9 1.07 0.54 - - - - 17.1 - 182 272 6.54 0.76 3.16 0.13 64.74
I 92.0 1.45 0.16 - - - 19.6 324 - - 4.15 8.49 4.59 - 032 163.16
| 81.5 2.03 0.16 - 0.53 - 31.0 26.3 - - 493 - 5.42 - 0.31 152.18
J 91.3 1.45 0.70 - 0.17 125 6.3 44.0 - - - - 6.30 - 0.37 15184
K 90.5 1.84 1.27 1.54 1.77 1.86 10.2 54.1 - - 1.84 - 0.75 - - 165.7
L 1521 1.77 0.22 - - - 51.0 45.8 - - 1.46 4.44 1.47 - 0.21  258.47
M 156.2 1.72 - 0.35 0.76 - 37.9 85.8 - - 3.37 6.95 9.97 - - 303.02
N 1365 1.16 0.86 0.63 1.63 431 363 52.8 2.12 - 4.26 7.23 1320 - - 260.98
o] 1128 2.70 0.26 1.26 - - 10.4 70.7 1059 - 5.26 - - - 0.57 21454
Total 1603.2 28.75 6.55 9.45 4.86 128 351 8768 2455 7.82 3942 8429 96.7 2729 257

Bilesikler; 1: klorojenik asit, 2: kafeik asit, 3: ferulik asit, 4: p-kumarik asit, 5: p hidroksibenzoik asit, 6: siringik asit 7: apigenin, 8: apigenin-7-glukozit, 9: epikatesin, 10:
eriodiktiyol, 11: hesperidin; 12: luteolin, 13: naringenin, 14: kersetin, 15: resveratrol®.

A: H. arenarium subsp. aucheri, B: H. armenium subsp. armenium, C: H. Artvinense, D: H. Chionophilum E: H. Compactum F: H.goulandriorum, G: H. Graveolens, H: H.
Heywoodianum, I: H. Kitianum, I: H. Noeanum,J: H. Orientale, K: H. Pallasii, L: H. Peshmenianum,M: H. plicatum subsp. plicatum, N: H. plicatum subsp. polyphyllum, O:
H. stoechas subsp. barrelieri .



Helichrysum tiirleri tizerinde ~ yapilan  ¢esitli ~ arastirmalar ~ sonucunda
antimikrobiyal, antienflamatuvar, antioksidan, antialerjik, sitotoksik, karin agrisi, kalp
yanig1i, antidiyabetik, yatistirici, oksiiriik, soguk alginlig1 ve yara iyilestirmesi gibi ¢ok
cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduklarmi gostermistir? 33,

H. plicatum subsp. plicatum bitkisinin kapitulumlarinin etanol ekstresinin
Escherichia coli’ye kars1, hiicre ¢eperinde hasara yol agarak, yiiksek inhibisyon etki 3*;
H. plicatum subsp. plicatum kapitulumlarimin  Xanthomonas malvacearum,
Corynebacterium michiganense, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis’a Karsi
bakterisit etki® ve H. plicatum subsp. plicatum kapitulumlarinin etanol ekstresinin
yiiksek bakterisit etki®® gosterdigi bildirilmistir. Ayica, antioksidan, antimikrobiyal ve
fibroslast hiicrelerinin artisiyla paralel gelisen yara iyilestirmenin etkisi Giiney Afrika’da
yara iyilestirme ilizerine geleneksel olarak kullanilan bitkiler kullanilarak incelenmis ve
bu bitkilerden birisi de H. foetidum bitkisi olduguna karar verilmistir. Bu ¢alismaya gore
bitkinin su ve metanol ekstresinin antimikrobiyal olarak MIC degerinin MIC > 4 mg/mL
oldugu, fibroblast gelisimini artirict bir bulgunun yer almadig: bildirilmistir %.

Bir ¢alismada, H. plicatum’un ferrik tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan
aktivite, kuprak yontemi ile Cu?* indirgeme kapasitesi, potasyum ferriksiyanat indirgeme
metodu ile Fe* iyonlarm indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH)
giderme aktivitesi tayinleri ve toplam fenolik ve flavonoit bilesik miktar tayinleri
yapilmis ve H. plicatum’un yiiksek antioksidan aktiviteye, fenolik ve flavonotit madde
icerigine sahip oldugunu gosterilmistir.

Diger bir ¢alismada, H. plicatum’un etanol ektresinin 113.5+8.6 mg (gallik asit
esdegeri/1g ekstre) total fenolik bilesiklerine ve 50.5+1.9 mg (kersetin esdeger/1g ekstre)

total flavanoitlere sahip oldugu su ekstresinin ise 75.9+3.7 mg total fenolik bilesiklerine
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ve 31.5£2.3 mg flavanoitlere sahip oldugu Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
gosterilmistir®,

H. plicatum kapitulum ekstrelerinin antioksidan aktivitelerine bakildig1 bir
caligmada ise en yiiksek aktivitenin etil asetat ekstresinde oldugu ayrica bu ekstrenin en
yiiksek total fenolik bilesiklerine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica in vitro PC3, HeLa
ve K562 insan kanser hiicre hatlarinda sitotoksitesi incelenmis biitiin ekstre c¢esitlerinin
HeLa hiicrelerine kars1 orta etkide oldugu, PC3 ve K562 hiicre hatlarinda ise etilasetat
ekstresinin %100 aktif oldugu gosterilmistir®.

2.2.2. Helichrysum plicatum subsp. Pseudoplicatum

Helichrysum’un Erzurum yoresinde kaydedilen bir tiirti olan H. plicatum subsp.
Pseudoplicatum’dur. Yukarida bahsedildigi gibi yara iyilestirmesinde antioksidan ve
antiseptik ajanlar kullanilmakta ve fibroblast hiicrelerindeki artisin yiiksek oldugu
bildirilmistir. Bu baglamda, H. plicatum subsp. pseudoplicatum tiiriiniin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerinin yiiksek oldugunu gosteren gesitli ¢alismalar mevcuttur?®,

H. plicatum bitkisinin farkl tiirlerinde HPLC ile yapilan bir ¢aligmada klorojenik
asit flavonoit tiirevlerinden apigenin, naringenin ve kemferol ve apigenin, naringenin,
kersetin and kemferol glikozitlerine sahip oldugu gdsterilmistir**. H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitkisindeki klorojenik asit miktarinin HPLC cihazi ile belirlenmesine ait
cok calisma yoktur ve yara Tlzerine etkisi incelenmemistir. Yapilan caligsmalar
incelendiginde ¢alismamizda kullandigimiz bitki tiiriinden farkli olan H. plicatum
bitkisinin ¢igek yaprak ve govdesi lizerinde klorojenik asit miktar1 (mg fenolik
bilesen/100 g olarak HPLC ydntemi ile belirlendigi, en yiiksek klorojenik asit miktarinin
ciceklerde gozlendigi goriilmiistiir*. H. plicatum subsp. pseudoplicatum iizerinde
yapilan bir calismada ise bitkisini bir biitiin olarak ekstre edildigi ve bu ekstredeki

klorojenik asit miktarmin ¢ok yiiksek oldugu (94.00 pg/g extrat) bildirilmistir®®. Bundan
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dolayi, Erzurum’da ilk kez kaydedilen ve iizerinde sadece bir antioksidan aktivite
calismasi yapilmis olan Helichrysum plicatum subsp. pseudoplicatum kapitulumlarinin

Helichrysum bitki tiirlerinin fitokimyasini igeren ¢alismalarda klorojenik asidin
yiiksek miktarda bulundugu belirtilmektedir. Bu nedenle, klorojenik asidin Helichrysum
plicatum subsp. pseudoplicatum’da bulunan 6nemli bir dogal iiriin oldugu hipotezini
ortaya koymaktadir.

2.3. Klorojenik Asit

2.3.1. Klorojenik Asidin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Klorojenik asit, hidsoksisinnamik asit ailesinden bir esterdir. Bilesigin kimyasal
yapist, bir kafeik asit grubu ve bir kinik asit grubundan olusur (Sekil 2.1). Klorojenik asit
1,3,4,5-tetrahidroksi sikloheksankarboksilik asit (3,4-dihidroksi sinnamat) yapisinda olup
kapali formiilii [C16H1809] olan bir bilesiktir. Klorojenik asidin molekiil agirligi ise
354.311 g/mol’diir. 3-CQA olarak bilinen klorojenik asit, Uluslararas1 Saf ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan 5-O-kafeoilkinik asit (5-CQA) olarak adlandirmustir.
IUPAC yonergelerine gore 5-CQA olarak bilinen kafeoilkinik asidin izomerleri 3-, 4- ve
5-CQA’dir. Bunlar arasinda en bol bulunan ve klorojenik asidin en yaygin sekli 5-
CQA’drr.

HO COOH
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Sekil 2.1. Klorojenik asidin (5-O-kafeoilkinik asit, 5-CQA) kimyasal yapisi.
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Insan diyetinde fazla miktarda bulunan ve polifenollerden birisi olan klorojenik
asit, gidalarda, belirli bitki tiirlerinde, meyvelerde ve yesil kahvede fazla miktarda
bulunur. Sentetik olarak tiretilemeyen klorojenik asit genellikle dogal bitki, cay, kakao,
meyve (elma, armut, turunggiller ve narenciye), yumurta, kavrulmus fasulye ve kahve
gibi besinlerde bulunan hidroksisinamik asit esterlerinden olan fenolik bir bilesiktir 3> 44
4 Klorojenik asit, yesil kahvenin oldugu her yerde bulunan bilesikler grubu olup
besinlere ac1 ve buruk bir tat vermektedir. Klorojenik asit kahvenin yani sira, Asteraceae
ve Lamiaceae familyalarinda bulunan énemli polifenollerden biridir 33 46-,

2.3.2. Klorojenik asidin Biyokimyasal ve Farmakolojik Ozellikleri

Klorojenik asidin viicuda alindiktan sonraki etkisinin beklenenden daha karmagik
oldugu ciinkli besinlerin igerisinde bulunan temel klorojenik asidin bilesenlerine
ayrilmadan emildigi belirtilmistir. Klorojenik asidin viicuttaki emilimi farkli metabolik
yollarla gerceklesir. Ilki mide de pasif emilimdir. Midenin asidik ortaminda pasif
difiizyon ile iyonik olmadan absorbe edilir. pH' nin 7 oldugu ince bagirsakta ise pasif
difiizyon olarak emilimi ger¢ceklesmez. Bu yiizden ince bagirsakta aktif tasima ile absorbe
edilir. Klorojenik asit, ince bagirsakta glikoz emilimini ve karacigerden dolasima glikoz
salinimin1 engeller. Bu da kandaki glikoz seviyesinin azalmasina ve viicudun enerji i¢in
karbonhidratlarin yerine yag hiicrelerini kullanmasina yol acar ve sonug¢ olarak viicutta
yag kayb1 saglanir3,

Fenolik asitler son zamanlarda ¢esitli farmakolojik ve biyolojik etkileri nedeniyle
insan saglig1 lizerinde 6nemli bir rol oyanamaktadir. Klorojenik asit, antiseptik ve anti-
kanserojen antioksidan, anti-obezite, anti-diyabetik, hepatoprotektif, kardiyoprotektif,
antienflamatuar, antipiretik, néroprotektif, antiviral, anti-mikrobiyal, anti-hipertansif ve

merkezi sinir sistemi stimiilatorii olarak ve goreceli olarak kardiyovaskiiler hastalik

riskinin azaltilmasi ve Alzheimer hastalig1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan
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bir fenolik asittir. Klorojenik asitler genellikle biyotik ve abiyotik streslere kars1 bitki
tepkilerinde rol oynar ve klorojenik asit, lignin biyosentez yolaginda rol oynayan ara bir
madde olarakda bilinir® 460,

Klorojenik asidin antidiyabetik ve antiobezite ézellikleri: Klorojenik asit ile
zengin kahve tiikketiminin antidiyabetik ve antiobezite etkileri, insan ve hayvanlarin viicut
agirlig1 ve glukoz emiliminin azalmasr ile iliskilendirilmistir®®. Bu iliski iki mekanizma
ile agiklanmaktadir. Bunlardan birincisi karaciger glikoz-6-fosfataz aktivitesini onleyerek
glikoz saliniminin engellemesidir. Ikincisi ise glikoz-6-fosfat translokaz 1'i inhibe ederek
ince bagirsakta glikoz emilimini engeller. Belirtilen yolaklar ile klorojenik asit genel
dolasimdaki kan sekerini azaltir ve daha az insiilinin salinimina neden olur. Glikozun
kullanim1 azaltan klorojenik asit viicudun enerji kaynagi olarak yag rezervleri
kullanmasini saglayarak yag dokusunun yakilmasini ve dolayisiyla kilo kaybini
saglayacag bildirilmistir 3.

Klorojenik asidin antihipertansiyon etkileri: klorojenik asit, flavonoitler ve
resveratrol gibi ¢esitli polifenolleri igeren farkli dogal iiriinlerin saglik {izerinde yararh
etkileri oldugu bildirilmistir. Klorojenik asit bir antihipertansiyon ajani olarak cesitli
saglik problemlerinde biiyiik 6l¢iide avantajlar sagladigi ortaya atilmistir. Ayrica yesil
kahvede bol miktarda bulunan CGA'nin kan basincini diisirmede ¢ok etkili bir ajan
oldugu ve hafif hipertansiyonu olan hastalar i¢in de giivenilir oldugu bildirilmistir. Bir
calismada hipertansiyonu olan 117 kisi arasinda yapilan bir randomize ve ¢ift-kor klinik
deneylerinde, kahve cekirdegi ekstraktinin tiiketilmesinin, herhangi bir yan etkisi
olmaksizin kan basincint onemli Olclide azaltabildigini ortaya koymustur. Fenolik
bilesiklere (sinarin ve CGA) sahip olan bitki tiirleri ekstreleri giiclii bir vazorelaksan
etkiye sahip olup antihipertansif bozukluklarda yardimci olabildigi bildirilmektedir.

Yapilan baska bir calismada ise CGA'nin nitrik oksit seviyesini degistirebilecegini
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belirtildi ve bu nedenle sigan damarlarinin vazodilatasyonunda rahatlatict bir etkiye
sahipoldugu bildirildi *.

Klorojenik asidin antimikrobiyal etkileri: Cesitli antimikrobiyal etkilere sahip
olan klorojenik asit, ideal bir koruyucu ve gida katki maddesi olarak uygun oldugu
bulunmustur. Calismada Stenotrophomonas maltophilia, trimetoprim, Klebsiella
pneumoniae, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, S.
aureus gibi ¢esitli bakterilere karsi direncli oldugu bildirilmistir. Ayrica, Klorojenik asidi
iceren fenolik bilesikler probiyotik bakterilere kars1 duyarl degildir. Fakat mantarlardan
Candida albicans'a kars1 antifungal etki gosterdigi bildirilmistir®.

Klorojenik asidin antiviral etkileri: Hem kafeik asit hem klorojenik asit dnemli
antioksidanlar olarak bilinir ve HSV-1 ve HSV-2, HIV ve adenoviriis’e karsit ¢oklu
antiviral aktivitelere sahip oldugu bulunmustur. Ebola viriisiine kars1 antiviral aktivite
gosterebilecegi ortaya atilmistir. Ayrica kinik asit tiirevlerini de igeren Hyssopus
officinalis'in polar bilesiklerinin antimikrobiyal aktivite gsterebilecegi bildirmistir®.

Klorojenik asidin antioksidan ve antienflamatuvar etkileri: Klorojenik asit
antioksidan ve antienflamatuvar potansiyele sahip olan bir bilesiktir. Fenolik asitler
tizerinde bulunan hidroksil (OH) guruplar1 ve sayilar1 antioksidan aktiviteye pozitif yonde
etki ettikleri bildirilmistir. Bir ¢calismada, klorojenik asit, interlokin-8 (IL-8) ve mRNA
ekspresyonunun oksidatif strese bagl olarak salgilanmasini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
bildirilmistir. Kafeik asit ve klorojenik asidin bir dekstran siilfat sodyum ile indiiklenmis
kolit modelinde makrofaj enflamatuar protein 2'nin (IL-8'in bir fare homologu MIP-2)
mRNA ekspresyonunu azalttigi belirtilmistir. Kafeik asit ve Kklorojenik asidin anti-
enflamatuvar mekanizmasi, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini azaltarak IL-8 ve PKD-
IKKNFkB yolagmin aktivasyonunu inhibe etmesi seklindedir. Klorojenik asidin bu

Ozelliginin katesol gruplariyla iliskili oldugu bildirilmis olup bu fonksiyonel grubun
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enflamatuvar hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunmaya yardimci olabilecegine
inanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada insan diyetinde yaygin bir sekilde bulunan
klorojenik asidin, TLR4 sinyallemesinin aktivasyonunda, adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunun regiilasyonunda, hepatik 16kositlerin infiltrasyonunu ve aktivasyonunda
ve proenflamatuvar sitokinlerin iiretiminden kaynaklanan Con A- kaynakli hepatitte
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir .

Klorojenik asidin LDL oksidasyon duyarliligin ve LDL-kolesterol ve
malondialdehit (MDA) seviyelerini azaltarak kardiyovaskiiler riskini azalttig1 ve boylece
LDL'nin in vitro oksidasyonunu inhibe ederek kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruma
sagladig bidirilmistir 2. Ayrica Klorojenik asit kan ve karaciger lipit birikimini etkili bir
sekilde azaltabildigini ve antioksidan aktivitelerini gelistirerek lipit metabolizmasini
diizenleyebildigini gostermistir®,

Klorojenik asidin LDL oksidasyon duyarliligini ve LDL-kolesterol ve
malondialdehit (MDA) seviyelerini azaltarak kardiyovaskiiler riskini azaltti1 ve boylece
LDL'nin in vitro oksidasyonunu inhibe ederek kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruma
sagladig1 bidirilmistir °2. Ayrica klorojenik asit kan ve karaciger lipit birikimini etkili bir
sekilde azaltabildigini ve antioksidan aktivitelerini gelistirerek lipit metabolizmasim
diizenleyebildigini gostermistir®,

2.4. Literatiir Taramasi

2.4.1. Klorojenik asidin Yara lyilestirme Etkisine Yonelik Literatiir
Arastirmasi

Literatiir arastirmalar1 sonucu klorojenik asidin yara iyilestirme {izerine etkisine
yonelik 2 adet in vivo ¢alisma bulunmaktadir.

Bagdas ve ark®, deneysel yara iylesmesi modelinde sistemik klorojenik asit

tedavisinin yara iyilesmesi ve oksidatif stres belirtecleri {izerindeki potansiyel roliinii ve
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tedavinin vital organlar ve kemik iligi {izerine yan etkileri olup olmadigimi
aragtirmiglardir. Calisma 8-12 haftalik 250-300 g agirligindaki sprague-Dawley erkek
ratlar kullanilarak yapilmis ve deneysel yara modeli genel anestezi altinda analjezik
uygulanarak si¢anlarin scapulalarinin kaudal sinirina orta hattan 1 cm uzaklikta 1.5 cm x
1.5 cm kalinlikta tam kat kesi ile olusturulmustur. Klorojenik asit 25, 50, 100 ve 200
mg/kg dozlarinda 0.6 mL intraperitoneal (1p), sham grubuna da 0.6 mL PBS 1p olarak 15
giin siireyle uygulanmis. Her yara hergiin ayn1 saatte degerlendirilmis ve ilk graniilasyon
dokusunun gdézlendigi giin ve yaranin kaplandig1 ve daha sonra tamamen graniilasyon
dokusu ile dolduruldugu ve epitelize oldugu giinler kaydedilmistir. 0, 7, 14 ve 16.
giinlerde yara kontraksiyon alan1 hesaplanmis ve yara goriintiileri kaydedilmis ve 16. giin
sicanlar sakrifiye edilmistir. Biyokimyasal analizler i¢in serum o&rnekleri, karaciger,
bobrek, kalp ve iskelet kas1 (gastroknemius kast), histopatolojik ve immiinohistokimyasal
incelemeler i¢in yara dokusu alinmistir. Bu ¢alismada ilk kez klorojenik asit tedavisinin
yara iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir. Klorojenik asidin yara bdlgesinde
malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeylerini azaltip, indirgenmis glutatyon
(GSH), stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) diizeylerini arttirdiglr ve yara
dokusunda hidroksiprolin igerigini arttirdigi gosterilmistir. Klorojenik asit ile tedavi
edilen gruplarin daha fazla epitelizasyon, kilcal yogunluk, fibroblast proliferasyonu ve
kollajen olusumu gosterdigi gozlenmis ve 7. giinde yapilan yara biyopsisinde
metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve doku metalloproteinaz inhibitér-2 (TIMP-2)
ekspresyonunu belirgin sekilde arttirdigi tesbit edilmistir. Ayrica klorojenik asidin uzun
siire yliksek doz kronik kullaniminin kalp ve kas dokusunu etkilemeden karaciger ve
bobrek oOrneklerinin lipit peroksidasyon (LPO) seviyesini arttirdigi goézlenmistir.
Calismada klorojenik asit tedavisinin antioksidan savunmay arttirarak yara iyilesmesini

hizlandirdig1 sonucuna varilmistir. Klorojenik asidin bu etkisi yara dokusunda kapiller
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dansite ve kollajen iiretimini arttirmasi, oksidatif parametreler iizerinde antioksidan ve
serbest radikal temizleyici etkileri ve antienflamatuvar etkileri gibi ¢esitli mekanizmalarla
aciklanmuglardir. Ayrica klorojenik asidin uzun siire yiiksek doz kronik kullanimi ise
karaciger, bobrek ve kemik iligi iizerinde prooksidan etkiye bagli olarak yan etkilere
neden olabilecegi gosterilmistir.

