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1. GIRIS VE AMAC

Geleneksel, Tamamlayici ve Alternatif Tip (GTAT) modern tibbi tedaviye ek olarak
veya onun yerine kullanilan bir takim tedavi yontemlerini tanimlamaktadir. GTAT
uygulamalar tiim diinyada ve tiim yas gruplarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cesitli kanser tiirleri, multipl skleroz, romatolojik hastaliklar, HIV enfeksiyonu ve
astim gibi hastaliklarda kullanim sikliginin iki kat daha fazla oldugu bildirilmektedir
(Zollman and Vickers 1999, Kurt, Bavbek, Pasaoglu, Abadoglu, Misirligil 2004,
Moquin and Blackman 2009).

Son yillarda hem sagligi koruma hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisi konusunda
GTAT kullaniminda tiim diinya genelinde bir artis oldugu goriilmektedir (CAM
Research Methodology Conference 1995, Karayagiz 2008). Halk arasinda
kullaniminin yani1 sira biyomedikal literatiirde de GTAT oldukg¢a popiiler hale
gelmigtir. Bu popiilarite bircok faktorii igerir; tamamlayici ve alternatif tedavi
triinlerine kolayca erisilmesi, toplumun inan¢larinin alternatif tibbin etkili oldugu
yoniinde olmasi, karsilanamayan saglik gereksinimleri, sosyokiiltiirel ozellikler,
davraniglar ve tutumlar bunlar arasinda sayilabilir (Herman, Allen, Hunt, Prasad and
Brady 2004). Diger biitiin diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de GTAT
yontemleri hastaliklarin tedavisinde cesitli asamalarda tercih edilmektedir. Ozellikle
kanser, migren gibi tibbi tedavilerinde zorluk yasanan hastaliklarin, seker hastaligi,
yiiksek tansiyon, bronsiyal astim, epilepsi gibi siiregen hastaliklarin, iist solunum
yolu enfeksiyonlar1 gibi sik goriilen hastaliklarin tedavisinde basta bitkisel terapiler
olmak iizere GTAT yoOntemlerinden siklikla faydalanilmaktadir (Kalpaklioglu 2005,
Karayagiz 2008).

Bitkisel tip tiim diinyada en sik kullanilan GTAT yontemlerinden birisidir. Halen

diinya niifusunun %80’inin sagliklarin1 koruma ve gesitli rahatsizliklarin tedavisinde



bitkisel tirlinlere bagvurdugu tahmin edilmektedir (Topuz 2008). Son yillarda sentetik
ila¢ kullanimiyla ortaya ¢ikan ciddi yan etkiler, modern tip yontemleri ile birgok
kronik hastaligin tam olarak iyilesememesi ve dogal {iriinlerin etkili ve zararsiz
olacag1 diisiincesi gibi faktorlere bagli olarak bitkisel tedavi yeniden popiilerlik

kazanmistir (Sarisen ve Caliskan 2005).

Olea europaea (zeytin) giiglii antioksidan etkisi gesitli ¢alismalar ile kanitlanmis
(Burak ve Cimen 1999) bunun yani sira antimikrobiyal 6zelliklere sahip (Coskun
2006), antitrombotik, antiinflamatuar, hipokolesterolemik, antimikrobiyal ve
antiviral gibi ¢cok yonlii biyolojik etkileri oldugu ortaya konmus bir bitkidir (Aktas ve
Basmacioglu-Malayoglu  2011). Ayrica zeytinin  hipotansif, hipoglisemik,
antihelmentik, antiseptik olarak ve ayrica sa¢ dokiilmesine karsi kullamildigi da
belirtilmistir (Ziyyat et al 1997). Nigella sativa (¢orekotu) ile yapilan bilimsel
calismalar bu bitkinin antikanserojenik (Kaseb et al 2007), antitiimoral (Badary
1999), antiiilserojenik (Kanter, Coskun, Budancamanak 2005), antibakteriyel
(Halawani 2009), antiinflamatuar, analjezik (Abdel-Fattah, Matsumoto, Watanabe
2000), antioksidan (Badary, Abdelnaim, Abdel-Wahap, Farid, Hamada 2000),
hipoglisemik (Badary, Al-Shabanah, Nagi, Al Bekairi, Elmazar 1998, Badary
1999) ve bagisiklik sistemini giiglendirici (Salem 2005) etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Rosmarinus officinalis L. (biberiye) de benzer olarak antibakteriyel,
antioksidan, antiviral, immunojen etkileri ¢esitli arastirmalar ile gosterilmis ve ayni
zamanda kanamayi durdurucu, antiseptik, mideyi iyilestiren ve karminatif etkiye
sahip bir bitkidir (Gachkar et al 2007, Banyai, Tulok, Hgediis, Renner and Vargal
2003). R. officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin; antikanser,
antimikrobiyal, anti-HIV gibi 6nemli bir dizi biyolojik aktiviteye daha sahip oldugu
da ortaya konmustur (Sotelo-Felix et al 2002).