Chen ve ark®, deneysel eksizyonel yara iyilesmesi modelinde topikal klorojenik
asit tedavisinin yara iyilesmesi lizerindeki etkilerini arastirmislardir. Calisma 6-8 haftalik
200-250 g agirligindaki wistar erkek ratlar kullanilarak yapilmis ve deneysel eksizyonel
yara modeli genel anestezi altinda 400-mm? deride tam kat kesi ile olusturulmus ve yara
bolgesi agik birakilmistir. Sican basi 100 mg olacak sekilde %1 (w/w) klorojenik asit
iceren ve giimiis siilfadiazin igeren merhemler, kontrol olarakta basit merhem yara
bolgesine hergiin uygulanmis ve yara bolgesinin tam kapanmasi ile deney
sonlandirilmastir. 1, 3, 6, 9,12 ve 15. giinlerde yara kontraksiyon alani hesaplanmis ve
yara goriintlileri kaydedilmistir. Yaralanmay1 takiben 12, 24, 48 ve 72. saatlerde alinan
kan &rneklerinden ELISA kit yardimi ile TNF-a seviyeleri dl¢iilmiis ve oksidatif stres
tizerine etkisi doku 6rneklerinde LPO, GSH, SOD ve CAT bakilarak degerlendirilmistir.
Histopatolojik olarak doku ornekleri hemooksilen eozin boyasi ile, immunokimyasal
olarakta TGF-p ve anti-kollajen I'V degerlendirilerek incelenmistir. Klorojenik asit iceren
merhemin giimis siilfadiazine benzer sekilde 15. giinde yara kontraksiyonu {izerinde
belirgin artis gosterdigi tespit edilmistir. Tedavi edilen gruplarda epitelizasyonda belirgin
art1s saptanmis ve yara kapanmasi degerlendirildiginde kontrole gore klorojenik asit ile
tedavi edilen grupta daha kiigiik yara boyutu gosterdigi tesbit edilmistir. Klorojenik asit
ile tedavi edilen siganlar, kontrollere kiyasla graniilasyon dokusunda TBARS seviyesinde
bir azalma ile SOD, CAT ve GSH aktivitesinde dnemli bir artig gostermistir. Klorojenik

asit ile tedavi edilen grupta yara iyilesmesinin inflamatuvar fazinda (12-72 saat) TNF-a
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ve TGF-B seviyelerinin upregiilasyonu gozlenmistir. Calismada, klorojenik asidin,
stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyonu arttirdig1 ve lipit peroksidasyonunu azalttigi
ve bu sekilde giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir. Klorojenik
asidin yara iyilesmesi sirasinda TNF-o ve TGF-B upregulasyonu yoluyla kollajen
sentezini arttirmasiyla ve antioksidan etkinligi ile yara iyilesmesi siirecini arttirdigi
gosterilmistir.

2.4.2. Helichrysum Tiirlerindeki Klorojenik Asidin Farkh Analitiksel
Yontemler ile Belirlenmesine Yonelik Literatiir Arastirmasi

Gouveia ve Castilno®®, Madeira Takimadalari'nda yetisen Helichrysum bitki
tirlerinin toprak istii bolgesinde (H. devium, H. melaleucum, H. obconicum ve H.
monizii) klorojenik asit ve izomerlerinin (7 farkli dikafeoilkuinik asit) ayirimi ve
belirlenmesine yonelik bir HPLC-DAD-ESI/MS" yontemi gelistirmislerdir. Kurutulan ve
toz haline getirilen bitki ekstreleri metanol ile kat1 faz ekstraksiyonu kullanilarak oda
sicakliginda ekstre edilmis ve daha sonra 40°C’de metanol evaporatorde
buharlastirildiktan sonra elde edilen ekstre haraketli faz igerisinde ¢oOziilerek
hazirlanmistir. Kromatografik ayirim, RP-C18 ters faz kolonunda % 0.1 formik asit iceren
su (A) ve asetonitril (B) hareketli fazin % 80 A (0-1 dk), % 78 A (8-10 dk), % 76 A (12-
14 dk), % 75 A (16-18 dakika), % 73 A (20 dk), % 50 A (30 dk), % 0 A (31-35 dk) ve %
80 B (36-40 dk) gradient eliisyonu kullanilarak 320 nm dalga boyunda 30 dakika
igerisinde gerceklestirilmistir. ESI/MS" analizi ise negatif iyon modunda 365°C nebulizer
sicakliginda 40 eV kolisyon enerjisi kullamirak 100-1000 m/z araliginda
gergeklestirilmistir. Klorojenik asidin [M-H] degerleri sirasiyla MS’de 353, MS?’de
353:191, MS®de 353-191:173, MS*de 353-191-127:109 m/z olarak tespit edilmistir.
Gelistirilen bu analiz yonteminin klorojenik asit ve izomerleri i¢in 0.1-700 pg/mL

araliginda 0.999’den biiyiik kolerasyon katsayilari1 ile dogrusal oldugu belirlenmistir.
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Analiz edilen biitiin bilesikler icin LOD degerinin 0.76-5.95 ng/mL ve LOQ degerinin ise
2.29-18.02 pg/mL araliginda oldugu tespit edilmistir. Ayrica yontemin %0.09-2.84
Araliginda elde edilen % BSS degeri ile tekrarlanabilir ve > 96% geri kazanim ile dogru
oldugu belirtilmistir. Gelistirilen ve valide edilen yontem ile Helichrysum bitki tiirlerinin
cigeklerinde klorojenik asit miktar1 52.19+0.73 mg/100 g ekstre (H. obconicum) ile 129.2
+ 1.2 mg/100 g ekstre (H. devium) araliginda tespit edilmistir.

Gouveia ve Castilho®, H. devium bitkisinin farkli morfolojik kisimlarinda
(vaprak, ¢igek ve sap) 34 fenolik bilesigin (klorojenik asit i¢eren kinik asit, kafeik asit ve
protokateknik asit tiirevleri ile O-glikosile flavonoidleri) belirlenmesine yonelik on line
HPLC-DAD-ESI/MS" yontemleri gelistirmislerdir. Bu amag¢ ile 100 gr H. Devium
bitkisinin yaprak, ¢i¢ek ve saplari ayri ayr1 kurutulmus ve toz haline getirilmistir. Bitkinin
morfolojik degerlendirilmesi ise yine kurutulmus bitkinin yaprak, cicek ve saplar ile
gerceklestirilmistir. Daha sonra kurutulmus bitki kisimlar1 ayr1 ayr1 oda sicakliginda 24
saat metanol ile ekstrakte edilmis ve elde edilen metanol ekstreleri kurutulmustur. Her bir
ornek daha sonra 24 saat boyunca oda sicakliginda artan polariteye sahip dort ¢oziicii (n
-hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol) ile sirayla eksrakte edilmis ve elde edilen
ekstraktlar 40°C’de evaporatorde buharlastirildiktan sonra haraketli faz igerisinde
cozillerek HPLC-DAD-ESI/MS" analizi ig¢in bitki ornekleri hazirlanmistir.
Kromatografik ayirim, 30°C kolon sicakliginda RP-C18 ters faz kolonunda, asetonitril
(A) ve % 0.1 formik asit igeren su (B) hareketli fazin % 20 A (0 dk), % 25 A (0-10 dk), %
25 A (20 dk),% 50 A (20-40 dk), % 100 A (42-47 dk), % 20 A (49-55 dk) gradient
eliisyonu kullanilarak 210-520 nm dalga boyu araliginda scan taramasi yapilarak 280 nm
dalga boyundaki pik alanlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Klorojenik asit 243, 296,
324 nm dalga boylarinda bitkinin toprak {istii, yaprak ve saplarinda gézlenmistir. LC/ESI-

MS analizi ise kolon eliiatin negatif iyon kiitle spektrumlari, 13000 da/s tarama hizinda,
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100-1000 m/z araliginda gergeklestirilmistir. Yiiksek saflikta azot gazi, 50 psi'lik bir
basingta, 10.0 mL/dk’lik hacimde hem nebulizer gazi hemde kurutma gazi olarak
kullanilmistir. MS analizinde 365°C nebulizator sicakligl ve +4500 V kapiler voltaj1 ve
40 V carpisma enerjisine sahip 1 x 107 mbar basingta ultra yiiksek saflikta He gaz1
kullanilmistir. MS" verileri, 4,0 m/z izolasyon genisligi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Klorjenik asit i¢in [M-H] degerleri sirastyla MS’de 353, MS?’de 353:191, MS®de 353-
191:173, MS*de 353-191-127:109 m/z olarak tespit edilmistir. H. devium bitkisinin
farkli kisimlarinnda (yaprak, cicek ve sap) belirtilen biyoaktif bilesiklerin dagilimi
belirlenmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Boylece bitkide flavonoitler ve kinik asit
tiirevleri dahil olmak {izere toplam 34 fenolik bilesik tanimlanmis ve farkli morfolojik
(yaprak, cicek ve sap) kisimlarindaki dagilimi degerlendirilmistir. Klorojenik asidin
toprak iistii kisimlarda bol miktarda bulundugu tespit edilmistir.

Gouveia ve Castilho®®, H. melaleucum bitkisinin farkli morfolojik kisimlarinda
(toprak istii, yapraklar, ¢igekler ve saplar) fenolik bilesiklerin (O- glikosile flavonoidler
(flavonol ve flavon tipi), kinik asit, kafeik asit, lignanlar ve polifenoller) belirlenmesine
yonelik HPLC-DAD-ESI/MS" yontemi gelistirmistir. Toplam 68 bilesik UV ve kiitle
spektrumlarina gore karakterize edilmistir. Calismada 100 gr H. melaleucum bitkisinin
toprak {istii, yaprak, ¢igek ve saplar1 ayr1 ayr1 kurutulmus ve toz haline getirilmistir. Daha
sonra kurutulmus bitki kisimlar1 ayr1 ayr1 oda sicakliginda 24 saat metanol ile ekstrakte
edilmis ve elde edilen metanol ekstreleri kurutulmustur. Herbir 6rnek daha sonra 24 saat
boyunca oda sicakliginda artan polariteye sahip dort ¢oziicii (n -hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol) ile sirayla eksrakte edilmistir. Daha sonra elde edilen ekstraktlar
40°C’de evaporatorde buharlastirildiktan sonra haraketli faz igerisinde ¢oziilerek HPLC-
DAD-ESI/MS" analizleri i¢in bitki 6rnekleri hazirlanmistir. HPLC sisteminde ayirim, 10

uL enjeksiyon hacmi ile RP-C18 kolonunda asetonitril (A) ve % 0.1 formik asit igeren su
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(B) hareketli fazin % 20 A (0 dk), % 25 A (0-10 dk), % 25 A (20 dk),% 50 A (20-40
dk), % 100 A (42-47 dk), % 20 A (49-55 dk) gradient eliisyonu kullanilarak 210-520 nm
dalga boyu araliginda scan taramasi yapilarak gerceklestirilmistir. Klorojenik asit 243,
296 ve 324 nm dalga boylarinda tespit edilmistir. Kolon sicakligi 30°C'de tutulmustur.
ESI-MS analizi ise kolon eliiatin negatif iyon kiitle spektrumlari, 13000 da/s tarama
hizinda, 100-1000 m/z araliginda gercgeklestirilmistir. Azot gaz1 50 psi'lik bir basingta,
10.0 mL/dk’lik hacimde hem nebulizer gaz1 hemde kurutma gazi olarak kullanilmastir.
Nebulizator sicakligr 365°C, kapiler voltaji +4500 V ve carpigsma enerjisi 40 V olarak
ayalanmistir. MS" verileri, 4.0 m/z izolasyon genisligi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Calismada H. melaleucum'nin farkli morfolojik boéliimlerin metanolik ekstrelerinde 68
fenolik bilesik karakterize edilmistir. Klorojenik asit i¢in [M-H] degeri sirasiyla MS’de
353, MS?de 353:191, MS*de 353-191:173, MS*de 353-191-127:109 m/z’dir. Bitkinin
cigeklerin, daha yiiksek fenolik bilesik ¢esitliligine sahip morfolojik kisim oldugu ve 68
bilesik i¢inde klorojenik asidin toprak iistii kisimlarda fazla miktarda bulundugu tespit
edilmistir.

Gouveia ve Castilho®, H. obconicum bitkisinin farkli morfolojik kisimlarinda
(toprak {istii, yapraklar, ¢igekler ve saplar) fenolik bilesiklerin (mono- ve di-kafeoilkinik
asit tiirevleri olmak {iizere fenolik asit konjugatlari ana bilesenler ve bazi flavonoid
tirevleri) belirlenmesine yonelik HPLC-DAD-ESI/MS" yontemi gelistirmistir. Toplam
50 bilesik UV ve kiitle spektrumlarina gore karakterize edilmistir. Caligmada 100 gr H.
obconicum bitkisinin toprak istii, yaprak, ¢igek ve saplari ayr1 ayr1 kurutulmus ve toz
haline getirilmistir. Daha sonra kurutulmus bitki kisimlar1 ayr1 ayr1 oda sicaklifinda 24
saat metanol ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra elde edilen metanol ekstreleri 40°C’de
evaporatorde kurutularak haraketli faz igerisinde ¢ozilmiis ve HPLC/DAD ve

HPLC/ESI-MS" sisteminde analiz edilmistir. Kromatografik ayirim 10 pL enjeksiyon
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hacmi ile RP-C18 kolonunda asetonitril (A) ve % 0.1 formik asit iceren su (B) hareketli
fazin gradient eliisyonu kullanilarak 210-520 nm dalga boyu araliginda scan taramasi
yapilarak 280 nm dalga boyundaki pik alanlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
Klorojenik asit 243, 296 ve 324 nm dalga boylarinda tespit edilmistir. Yukaridaki
calismalardan farkli fenolik bilesik olarak H. obconicum bitkisinin metanolik
ekstrelerinde di- ve tri kafeoilsikimik asit izomerleri ve lamiridosins-di- O- heksosit
tiirleri tespit edildi. Klorojenik asit i¢in [M-H] degeri MS’de 353, MS?’de 353:191,
MS®de 353-191:173, MS*de 353-191-127:109 m/z degerleri kullanilarak bitkinin
bitkinin toprak {istii, yaprak ve saplarinda gozlenmistir.

Kolayli ve ark*’, H. plicatum bitkisinin cicek, yaprak ve gdvdesinde fenolik
bilesiklerin belirlenmesine yonelik HPLC yontemi gelistirmisler ve toplam fenolik
iceriklerine gore antioksidan kapasitesini belirlemislerdir. Bu amag ile H. plicatum DC.
subsp. plicatum bitkisi Karadeniz Zigana platosundan (1200-1300 m) toplanmis ve oda
sicakliginda kurutulmustur. Bitki ¢icek, yaprak ve govdesi olmak {izere 3 kisima ayrilmis
ve her birinden 5-10 g alinarak metanol ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra elde edilen
metanol ekstreleri 50°C’de evaporatorde kurutularak haraketli faz i¢erisinde ¢oziilmiistiir.
Ekstre icerisinde bulunan klorojenik asit, kuersetin ve rutin basta olmak tizere 17 farkl
fenolik bilesenin HPLC sistemindeki ayirimi, RP-C18 kolonunda iki farkli ¢oziicii igeren
hareketli fazin (A: % 0.5 asetik asit igeren asetonitril-su (1:1, h/h); B:% 2 asetik asit iceren
su) gradyan eliisyonu kullanarak 1.2 mL/dak akis hiz1 ve 20 pL enjeksiyon hacminde 280
nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Bitkinin antioksidan kapasitesi de FRAP yontem
kullanilarak gergeklestirilmistir. H. plicatum'un ters faz yiiksek performansli sivi ile
belirlenen klorojenik asit miktarlar1 ¢igeklerinde 11.05 mg/100g ekstrakt yapraklarinda
10.85 mg/100g ekstrakt ve govdesinde 2.38 mg/100g ekstrakt olarak tespit edilmistir. H.

plicatum bitkisinin 3 farkli kistminda toplam fenolik asit miktar1 5.56-43.12 mg gallic
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acid /g araliginda degistigi bulunmus ve FRAP degerlerinin (1000 uM Trolox/ 100 g) en
yiiksek degerinin yaprakta bulundugu (336.25+0.05) ve bunu ¢icek (272.41+0.07) ve
govdesinin (200.18+0.06) takip ettigi bildirilmistir.

Albayrak ve ark®, Tiirkiye’den toplanan 16 Helichrysum (Asteraceae) tiiriiniin
fitokimyasal bilesenleri ile antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemislerdir.
Bu amag ile 16 Helichrysum bitki tiirti (Helichrysum arenarium subsp. aucheri, H.
armenium subsp. armenium, H. artvinense, H. chionophilum, H. compactum, H.
goulandriorum, H. graveolens, H. heywoodianum, H.kitianum Yildiz, H. noeanum, H.
orientale, H. pallasii, H. peshmenianum, H. plicatum subsp. plicatum, H. plicatum subsp.
polyphyllum kupicha, H. stoechas) oda sicakliginda kurutulmus ve toprak iistii kisimlari
ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Sonra toz halindeki bitki materyalleri (10 g) 60°C'de
6 saat metanol ile ekstre edilmistir. Daha sonra 6ziit siiziilerek 40°C’de evaporatdrde
vakum altinda kuruluga kadar buharlagtirilmistir. Ekstratlar hareketli fazda ¢oziilerek
HPLC analizi i¢in hazirlanmistir. Calismada ana bilesen olarak klorojenik asit, ardindan
apigenin-7-glukozit ve apigenin HPLC analizi ile tanimlanmis ve kromatografik ayirim,
C18 terz faz kolonunda, 0.8 mL/dk akis hizinda %3 asetik asit iceren su ve metanol igeren
hareketli fazin iki farkli lineer gradienti kullanilarak 20 pL. enjeksiyon hacminde 278 nm
dalga boyunda gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 30°C olarak se¢ilmistir. Helichrysum
tirlerinin metanol ekstraktlarinin analizinde bitkinin ana bileseninin klorojenik asit
(1603.2 pg/g) oldugu ardindan apigenin-7-glukozit (876.8 pg/g) ve apigenin (351 pg/g)
takip ettigi belirtilmistir. Ayrica tiim ekstraktlarin, gii¢lii antioksidan ve radikal siipiiriicii
aktivite gosterdigi belirtilmis ve askorbik asit esdegerleri olarak en yiiksek toplam
antioksidan kapasitesi 194.64 mg/g ekstrakt olarak elde edilmistir. DPPH analizinde
Helichrysum stoechas subsp. ekstresi i¢in en yiiksek ICso; 7.95 pg/mL olarak

gozlenmistir. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri 66.74 ila 160.63 mg gallik asit
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esdegeri/g ekstrakt arasinda degisdigi tespit edilmistir. Mikrobiyolojik analizde ise tiim
ekstraktlarin 13 bakteri ve iki mikroorganizmaya karsi 6nemli antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edilmistir.

Silva ve ark®, H. stoechas (Asteraceae) bitki tiiriiniin ¢igekleri, saplar1 ve
yapraklarinda bulunan ve yiiksek antiasetilkolinesteraz aktivitesinden sorumlu olan
klorojenik asit, sinarin ve arzanol belirlenmesine yonelik bir HPLC/DAD ve LC/MS ve
LC/MS/MS yontemlerini gelistirmislerdir. H. stoechas bitkisi ¢igeklenme déneminde
toplanmis ve taze toplanan bitkinin cicekleri, yapraklari, saplarin her birinden 20 g
alinarak su ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra elde edilen su ekstreleri siiziiliip liyofilize
edilerek analiz edilene kadar -20 °C’de saklanmustir. Kromatografik ayirim, RP-C8
kolonunda, 25 pL enjekte hacmi kullanilarak 0.8 mL/dk akis hizinda %0.05
trifloroasetikasit iceren su (A) ve metanol (B) hareketli fazin %70 A (0 dk), %30 A (0-40
dk), %30 A (45 dk), %70 A (47 dk), %70 A (50 dk) gradient eliisyonu kullanilarak DAD
detektorii ile 200 ila 600 nm dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir. LC-MS ve LC—
MS/MS analizinde hem pozitif hem de negatif iyon modlarinda 120-1000 m/z araliginda
250°C kapiler sicaklikta gergeklestirilmistir. Her bir bitki 6rnegi 10 mg/mL derisimde
sisteme enjekte edilmis ve kromatografik ayirimda haraketli faz olarak %0.1 formik asit
iceren su (A) ve metanol (B) kullanilmis ve yukarida bahsedilen ayni gradient
uygulanmustir. Klorojenik asit icin [M-H] degeri MS’de 353, MS?°de 353:191,179 ve 173
degerleri kullanilarak bitkinin kok (saplar1), yaprak ve ciceklerinde tanimlanmistir.
Bitkinin kok/yaprak ve ¢iceklerindeki klorojenik asit yiizdesi sirastyla % 19.7+0.1 (74.1
+ 0.1 ng/mg) ve % 14+0.9 (118.6 + 3.6 ug/mg) olarak tespit edilmistir. Ayrica H. stoechas
ekstresinde sinarin ve arzanol bol miktarda bulunmustur. Sinarin kok/yaprak ve cigek
0zlerinde sirastyla %23.3 ile %55.4 arasinda degisirken, arzanol kok/yapraklarda % 34.4

illa ¢icek sulu Ozlerinde %8.8 arasinda degismektedir. Bitki ekstrelerinin
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antiasetilkolinesteraz  inhibisyon deneylerinde ¢igeklerinin  260.7 upg/mL ve
kok/yapraklarinin 654.8 ug/mL inhibisyon degerlerine sahip oldugu goézlenmistir.
Albayrak ve ark*, Dogu Anadolu'dan toplanan Helichrysum tiirlerinde (H.
arenarium subsp. erzincanicum, H. arenarium subsp. rubicundum, H. armenium subsp.
araxinum, H. plicatum subsp. pseudoplicatum) HPLC yontemiyle fenolik bilesiklerin
belirlenmesi ile antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemiglerdir. Bitkilerin
toprak iistii kisimlar1 oda sicakliginda kurutulmus ve toz haline getirilmistir. Toz haline
getirilen 10 g bitki materyalleri metanol ile 60°C'de 6 saat boyunca ekstre edilmistir ve
daha sonra metanol 40°C'de evaporatorde buharlastirildiktan sonra ekstre haraketli faz
igerisinde ¢oziilerek hazirlamiglardir. Helichrysum tiirlerindeki fenolik bilesiklerin HPLC
yontemi ile analizinde, ters faz C18 kolonu, haraketli faz olarak %3 asetik asit i¢eren su
ve metanol ¢oziicli karisiminin 0.8 mL/dk akis hizinda lineer gradienti kullanilmistir.
Fenolik  bilesiklerinin  dedeksiyonu  200-550 nm dalga boyu aralifinda
gerceklestirilmistir. Helichrysum tiirlerinin HPLC analizinde, klorojenik asit, apigenin-7-
glukozit ve apigenin ana bilesenler olarak bulunmustur. HPLC ile metanolik ekstrelerinde
klorojenik asit miktarlart (ug/g ekstrakt) H. arenarium subsp. erzincanium bitkisinde
150.30 ug, H. arenarium subsp. rubicundum bitkisinde 45.20 ug, H. armenium subsp.
araxinum bitkisinde 63.70 ug H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinde 94.00 ug
olarak belirlenmistir. Ayrica tiim ekstraktlarin, giiclii antioksidan ve radikal siipiiriicii
aktivite gosterdigi belirtilmistir. En yiiksek toplam antioksidan kapasitesi 161.79 mg
askorbik asit esdegeri/g ekstrakt olarak elde edilmistir. H. arenarium subsp.
erzincanicum, 23.03 pg/mL ICso degeri ile en yiiksek diizeyde serbest radikal temizleme
aktivitesi gostermistir. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri 71.81-144.50 mg gallik asit/g
ekstrakt arasinda degisdigi tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite ise agar diflizyon

yontemi ile yapilmig olup metanolik ekstraktlar Aeromonas hydrophila, Bacillus brevis,
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B. cereus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
kars1 antibakteriyel aktiviteye gostersigi tespir edilmistir.

Pereira ve ark®® H. italicum subsp. picardii bitkisinin UPLC/DAD/MS ydntemi
ile fenolik bilesiklerinin belirlenmesi ve in vitro yesil cay ile biyolojik aktiviteleri
karsilastirmasini ¢calismiglardir. Bu amag ile, Giiney Portekiz'den toplanan H. italicum
subsp. picardii bitkisi kurutulmus ve bitki kok, gévde, yaprak ve ¢i¢ek kisimlara ayrilarak
ogitlilmiis analiz edilene kadar -20°C'de saklanmistir. Bitkinin herbir kismindan ayr1 ayr
15 mg alinarak 60:40 metanol: 40 mM amonyum format igeren su ile ekstrakte edilmistir.
Ornekler, santrifiijlendikten sonra 1/100 oraninda seyreltilerek hazirlanmstir.
Kromatografik ayirim i¢in 5 pL enjeksiyon hacminde UPLC BEH SHIELD RP18
kolonuna verilerek %0.1 formik asit i¢eren su (A) ve % 0.1 formik asit igeren asetonitril
(B) haraketli fazin gradient eliisyonu (dk /% A): 0.0/100, 9.91/ 74, 18.51/ 35, 18.76 / 0,
23.76/0, 23.88/100, 26.00/100) ile 190-330 nm dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.
LC/ MS analizi ise 1sitilmis elektrosprey iyonizasyonun hem pozitif hemde negatif iyon
modu kullanilarak 120-1800 m/z araliginda gergeklestirilmistir. Nebulizer ve kurutma
gazinin voltaji sirasiyla 47 kV ve 15 kV olarak ayarlanmis ve MS analizi 350°C
nebulizator sicakligr ve +4000 V kapiler voltaj1 ve 10, 30 ve 50 V ¢arpisma enerjileri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Klorjenik asit i¢in [M-H]:353:191 m/z degeri ile
tanimlanmuigtir. H. italicum subsp. picardii bitkisinin kok, toprak dstii kisimlart ve
cigeklerindeki bilesiklerin derisimi LC/MS kullanilarak (pg/g ekstrakt, yani pg/fincan-
cay), hesaplanmigtir. H. italicum subsp. picardii bitkisindeki fenolik bilesikleri analiz
edildiginde klorojenik asit miktarinin en yiiksek oldugu bulunmustur. H.italicum subsp.
picardii bitkisi kaynatilarak ve demleme olarak derisimleri belirlenmis olup klorojenik
asit en fazla toprak iistiinde (6.9 mg/g ekstrakt ) gézlenmis ve bunu sirasiyla ¢igek (6 mg/g

ekstrakt ) ve kokleri (0.19 mg/g ekstrakt ) takip etmistir.

29


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708517314206#!

Gradinaru ve ark®, H. arenarium subsp. arenarium bitkisinin ¢icek ve
salkimlarinin metanol ekstraktinda fenolik bilesiklerin HPLC/DAD/ESI-MS yontem ile
belirlenmesi ve alt solunum yolu patojenlerine karsi antibakteriyel oOzelliklerinin
incelenmesine yonelik ¢alismislardir. Cesitli HPLC-DAD-ESI-MS yo6ntem ile bitkide 12
fenolik bilesik (kafeik asit konjugatlar1 (klorojenik asit ve dikaffeoilkinik asitler) ve
flavonoidler (apigenin, naringenin, apigenin-7-O-glukozit ve naringenin-O-hekzositler)
tanimlanmistir. H. arenarium subsp. arenarium bitkisinin ¢i¢ek ve salkimlarinda metanol
ekstraktinda toplam fenolik asit miktar1 160.17 mg gallic acid /g aralifinda degistigi
bulunmustur. Antimikrobiyal aktivite ise agar diflizyon yontemi ile yapilmis olup
metanolik ekstraktlar S. Aureus, S. Pneumonia ve M. Catarrhalis’e kars1 antibakteriyel
aktiviteye gostersigi tespir edilmis ve siprofloksasin ile kombinasyonunda S. Aureus ve
S. Pneumonia baktarilerine karsi sinerjik etki gostedigi bildirilmistir.

2.5. Kromatografi, Kromatografinin Simiflandirilmast ve Dayandig:
Parametreler

Kromatografi, ortak ve uygun bir ¢6ziicli ortamina konan bir karigimin icerdigi
cesitli maddelerin sabit faz iizerinde, hareketli faz etkisiyle bilesenlerin farkli hizlarda
hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanan maddelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore ayrilma islemlerine toplu olarak verilen isimdir. Kromatografinin ana
amac1 hedefledigimiz numunenin ayrimi ve miktarinimn dlgiimiidiir 52,

Kromatografik yontemler uygulama bicimlerine gore, ayrilma mekanizmalarina
ve faz tiplerine gore smiflandirilmaktadir. Kromatografi genellikle teorik (adsorpsiyon
kromatografisi, dagilma kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi, molekiiler eleme
kromatografisi ve afinite kromatografisi) ve pratik (kagit kromatografisi, ince tabaka
kromatografisi, kolon kromatografisi, gaz kromatografisi ve sivi kromatografisi (LC))

olmak {izere iki grupta incelenir.
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Kromatografide hareketli faz, numuneyi sabit faz boyunca tasiyan, cesitli fiziksel
ve kimyasal 6zelliklere sahip ¢6ziicii karigimlaridir. Kullanilacak olan hareketli fazin
se¢iminde, analizi yapilacak numunenin bilesenlerinin 6zellikleri, kullanilacak sabit faz
ve dedektoriin 6zellikleri gibi parametrelere dikkat edilmelidir. Sabit faz ise hareketli faz
icerisinde gelen numuneye ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli Olgiide
alikonulduklar1 fazdir. Alikonma, hareketli faz icerisinde gelen, analizi yapilacak
numuneye ait bilesenlerin sabit faz ile etkilesime girerek, belirli oranda alikonulmasi,
yavaglatilmasi ve boylece daha ge¢ olarak sabit fazi terk etmesi olayidir.

Kromotografide analiz; alikonma zamani, kapasite faktori, etkinlik, segicilik,
kolon verimi, kolon reziilosyonu, go¢ hizi, partisyon orani gibi parametrelere baglidir. Bir
analitin hareketli ve sabit faz arasindaki transferini kapsayan bir denge mevcuttur. Bu
denge analitin sabit faz icindeki molar derisiminin, haraketli faz i¢gindeki molar derisimine
orani olarak K (dagilma katsayis1) olarak adlandirilir.

Belirli sabit analitik kosullar altinda, her kimyasal madde i¢in spesifik olan
alitkonma zamani (tr) tanimlanir. Ayrica 6rnek veya hareketli faz tutunmayan bir pik
icerir Bu pik 6lii zaman (tm) olarak tanimlanir.

1. Analitin go¢ hizt: (kolon uzunlugu (L) / tm) olarak ifade edilir. Analitin
kolondaki gog¢ hiz1 ise kapasite faktorii (ka) parametresi ile belirlenir. ka: [(tr - tm)/ tm]
esitligi ile gosterilir. Ideal bir kromatografik ayirimda kapasite faktorii 1 ile 5 arasindadir.
Secicilik faktorii (a), kolonda iki analitin birbirinden ayirimini gosteren parametredir ve
her zaman birden biiyiik olmalidir. o= [(tr)8 - tm] / [(tr )A - tm] esitligi ile gosterilir®©,

2.5.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Sivi kromatografisinde bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi hareketli faz
kullanilir. S1vi kromatografisi ¢esitlerinden yiiksek performansl sivi kromatografisinde

(HPLC) kanisimdaki bilesenler ilk olarak ¢oziiciide ¢oziiliirler ve daha sonra yiiksek
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basing altinda kromatografi kolonundan gegirilirler. Yaygin kullanilma sebepleri
duyarlilig1, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya
sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugu, hassasiyet ve bunlara
ek olarak endiistri ve bilimde genis uygulanabilirliginin olmasidir.

2.5.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazi

HPLC cihazlar, hareketli faz rezervuari, pompa, enjektor, kolon, dedektor ve

kaydedici olmak tizere alt1 boliimden olugsmaktadir (Sekil 2.2).

E olon Firmu

Degazer ’ o' Eolon
Fumnune
%% ’J_% % % Pompa  enjeksiyonu !
-__ : : : _ -__ u

Dedeltor

Mobil faz Atk
Eaydedic

Sekil 2.2. HPLC cihazinin sematik gosterimi

1. Hareketli Faz Rezervuari: Bir HPLC cihazinda, bir veya daha ¢ok cam veya
paslanmaz celikten yapilmis her biri 200-1000 mL ¢o6ziicli alacak kapasiteye sahip
hareketli faz haznesi igermektedir. Sistemde kullanilan hareketli fazin se¢cimi uygulanan
ayirma tipine baghdir. Bu nedenle sulu tamponlardan hidrokarbonlara kadar farkli
polaritede c¢oziiciiler kullanilir. Tiim solventlerin gazinin alinmasi zorunludur, aksi
taktirde ¢oziicliide hava kabarciklarinin bulunmasi pompa ve kolonda problemlere neden
olmaktadir. Bu bozucu etkilere sebep olan ¢oziinmiis gazlarin giderilmesi i¢in cihaz
degazer linitesi igermektedir.

2. Pompa: mobil fazin yiiksek basingla HPLC sistemi i¢inde hareket etmesini
saglayan, degazerden mobil fazi ¢cekip, 6rnekleme ve kolon {initesine gonderir. Bu islemi
akis hizin1 ve basing degerlerini ayarlayarak gerceklestirir. HPLC yoOntemlerinde

kullanilan pompa sistemleri; akis hizina, pompanin yapildigr malzemeye ve mobil faz
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ilerletme mekanizmasina gore siniflandirilir. Sabit akisli-pompalar, sistemdeki i¢
basincin degisimini motor ile saglanan basing degisikligi ile sabit akisi saglayan
pompalardir®®.

3. Enjeksiyon: Ornekler HPLC sistemine enjeksiyon iinitesinden enjekte edilerek
verilir. Enjeksiyon {initesi basit olarak bir enjeksiyon valfi ve 6rnek haznesinden olusur.
Ornek, enjeksiyon oncesi hareketli fazda ¢oziilerek bir sirga ile valften enjekte edilir.
Enjeksiyon islemi, manuel enjeksiyon valfleri, basit otomatik enjektorler ve
programlanabilen otodrnekleyiciler olmak {izere {i¢ sekilde yapilmaktadir.
Programlanabilen otodrnekleyiciler, lopuna doldurmak i¢in hassas motor ile hareket
ettirilen siringalar kullanilirlar. Enjektorle c¢ekilen hacmi kontrol edilerek istenen
miktarda ornek loopa doldurulur. Bu tip otosamplerlarda 10 pL’lik toplam 6rnek
hacminden 2 pL gibi kiigiik miktar enjekte edebilirler.

4. Kolon: Kolonlar 6rnek igerisinde bulunan analitlerin ayirimimin yapildig
kisimdir. Ayirma kolonlar1 genellikle paslanmaz celik olup yiiksek basinglara
dayaniklidir. Dolgu maddesini yani sabit fazi tasirlar. Dolgu maddelerinin tanecik boyutu
5-10 pum arasindadir ve sistem performansini etkileyen en Onemli parametredir.
Kolondaki sabit faz, kati bir destek maddesi iizerine fiziksel veya kimyasal olarak
baglanmis ince bir organik film bulunur. S1vi kromatografisinde kullanilan en yaygin kat1
destek maddesi silisyum dioksittir. Kolonun omriinii uzatmak i¢in koruyucu kolonlar
kullanilabilir. HPLC ile analiz yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilim kromatografisi
kullanilir. Dagilim kromatografisinde sistemin ayirim giicii, sabit faz, hareketli faz ve
maddenin polaritesine bagli olarak degisir. Ters-faz sivi ve normal-faz sivi
kromatografisinde madde polaritesinin sabit faz polaritesine yakinligina gore kolonda
alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakinligina gére kolonu dnce terk eder. Kolonlar,

ayirdiklart madde miktarlarina gore {i¢ farkli sekilde siniflandirilir.
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1) Mikrobor Analitik: 1-2 mm c¢apinda, 7-30 cm uzunlugunda, 0.01 mg 6rnek
miktar1 alabilen, akis hiz1 0.1 mL/dak olan kolon ¢esididir.

2) Standart Analitik: 3-5 mm ¢apinda, 7-30 cm uzunlugunda, 0.1 mg Ornek
alabilen, 1.0 mL/dak akis hizina sahip kolonlardir.

3) Preparatif: 5-20 mm ¢apina sahip, 25-50 cm uzunlugunda, 10 mg 6rnek miktari
olan ve 10 mL/dak akis hiz1 olan kolonlardir®,

5. Dedektor: Dedektorler, kolondan eliie olan 6rnek bileseninden alinan cevap
dogrultusunda sinyallerin kromatogram {iizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan
alettir. HPLC ic¢in ideal bir dedektdr; genis derisim araliginda, yiiksek duyarliliga, diisiik
gliriiltii seviyesine, bilinen secicilige sahip olmali ve kromatografik rezoliisyona kotii etki
yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir. Boyle bir dedektor sicaklik
ve basinctaki degismelere de duyarsiz olmalidir. Kullanilacak dedektor sistemi, analizi
yapilacak numunenin cinsine uygun olmalidir. HPLC’ de genel ve 6zel amaglh olmak
tizere iki tip dedektor kullanilir. Genel amagh dedektorler, hareketli fazin kirma indisini
dielektrik sabitini, yogunlugunu 6lcen dedektorlerdir. Ozel amacli dedektorler ise bir
maddenin UV-Goriiniir bélge (GB) absorpsiyonunu, floresansini, diffiizleme akimini
olger. Ozel amagl dedektdrler, UV dedektorleri, Diod-Array dedektdrleri (DAD),
floresans dedektdrleri ve elektrokimyasal dedektorleridir. Bu dedektorle ilaveten kiitle ve
IR dedektorleri de kullanilmaktadir.

UV-GB Dedektorler: Maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini anlamak i¢in
151k kaynagindan gelen 15181n siddetinin Ol¢iilmesi amaciyla kullanilan dedektorlerdir.
Fotometrelerden farkli olarak, bir akis hiicresi tasir ve bu kii¢iik akis hiicresinden gecen
maddeler tarafindan absorblanan UV-GB i1sinlarin1 saptayabilen dedektorlerdir. Bu
dedektorler, sabit ve degisken dalga boylu dedektorler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Sabit

dalga boylu dedektorler, basit bir dedektor olup, dalga boyunun se¢imi igin farkli
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interferansh filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde genellikle UV kaynagi olarak civa
lambas1 kullanilir. Degisken dalga boylu dedektorler, 108-400 nm arasinda siirekli 151k
verebilen doteryum lamba ya da 400-800 nm arasinda 151k veren bir tungsten lambaya
sahip ve istenilen dalga boyunu segmek i¢inde bir monokromator tasiyan fotometrelerdir.
Maddenin maksimum absorpsiyonunun bulundugu dalga boyunda calisma olanagi
saglayan dedektorler olup, hassasiyet artirdigi i¢in kullanish detektorlerdir.

DAD dedektorler: Degisken dalga boylu UV goriiniir bolge dedektorlerdir. Hem
sabit hem de taramal1 dalga boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir. Déteryum
lambadan gelen UV 151k demeti dalga boylarina ayrilmadan 6nce akis hiicresinden geger.
Grating mekanizmasindan sonra yerlestirilen yiizlerce fotodiyod dizisi ile istenilen dalga
boyunda kromatogram elde edilir. Birden fazla dalga boyunda kromatogramdaki piklerin
UV-GB spektrumlari alinabilir, piklerin safliklar1 tespit edilebilir®,

6. Kaydedici: Dedektérde olusan sinyalin, yani kromatogramin kagit lizerine
aktarildig1 boliime kaydedici denir .

2.6. Kemometri ve Kemometrik Yontemler

Temel uygulama alani analitik kimya olan kemometri; bilgisayar, yazilim,
istatistik ve uygulamali matematik alanlarin birlikte kullanimina izin vererek karmasik
sistemlerin ¢6ziimiinii ve kimyasal verilerin islenmesini saglayan bir kimya bilim dalidir.
Kemometri kavrami 1972 yilinda Isvegli Svante Wold ve Amerikali Bruce R. Kowalski
tarafindan 6ne siirtilriilmiis olup 1974 yilinda uluslararasi kemometri dernegi tarafindan
bu disiplinin ilk resmi agiklamasi yapilmistir. Kemometrik yontemler, kimyasal verilere
etki eden faktorleri, bu faktorlerin etkisinin ne 6l¢iide oldugunu ve bu faktorler arasindaki
etkilesimleri belirlemek amaci ile gelistirilmistir .

Analitik kimya, glinlimiizde modern analitik enstriimantal yontemlerle olusturulan

veriler sayesinde kemometrik yontemlerin uygulanmasinin gelismesine 6nemli Olglide
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katkida saglamaktadir. Kemometrik uygulamalarin ¢ogu karmagik hesaplamalar
icerdiginden dolayr bu hesaplamalarin elle veya basit hesap makineleriyle
gerceklestirmek miimkiin olmadigindan bilgisayar programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kemometrik hesaplamalarda genellikle Design Expert, EXCEL, MATLAB, VISUAL
BASIC ve C++gibi paket programlar kullanilmaktadir. Kemometrik yontemlere kimyada
ve Ozelliklede analitik kimyada ihtiyag duyulmasini sebebi kompleks numunelerin
analizinde hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuglara ulasmak i¢in esnek ve ¢ok yonlii
¢oziimler ortaya koymasindan kaynaklanmaktadir®. Kemometri igerik olarak,
tamimlayic1 ve agiklayict istatistik, sinyal isleme, deneysel tasarim, modelleme,
kalibrasyon, optimizasyon, yapi tanima, siniflandirma, yapay akil yontemleri, resim
isleme, bilgi ve sistem kurami gibi kavram ve uygulama konularindan olusmaktadir®’.

2.6.1. Deneysel Tasarim

Deneysel tasarim, Deney sonucunnda elde edilen kimyasal verileri etkileyen
faktorlerin neler oldugunun incelenmesi ve optimize edilmesi gereken faktorlerin
belirlenmesi amaiyla yapilan ve analiz i¢in zaman ve maliyet tasarrufu yapmak ig¢in
kullanilan yontemdir. Deneysel tasarimda, deney sonucunu etkileyen degiskenlere faktor
denilmektedir. Elde edilen sonug, yanit ve faktorlerin aldigi degerler seviye olarak
adlandirilmaktadir. Sicaklik, pH, derisim gibi kontrol edilebilen degisken faktorler
oldugu gibi deneyi yapan kisilerden kaynaklanan farkliliklar gibi kontrol edilemeyen
faktorlerde vardir®®.

En sik kullanilan kemometrik deneysel tasarim yontemleri full faktoriyel,
fraksiyonel faktoriyel, Placket Burman ve merkesi kompozit tasarimdir. Faktoriyel
tasarim yontemlerinde her bir faktoriin etkileri genel olarak incelenir fakat optimum
faktor sartlar1 belirlenemez. Placket Burman tasarim yonteminde ise faktorlerin sonug

tizerindeki etkileri incelenir fakat faktorler arasi etkilesimler belirlenemez. Bir analiz
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yonteminde faktorlerin optimum kosullar1 ve etkilesimleri incelenmek istendiginde,
genellikle merkezi kompozit tasarim (MKT) ydntemi uygulanir®,

2.6.1.1. Merkezi kompozit Tasarim (MKT) Yontemi

MKT yontemi, deneysel tasarim yontemlerinin kombinasyonu olup {ig tiir tasarim
noktas1 ( full faktoriyel (2 seviyeli) veya fraksiyonel faktoriyel, star (eksenel) ve merkezi
noktalar) bulunmaktadir. MKT’de deney sayisi, faktor sayisina (k) bagl olarak; “Deney
sayis1 = 2K + 2 k + 17 esitligi ile belirlenir. 2 full faktoriyel ya da fraksiyonel faktoriyel
noktalar1 olup faktorlerin minimum ve maksimum degerleri (-1) ve (+1) seviyededir. 2k
eksenel noktalar olup +a seviyelerini gosterir. o, minimum ve maksimum degerlerinin
disindadir ve ¢ogunlukla 1°den biiytlik bir degerdir. o degeri + formiilii ile hesaplanir ve
tasarimda star noktalar1 (model egriligini tespit eder) belirlenir. Yukaridaki esitlikte
belirtilen +1 degeri ise merkez noktalarini1 gosterir. Merkezi noktalar 0 seviyesindedir ve
bu seviye faktorlerin minimum ve maksimum degerlerinin ortalamasidir ve bu noktalar
deneysel hatalar1 belirlemek i¢in 4 ila 6 kez tekrarlanmaktadir’®.