Bu calismada geleneksel tipta ¢ok yonlii etkileriyle bilinen Olea europaea, Nigella
sativa ve Rosmarinus officinalis L. bitkilerinden 6zel olarak hazirlanan, Orta ve
Dogu Anadolu’da pek c¢ok rahatsizligin tedavisinde kullanilan bir karigimin antiviral
etkinligini  belirlemeyi ve yara 1iyilesme siirecine katkisim1 irdelemeyi

amaglamaktay1z.



2. GENEL BILGILER

2.1. GELENEKSEL, TAMAMLAYICI VE ALTERNATIF TIP

Hem sagligi koruma hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisi konusunda son yillarda
gelismis iilkelerde de modern tip disindaki yollara basvurma oraninda bir artig
oldugu gozlemlenmektedir (Ernst and White 2000, Furnham 2002, Tindle, Davis,
Phillips and Eisenberg 2005). Bu yollar genel olarak geleneksel, tamamlayici veya

alternatif tip olarak isimlendirilmektedir.

2.1.1. Tanim ve Kapsam

Geleneksel, Tamamlayict ve Alternatif Tip (GTAT) konvansiyonel temel tibbi
tedaviye ek olarak veya onun yerine kullanilan bir dizi tedavi ydntemlerini
tanimlamaktadir. Tamamlayic1 tip, alternatif tip ve GTAT’in tanimlart iilkeden
tilkeye, hekimden hekime hatta hastadan hastaya farklilik gostermektedir.
Tamamlayict tip hastalarin konvansiyonel tedavilerin yaninda ilave olarak
basvurduklar1 tedavi yaklagimidir. Alternatif tip ise konvansiyonel tedaviler yerine
basvurulan yontemlerdir. GTAT konvansiyonel tedaviler diginda kalan tiim
uygulamalar igin kullanilan genel bir tanimdir (Ugurluer, Karahan, Edirne, Sahin
2007). Bu yontemlerin ¢ogu bilimsel arastirmalarla desteklenmemis, uzun siireli
tecriibeye ve geleneklere dayanan tedavi sekilleridir (Ozgelik ve Akyol 2005).
Birlesmis Milletler Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yapilan tanimlamaya gore
GTAT,; belirli bir zaman dilimi i¢inde, belli bir toplum veya kiiltiirdeki politik olarak
baskin olan saglik sisteminin diginda kalan biitiin saglik hizmetlerini, yontemlerini,
uygulamalarin1 ve bunlara eslik eden teori ve inanglar1 kapsayan genis bir saglik
alanidir (CAM Research Methodology Conference 1995). GTAT yontemlerinin
etkinligi bilimsel olarak kanitlamak ve giivenilirligini incelemek amaciyla 1991°de
Amerika Birlesik Devletleri’'nde Ulusal Saglik Enstitiisii’ne (NIH) bagli Ulusal
Tamamlayici ve Alternatif Tip Merkezi (NCCAM) kurulmustur. Bu merkez, GTAT 1



geleneksel tibbin bir parcast olarak kabul edilmeyen iiriinler, uygulamalar ve saglik
bakim sistemleri olarak tanimlamaktadir (http://nccam.nih.gov, Erigim tarihi: Mart

2011)