MKT yonteminin avantajlari, faktorlerin etkisi ve aralarindaki etkilesimin
incelenebilmesi, tekrarlanan deneyler ile deneysel hatanin varliginin tespit edilebilmesi
ve her bir faktoriin optimum kosulunun ve parabolik etkilerinin belirlenebilmesi olarak

siralanmaktadir®®,
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullamlan Madde ve Malzemeler

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Standart klorojenik asit etkin maddesi Sigma-Aldrich’den (Almanya) temin edildi.
Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan saf su Milli-Q safliktadir. (EASY piire RF
cihazindan elde edildi.) HPLC analizleri i¢in HPLC grade metanol (Merk, Almanya) ve
asetonitril (Merk, Almanya), bitki ekstraksiyonunda ise analitik grade metanol (Sigma-
Aldrich Almanya) kullanildi. Kimyasal madde olarak ortofosforik asit Sigma-
Aldrich’den (Almanya) elde edildi.

Calismamizda yara deneylerinde human dermal fibroblast hiicreler (PCS-201-
012-ATCC) kullanildi. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi
(TOS) kitleri REELASSAY’den (Tiirkiye) saglandi. Dulbecco's Modified Eagle's
medium (DMEM), Dimetil siilfoksit (DMSO), Fosfat Tamponu (PBS), Fotal Sigir Serum
(FBS), L-Glutamine, Pen-strep soliisyonu, Tripsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic
acid) ve XTT Kiti Sigma-Aldrich’den (Almanya) elde edildi.

3.1.2. Bitki Materyali

3.1.2.1. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitkisinin Toplanmas1 ve
Kurutulmasi

1800-2950 metre arasinda kuru, agik kayalik yamaclarda yetisen H. plicatum
subsp. pseudoplicatum bitkisi, 20 Haziran 2019’de Erzurum Kosk Koyii merasinda 1950
m rakimda (40° 5° 217 K 41° 25° 36” D-) topland1 (Sekil 3.1) ve Dr. Ogr. Uyesi Leyla
Giliven tarafindan teshis edildi. Giines géormeyen, oda sicakliginda olan bir ortamda

kurutuldu.
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Sekil 3.1. Erzurum Kosk Kdyii’nden H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitkisi
(Resimleyen Yiiksek Lisans Ogrencisi Abdulbaki AKPINAR).

3.1.2.2. H. plicatum subsp.  pseudoplicatum Bitkisinin Ekstraksiyon
Prosediirii

70 g Helichrysum plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin ¢igeklerin bir arada
oldugu kisim toz haline getirildi ve toz haline getirildikten sonra bitki tizerine 1000 mL
metanol eklendikten sonra bir gece maserasyona birakildi. Maserasyon siiresi sonunda
manyetik karigtirict kullanilarak 24 saat oda sicakliginda ekstre edildi. Bu islem 2 kere
tekrar edilerek her ekstraksiyon isleminden sonra ekstreler siiziiliip, siiziintiiler
birlestirilerek rotavaporda, 40°C'de 120 rpm'de organik fazi ugurularak yogunlastirildi.
Islemler Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi-Farmasotik Botanik
Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.2. Cihazlar ve Araclar

H. plicatum subsp. Pseudoplicatum bitki ekstresindeki klorojenik asit miktarinin
belirlenmesi  Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) Sistemi (Agilent
Technologies 1200 Series), UV Dedektor (Agilent Technologies), Degazer (Agilent
Technologies), Pompa (Agilent Technologies), Kolon (C18, 5 um, 250 x 4.6 mm) (USA),

Oto ornekleyici (Agilent Technologies) ve Bilgisayar (HP) kullanilarak yapildi.
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Bitki ekstresindeki organik fazi ugurmak amaciyla Rotavapor: Heidolph WB
Laborota 4000 kullanildi. pH 6lgiimleri laboratuvar ortam sicakliginda (22-25°C),
standart tamponlar (Fixanal, Riedel-deHaen, Almanya) ile kalibre edilmis Model 538 pH
metre (WTW, Avusturya) ile yapildi. Istenilen hacimlerde ¢oziicii ve ¢ozelti aktarimi igin
Eppendorf Research serisi 100-1000 puL ve 1000-5000 uL otomatik pipetler kullanildu.
Ayrica ¢alismada santrifiij (Hettich, RPM x100), hassas terazi (Metler Toledo Ad 104-5),
karistirict vorteks (IKA), etiiv (Memmert), ultrasonik banyo (Elma LC30), ELISA
yontemi (MicroQuant, Reader, BioTek, Winooski, VT, USA) cihazlar1 kullanildi.

3.3. Deneysel Yontemler

3.3.1. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresindeki Klorojenik
Asidin HPLC Yontemi ile Analizi

3.3.1.1. Klorojenik asidin Stok, Calisma ve Kalite Kontrol Cozeltilerinin
Hazirlanmasi

Klorojenik asidin stok ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0.5 g klorojenik asidin tartilip
50 mL’lik balon jojeye konularak metanol ile 10 mg/mL derisimde hazirland1 ve vorteks
ile 20 sn kanistirildi. Elde edilen stok ¢ozelti daha sonra asetonitril ile seyreltilerek 500
png/mL derisimde ara stok ¢ozeltisi hazirlandi ve yine vorteks ile 20 sn karistirildiktan
sonra +4°C’de saklandi. Klorojenik asidin ara stok ¢6zeltisi asetonitril ile seyreltilerek
0.1,0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL derisimlerine sahip standart ¢alisma
cozeltileri ile 0.5, 10 ve 80 pg/mL derisimlerinde kalite kontrol ¢6zeltileri hazirlandi.

3.3.1.2. HPLC Yonteminin Optimum Sartlarinin Belirlenmesi

Klorojenik asidin belirlenmesinde kullanilacak uygun ¢oziiciiniin belirlenmesi
amaciyla, derisimi 10 pg/mL olacak sekilde klorojenik asidin su, asetonitril ve metanol
iceren farkli ¢oziicliler kullanilarak c¢ozeltileri hazirlandi. Uygun ¢6ziicli ortami

belirlenerek HPLC analizinde en yiiksek pik alan1 ve en diizenli pik sekli elde edilmesinde
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etkili olan hareketli fazdaki asetonitril yiizde derisimi ile su igerisinde bulunan
ortofosforik asidin yiizde derisiminin belirlenmesi amaciyla merkezi kompozit tasarim
(kemometrik deneysel tasarim yontemi) uygulandi. Tablo 3.1’de deneysel tasarimda

kullanilan faktorler ve belirlenen araliklar1 gosterildi.

Tablo 3.1. Klorojenik asidin HPLC ile belirlenmesi i¢in segilen faktorler ve araliklar

% Derisim
1. Faktor  Asetonitril ylizde derigimi 30 62.5 95
2. Faktor  Ortofosforik asidin yilizde derisimi ~ 0.01 0.255 0.5

Belirlenen faktorlerin araliklarina gore Tablo 3.2°de calisma sartlar1 verilen 13
deney yapildi. Veri ve her bir deneme i¢in, klorojenik asidin maksimum absorpsiyon
yaptig1 dalga boyunda absorbanslart belirlendi. Bulunan absorbans degerlerinden
denklemler olusturuldu. Dizayn-expert 8 yazilimi kullanilarak bu denklemler iterasyon

yontemi ile ¢6ziildii. Bu sekilde her bir faktor icin optimum degerler tespit edildi.

Tablo 3.2. Uygulanan merkezi kompozit tasarim kapsamindaki deneyler

Deney 1.Faktor (%) 2.Faktor (%)
1 30 0.5
2 100 0.255
3 62.5 0.255
4 62.5 0.00
5 95 0.01
6 62.5 0.6
7 30 0.01
8 62.5 0.255
9 95 0.5

10 62.5 0.255
11 62.5 0.255
12 62.5 0.255
13 16.5 0.255
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3.3.1.3. HPLC Yontem Sartlar:

Klorojenik asit etkin maddesinin i¢in uygulanan kromatografik sartlar Tablo
3.3’de verildi. %0.2 ortofosforik asit igeren sulu ¢ozeltiyi hazirlamak igin, 2 mL
ortofosforik asitten bir balon jojeye alinarak yaklasik 50 mL suda ¢oziildiikten sonra

hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Tablo 3.3. Klorojenik asit igin HPLC yontem sartlari.

Yontem Sartlari Klorojenik Asit

Kolon C1s (250x4.6 mm.5um)

Dedektor uv

Dalga Boyu 330 nm

Hareketli Faz Asetonitril / %0.2 Ortofosforik Asit igeren su (95:5, h/h)
Kolon Sicakligi Degisken

Kolon Akis Hiz1 1 mL/dak.

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

3.3.1.4. Analitik Yontem Validasyonu

1. Belirleyicilik (Ozgiinliik) /Secicilik

Belirtilen validasyon parametresi, numune iginde bulunan diger bilesiklerin ve
interferanslarin varliginda, analitin cevabini dogru bir sekilde Glgen analitik yontem
kabiliyetidir ICH rehberinde, belirleyicilik ve segicilik ayr1 ayri tanimlanir. Belirleyicilik
terimi bir analitin cevabi saglayan yontem i¢in kullanilirken seg¢icilik, birden fazla analitin
cevaplarini saglayan yontem icin kullanilir. USP rehberine gore ise, segicilik numunede
bulunabilecek interferanslar ve bilinen pargalanma {irinlerinin varliginda analitin tam
olarak dlgiilebilme yetenegi olarak tanimlanir'*7"3,
Klorojenik asidin HPLC analizinde klorojenik asidin hazirlandigi ¢oziicii

karisiminin ve bitki ekstresinde bulunan diger maddelerin klorojenik asidin alikonma

zaman lizerinde herhangi olumsuz bir etkisinin varligi aragtirildi.
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2. Lineerlik/Calisma Arahg

Yontemin lineerligi elde edilecek analitik cevap ile analitin derisimi arasinda
meydana gelen iligskinin belirlenmesidir. Yontemin lineerliginin belirlenmesi i¢in analitin
diisiik derisiminden baslayarak dogrusalliktan sapma gosterdigi derisimlere kadar bir seri
¢Ozeltisi hazirlanir sonra analit ¢ozeltilerinin derisimine karsi Olgiilerek elde edile
cevaplar grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri iiretilir. Kalibrasyon egrileri analiz
edilerek egrinin dogru denklemi ve korelasyon katsayisi tespit edilerek yontemin
dogrusallig1 ifade edilir. Yontemin caligma araliklar1 ise, Kalibrasyon egrisinde
saptabilen en diisiik derisim ile lineerlikten sapma gosterdigi derisim araligini kapsar "%
73

HPLC analizinde, klorojenik asidin derisimleri 0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60,
80 ve 100 pg/mL olacak sekilde Boliim 3.2.1.1°de belirtildigi sekilde calisma ¢ozeltileri
hazirlandi. Yukarida belirtilen derisimlerde hazirlanan ¢6zeltilerin, derisimine karst pik
alanlan grafige gegcirilerek y=mx-+n regresyon esitligi elde edilen kalibrasyon egrisi
olusturuldu ve bu egrinin korelasyon katsayisi (1), regresyon egrisindeki kayma (n) ve
egim (m) tespit edildi ve bu degerlerden regresyon egri egiminin standart sapmasi (o)
hesaplandi.

3. Dogruluk

Dogruluk, olgiilecek olan degerlerin dogru ya da dogru kabul edilmis degerlere
yakiligin1 gosterir. Bagil hata veya mutlak hata ile degerlendirilir. Dogruluk dort farkl
sekilde gosterilebilir. Bunlar;

1. Derisimleri bilinen bir seri O0rnegin analiz ve sonucunun gercek degerle

karsilastirilmasi ile gosterilebilir. Bu durumda referans standart gereklidir.
2. Sonuglarin daha 6nce dogru olarak bilinen bir yontemle alinmig dogru

sonuclarla karsilastirilmasi ile gosterilebilir.
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3. Hedef derisim iizerinde 3 seviyede 3 deney yapilarak katim yapilmis numune
iizerinde caligilarak gosterilebilir. Katimi  yapilmis olan bir numune
hazirlanamiyorsa standart katim yontemleri kullanilabilir.

4. Dogruluk, derisim basina kor haric en az bes tayin ile belirlenir’* 73,

HPLC analizinde, klorojenik asidin derisimleri 0.5, 10, ve 80 pg/mL olacak
sekilde Boliim 3.3.1.1°de belirtildigi sekilde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Kalite
kontrol ¢ozeltilerinin giin-i¢i analizleri i¢in altisar adet ¢ozelti hazirlandi ve ayni giin
HPLC kromatogramlar1 alindi. Giinler arasi analizlerinde ise belirtilen ¢ozeltilerin 3 giin
ikiser adet ¢ozeltileri hazirlandi ve her ayr1 giinde HPLC kromatogramlari alindi. Elde
edilen klorojenik asidin pik alanlarinin ortalamasi ve standart sapmalar1 hesaplandi.
Yontemin dogrulugu bagil hata (BH) (BH= [(bulunan-eklenen/eklenen) x 100]) ile
belirlendi.

3. Kesinlik

Kesinlik, ayn1 kosullarda ve ayni yontemle elde edilen sonuglarin yakinligini,
diger bir deyisle dl¢limlerin tekrarlanabilme kabiliyetini gostermektir. Y ontemin kesinligi
bagil standart sapma (% BSS) veya varyasyon katsayis1 (VK) ile belirtilir. Kesinlik 3
basamak olarak diistiniilmektedir.

1. Tekrarlanabilirilik: Kisa bir zaman araliginda ve aymi kosullarda yapilan
islemdeki dogrulugu gostermektedir.

2. Ara kesinlik: Farkli cihaz, giin ve kisi tarafindan yapilan deney sonuglarinin
kesinligi olarak tanimlanir.

3. Yenilenebilirlik, Uyarlilik: Laboratuvarlar arasi yapilan deneylerin kesinligini
gosteren terimdir

HPLC analizinde, klorojenik asidin derisimleri 0.5, 10, ve 80 pg/mL olacak

sekilde Boliim 3.3.1.1°de belirtildigi sekilde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi. Kalite
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kontrol ¢6zeltilerinin giin-i¢i analizleri i¢in altisar adet ¢ozelti hazirland1 ve ayni1 giin
HPLC kromatogramlari alindi. Giinler aras1 analizlerinde ise belirtilen ¢ozeltilerin 3 giin
ikiser adet ¢ozeltileri hazirlandi ve her ayr giinde HPLC kromatogramlar1 alindi. Elde
edilen klorojenik asidin pik alanlarinin ortalamasi ve standart sapmalar1 hesaplandi.
Yontemin kesinligi % bagil standart sapma (% BSS) (% BSS= [standart sapma/ortalama
x 100)]) ile belirlendi.

4. Hassashk

Analizi yapilacak maddenin derisiminde meydana gelecek ¢ok kiiciik
degisiklikleri fark edebilme 6zelligidir ve analitik yontemin en diisiik derisimlerdeki
analitleri  saptayabilmesinin  bir  Olgiisiidiir. Hassashik i1ki basamak olarak
diistiniilmektedir’* 2.

1. Teshis Limiti, Tamma (Gozlenebilme) Suirt (Limit of Detection, LOD): Bir
numunedeki incelenen bilesigin belirlenebilen en diisiik derisimidir. Kalibrasyon egrisi
grafigi kullanan yontemde, teshis sinir1, referans ¢ozeltinin standart sapmasindan (sb)
daha yiiksek bir giivenilirlik kaysayisina (k) sahip sinyal veren en kiigiik derisimi seklinde
tanimlanmustir.

LOD=ko/m

Denklemi ile ifade edilir. Burada m, kalibrasyon duyarliligidir. LOD i¢in k
katsayis1 genellikle 3 olarak segilir (giiven seviyesi %98,3).

2. Miktar Alt Tayini (Limit of Quantitation LOQ): Bir numunede incelenen
bilesigin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebilecek en diisiik derisimidir. LOQ
degerinin LOD degerinden tek farki giivenilirlik katsayisinin (k) 10 alinmasidir (giiven
seviyesi %99) 73,

HPLC analizinde, LOD ve LOQ her iki yontem i¢in elde edilen kalibrasyon

egrilerinden yararlanilarak yukarida belirtilen denklem ile LOD ve LOQ i¢in k degeri
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sirastyla 3 ve 10 olarak alinarak hesaplandi.

5. Geri Kazanim

Geri kazanim, 6l¢iim degerin gercek degere oraninin yiizdesi olarak ifade edilir.
Yontemin geri zamanimi % geri kazanim (%GK) (%GK = [(CF-CU) /CA] x 100) ile
belirtilir.  Burada, CF: 0l¢tim sonucu (bilinen derisimlerde referans standarttan
hazirlanmis ¢ozelti), CU: blank derisim ve CA: referans standarttan hazirlanmis
numunenin teorik derisimidir™72,

HPLC analizinde, klorojenik asidin derigimleri 0.5, 10, ve 80 pg/mL olacak
sekilde Boliim 3.2.1.1°de belirtildigi sekilde kalite kontrol ¢dzeltileri hazirland1 ve bu
cozeltiler standart ekleme yontemi kullanilarak bitki ekstraktina eklenerek HPLC
kromatogramlari alindi. Her iki yontem igin % GK yukaridaki esitlige gore hesaplandi.

3.3.1.5. HPLC Analizi i¢in H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstrat
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Klorojenik asit igeren bitki ekstresinin stok ¢ozeltisini hazirlamak igin 2.8 mg bitki
ekstresi tartilip 2.8 mL metanol eklenerek 1 mg/mL derisimde ¢6zeltisi hazirlandi ve
vorteks ile 5 dakika karistirildi. Elde edilen stok ¢ozelti daha sonra asetonitril ile
seyreltilerek 100, 500, 1000 ug/mL derisimlerinde bitki ekstrakti ¢ozeltileri hazirlandi ve
analiz edilene kadar +4°C’de saklandi. Bu ¢ozeltilerin HPLC kromatogramalari alinarak
pik alan degerleri hesaplandi. Elde edilen veriler ile H. plicatum subsp. pseudoplicatum
bitki ekstraktinda bulunan klorojenik asit icerigi HPLC yonteminden elde edilen
kalibrasyon egrisi verileri kullanilarak belirlendi.

3.3.2. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

3.3.2.1. Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ve saf klorojenik asidin hiicre

canlilig1 iizerindeki proliferatif ve yara iyilestirici etkilerinin gosterilmesi amaclanan bu
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tez calismasinda hiicre kiiltiirii yontemini kullanilarak in vitro kosullarda yapildi.
Calismamizda yara modeli human dermal fibroblast hiicre hatti kullanilarak
gerceklestirildi. In vitro ortamlarda gergeklestirilecek olan hiicre kiiltiirii ¢alismasinda
kullanilan besi ortami hiicrelerin biiyliyebilmeleri, yasayabilmeleri ve proliferasyonu i¢in
uygun olan gerekli maddeleri icermeleri gerekir. Bu nedenle bu calismada, %10 FBS, %1
L-glutamin, 100 IU/mL penisilin ile 10 mg/mL streptomisin iceren DMEM besi ortami
kullanildi.

Human dermal fibroblast hiicrelerinde dncelikle sirasi ile hiicrelerin ¢dziilmesi,
cogaltilmasi, pasajlanmasi ve dondurulmasi gibi rutin hiicre kiiltiir basamaklari
gergeklestirildi.

Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

%10 DMSO ile dondurulmus human dermal fibroblast hiicreleri i¢eren kriyotiipler
siv1 azottan ¢ikarilip 37°C de %5 CO2’lik etiive birka¢ dakika ¢6ziinmesi igin koyuldu.
DMSO ¢o6ziiciisiiniin hiicre canlilig1 iizerinde negatif etkisi bulundugundan zarar gérme
siirecisini en aza indirmek i¢in ¢ok hizli bir sekilde besi ortaminin ilave edildikten sonra
1500 g’de 6 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant uzaklastirilip ve ¢oken
hiicrelerin iizerine 5 mL DMEM besi yeri eklenip 25 cm?’ lik flasklara alinarak 37°C,
%95 nem ve %5 CO: igeren etiivde inkiibe edildi.

Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

37°C, %95 nem ve %5 COz2 igeren etiivde inkube edilen human dermal fibroblast
hiicreleri iki giine bir besi ortamlar1 degistirilerek ¢ogaltildi. Tiim flask yiizeyini kaplayan
hiicre canliliginin korumasi ve devamliliginin saglanmasi i¢in pasaj yapildi. Pasajlamak
i¢in flask icinde bulunan besi ortami alinarak flasklar PBS ile yikandi. Yikama isleminin
ardindan flask i¢ine tripsin ilave edilip, 5 dakika boyunca inkiibatérde bekletildi. Tiim

hiicreler kalktiktan sonra, iizerine besi ortamu ilave edilip santrifiij tiipline alinip 1500
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g’de 6 dakika siireyle santrifuj edildi. Daha sonra siipernatant uzaklastirilip ¢oken
hiicreler homojen dagilimi saglanarak 75 cm?’ lik flasklara ekim yapildi. Hiicrelerin
ylizeye yapisip iiremeye devam edebilmeleri icin flasklar etiivde (37°C, %95 nem ve %5
CO2) inkiibe edildi ve cogalmalar1 saglandi.

Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinin Dondurulmasi

37°C, %95 nem ve %5 COz2 igeren etiivde inkube edilmeye birakilan human
dermal fibroblast hiicrelerine tripsinizasyon islemi uygulanarak flask ylizeyinden
kaldirildi. Daha sonra iizerine besi ortami eklenerek 1500 g’ de 6 dakika boyunca santifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatant uzaklastirilip ¢oken hiicreler dondurma ortami
(9:1 oraninda (%10’ luk), FBS: DMSO karisimi) i¢inde slispande edildi ve 1,5 mL’ lik
kriyotiiplere i¢ine konuldu. Hiicrelerin bulundugu tiipler tiipler dondurma kabinin (1
derece 1 derece yavas donmasini saglamak icin) i¢cine konularak -80 °C’de 1 gece
bekletildi daha sonra da sivi azot tankina kaldirilan hiicrelerin dondurulma islemi
tamamlandi.

Rutin hiicre kiiltiir basamaklar1 gerceklestikten sonra asagidaki deney prosediirii

asamalar1 gerceklestirildi;

e H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresinin ve Saf Klorojenik asit
uygulanmasi ve hiicre canlilig1 tizerindeki proliferatif etkilerinin XTT testi ile
gosterilmesi

e H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresinin ve Saf Klorojenik asidin
yara iyilestirme {lizerine etkilerinin Scratch Assay testi ile gosterilmesi

e Oksidatif stres iizerine etkilerinin Total antioksidan/oksidan Seviyeleri (TAS-
TOS) ile gosterilmesi

e Verilerin istatistiksel analizlerin yapilmasi
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3.3.2.2. Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinde H. plicatum subsp.
pseudoplicatum Bitki Ekstresinin ve Saf Klorojenik asidin Hiicre Canlihgi
Uzerindeki Proliferatif ve Yara Iyilestirici Ozelliklerinin Incelenmesi

H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ve klorojenik asidin hiicre
canlilig1 tizerindeki proliferatif, antioksidan ve yara iyilestirici 6zellikleri Atatilirk
Universitesi T1p Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dali’nda gergeklestirildi.
1. Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinde H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki
Ekstresinin ve Saf Klorojenik Asidin Hiicre Canlihig Uzerindeki Proliferatif
Etkilerinin XTT Analizi ile Gosterilmesi

Hiicre hatti olarak insan dermal fibroblast hiicreleri (PCS-201-012-ATCC)
kullanildi. Hiicreler, 2 mM L-glutamin, 10% FBS, penicillin (20 Units/mL) ve
streptomycin (20 ug/mL) igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
cozeltisi iginde 37°C ve %5 COz2 igeren inkiibatorde ¢ogaltildi. Flask yiizeyini tamamen
kaplayan hiicreler tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Hiicreler flask ylizeyinden
ayrildiktan sonra falkona almmarak 5 dakika 1500 g’de santrifuj edildi. Elde edilen
siipernatant ortamdan uzaklastirilarak ¢oken hiicreler iizerine 1 mL besi ortami1 eklenerek
hiicrelerin homojen bir sekilde medyum icerisinde dagilmasi saglandi. Homojen sekilde
dagilan hiicrelerden 10 pL alindiktan sonra lizerine 90 pL tripan maviside eklenerek 10
kat diltie edildi. Thoma laminda canli hiicrelerin sayimi yapmak amaciyla bu homojen
karisimdan 10 pL alindi ve lama konularak sayim yapildi. Tripan mavisi hiicrelerin
sayllmasin1 kolaylastirmak amaciyla kullanilmaktadir ve sadece 6lii olan hiicrelerin
membranlarindan gegebilir. Olen hiicreler mavi (boya almis) olarak goriiliirken canli
hiicreler renksizdirler(boyasiz). Hiicre sayimi thoma lamina konularak gerceklestirildi.
Hiicre siispansiyonu, mikro pipetler yardimiyla sayma odacigina aktarildi. Karelerin tiglii

cizgilerle ¢evrelenmis oldugu merkezi bolmelerde mevcut olan hiicreler sayilirken kose
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cizgilerinde olan hiicreler sayima dahil edilmez. Thoma lamindaki sayim hacmi toplami
=0.00025 mm? x 400 = 0.1 mm®diir.

Bu alandaki tiim hiicreler sayilirsa (N):

1 mL yani 1Imm?®’ teki hiicre sayis1 = N x DF x10* olarak hesaplanir.

DF= Diliisyon Faktorii

N=0.1mm?*’ te mevcut hiicre say1si

Deney standardizasyonunu saglamak amaciyla tiim deney basamaklarinda hiicre
sayimlar1 yapildi. 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 10* hiicre igerecek sekilde
ekimleri yapildi ve 37°C ve %5 CO:z2 igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24
saatin sonunda hiicrelere %0.5 DMSO igeren hiicre kiiltiiri ortaminda ¢oziinen ¢esitli
derisimlerinde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi (her bir kuyucukta final
derisimi 0.1-1000 pg/mL derisimlerinde olacak sekilde) ve klorojenik asit (her bir
kuyucukta final derisimi 10-1000 uM derisimlerinde olacak sekilde) uygulandi ve 24 h
ve 48 h (37°C ve 5% COg3) inkiibasyona birakildi. Daha sonra, Hiicre canlilig1 izerine
proliferasyon-indiikleyici etkisi XTT analiz yontemi kullanilarak belirlendi. Yaygin
olarak kullanilan bu enzimatik test yontemi, canli hiicrelerin aktif olarak absorbe edilen
XTT’nin tetrazolium halkasinin mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize
edilmesine, metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisinin gostergesi olarak kabul edilen
mavi-mor renkli insoluble formazana indirgenmesine dayanmaktadir. Proliferatif etkisi
XTT kiti dretici firmanin kullanim talimatina goére uygulandi. XTT solusyonu
eklenmesini takiben 4 inkiibasyona birakildiktan sonra ¢oziinen formazan kristallerinin
absorbans1 ELISA yontemi ile 450 ve 630 nm dalga boyunda degerlendirildi. Hiicre
canlilig1 (%), arka plan diizeltmeli absorbans kullanilarak asagidaki gibi hesaplandi:

Canlilik (%) = Deney kuyusunun A / kontrol kuyucugunun Ax100
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2. Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinde H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki
Ekstresinin ve Saf Klorojenik asidin Yara Iyilestirici Ozelliklerinin Scratch (Deneyi)
ile Incelenmesi

Yara iyilegsmesinde in-vitro bir model olarak Scratch Assay kullanildi. Bu amagla
yara modeli insan dermal fibroblast hiicreleri kullanilarak olusturuldu. insan dermal
fibroblast hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin igeren
DMEM c¢ozeltisi iginde 37°C ve %5 CO2 igeren inkiibatorde ¢ogaltildi. Flask yiizeyini
tamamen kaplayan hiicreler tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Hiicreler flask
yilizeyinden ayrildiktan sonra falkona alinarak 5 dakika 1500 g’de santrifuj edildi. Elde
edilen siipernatant ortamdan uzaklastirilarak ¢oken hiicreler iizerine 1 mL besi ortami
eklenerek hiicrelerin homojen bir sekilde medyum igerisinde dagilmasi saglandi. Deney
standardizasyonunu saglamak amaciyla Tripan mavisi kullanilarak toma lami
kullanilarak hiicre sayimlar1 yapildi. 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3x10° hiicre
icerecek sekilde ekim yapildi ve %100 confluens olana kadar inkiibe edildi. %100
confluens saglandiktan sonra, bir plastik pipet ucu (0.1-10 pL) kullanilarak yaklasik ayn
biiyiikliikte tek yonde stratch olusturuldu ve sonra yiizen hiicreler ile ortam degistirildi.
Daha sonra, hiicrelere gesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresi (her bir kuyucukta final derigsimi 0.1-1000 pg/mL derisimlerde olacak sekilde) ve
klorojenik asit (her bir kuyucukta final derisimi 10-1000 uM derisimlerinde olacak
sekilde) uyguland1 ve belirli zamanlarda (0, 12, 18 ve 24. saatlerde) invert florasan
mikroskopla (Leica, ebq 100-04 (Germany) mikroskobik goriintiisii alindi. Bir grubun

tamamen kapanmast ile deney sonlandirildi.
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3. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresi ve Saf Klorojenik Asit
Uygulanan Human Dermal Fibroblast Hiicrelerinde TAS-TOS Diizeylerine
Bakilmasi

Farkli ozelliklerde ki oksidan tiirlerin serum (plazma) derisimlerinin
laboratuarlarda ayr1 ayri dlgiilmesi pahali, zaman alic1 ve yogun is giicii gerektirir. Bu
nedenle, TAS-TOS diizeylerinin Sl¢iilmesi kolay uygulanabilir, giivenilir ve duyarli
olmast, kisa stirmesi, yiiksek dogrusallik gostermesi, serum ve plazma 6rnekleriyle, beyin
omurilik stvisi, plevra sivisi, amnion sivisi, semen plazmasi, idrar ve tiikriik gibi viicut
stvilarinda, doku orneklerinde galigilabilmesi gibi ¢ok sayida avantaja sahip olmasi
nedeniyle tercih edilir.

TAS Diizeylerinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin iceren DMEM c¢ozeltisi i¢inde 37°C ve %5 CO2 igeren inkiibatorde ¢ogaltildi.
Deney standardizasyonunu saglamak amaciyla tim deney basamaklarinda hiicre
sayimlar1 yapildi. 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 10* hiicre icerecek sekilde
ekimleri yapildi ve 37°C ve %5 CO:z2 iceren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24
saatin sonunda hiicrelere %0.5 DMSO iceren hiicre kiiltiiri ortaminda ¢oziinen ¢esitli
derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi (her bir kuyucukta final
derigimi 0.1-1000 pg/mL derisiminde olacak sekilde) ve klorojenik asit (her bir
kuyucukta final derisimi 10-1000 uM derisimlerinde olacak sekilde) uygulandi ve 24 h
ve 48 h (37°C ve 5% CO3) inkiibasyona birakildi. Daha sonra, tiim gruplarin iist fazinin
toplam antioksidan durumu, Erel " tarafindan gelistirilen TAS icin yeni bir otomatik
kolorimetrik &l¢iim ydntemi kullanilarak 6lciildii. Olgiimiin prensibi, drnegin igindeki
tim antioksidanlarin mavi-yesil 2,2’-azino-bis (3-etilbenz-thiazoline-6-siilfonik asid)

(ABTS) radikalini renksiz rediikte ABTS haline getirmesi esasmna dayanir. Ornegin
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absorbansindaki degisiklik onun antioksidan diizeyi ile orantilidir. Siipernatanin TAS
diizeyi -80° de bekletilen siipernatan ornekleri kullanirak solid faz sandwich enzim
immunoassay (ELISA) prensibine dayanan TAS (REELASSAY) hazir ol¢im kiti
kullanilarak yapildi. Standart soliisyonlar1 hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara reagent
1’den koyulup iizerine standartlar ve numuneler eklenip ELISA Reader ile 660 dalga
boyunda okundu ve elde edilen degerler 1. Absorbans olarak degerlendirildi. Daha sonra
her kuyucuga reagent 2’den koyularak 10 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu takiben ELISA Reader ile 660 dalga boyunda okundu ve elde edilen
degerler 2. Absorbans olarak degerlendirildi. TAS diizeyi asagidaki formiil ile hesaplandi
ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi. Elde edilen absorbans
degerleri mmol Trolox Equiv. / L cinsinden tespit edildi.

[(A ABS H20)- (A ABS ORNEK)]
TAS DEGERI = X 20
[(A ABS H20)- (A ABS STD)]

A absorbans 6rnek = Ornegin 2. Absorbans degeri — 6rnegin 1. Absorbans degeri
A absorbans H20 = H20’un 2. Absorbans degeri — H20’un 1. Absorbans degeri
A absorbans standart = Std’1n 2. Absorbans degeri — Std’1n 1. Absorbans degeri

TOS Diizeylerinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin iceren DMEM c¢ozeltisi iginde 37°C ve %5 COz2 igeren inkiibatorde ¢ogaltildi.
Deney standardizasyonunu saglamak amaciyla tiim deney basamaklarinda hiicre
sayimlar1 yapildi. 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 10* hiicre igerecek sekilde
ekimleri yapildi ve 37°C ve %5 COz2 iceren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24
saatin sonunda hiicrelere %0.5 DMSO igeren hiicre kiiltiirii ortaminda ¢6zlinen ¢esitli
derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi (her bir kuyucukta final

derigimleri 0.1-1000 pg/mL derisimlerinde olacak sekilde) ve klorojenik asit (her bir
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kuyucukta final derisimi 10-1000 uM derisimlerinde olacak sekilde) uygulandi ve 24 h
ve 48 h (37°C ve 5% COy) inkiibasyona birakildi. Daha sonra, tiim gruplarin iist fazinin
toplam oksidan durumu, Erel ® tarafindan gelistirilen TOS icin yeni bir otomatik
kolorimetrik 6l¢iim yéntemi kullanilarak dlgiildii. Olgiimiin prensibi érnegin igindeki
oksidanlarin ferrdz iyon selatér kompleksinin ferrik iyona doniisiimiiniin saglanmasi ve
bunun da asidik bir ortamda kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artisina sebep
olmasidir. Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artigi Ornekteki oksidan
molekiillerle dogru orantilidir. Siipernatanin TOS diizeyi -80°C’de bekletilen siipernatan
ornekleri kullanirak solid faz sandwich enzim immunoassay (ELISA) prensibine dayanan
TOS (REELASSAY) hazir 6l¢iim kiti kullanilarak yapildi. Standart soliisyonlar
hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara reagent 1’den koyulup iizerine standartlar ve
numuneler eklenip ELISA Reader ile 530 dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler
1. Absorbans olarak degerlendirildi. Daha sonra her kuyucuga reagent 2’den koyularak
10 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakild. inkiibasyonu takiben ELISA Reader
ile 530 dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler 2. Absorbans olarak degerlendirildi.
TOS diizeyi asagidaki formiil ile hesaplandi ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Elde edilen absorbans degerleri pmol H202 Equiv. /L cinsinden tespit
edildi.

A absorbans 6rnek
TOS Degeri = x 20
A absorbans standart

A absorbans 6rnek = Ornegin 2. Absorbans degeri — 6rnegin 1. Absorbans degeri

A absorbans standart = Standart 2. Absorbans degeri — standart 1. Absorbans degeri

3.3.2.3. Analiz Sonu¢larimn istatistiksel olarak Degerlendirilmesi
Analiz sonuglar1 ortalama +standart hata olarak degerlendirilecektir. Elde edilen

veriler istatiksel olarak SPSS 20 yazilim programi kullanilarak one-way anova posthoc
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Tukey testi ile gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi. p<0.05 degerleri istatiksel olarak

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresindeki Klorojenik Asidin
HPLC Yontemi ile Analizi

4.1.1. HPLC Gelistirme ve Yonteminin Optimum Sartlarinin Belirlenmesi

HPLC yontemin gelistirilmesindeki 6nemli hususlar, diizenli pik seklinin eldesi
ve ornek igerisinde bilesiklerin yeterli ayriminin saglanmasidir.

Klorojenik asidin HPLC sisteminde en diizenli ve siddetli pik verebilecegi ¢oziicii
ve ortami belirlemek icin suda, asetonitril ve metanolde 100 pg/mL derisimde stok
coOzeltileri hazirlandi. Daha sonra klorojenik asidin belirtilen ¢oziiciiler ile seyreltmeleri
yapilarak 10 pg/mL derisimde ¢6zeltileri hazirland1 ve 330 nm dalga boyunda HPLC
kromatogramlar1 alindi. Tablo 4.1’de goriildiigii gibi klorojenik asidin reziiliisyonunun
saglandigi en yliksek pik elde edildigi ¢oziicii asetonitril olarak belirlendi. Bundan sonraki

biitiin ¢calismalarimizda ¢oziicli olarak asetonitril kullanildi.

Tablo 4.1. Klorojenik asidin (10 pg/mL) HPLC kromatograminda ¢6ziiciiniin etkisi

Coziicii Allkkonma Pik Alam Pik Sekli
Zamani
Su 3.3 68 I¢ ice gecmis 4 pik
Metanol 3.3 201 Sagdan omuzlu tek pik
Asetonitril 2.7 324 Simetrik tek pik

Literatiirde daha once yapilan ¢alismalarda HPLC yontemiyle klorojenik asidin
belirlenmesine yonelik ters faz kolonlarin kullanildigindan dolay1 bu c¢alismada Cis
(250x4.6 mm, S5pum) kolon tercih edildi3l: 32 40. 42,50, 56-60

Hareketli fazin bilesimi, ters faz sivi kromatografide bilesiklerin alikonma
zamanlarinda ve pik reziiliisyonunda 6nemli rol oynar. Haraketli faz olarak kullanilan
¢oziicli karisimlarinda polarite, mobil fazin elue etme giicliniin bir 6l¢iisiidiir ve ters faz
stvi kromatografide ¢6ziinenin alikonmasini etkileyen temel faktordiir. Bu caligmada

hareketli faz olarak literatiirde 6nerilen®® metanol-su ve asetonitril ¢coziiciilerinin farkli
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karisimlar1 denendi. Tablo 4.2°de goriildiigii gibi klorojenik asidin reziiliisyonunun
saglandigi en yiiksek pik elde edildigi hareketli faz karigimi asetonitril-su olarak

belirlendi.

Tablo 4.2. Klorojenik asidin (10 pg/mL) HPLC kromatograminda haraketli faz
bilesenlerinin etkisi

Coziicii Allkkonma  Pik Alam Pik Sekli
Zamani
Asetonitril-Su 2.7 324 Simetrik tek pik
Metanol-Su 3.3 198 Sagdan omuzlu 2 pik
Asetonitril-Metanol 3.0 229 Sagdan omuzlu tek pik

Literatiirde daha once yapilan ¢alismalarda HPLC yontemiyle klorojenik asidin
belirlenmesinde hareketli faz bilesiminin asidik olmasi gerektigi belirtilmistir®®. Bu
bilgiler 15181nda hareketli fazin asidik olmasi1 amaciyla hareketli faz bilesenlerinden su
icerisine ortofosforik asit eklendi.

HPLC yonteminde segilen haraketli faz ¢6ziicli bilesenlerinden yiizde asetonitril
derisimi (% asetonitril) ile su igerisinde bulunan ortofosforik asidin yiizde derisiminin (%
OFA) belirlenmesi amac1 ile merkezi kompozit tasarim (kemometrik deneysel tasarim)
yontemi uygulandi.

4.1.1.1. Klorojenik Asidin HPLC Yontemiyle Belirlenmesinde Merkezi
Kompozit Tasarim Yontemi ile Hareketli Fazin optimisazyonu

HPLC yonteminde deney kosullar1 belirlendikten (B6liim 3.3.1.3) hareketli fazin
optimisazyonu i¢in sonra suyun yiizde derisimi ile su igerisinde bulunan ortofosforik
asidin yiizde derisiminin belirlenmesi i¢in merkezi kompozit tasarim yontemi uygulandi.
Bu amag ile klorojenik asidin metanol ile ¢oziiliip asetonitril ile seyreltilerek elde edilen
10 pg/mL ¢ozeltisi kullanildr ve 13 farkli deney yapildi (Tablo 3.2) ve 330 nm dalga
boyunda klorojenik asidin pik alan degerleri belirlendi. (Tablo 4.3). Belirlenen pik alan

degerleri ile matematiksel model olusturuldu. Bu matematiksel quadropik modelin yiizey
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cevaplart i¢in elde edilen sonug¢lar ANOVA testine tabi tutuldu (Tablo 4.4). Bu
hesaplamalara gore % Asetonitril derisimi ile su igerisinde bulunan % OFA agisindan

modelin anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.3. Merkezi kompozit Tasarim kapsaminda yapilan deneyler sonucunda
klorojenik asidin pik alan degerleri

Deney Klorojenik asidin Pik

Alan Degerleri
154.5
3255
300.0
285.4
320.5
215.8
295.8
311.3
2135
300.4
299.4
298.7
255.7

© 0o N o o~ W Nk
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Tablo 4.4. Matematiksel quadropik modelin ANOVA analiz sonuglari

Kaynak Kareler Df Ortalam F- p-degeri

Toplam a kare degeri  olasihk>F
Model 26936.19 5 4387.24 9.09 0.0057 (Significant)
% Asetonitril 4159.27 1 4159.27 7.02 0.0330
%Ortofosforik Asit (OFA) 15027.65 1 15027.65 25.35 0.0015
%Asetonitril-% OFA 294.12 1 294.12 0.4962 0.5039
%Asetonitril? 970.47 1 970.47 1.64 0.2415
-% OFA? 7039.69 1 7039.69 11.88 0.0107
Artan 4149.47 7 592.78
Uyum Eksikligi 403878 3 1346.26  48.65  0.0013 (Significant)
Saf Hata 110.69 4 27.67 - -
Toplam 31085.66 12 -- -- --

Elde edilen matematiksel modelden yararlanilarak Tablo 4.5’de verilen
denklemler elde edildi. Bu denklemler Design Expert 12 programinda ¢6ziildii.
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Tablo 4.5. Olusturulan y denklemleri ve Design Expert 8 programindan yararlanilarak
¢Oziilen denklemler

Y =301.96 - 22.80F; -43.34F; + 8.58 F; F»-11.81 F12-31.81F;?

dY/d F1=-22.80+8.58 F»-2.(-11.81) F;
dY/d Fo=-43.34+8.58 F1.2.(31.81) >
Y: Klorojenik Asidin pik Alani F1: % Asetonitril ve F2: % OFA

Deneysel veriler kullanilarak olusturulan Tablo 4.5’deki denklemlerin ¢6ziimii ile
Tablo 4.6’de verilen F1 (% asetonitril derisimi) ve F2 (su igerisinde bulunan % OFA
derisimi) optimum degerleri bulundu. Sekil 4.1°de gosterilen F1 ve F2’nin fonksiyonu
olarak klorojenik asit i¢in secilen hareketli faz bilesiminin ylizey cevap egrileri elde
edildi.

Tablo 4.6. Klorojenik asidin merkezi kompozit tasarim yontemi ile analizi sonucu
bulunan optimum degerler

Degiskenler Bulunan Optimum Degerler Elde Edilen Pik Alam
F1 95
F, 0.2 319.52

F1: %Asetonitril ve Fo: %0FA

R1 (Pik Alani)

A: % Asetonitril

0,01 30

Sekil 4.1. F1 (% asetonitril derisimi) ve F2’nin (su i¢erisinde bulunan % OFA derisimi)
bir fonksiyonu olarak pik alanlar1 yiizey cevap egrileri
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Bu parametrelere bakildiginda F-testine gore en iyi sonuglarin quadropik
yaklagimla tespit edildigi gozlendi. Deney sonuglarina gore 2 degerinin anlamli ¢ikmasi
bu tezi dogrulamaktadir. Her bir parametrenin ANOVA test sonucuna gore. F1 (%
asetonitril derisimi) ve F2 (su igerisinde bulunan % OFA derisimi) agisindan modelin
anlamli oldugu F-testi ile belirlendi. F1 ve F2 ile yapilan modellemede 319.52 pik alan
degeri matematiksel olarak hesaplandi. HPLC yonteminde haraketli faz i¢in belirlenen
optimum degerler kullanilarak klorojenik asidin derisimi 10 pg/mL olacak sekilde

kromatogrami alind1 (Sekil 4.2) ve elde edilen absorbans degerleri Tablo 4.7°de verildi.

mAU ]
%
0

%1

20%
15% e

10

Klorojenik Asit

I I I !
0 2 4 b min

Sekil 4.2. 10 pg/mL derisimde klorojenik asidin HPLC kromatogrami
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Tablo 4.7. HPLC kromatograminda teorik ve deneysel olarak bulunan pik alan degerleri

Deney Sayisi Teorik Pik Alan Degeri Deneysel Pik Alan Degeri
318.45
317.39
325.37
323.58
317.91
318.62
321.03
319.52
320.44
321.37

Ortalama 320.37
%GK+£SS 100.26+0.8023
%BSS 0.80

% GK: % Geri Kazanim, SS: Standart Sapma, % BSS: %Bagil Standart Sapma3

319.25

© 0 N oo o1 A W N P
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Modelleme ile hesaplanan deger ile deneysel c¢alisma sonu¢ degerleri
arasinda %100,26 geri kazanim degeri vardir. Bu da birbirlerine yakin degerler oldugunu
gosterir. Lack of fit degeri ile yontemin var olan sonuglarla arasinda lineerlik olup
olmadig1 belirlendi. Ho hipotezine gore lineer bir iligski vardi ve bu iligki bulunan 0.0057
degeriyle reddedildi. Yontem kiimiilatif olarak F-testine tabi tutuldu. Test sonucunda
belirlenen 9.09 degeri yontemin istatistiksel olarak anlamli oldugunu kanitladi. Bu
baglamda elde edilen sonuglara goére modelin ve optimizasyonun istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi. Ayrica modelin gercek orneklere uygulanabilir oldugu
deneysel veriler karsilastirilarak belirlendi.

4.1.2. HPLC Yonteminin Gegerlilik Testi (Validasyonu)

1. Belirleyicilik (Secicilik)

Standart ¢ozeltiler ile elde edilen kromatogramlarin incelenmesinde klorojenik
asidin alikonma zamani 2.7 dakika olarak belirlendi. Klorojenik asidin derigimine (0.5-

100 pg/mL) bagh artan pik alanina dair kromatogramlar1 Sekil 4.3.”de verildi. Klorojenik
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asidin HPLC analizinde klorojenik asidin hazirlandig1 ¢6ziicli karisimimin (Sekil 4.4)

Klorojenik asidin alikonma zamani tizerinde herhangi olumsuz bir etkisinin varligina

rastlanmadi.

i 2]
600 ] | © i 0.1 pg/mL

i - \l 0.5 pg/mL

1] w ” 1 pg/mL

i ' |‘ 2.5 pg/ml
500 2 || 5  ug/mL

b i I || 10 pg/mL

i . A f\ 20 pg/mL
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: W I ||i 100 pg/mL
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Sekil 4.3. Klorojenik asidin artan derisimine bagli HPLC kromatogram (0.1, 0.5, 1, 2.5,
5,10, 20, 40, 60 ve 100 pg/mL)

L S
0 2 4 6 B min

Sekil 4.4. Gelistirilen ve optimize edilen HPLC yonteminde klorojenik asit i¢in
kullanilan ¢dziicli kromatogrami
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2. Lineerlik (Kalibrasyon Egrisi) ve Calisma Arahg:

Metanol igerisinde hazirlanan klorojenik asidin stok ¢d6zeltisi, asetonitril ile
seyreltilerek 11 farkli derisimde (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60 ve 100 pg/mL) standart
calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Gelistirilen ve optimize edilen HPLC yontemi ile 330 nm
dalga boyunda kromatogramlar1 ve pik alan degerleri kaydedildi. Klorojenik asidin
derisimine karsi pik alan degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi
(Sekil 4.5). Bu kalibrasyon egrisinin regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglari
Tablo 4.8’de verildi.
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Sekil 4.4. HPLC yontemi ile klorojenik asidin ¢alisma ¢6zeltilerinden (0.1, 0.5, 1, 2.5,
5, 10, 20, 40, 60 ve 100 pg/mL) kalibrasyon egrisi

Tablo 4.8. HPLC yontemi ile klorojenik asit i¢in elde edilen kalibrasyon egrisinin
istatistiksel analiz degerleri

Parametreler HPLC Yéntemi
Dalga boyu (A: nm) 330
Calisma araligi (pg/mL) 0.1-100
Regresyon dogrusu denklemi Y=32.421x — 8.530
Sa 0.325
Sh 0.068
Korelasyon katsayisi (R?) 0.9999

Y: Pik alam1 X: klorojenik asit derisimi, Sa. Kalibrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi, Sp:
Kalibrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi
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3. Dogruluk ve Kesinlik

Klorojenik asidin stok ¢ozeltisinden asetonitril ile yapilan seyreltmelerle yiiksek,
orta ve diisiik derisimleri temsil eden 0.5, 10, ve 80 pg/mL derisimlerde klorojenik asit
kalite kontrol ¢dzeltilerinin giini¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1 giinde
6 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 6 kez) HPLC kromatogramlari
alinarak analizleri gerceklestirildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi ve standart sapmalari
belirlendi, degisim katsayilari hesaplandi, elde edilen dogruluk ve kesinlik degerleri

Tablo 4.9°da verildi.

Tablo 4.9. HPLC yontemi ile klorojenik asit i¢in elde edilen giini¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinici Giinler Arasi
Eklenen e = SS
ulunan Bul +
(ng/mL) BH %BSS N BH  %BSS
(ng/mL) (ng/mL)
0.5 0.479+0.016 -4.052 3.320 0.501+ 0.009 0.191 1.806
10 9.970+ 0.283 1.129 2.835 10.018+0.023 1.605 0.232
80 79.887+ 1.191 -0.165 1.491 80.047+0.741 0.068 0.925

SS: Standart Sapma. BH: Bagil Hata. % BSS: % Bagil Standart Sapma

4. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Klorojenik asit igin LOD ve LOQ degerleri HPLC yonteminden elde edilen
verilere gore ¢izilen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak Bolim 3.3.1.4.de belirtilen
esitliklere gore hesaplandi. Klorojenik asidin LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.03
ng/mL ve 0.1 ug/mL olarak tespit edildi.

5. Geri Kazamim

H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkinin metanol ekstraktinda klorojenik
asidin geri kazanimi standart ekleme yontemi kullanilarak yapildi. Bitki ekstraktindan
daha once Bolim 3.3.1.5.°de belirtilen prosediire gére 10 pg/mL derisimlerinde
cozeltileri hazirlanarak HPLC kromatogrami alindi. Daha sonra bu hazirlanan ¢ozeltiler

tizerine klorojenik asidine 0.5, 10 ve 80 pg/mL derisimlerdeki standart ¢ozeltileri ilave
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edilerek tekrar HPLC kromatogramlar1 alindi. Elde edilen pik alanlar1 ayni derisimdeki
standart c¢ozeltilerinin pik alan degerleriyle karsilastirilarak elde edilen degerler yiizde

geri kazanim olarak Tablo 4.10’da verildi.

Tablo 4.10. HPLC y6ntemi kullanilarak farmasotik preparatlara katim yapilan klorojenik
asit ¢ozeltilerinin geri kazanim degerleri

Eklenen Ortalama%SS
Bitki Ekstrakti %GK % BSS
(ng/mL) (ng/mL)
0.5 0.499+ 0.012 99.85 2.46
10 pg/mL 10 10.104+0.192 101.04 1.89
80 80.449+0.502 100.56 0.62

SS: Standart Sapma. %GK: % Geri Kazanim. % BSS: % Bagil Standart Sapma

6. Kararhlik (Stabilite)

Klorojenik asidin stok ve standart ¢6zeltilerinin ¢alisma siiresince kararli kaldigi
siireyi belirlemek i¢in klorojenik asidin ii¢ farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltileri oda
sicakliginda. +4 ve -20°C’de 6, 24 ve 48 saat bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ozeltilerin
HPLC kromatogramlar1 alind1 ve pik alanlar1 hesaplandi Bulunan pik alan degerleri
coOzeltilerin hemen Ol¢iilen pik alan degerleri ile karsilagtirilarak sonuclar yiizde geri

kazanim olarak Tablo 4.11°da verildi.

Tablo 4.11. Klorojenik asisin HPLC yontemi ile belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

Kararhhk Eklenen 6 Saat 24 Saat 48Saat

(Stabilite) (ng/mL) (% GK=SS) (% GK=SS) (%GK=SS)
0.5 100.71 £1.07 99.85 + 1.58 97.87+2.48

Oda Sicakligi 10 99.63 + 1.42 100.96 + 1.83 97.94 +2.60
80 99.92 +0.37 100.09 + 0.97 98.78 +1.15
0.5 - 101.28 + 0.46 101.01 £1.92

+4°C 10 - 99.66 + 1.29 98.71+1.85
80 - 99.09 +2.01 98.60+1.58

0.5 - 98.62 +2.54 98.74+1.10

-20°C 10 - 98.81+1.78 98.47+1.21
80 - 99.09 + 1.81 100.47+1.08

%GK: %Geri Kazanim. SS: Standart Sapma
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4.1.3. HPLC Yméntemi ile H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitkisinin
Metanol Ekstrat Cozeltisinde Klorojenik Asidin Belirlenmesi

Gelistirilen ve gecerlilik testleri yapilan HPLC yO6nteminin uygulanabilirligi H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin metanol ekstraktinda klorojenik asidi tayini
Sekil 4.3’de verilen kalibrasyon grafigi kullanilarak yapildi. Klorojenik asit icerdigi
distiniilen H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin metanol ekstradi Bolim
3.3.1.5’de verildigi gibi metanolde 1mg/mL’lik ¢ozeltileri hazirland1 ve vorteks ile 5
dakika karistirildi. Daha sonra stok bitki ¢ozeltisi asetonitril ile seyreltilerek 100, 500,
1000 pg/mL derisimlerinde bitki ekstrakti ¢ozeltileri hazirlandi ve elde edilen ¢ozeltilerin

HPLC kromatogramlar1 alindi.
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Sekil 4.5.100 pg/mL derisimde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin metanol
ekstraktinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.6. 500 ug/mL derisimde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin metanol

ekstraktinin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.7. 1000 pg/mL derisimde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin metanol
ekstraktinin HPLC kromatogrami
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Hesaplanan pik alan degerleri ile klorojenik asidin derisimleri belirlendi. Elde

edilen sonuglar Tablo 4.12°de verildi.

Tablo 4.12. HPLC yontemi ile H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin metanol
ekstraktinda klorojenik asidin miktar tayini

Bulunan Klorojenij asit

Bitki Ekstrakti Derisimi N miktar1 Ortalama+SS % BSS
(ng/mg ekstrakt)
100 pg/mL 10 9.61+1.571 1.64
500 pg/mL 10 10.05+1.01 2.99
1000 pg/mL 10 9.65+0.617 0.639
Ortalama Deger 30 9.770+ 1.818 1.884

N: Analiz say1st. SS: Standart Sapma. %GK: %Geri Kazanim. % BSS: Bagil Standart Sapma

4.2. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi elde edildi. Elde edilen H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi ve klorojenik asit’in proliferatif, oksidatif
stres ve yara iyilesmesi lizerine etkileri insan dermal hiicre dizininde calisildi.

4.2.1. Proliferatif Etkinin Belirlenmesi

4.2.1.1. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresi Proliferatif
Etkisinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicre dizininde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresinin  24-48 saatlik inkiibasyonu takiben proliferatif etkisi XTT testi ile
degerlendirildi. Insan dermal fibroblast hiicre dizininde cesitli derisimlerde kullanilan H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin (her bir kuyucukta final derisimi 0.1-
1000 pg/mL derisimlerinde olacak sekilde) 24 ve 48. saatteki XTT sonuglar sirasiyla
Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’da gosterildi. Calismamizda, 0.5 ve 10 uM doz araliginda H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi dozlarinin, insan dermal fibroblast

hiicreleri iizerinde 6nemli proliferatf etkiye sahip oldugu tesbit edildi.
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Sekil 4.8. Cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin 24
saat inkiibasyonunu takiben XTT Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi
olarak belirlenen proliferatif etkisi. (K: Kontrol, 0.1-1000 pg/mL: H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitki ekstresine maruz kalan insan dermal fibroblast hiicre dizini
derisimleri)
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Sekil 4.9. Cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin 48
saat inkiibasyonunu takiben XTT Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi
olarak belirlenen proliferatif etkisi. (K: Kontrol, 0.1-1000 pg/mL: H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitki ekstresine maruz kalan insan dermal fibroblast hiicre dizini
derigimleri )
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4.2.1.2. Klorojenik Asidin Proliferatif Etkisinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicre dizininde klorojenik asidin 24-48 saatlik
inkiibasyonu takiben proliferatif etkisi XTT testi ile degerlendirildi. Insan dermal
fibroblast hiicre dizininde ¢esitli derisimlerde kullanilan klorojenik asidin (her bir
kuyucukta final derisimi 10-1000 uM derisimlerinde olacak sekilde) 24 ve 48. saatteki
XTT sonuglar sirastyla Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterildi. Calismamizda, 75-250 uM
doz araliginda klorojenik asit dozlarinin, insan dermal fibroblast hiicreleri iizerinde

onemli proliferatf etkiye sahip oldugu tesbit edildi.
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Sekil 4.10. Cesitli derisimlerdeki klorojenik asidin 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan
XTT Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen proliferatif
etkisi. (K: Kontrol, 10-1000 uM: klorojenik asite maruz kalan insan dermal fibroblast
hiicre dizini derigimleri)
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Sekil 4.11. Cesitli derisimlerde Klorojenik asidin 48 saat inkiibasyon siiresinin ardindan
XTT Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen proliferatif
etkisi (K: Kontrol, 10-1000 uM: klorojenik aside maruz kalan insan dermal fibroblast
hiicre dizini derisimleri)

4.2.2. Oksidatif Stres Indeksinin Belirlenmesi

4.2.2.1. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresi Total Oksidan
Seviyesinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicre dizininde oksidan stresin roliinii arastirmak igin
cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresini (her bir kuyucukta
final derisimi 0.1-1000 ug/mL derisimlerinde olacak sekilde) segtigimiz deneyde total
oksidan diizeyi 24-48 saatlik inkiibasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TOS hazir
6l¢tim kiti kullanilarak degerlendirildi ve 24 ve 48. saatteki TOS diizeyleri sirasiyla sekil
4.12 ve 4.13’de gosterildi. TOS sonuglarina gore; Doz bagimli olarak H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitki ekstresinin 1-10 pg/mL derisimlerde kontrol grubuna kiyasla TOS
diizeyini azalttig1 (p>0.05), 48 saat inkiibasyonu takiben 1 ve 5 pg/mL H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitki ekstresinde ise bu azalmanin istatiksel olarak anlamli oldugu tespit
edildi (p<0.01). TOS sonuglarimiz MTT sonuglarimiz ile paraleldi. Ozellikle 1 ve 5

ug/mL H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi derisimlerinin oksidan
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kapasiteyi anlamli azaltirken hiicre canliliginda en yiiksek artisa neden oldugu tespit

edildi.

TOS 24h

60

TOS pmol H202 Equiv./mg

H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresi Derisimi
(ng/mL)

Sekil 4.12. Cesitli derisimlerdeki H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin 24
saat inkiibasyon siiresinin ardindan ortalama total oksidan seviyesi (K: Kontrol, 0.1-1000
ug/mL: H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresine maruz kalan insan dermal
fibroblast hiicre dizini derisimleri)
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Sekil 4.13. Cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin 48
saat inkiibasyon siiresinin ardindan ortalama total oksidan seviyesi. (K: Kontrol, 0.1-
1000 pg/mL: H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresine maruz kalan insan
dermal fibroblast hiicre dizini derigimleri, *p<0.01; istatiksel olarak kontrole gore
anlamlilik)
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4.2.2.2. H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi Total Antioksidan
Seviyesinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicre dizininde oksidan stresin roliinii arastirmak icin
cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresini (her bir kuyucukta
final derisimi 0.1-1000 ug/mL derisimlerinde olacak sekilde) segtigimiz deneyde total
antioksidan diizeyi 24-48 saatlik inkiibasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TAS
hazir 6l¢iim kiti kullanilarak degerlendirildi ve 24 ve 48. saatteki TAS diizeyleri sirasiyla
Sekil 4.14 ve 4.15°de gosterildi. TAS sonuglaria gore; 1-10 pg/mL derisimlerinde H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
TAS diizeyini arttirdigi, 5 pg/mL H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinde
ise bu artigin istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.01). TAS sonuglarimiz
XTT sonuglarimiz ile paraleldi. 1 ve 5 pg/mL H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresi derisimlerinin hem hiicre canliliginda hemde antioksidan kapasitede en yiiksek

etkiye sahip oldugu tesbit edildi.
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Sekil 4.14. Cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin 24
saat inkiibasyonunu takiben ortalama total antioksidan seviyesi (K: kontrol, 0.1-1000
ug/mL: H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresine maruz kalan insan dermal
fibroblast hiicre dizini derisimleri, *p<0.01; istatiksel olarak kontrole gére anlamlilik)
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Sekil 4.15. Cesitli derisimlerde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin 48
saat inkiibasyon siiresinin ardindan ortalama total antioksidan seviyesi. (K: kontrol, 0.1-
1000 pg/mL: H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresine maruz kalan insan
dermal fibroblast hiicre dizini derisimleri)

4.2.2.3. Klorojenik asidin Total Oksidan Seviyesinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicre dizininde oksidan stresin roliinii arastirmak igin
cesitli derisimlerde klorojenik asit (her bir kuyucukta final derisimi 10-1000 puM
derisimlerinde olacak sekilde) se¢tigimiz deneyde total oksidan diizeyi 24-48 saatlik
inkiibasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TOS hazir dl¢iim kiti kullanilarak
degerlendirildi ve 24 ve 48. saatteki TOS diizeyleri sirastyla sekil 4.12 ve 4.13’de
gosterildi. TOS sonuglarina gore; Doz bagimli olarak klorojenik asidin 75-125 uM
derigimlerde kontrol grubuna kiyasla TOS diizeyini azalttigi, bu azalmanin istatiksel
olarak anlamli olmadigi tespit edildi (p>0.05). TOS sonuglarimiz XTT sonuglarimiz ile

paraleldi. Yiiksek derisimlerde Klorojenik asidin ise TOS diizeyi arttirdig1 tesbit edildi.
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Sekil 4.16. Cesitli derisimlerde klorojenik asidin 24 saat inkiibasyo siiresinin ardindan
ortalama total oksidan seviyesi (K: Kontrol, 10-1000 uM: Klorojenik asite maruz kalan

insan dermal fibroblast hiicre dizini derigimleri )
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Sekil 4.17. Cesitli derisimlerde Klorojenik asidin 48 saat inkiibasyon siiresinin ardindan
ortalama total oksidan seviyesi. (K: Kontrol, 10-1000 pM: Klorojenik asite maruz kalan

insan dermal fibroblast hiicre dizini derigimi )
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4.2.2.4. Klorojenik asidin Total Antioksidan Seviyesinin Belirlenmesi

Insan dermal fibroblast hiicre dizininde oksidan stresin roliinii arastirmak icin
cesitli derisimlerde Klorojenik asit (her bir kuyucukta final derisimil0-1000 puM
derisimlerinde olacak sekilde) sectigimiz deneyde total antioksidan diizeyi 24-48 saatlik
inkiibasyonu takiben ELISA prensibine dayanan TAS hazir 6l¢tim kiti kullanilarak
degerlendirildi ve 24 ve 48. saatteki TAS diizeyleri sirasiyla sekil 4.14 ve 4.15°de
gosterildi. TAS sonuglarina gore; 100-250 uM derisimlerde klorojenik asidin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda TAS diizeyini arttirdigi, 125 uM klorojenik asitte ise bu
artisin istatiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). TAS sonuc¢larimiz XTT
sonuglarimiz ile paraleldi. 100-250 uM klorojenik asit derisimlerinin hem hiicre

canliliginda hemde antioksidan kapasitede en yliksek etkiye sahip oldugu tesbit edildi.
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Sekil 4.18. Cesitli derisimlerde Klorojenik asidin 24 saat inkiibasyon siiresinin ardindan
ortalama total antioksidan seviyesi (K: Kontrol, 10-1000 uM: Klorojenik asite maruz
kalan insan dermal fibroblast hiicre dizini derisimleri, *p<0.05; istatiksel olarak kontrole
gore anlamlilik)
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Sekil 4.19. Cesitli derisimlerde klorojenik asidin 48 saat inkiibasyon siiresinin ardindan
ortalama total antioksidan seviyesi (K: Kontrol, 10-1000 uM: Klorojenik asite maruz
kalan insan dermal fibroblast hiicre dizini derisimleri, *p<0,05; istatiksel olarak kontrole
gore anlamlilik)

4.2.3. Yara lyilesmesi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

4.2.3.1. H. plicatum subsp. pseudoplicatum Bitki Ekstresinin Yara Iyilesmesi
Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismamizda klorojenik asidin yara iyilesmesi iizerine etkisi strach assay deneyi
ile MTT analizi sonuglarina gore 0.5-500 pg/mL derisim araliginda arastirilmistir. H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin insan dermal hiicre hattinda yara
iyilesmesi lizerine etkilerinin doza bagli oldugu tesbit edildi. 0.5-10 pg/mL derisimlerde
H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin hiicre gogii lizerine belirgin etkiye
sahip oldugu, o6zellikle 1-5 pg/mL derisimlerinde H. plicatum subsp. pseudoplicatum
bitki ekstresinin 12. saatte hiicre go¢iinii arttirmaya baslayip 24. saatte belirgin sekilde
yara bolgesini kapattigi tesbit edildi (Sekil 21). Ayn1 zamanda hiicre gocii sonuglarimizin
XTT sonuglarina paralel oldugu ve 1-5 ng/mL H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresinin hem hiicre canliligin1 hemde yara iyilesmesinde en giiglii etkiye sahip oldugu
tesbit edildi. Bu ¢alismada, H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ilk kez
insan dermal hiicre hatt1 kullanilarak yara iyilesmesi tizerine etkileridoz bagimli uyarici

etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.20. H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin insan dermal fibroblast
hiicrelerinin go¢ii iizerindeki etkisi. Mikropipet yardimi ile yara modeli olusturulan ve
cesitli derigimlerinde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi (ug/mL) ile tedavi
edilen insan dermal fibroblast hiicrelerinin 0., 12., 18. ve 24. saatteki mikroskobik
goriintiileri (4X biiyiitme)
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4.2.3.2. Klorojenik Asidin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Calismamizda klorojenik asidin yara iyilesmesi lizerine etkisi strach assay deneyi
ile MTT analizine gore 500 uM fizeri derisimlerinde toksik oldugu i¢in 10-500 uM
derisim araliginda arastirilmistir. Klorojenik asidin insan dermal hiicre hattinda yara
iyilesmesi lizerine etkilerinin doza bagli oldugu tesbit edildi. 50-250 uM derisimlerde
klorojenik asidin hiicre go¢ii tizerine belirgin etkiye sahip oldugu, 6zellikle 75-125 uM
derisimlerde klorojenik asidin 12. saatte hiicre go¢iinii arttirmaya baslayip 24. saatte
belirgin sekilde yara bolgesini kapattigi tesbit edildi (Sekil 21). Ayn1 zamanda hiicre gogii
sonuglarimizin XTT sonuglarina paralel oldugu ve 75-125 uM klorojenik asidin hem

hiicre canliligin1 hemde yara iyilesmesinde en giiclii etkiye sahip oldugu tesbit edildi.
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Sekil 4.21. Klorojenik asidin insan dermal fibroblast hiicrelerinin gocii iizerindeki etkisi.
Mikropipet yardimi ile yara modeli olusturulan ve ¢esitli derisimlerinde klorojenik asit
(uM) ile tedavi edilen insan dermal fibroblast hiicrelerinin 0., 12., 18. ve 24. saatteki
mikroskobik goriintiileri (4X biiylitme)
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5. TARTISMA

Fiziksel, kimyasal, 1s1 ve 151k radyasyonu ve cerrahi miidahalelere baglh olarak
veya kendiliginden gelisen insan viicudundaki doku harabiyeti yara olarak adlandirilirt,
Iyilesme siireclerine gore yaralar, akut ve kronik olarak siniflandirilir. Akut yaralar, doku
hasar1 birakmadan kolayca iyilesirken kronik yaralar uzun siirede iyilesen ve doku hasari
birakabilen yaralardir®#.Yara iyilesmesindeki en temel amag hasarli dokularin yeniden
yapilandirilmasidir. Yara iyilesmesi hiicreler ile yonetilen karmasik fizyolojik bir siire¢
olup inflamatuar, proliferatif ve yeniden modelleme fazlarindan olusmaktadir® .
Inflamatuar fazin birinci asamasi olan hemostazda, bdlgesel koagiilasyon meydana
gelirken ikinci agsamasi olan iltihaplanmada trombositlerden salinan kemotaktik faktorler
ve kan akimi artis1 ile yara yerine inflamatuar hiicre gocii saglanir® 12 . Proliferatif fazda
yara ylizeyi deriyle kaplanarak vaskiiler biitiinliik kazandirilir. Son asama olan yeniden
modellemede ise graniilasyon dokusu olgun bag dokusu veya skar seklini alir. Yara
iyilesmesinin birincil ve ikincil yara iyilesmesi olmak iizere iki tiirii mevcuttur. Birbirine
yakin yara kenarlar1 olan doku kayb1 ve hasarinin ¢ok az oldugu yara kapanma siireci
birincil yara iyilesmesi olarak tanimlanirken kasilma ve yeniden epitel hiicrelerinin
cogalmasi stirecleri ile kendiliginden iyilesme saglayan yaralar ikinci yara iyilesmesi
olarak tanimlanir'®. Bu siireclerdeki olusabilecek aksakliklar iyilesmenin yetersizligi ile
sonuclanir’” 8,

Giiniimiizde yaranin tibbi tedavisi yaranin onarimina yardimci olmak amaciyla ya
lokal (topikal) ya da sistemik (oral ya da parenteral) ilaglarin verilmesi ile gergeklestirilir.
Kullanilan topikal ajanlar arasinda antibiyotikler, antioksidanlar, antiseptikler ve yara
iyilesmesini arttiric1 kimyasal maddeler ve bitkisel tedavi yontemleri bulunmaktadir?,

Bitkisel tedavi, bitkinin tamamindan veya belirli kismlarindan yararlanilarak

yapilan tamamlayici, destekleyici bir rasyonel tedavi olup bilinen en eski
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bilimlerdendir™. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tibbi bitkileri ‘bir veya daha ¢ok organiyla
tedavi edici, hastaliklara karsi koruyucu veya herhangi bir kimyasal-farmasotik sentezin
oncii maddesi olabilecek bitkilerdir’olarak tanimlamistir®. Siiphesizki bitkiler
fotosentezden dolay1 bir¢cok besi elementlerini (yaglar, karbonhidratlar, proteinler,
vitaminler ve mineraller gibi énemli primer ve sekonder metabolitleri) icerir, bitkisel
tedavide de bu 6nemli besin 6gelerinden yararlanilir. Bitkisel bir tedaviye baslamadan
once, hastaligin 6zellikleri belirlenerek uygulanacak tedaviye karsi alinacak cevaplar
belirlenmelidir. Bu cevaplar1 saptayabilmek yani ilacin biyolojik etkisinin
belirlenebilmesi igin, siiphesiz ki bitkide bulunan etkin maddelerinin analizlerinin
gerceklestirilebilmesi gerekmektedir. Buna ilaveten bitkisel tedavinin ana kosulu
standardizasyondur®!. Yani bitkinin uygun kosullarda toplanmasi ve hazirlanmas: ile
kullanilabilir hale gelmis olmalidir. Ciinkii icerdigi baska etkin maddeler, kontaminatlar
veya kalintilar yiiziinden yan etkilere sebep olabilir hatta viicuda zarar verebilir. Ayrica
bitkisel etkin maddelerin sadece ucuz ve uygun degil, aynt zamanda hiper duyarh
reaksiyonlari, bu ajanlarin kullanimiyla nadiren rastlandigi i¢in giivenli oldugu da iddia
edilmektedir’.

Ulkemiz bitki tiirleri acisindan ¢ok zengindir. Tiirkiye’de yetisen bitki tiirii sayis
yaklagik 10.000°dir. Tibbi amagcla birgok tiir de halk arasinda kullanilmaktadir. Yara
tyilestirilmesinde geleneksel olarak kullanilan bitkilerin kullanilmast ¢alismamizin
konusunu ortaya koymaktadir. Bu baglamda, yara iyilestirilmesinin de ge¢misi,
insanligin var oldugu giinden bu yana stirmekte olup yara iyilestirilmesi amaciyla ¢esitli
bitkisel kaynakli (safran, susam, incibar kokii, miirver yagi, ac1 bakla, miirdesenk, giiriiz
otu, sinirli ot, anzarut ve kina vb) maddelerin kullanildig1 bilinmektedir?®.

Eski ¢aglardan beri yara iyilestirilmesinde geleneksel olarak Helichrysum bitkisi

kullanilmaktadir. Helichrysum, Asteraceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitki olup halk
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arasinda altinotu, 6lmez ¢icek ve herdem taze olarak adlandirilmaktadir®®. Altyiiz
tiiriinden sadece 20 tiirii Tiirkiye florasinida bulunmaktadir?,

H. plicatum bitkisinin Erzurum yoresinde kaydedilen tiirii olan H. plicatum subsp.
pseudoplicatum 1800-2950 metre arasinda kuru, agik kayalik yamaglarda yetisen bir
bitkidir. Bu tez ¢alismasinda bu tiirii se¢ilmis olup 20 Haziran 2019 Erzurum Kosk koyii
merasindan toplandi ve oda sicakliginda kurutuldu.

Tiirkiyede yetisen Helichrysum tiirlerinin kapitulum baslar1 veya toprak tistii kismi
halk arasinda infiizyon veya dekoksiyon seklinde, yara iyilestirme, idrar soktiiriicii olarak,
bobrek taslarinda, yanikta, kulak agrilarinda ve seker hastaliginda kullanimi
bilinmektedir? 8 &, Ayrica mide iilserlerine karsi bal ile karistirilarak, yiizdeki yaralari
tedavi etmek icin ise kiiliiyle tereyagi veya krem ile karistirilarak kullanilmaktadir.
Diinyada ise Helichrysum bitkisi Giiney Afrika’da slinnet sonrasi yaralarin
iyilestirilmesinde, romatizmal hastaliklarda, ugucu yaginin doku agrisin1 azaltmasinda,
bas agrilarinda, karaciger hastaliklarinda kullanilmaktadir®. Ayrica bitkinin cildi
korudugu, kolesteroliin diizenlenmesine yardimci oldugu, karaciger hiicre fonksiyonunu
uyardigl, yara izi ve renk degisikligini azalttig1 da bilinmektedir® .  Ozellikle
Helichrysum bitkisi halk arasinda kolay tedarik edilmesi ve bitkisel kaynakli oldugu igin
yan etkilerinin az olabilecegi diisiincesi ile yara iyilestirmede tercih edilmektedir. Bu
baglamda, Helichrysum bitkisi ekstratlari, yaralarin tedavisi i¢in biiyiik bir potansiyele
sahiptir.

Helichrysum tiirleri iizerinde yapilan farmakolojik ¢alismalarda bu bitkinin
antimikrobiyal, antienflamatuvar, antioksidan, antialerjik, sitotoksik ve antidiyabetik,
anti-oksiiriik etkiye sahip oldugu ve bu biyolojik o6zellikleri ile yukarida belirtilen

hastaliklar da kullanimi belirtilmistir® .
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Helichrysum tiirleri, su ana kadar belirtilen yara iyilestirmesi basta olmak tizere
farmakolojik ve biyolojik etkilerini igerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde
gostermektedir. Fakat yukarida da bahsedildigi gibi geleneksel olarak kullanilan bitkileri
yara 1iyilesmesi i¢in tavsiye edilmeden Once, bilimsel olarak dogrulanmasi,
standardizasyonu ve giivenlik degerlendirmesinin yapilmasi gerekmektedir!. Bu
baglamda, bitkisel yara tedavide son yillarda biiylik atilimlar yapilmis ve bu durum
bitkide bulunan etkin maddelerinin, kontaminatlarin veya kalintilarin fakli analitik
yontemler kullanilarak analiz edilebilmesi ile iliskilendirilmistir.

Bitkilerde etkin veya diger maddelerin analizleri i¢in bir analitik yontem se¢imi
yapilabilmesi i¢in analitik yontemler hakkinda yeterli bir bilgi ve donanima sahip olmak
gerekir. Ayrica ¢alisilacak bitkinin fitokimyas1 hakkinda detayli bir literatiir arastirilmasi
yapilmast gerekmektedir. Bu baglamda, hangi analitik yontemin se¢ilmesi gerektigi
konusunda kesin bir sey soylenemez ¢iinkii belirtilen kosullar altinda segilebilecek birden
fazla analitik yontem olabilir. Segilecek analitik yontem icin ilk kosul 6l¢iilmesi istenen
degerler olup bu degerlere ulasmak igin en hizli, dogru ve giivenilir yontem secilmelidir®’.

Analitik Kimyada, enstriimental analiz yontemleri, bir 6rnekte bulunan bir
bilesenin cinsi veya derisimi ile orantili sinyal lireten cihazlarla yapilan analizleri igerir.
Enstriimental analiz yontemleri spektroskopik, elektrokimyasal, kromatografik ve termal
analiz yontemleri olarak dért smifta ayrilir®®,

Kromatografi, ortak ve uygun bir ¢6ziicli ortamina konan bir karigimin icerdigi
cesitli maddelerin, hareketli bir faz yardimiyla, sabit bir faz iizerinde, degisik hizlarla
hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanan, maddelerin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine  gore  ayrildigt  ayrilma  islemlerine  toplu  olarak  verilen
isimdir®Kromatografinin ana amaci hedefledigimiz numunenin ayrimi ve miktarmin

Olctimiidiir. Kromatografide, molekiillerin adsorpsiyon, dagilma, iyon degisim ve
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molekiil biiyiikliikleri etkin rol oynar. Kromatografik yontemler uygulama bigimlerine
gore, ayrilma mekanizmalarina ve faz tiplerine gore siniflandirilmaktadir. Kromotografik
analiz; alikonma zamani, kapasite faktori, etkinlik, segicilik, kolon verimi, kolon
reziilosyonu, gd¢ hizi, partisyon orani gibi parametrelere baglidir®2-,

S1vi kromatografisi bir karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi hareketli faz
kullanilir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatograti (HPLC) yonteminde karisimda
bulunan bilesenler ilk olarak ¢oziiciide coziiliir ve daha sonra yiliksek basing altinda
kromatografi kolonundan gegirilir. HPLC’nin yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi,
kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklikla
kolayca bozulabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. HPLC cihazinin bdliimleri
genel olarak sirasiyla hareketli faz rezervuari, pompa, enjektor, kolon, dedektér ve
kaydediciden olusmaktadir. Bu kisimlardan bazilar c¢alisilacak 6rnege ve cihaz marka,
modeline gore degisiklik gosterebilir. Hareketli faz rezervuari, bir veya daha ¢ok cam
veya paslanmaz ¢elik kaplardan olusmaktadir. Hareketli fazda bulanabilecek hava
kabarciklar1 pompa ve/veya kolon i¢in sikintili olabileceginden dolay1 hareketli faz bir
degazer iinitesinden gecirilir. HPLC pompasi, sisteminin en énemli kisimlarindan biri
olup sistemde 6rnek ve hareketli fazin enjektor, kolon ve dedektor boyunca siirekli sabit
akista stiriiklenmesini saglar. Enjektor, 6rnegin kolon dncesinde hareketli faza enjekte
edilmesi i¢in kullanilir. Kolon bir kolon firmi igine yerlestirilmistir. Kolon firimi
calismanin kalitesi i¢in kolon ortamini sabit bir sicaklikta tutar. HPLC’in en 6nemli kismi
olan kolon, karmasik 6rneklerde bilesenlerin birbirinden ayrilmasini saglayan kisimdir.
HPLC’de kullanilan kolon ile hareketli faz ve bunlarin etkilesimleri gibi bazi 6zellikler
dikkate alinarak farkli ayrim teknikleri gelistirilmistir. Bunlar normal faz, ters faz, ters
faz iyon cifti, iyon degisim, boyut eleme ve kiral ayirim teknikleridir®2-%.Dedektor,

kolondan ¢ikan bilesenleri gérebilmemizi, bunlarin ayrim ve miktarlarini belirlememizi
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saglar. UV/GB dedektorii, fotodiyot array dedektorii, floresans dedektorii, iletkenlik
dedektorii, refraktif indeks dedektorii, elektrokimyasal, kiitle dedektorii gibi cesitli
dedektorler gelistirilmistir®. Dedektorden gegen maddeler bir kaydedici yardimiyla
kaydedilerek, zamana karsi dedektdr cevabina ait bir grafik olustururlar ve buna da
kromatogram denir. HPLC cihazinin ¢alisma basamaklar1 sirasiyla analiz edilecek
molekiilin uygun bir ¢6ziiclide ¢6ziinmesi, numunedeki bilesenlerin ayriminin
saglanmasi, ayrilan bilesenlerin ve miktarlarinin tayin edilmesi ve elde edilen
kromatogramlarin degerlendirilmesini icerir®*. HPLC yonteminin Tip ve Eczacilik
fakiiltelerinin bir¢ok bilim dalinda yaygin kullanimi bulunmaktadir. Bunlar; ilag¢ ve bitki
etkin madde ve kalint1 analizleri, biyokimyasal analizler, adli tip analizleri, toksikolojik
analizleri, endiistriyel analizler gibi bircok konuda kalitatif ve kantitatif analizlerdir 54,
Kemometri bir kimya bilim dali olup istatistik, matematik ve bilgisayarin birlikte
kullanim ile karmagik kimyasal problemlerin ve verilerin ¢6ziimiinii kapsar. Kemometri
analitik kimyada da karmasik analitik verilerden maksimum kimyasal bilgi edinmesi
acisinda kullanilmaktadir. Her gecgen giin analitik kimyada yeni aletli analiz yontemleri
gelistirilmektedir. Elde edilen karmasik kimyasal verilerin agiklanabilmesinde
kemometrik yontemler kolaylik saglar. Ciinkii kimyasal verilerde genellikle birden fazla
degisken vardir ve bu degiskenlerin veriler tizerinde etkisini degerlendirmek zordur fakat
kemometrik analiz yontemleri ile kolaylikla ¢oziilebilir. Kimyada, giiniimiizde deneysel
tasarim, modelleme, yap1 tanima, sinyal islenme, kalibrasyon, yontem optimizasyonu,
yapay akil olusturma, resim isleme ve sistem kuramlari konularinda kemometrik
yontemler uygulanmaktadir®: &,

Deneysel tasarim yontemleri, matematiksel modelleme yaparak optimum deney
sartlarin1 belirler ve deney sayisin1 dolayisiyla ¢oziicli ve zaman kaybinin azaltilmasini

saglar. Boylece daha ekonomik analitik yontemler gelistirilerek ¢cevre daha az kirlenir ve
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diinya standartlarina uygun hale geldiginden dolay1 giiniimiizde kemometrik yontemler
cok fazla tercih edilmektedir. Aynizamanda deneysel tasarim yontemleri ile deney sonug
verilerine etki eden 6nemli faktorler belirlenebilir ve faktorlerin birbiri ile etkilesimi
tanimlanabilir. MKT y6ntemi deneysel tasarim yontemlerinden biri olup MKT yontemi
ile deneye etki eden faktorler ve varsa aralarinda bulunan etkilesim, deney hatalar1 ve
optimum deney sartlar1 belirlenebilir®,

Analitik aletli yontemin kemometrik yontemler ile optimizasyonundan sonra
yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin validasyon parametreleri (secicilik,
dogrusallik, hassaslik, dogruluk, kesinlik ve kararlilik) ile validasyonunun yapilmalidir.
Validasyon analizlerinde, standart maddeler kullanilmalidir.

HPLC, LC/MS, LC/MS-MS yontemleri ile Helichrysum tiirlerinin fitokimyasinin
belirlenmesine yoOnelik asagida belirtilen c¢alismalar mevcuttur. Helichrysum tiirleri
tizerine yapilmus bir derleme ¢alismasina gore, H. arenarium, H. plicatum ve H. plicatum
subsp. polyphyllum tiirlerinin fenolik bilesiklerce zengin oldugu ayrica pironlar,
floroglusinoller, terpenler, ugucu yaglar, fenolik asitler, benzofuranlar, seskiterpenler ve
diterpenler®® icermektedir. Ayrica Helichrysum tiirleri iizerinde yapilan diger
fitokimyasal g¢alismada; H. devium, H. melaleucum, H. obconicum ve H. monizii
tiirlerinin klorojenik asit ve izomerleri (7 farkli dikafeoilkuinik asit) %°; H. devium
bitkisinin yaprak, ¢icek ve sapinda 34 fenolik bilesik (klorojenik asit iceren Kinik asit,
kafeik asit ve protokateknik asit tiirevleri ile O-glikosile flavonoidleri) 32; H. Melaleucum
bitkisinin toprak stii, yapraklar, ¢igekler ve saplarinda fenolik bilesikler (O- glikosile
flavonoidler (flavonol ve flavon tipi), kinik asit, kafeik asit, lignanlar ve polifenoller) %;
H. obconicum bitkisinin toprak tstii, yapraklar, ¢i¢ekler ve saplar fenolik bilesikler
(mono- ve di-kafeoilkinik asit tiirevleri olmak {izere fenolik asit konjugatlari ve bazi

flavonoid tiirevleri) °’; Helichrysum (Asteraceae) 16 tiiriinde ana bilesikler olarak
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klorojenik asit, apigenin-7-glukozit ve apigenin®; H. stoechas (Asteraceae) bitki tiiriiniin
cicekleri, saplar1 ve yapraklarinda klorojenik asit, sinarin ve arzanol®®; H. arenarium
subsp. erzincanicum, H. arenarium subsp. rubicundum, H. armenium subsp. araxinum,
H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkilerinin toprak tistii kisimlarinda ana bilesik
olarak klorojenik asit, apigenin-7-glukozit ve apigenin® ve H. italicum subsp. Picardii®®
bitki kok, govde, yaprak ve cicek kisimlarinda ana bilesik olarak klorojenik asit; H.
arenarium subsp. arenarium bitkisinin ¢igek ve salkimlarinda 12 fenolik bilesik (kafeik
asit konjugatlart (klorojenik asit ve dikaffeoilkinik asitler) ve flavonoidler (apigenin,
naringenin, apigenin-7-O-glukozit ve naringenin-O-hekzositler)®® tespit edilmistir. H.
plicatum bitkisinin gigek, yaprak ve govdesinde yapilan bir ¢alismaya gore ise klorojenik
asidin ana bilesen oldugu daha sonra bunu flavonoid tiirevlerinden apigenin, naringenin,
rutin, kersetin kemferol ve glikozitlerini igeren 17 farkli fenolik bilesik sahip oldugu
gosterilmistir*.

Bu bilgiler 1s1ginda, Helichrysum bitkisinin fenolik bilesikler agisindan zengin
oldugu ve klorojenik asidin ana bilesen oldugu goriilmektedir. Helichrysum bitkisinin
yara iyilestirme etkisi goz Oniine alindiginda yara iyilestirmede bitkide bulunan fenolik
bilesiklerin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica Helichrysum bitki tiirlerinde fenolik
bilesiklerin tayini i¢in yapilan HPLC ¢alismalarinda Helichrysum bitki tiirlerinde
klorojenik asit miktarinin ¢iceklerde kok, govde ve yapraklardan daha fazla oldugu
goriilmektedir. Bu baglamda Helichrysum tiirlerinden ¢calismamizda Erzurum ydresinde
yetisen tiiri olan H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin ¢i¢ekleri tizerinde
calismasina karar verildi.

Klorojenik asit- [1,3,4,5-tetrahidroksisikloheksankarboksilik  asit  3-(3,4-
dihidroksisinnamat); CisH18Og] genellikle bitki, meyve (elma, armut ve turunggiller),

sebze ve kahve gibi besinlerden alinan ve besinlerde yaygmn olarak rastlanan
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hidroksisinamik asit tiirlerinden fenolik bir bilesiktir **. Klorojenik asit besinlere ac1 ve
buruk tadi verir. Antiseptik ve anti-kanserojen antioksidan, anti-obezite, anti-diyabetik,
hepatoprotektif, kardiyoprotektif, antienflamatuar, antipiretik, noroprotektif, antiviral,
anti-mikrobiyal, anti-hipertansif ve merkezi sinir sistemi stimiilatorii olarak klorojenik
asidin nutrasotik ajan olarak bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanimini 6n plana
cikartmigtirs 4647,

Klorojenik asitlerin kuvvetli antioksidan 6zellikleri bulundugu, deney hayvanlari
tizerinde yiriitiilen ¢aligmalarda saglikli ve obez hayvanlarda lipit ve glikoz
metabolizmasini diizenledigi, spontan hipertensif sicanlarda kan basincini diistirdiigii
gozlemlenmistir. Kan basincindaki benzer etkilerin hafif hipertansif deneklerde zengin
polifenol igerikli kahve oziitii verilmesiyle de saglanabildigi bildirilmistir. Son
zamanlarda klorojenik asidin lipojenezi saglayan enzimler tlizerinde etkili olarak normal
dokularda yag birikimini azaltabilecegi yoniinde bazi deneysel bulgular dikkati
¢ekmektedir. Klorojenik asidin yara iyilestirme tizerine etkisinin oldugunu gésteren bir
in-vivo ¢alismada, si¢anlar klorojenik asit uygulanmis ve klorojenik asidin gii¢lii bir
antioksidan kapasiteye sahip oldugu i¢in yara iyilestirme kapasitesinin yiiksek oldugu
bildirilmistir 44" %, Yapilan calismalarda yara iyilestirmesi yam sira klorojenik asidin,
kardiyovaskiiler rahatsizliklarin, Tip II diyabetin, Alzheimer’in, iltihabi rahatsizliklarin
olusum riskini azalttigt ayrica kanser hiicrelerinin cogalmasini da engelledigi
bilinmektedir33 49192,

Yukarida bahsedildigi gibi yara iyilestirmesinde antioksidan ve antiseptik ajanlar
kullanilmakta ve fibroblast hiicrelerindeki artisin yiliksek olmasi istenmektedir. Bu
baglamda, klorojenik asidin ve klorojenik asit i¢erdigi belirlenen H. plicatum subsp.
pseudoplicatum tiiriiniin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerininden dolay1 yara

iyilestireme de etkili olabilecegi diisiincesiyle, ¢alismamizda H. plicatum subsp.
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pseudoplicatum bitkisinin daha ayirt edici 6zelligini belirlemek ve halk arasindaki
kullaninmina daha paralel bir ¢alisma olmasin1 saglamasi amaci ile bitkinin sadece
cigeklerinde yara iyilestirme 0Ozelligi ve klorojenik asit miktarinin HPLC ydntemi ile
tayini yapilmasina karar verildi.

Yapilan literatiir taramasinda, Helichrysum bitkisinin farkl tiirlerinde klorojenik

asidin belirlenmesi yonelik HPLC3! 32 42,50, 56, 57 58 40, 59,60 /0 | C/MS58 59

calismalara
rastlanmistir. Bu galismalarinin hepsinde kromatografik aymrim igin RP-C18 ters faz
kolon kullanilmugtir®L: 32 42.50. 56, 57 58 40, 59,80 Dyjser kromatografik ayirim parametreleri
olarak Gouveia ve Castilno® % 0.1 formik asit igeren su ve asetonitril hareketli fazinin
gradiyent eliisyon, 30 °C'de kolon sicakligi ve sirastyla 320 nm dalga boyu ve 210-520
nm?? dalga boyu araligi; Kolayl ve ark®, % 0.5%er asetik asit igeren su ve asetonitril
hareketli fazinin gradiyent eliisyon, 1.2 mL/dak akis hiz1 ve 280 nm dalga boyu; Albayrak
ve ark®, % 0.1 asetik asit iceren su ve metanol hareketli fazinin gradiyent eliisyon ve 278
nm dalga boyu; Silva ve ark®, % 0.05 trifloroasetik asit iceren su ve metanol hareketli
fazinin linner gradiyent eliisyon ve 200-600 nm dalga boyu araligi; Pereira ve ark®, %0.1
formik asit iceren su ve asetonitril hareketli fazinin linner gradiyent eliisyon ve 280-
330 nm dalga boyu aralig1 se¢ilmistir. Fakat Helichrysum bitkisinin Erzurumda yetisen
tiiri olan belirlenen H. plicatum subsp. pseudoplicatum tiiriiniin ¢igeklerinde klorojenik
asidin HPLC yo6ntemi ile belirlenmesine yonelik bir ¢calismaya rastlanilmadi. Bu sebeple
yukarida verilen bilgiler 1s1¢inda, H. plicatum subsp. pseudoplicatum tiiriiniin
cigeklerinde klorojenik asidin miktar tayini i¢in HPLC ydntemi gelistirildi, deneysel
tasarim yontemi olan MKT yontemi ile optimize edildi ve gecerlilik testleri yapildi.
Belirtilen HPLC yontem kosullar1 ve elde edilen sonuclar kisaca 6zeti asagida verildi.
Bu ¢alismada, H. plicatum subsp. pseudoplicatum tiiriiniin ¢igeklerinde klorojenik

asidin miktar tayini i¢in, HPLC yo6nteminde, ters faz C18 kolonda (5 pum, 250 x 4,6
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mm), %0.2 orto fosforik asit i¢eren su-asetonitril hareketli fazinda (5:95 h/h), degisken
oda kolon sicakliginda, 1 mlL/dak. kolon akis hizinda, 330 nm dalga boyunda
kromatografik ayirim gerceklestirildi. Yontemde bilesiklerin alikonma zamanlarinda ve
pik reziiliisyonunda 6nemli rol oynayan ve yukarida verilen haraketli fazin belirlenmesi
amaci ile deneysel sonucu etkileyen yiizde asetonitril derisimi ile su i¢erisinde bulunan
ortofosforik asidin ylizde derisiminin optimum degerlerinin belirlenmesine yonelik MKT
yontemi uygulandi. Her bir parametrenin maksimum ve minimum degerleri saptandi
Tablo 3.1 ve belirlenen degerler 2 faktorlii merkezi kompozit tasarimina goére 13
deneyden olusan bir set halinde belirlendi ve yukarida 330 nm dalga boyunda
kromatogramlar1 alinarak klorojenik asidin pik alanlar1 belirlendi Tablo 4.3. Elde edilen
pik alan degerleri kullanarak Tablo 4.4’de matematiksel quadropik modeli olusturuldu ve
Tablo 4.5’de verilen denklemler elde edildi. Elde edilen pik alan degerlerine gore Design
Expert 12 programi yardimiyla optimum sartlar ve bu sartlar sonucu elde edilmesi
gereken cevap degeri matematiksel model olarak ifade edildi. Bu parametrelere
bakildiginda F-testine gore en iyi1 sonuglarin quadratik yaklagimla tespit edildigi gozlendi.
Deney sonuglarina gére y> degerinin anlamli ¢ikmasi bu deney faktorlerini
dogrulamaktadir. Daha sonra her bir parametre ANOVA testine tabi tutuldu ve bu
hesaplamalara gore asetonitrilin yiizde derisimi ile su igerisinde bulunan ortofosforik
asidin yiizde derisim parametreleri agisindan modelin anlamli oldugu F-testi ile
belirlendi. Deney sonuglarina gore optimum sartlar % 95 yiizde asetonitril derisimi ile %
0.2 su igerisinde bulunan ortofosforik asidin yiizde derisimi belirlendi Tablo 4.6. Bu
degerler ile yapilan modellemede 319.52 pik alan degeri matematiksel olarak saptandi.
Daha sonra yapilan deneysel caligmada da bu degere ¢cok yakin degerler bulundu. Y 6ntem
kiimiilatif olarak F-testine gore ve 9.09 degeri ile yontemin istatistiksel olarak anlamli

oldugunu belirlendi (p=0.0057) ve modelin ve optimizasyonun anlamli oldugu ve
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deneysel verilerle karsilastirildiginda da modelin gercek orneklere uygulanabilir oldugu
sonucuna varildi.

Yontemin optimum kosullar1 MKT yontem ile belirlendikten sonra, yontemin
validasyonu i¢in klorojenik asidin belirtilen kromatografik sartlarda kromatogrami alindi
ve 330 nm’de bir pik gozlendi Sekil 4.2. Klorojenik asidin stok ¢ozeltisi, asetonitril ile 10
farkli derisimde (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5,10, 20, 40, 60 ve 100 pg/mL) standart ¢alisma
cozeltileri hazirland1 ve kromatogramlar1 alindi Sekil 4.3. Klorojenik asidin derisimine
kars1 pik alan degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri tiiretildi Sekil 4.4. Bu
kalibrasyon egrisinin regresyon esitliginin istatistiksel analiz sonuglarina gore regresyon
dogrusu denklemi Y=32.421x — 8.530 (Y: pik alani, x: derisim) ve korelasyon katsayis1
(r?) 0.9999 olarak; yontemin LOD degeri 0.03 pg/mL; LOQ degeri ise 0.1 pg/mL olarak
tespit edildi. Yontemin giinigi ve glinler arasi kesinligi icin % BSS ve dogrulugu i¢cin BH
degerleri swrasiyla %3.32 ve +4.05’den kiigiik olarak belirlendi. Yontemin
uygulanabilirliinin arastirilmas1 amaciyla bitki ekstraktinin 10 pg/mL  derisimde
cozeltileri hazirland1 (B6liim 3.3.1.5) kromatogrami alind1 ve daha sonra kalite kontrol
cozeltileri bu ekstraktlara eklenerek geri kazanim ¢alismasi yapildi ve % 99.85°den biiyiik
geri kazanim degerleri elde edildi Tablo 4.9 ve bu da yontemin dogrulugunun bir
gostergesi olarak kabul edildi. Klorojenik asit i¢in gelistirilen, optimize edilen ve valide
edilen HPLC yontemi, H. plicatum subsp. pseudoplicatum ¢igeklerinde klorojenik asidin
miktar analizi i¢in uygulandi. Bu amac¢ ile Bolim 3.3.1.5°de belirilen sekilde bitki
cozeltileri hazirland1 ve kromatogramlar1 alind1 ve Elde edilen pik alani kalibrasyon
grafigi kullanilarak bitki ektraktinda klorojenik asit miktar1 9.77 +1.818 (ug/mg ekstrakt)
olarak tespit edildi. Caligmamiz ile ilk kez H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin

cigeklerinde klorojenik asit miktari tespit edilmistir. Klorojenik asidin diger Helichrysum
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tirlerinde oldugu gibi H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitkisinin ¢igeklerinde bulunan
onemli bir dogal iiriin oldugu hipotezini dogrulamaktadir.

Yara iyilesmesi, iltihaplanma, hiicre gocli ve cogalmasi, matris iiretimi ve
anjiyogenez gibi bir dizi ardisik olay1 igeren bir siirectir. Iyilesme siirekliligi sayesinde,
cilt hasarindan sonra hemostaz, iltithaplanma, proliferasyon ve yeniden sekillenme
asamasi dahil olmak iizere hemen iyilesme siireci baslatilir®®. Hemostaz asamasinda
trombosit ve fibrin piht1 olusumu ve birikimi olusur. Trombosit ve fibrin pihti olusumu
ve birikmesi hemostaz fazini olusturur®. Notrofiller ve makrofajlarin yarali bolgede
bulunan bazi1 zararli bakterileri ve Olii hiicreleri temizlenmesi iltihaplanma fazinda
gerceklesir. Proliferasyon fazinda anjiyogenez, kollajen iiretimi ve epitel dokusu yeniden
ortaya c¢ikmaktadir. Bu asamada fibroblastlar kollajen iiretimine, vaskiiler endotel
hiicreleri ise anjiyogeneze yardimci olur®®.Son olarak, yeniden sekillenme asamasinda
yeni skar dokusu olusur®®.

Yara iyilesmesi, anabolik faktorler, vitaminler ve eser elementler (bakir ve ¢inko)
gibi ¢ok sayida besinin varligini gerektirir. Ayrica iyilesme siirecinde zaman ve stireklilik
acisindan yara iyilesmesi i¢in antioksidan savunma onemlidir. Mikrobesin eksiklikleri
yaralanmalardan sonra goriilebilir; bundan sonra besin destegine ihtiyag
duyulabilir’.Yara iyilesmesinde biyoaktif bilesenler, yeni ajanlar ve biyobelirteg
molekiillerin arastirilmasi iizerine in vitro ve in vivo ¢alismalar mevcuttur. Bu nedenle,
son yillarda yara iyilesmesinin tedavisi iizerine alternatif yeni bitkisel biyolojik ve
kimyasal ajanlarin kesfi arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir.

Helichrysum tiirleri iizerinde yapilan farmakolojik ¢alismalarda bu bitkinin
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve antioksidan etkiye sahip oldugu dnceki ¢alismalarda
bildirilmistir®® 54, Yine Helichrysum bitkisinin fenolik bilesikler agisindan ve 6zellikle

klorojenik asit agisindan zengin oldugu bilinmektedir. Klorojenik asidin antiseptik,
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antioksidan, antienflamatuar, antipiretik, antiviral ve anti-mikrobiyal ajan olarak bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanimi ve yara iyilesmesi lizerine etkinligi bilinmektedir.
Klorojenik asitlerin kuvvetli antioksidan &zelliklere sahip oldugu bilinmektedir.
Bagdas ve ark>® yaptiklar1 ¢alismada, klorojenik asit tedavisinin yara iyilesmesi ve
oksidatif stres belirtegleri iizerindeki potansiyel roliinii ve tedavinin vital organlar ve
kemik iligi lizerine yan etkileri olup olmadigini1 deneysel yara modeli kullanarak in-vivo
olarak arastirmiglardir. Yaptiklar1 calismada cesitli dozlarda 1p olarak klorojenik asit
uygulamislar ve ilk kez klorojenik asit tedavisinin yara iyilesmesini hizlandirdigini
gostermislerdir. Bu ¢aligmada, klorojenik asidin yara bolgesinde malondialdehit (MDA)
ve nitrik oksit (NO) diizeylerini azaltip, indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) diizeylerini arttirdig1 ve yara dokusunda hidroksiprolin
icerigini arttirdigr gosterilmistir. Sonug olarak, klorojenik asit tedavisinin antioksidan
savunmay1 arttirarak yara iyilesmesini hizlandirdig1 diistiniilmiistiir. Ayrica klorojenik
asidin uzun siire yiiksek doz kronik kullanimi ise karaciger, bobrek ve kemik iligi
iizerinde prooksidan etkiye bagl olarak yan etkilere neden olabilecegi gdsterilmistir °*.
Yine Chen ve ark® tarafindan klorojenik asit ile yapilan bir baska ¢alismada,
topikal klorojenik asit tedavisinin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri arastirilmis ve
Klorojenik asidin yara kontraksiyonu {iizerinde belirgin artisa neden oldugu tespit
edilmistir. Calismada klorojenik asidin, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyonu
arttirarak ve lipit peroksidasyonunu azaltarak giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
ve yara iyilesmesinin inflamatuvar fazinda (12-72 saat) TNF-a ve TGF- seviyelerinin
upregiilasyonuna neden oldugu gézlemlenmistir. Sonug olarak ¢alismada TNF-o ve TGF-
B upregulasyonu yoluyla kollajen sentezini arttirarak ve antioksidan etkinligi ile yara

iyilesmesi siirecini arttirdig1 tespit edilmistir °.
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Bu bilgiler 1s1ginda, klorojenik asit ac¢isindan zengin oldugu diisiiniilen
Helichrysumun Erzurum yoresinde yetisen tiirii olan H. plicatum subsp. pseudoplicatum
bitkisininin yara iylesmesi iizerine etkili olabilecegi diisliniilmektedir.

Yeni terepotik ajanlarin bulunmasi amaciyla gesitli primer yada sekonder insan ya
da murin (kemirgen) keretinosit ve fibroblast hiicrelerinden elde hiicre hatlar1 ve
yontemler kullanilarak in vitro yara iyilesmesi modelleri kullanilabilir 2°. Hiicre kiiltiirii

calismalarinda en sik kullanilan yara modellerinden biride Scratch deneyidir??

. Buamagla
calismamizda, H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ve klorojenik asidin
yara iyilesmesi lizerine etkinligi in vitro sartlarda insan dermal fibroblast hiicre dizini
kullanilarak gosterilmesine karar verildi.

Calismamizda hiicre canlihi@i iizerine proliferatif etki cesitli derisimlerde
klorojenik asit (her bir kuyucukta final derisimi 10-1000 uM derisimlerinde olacak
sekilde) ve H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresi (her bir kuyucukta final
derigimi 0.1-1000 ug/mL derisimlerinde olacak sekilde) kullanarak 24 ve 48 inkiibasyonu
takiben XTT testi ile degerlendirildi. XTT test sonuglarma gore, 75-250 uM doz
araliginda klorojenik asidin ve 0.5 ve 10 uM doz araliginda H. plicatum subsp.
pseudoplicatum bitki ekstresinin doz bagimli olarak 6nemli proliferatif etkiye sahip
olduklar tesbit edildi.

Farkli 6zelliklerde ki oksidan tiirlerin tek tek Olclilmesi pahali, zaman alic1 ve
yogun 1is giicii gerektirmesi sebebiyle son yillarda arastiricilar tarafindan kolay
uygulanabilen, kisa siiren, yiiksek dogrusallik gosteren giivenilir ve duyarli bir yontem
olan TAS-TOS diizeylerinin Olgiilmesi tercih edilir. Bu nedenle ¢alismamizda da
klorojenik asidin ve H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin oksidatif stres
tizerine etkinlikleri TAS-TOS kiti kullanilarak degerlendirildi. Calismamizda literatiirle

uyumlu olarak doz bagimli olarak antioksidan etkiye sahip olduklar1 gézlendi. Ozellikle
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100-250 uM derisimlerinde Kklorojenik asidin ve yine 1-10 pg/mL derisimlerinde H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin kontrol grubu ile karsilastirdiginda
onemli oranda TAS diizeyini arttirdig1 goriildii. Bu sonuglarin XTT sonuglari ile uyumlu
oldugu tesbit edildi.

Klorojenik asidin ve H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin yara
iyilesmesi tizerine etkileri ise Scratch deneyi kullanilarak degerlendirildi. Calismada, 50-
250 uM derisimlerinde Klorojenik asidin hiicre go¢ii iizerine belirgin etkiye sahip oldugu,
ozellikle 75-125 uM derisimlerinde klorojenik asidin 12. saatte hiicre gogiinii arttirmaya
baslayip 24. saatte belirgin sekilde yara bdlgesini kapattig1 tesbit edildi. Ozellikle 75-125
uM derisimlerde klorojenik asidin hem hiicre canliligin1 hem antioksidan etkiye hemde
yara iyilesmesinde en giiclii etkiye sahip oldugu ve bu sonuclarda literatiirle uyumlu
olarak Kklorojenik asidin doz bagimli olarak yara iyilestirici etkisinin antioksidan etkisine
bagimli olabilecegini gosterdi. Yine caligmamizda 0.5-10 pg/mL derisimlerde H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin hiicre go¢ii tizerine belirgin etkiye sahip
oldugu, o6zellikle 1-5 pg/mL derisimlerinde H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresinin 24. saatte belirgin sekilde yara bdlgesini kapattig1 tesbit edildi. Ozellikle, 1-5
ug/mL H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin hem hiicre canliligin1 hemde
yara iyilesmesinde en gii¢lii etkiye sahip oldugu tesbit edildi. Bu ¢aligmada, H. plicatum
subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ilk kez insan dermal hiicre hatt1 kullanilarak yara

iyilesmesi lizerine etkileri doz bagimli uyarici etkiye sahip oldugu gosterildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda yara iyilesmesi iizerine etkinligi bilinen mevcut tedavilere alternatif
olan yeni bitkisel ajanlar arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir. Bu nedenle, yeni
bitkisel biyolojik ve kimyasal ajanlar gelistirilmesi iizerinde durulmaya baslanmistir. Bu
amagla bu calismada H plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin ve klorojenik
asidin yara iyilesmesi {izerine etkinligi arastirildi ve sonuglarimiz literatiirle uyumlu
olarak Kklorojenik asidin daha genis terapotik aralikta antioksidan etkisine bagli hiicre
gociinii artirdigini ve yara iyilesmesini hizlandirdigini ve insan dermal fibroblast hiicre
hattinda doza bagh proliferatif etki gosterdigini gosterdi. Ayni zamanda sonuglarimiz H.
plicatum subsp. pseudoplicatum bitki ekstresinin daha diisiik dozlarda ve terapotik araligi
daha dar olarak hiicre gogiinii artirdigini ve yara iyilesmesini hizlandirdigini ve insan
dermal fibroblast hiicre hattinda ilk kez doza bagl proliferatif etki gosterdigini tesbit
edildi. Bu durum, ekstre icinde klorojenik asit disinda diger fenolik bilesikler
icermesinden ve bu bilesiklerin yiiksek derisimlerde prooksidan etkisi gdstermesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle, H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresi ve Ozellikle klorojenik asidin, yara iyilesmesinin tedavisinde tek basina veya
diger ilaglar, bilesenler veya molekiiller ile kombinasyon halinde mevcut tedavilere
alternatif olacagi sonucuna varildi. Fakat H. plicatum subsp. pseudoplicatum bitki
ekstresinde klorojenik asidin izole edilerek in vitro ve in vivo yara modellerinde daha

detayli caligsmalarla etkinliginin gosterilmesinin daha faydali olacagi kanisindayiz.
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