2.1.2. Geleneksel, Tamamlayici ve Alternatif Tip Alaninda Giincel Durum

GTAT uygulamalar1 tiim diinyada ve tiim yas gruplarinda yaygm olarak
kullanilmaktadir. Cesitli kanser tiirleri, multipl skleroz, romatolojik hastaliklar, HIV
enfeksiyonu ve astim gibi hastaliklarda kullanim sikliginin iki kat daha fazla oldugu
bildirilmektedir (Zollman and Vickers 1999, Kurt ve ark 2004, Moquin and
Blackman 2009). Son yillarda GTAT kullaniminda tim diinya genelinde bir artig
oldugu goriilmektedir (CAM Research Methodology Conference 1995, Karayagiz
2008). Sadece internette ve medyada degil, ayn1 zamanda biyomedikal literatiirde de
onemli bir yere sahip hale gelmistir. 1966 yilindan bu yana sadece Medline’da
bagliklarinda veya Ozetlerinde tamamlayict tip, alternatif tip veya GTAT terimini
tastyan 46 binden fazla referans oldugu goriilmektedir (Ramos-Remus 2008).
GTAT 1 bu kadar popiiler olmasinin nedenleri bir¢ok faktorii igerir; tamamlayici ve
alternatif tedavi iirlinlerine kolayca erisilmesi, toplumun inanglarinin alternatif tibbin
etkili oldugu yoniinde olmasi, karsilanamayan saglik gereksinimleri, sosyokiiltiirel
ozellikler, davranislar ve tutumlar bunlar arasinda sayilabilir. Ote yandan bitkisel
ilaglarin tanitimimin medya ve internet siteleri araciligiyla kolaylikla yapilabilmesi,
yayinlanan popiiler kitaplar ve genellikle besin destegi olarak pazarlanabilmesi ilgiyi
daha da artirmistir (Herman et al 2004). Giiniimiizde kronik hastaliklarin baslica
hastalik veya 6liim nedeni olmasi ve pek ¢ogunda modern tip tedavilerinin tam basari
saglayamamasi gibi nedenlerle hem hastalar hem de saglik profesyonelleri zaman
zaman degisik arayislara girmektedir. Yine saglik hizmetlerine ulasmadaki giigliikler
de bu tiir arayiglart artirmaktadir (Zollman and Vickers 1999). Yapilan ¢alismalarda
yetiskinlerde tamamlayic1 ve alternatif tedavilerin kullanim prevalansinin %9-65
oraninda degistigini ve kullanim oranlarinin yillara gore giderek arttig1 saptanmistir

(Yavuz, ilge, Kaymake1, Bildik ve Diramal1 2007).

GTAT baslica gelisen diinyanin tiim bolgelerinde ve endiistrilesmis tilkelerde hizla

yayilmaktadir. Avrupa, Kuzey Amerika ve endiistrilesmis diger bolgelerde toplumun



%350'den fazlast GTAT yontemlerinden en az birini kullanmaktadir. San Francisco,
Londra ve Giiney Afrika'da HIV/AIDS'li insanlarm %75 alternatif tibb1
kullanmaktadir. 1995-2000 yillar1 arasinda dogal tibbi ilaglar1 alanlarla karsilasan

doktor sayis1 hemen hemen iki katina ¢ikmustir (http://www.who.int).

GTAT’a adanmuis dergilerin cesitliligi ve ¢oklugu, ayrica bu dergilerin ortaya ¢iktigi
tilkeler oldukea ilging bir olgudur. Ulrich Global Serials Directory’ye gére GTAT
dergisi olarak siniflandirilan 358 aktif bilimsel dergiler vardir. Sasirtict olmamakla
beraber, Cin, GTAT dergi yayinlarinda lider iilke konumundadir. Birgok popiiler
alternatif tip yontemleri Cin kokenli olup buradan Bati tip ve kiiltiiriine yayilmistir.
Ayni durum ylizyillardir ¢esitli alternatif tip yontemlerinin uygulandigi Hindistan
icin de gegerlidir. Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Kuzey Amerika ve
Avrupa'da Birlesik Krallik, Almanya, Fransa gibi onde gelen Batili iilkelerin bu
konuda lider durumda olduklarin1 gérmek ise ilging bir durumdur. Bu durum GTAT
yontemlerinin Bati1 diinyasinda yiiksek bir kullanim oranina sahip oldugunun bir

gostergesidir (Halevi 2013).

Son yillarda GTAT dergilerinin sayisindaki artis GTAT alanina kars1 artan bilimsel
ilgi hakkinda ¢ok sey anlatmaktadir. Konuyla ilgili yayinlanan dergilerin sayisinda
artis en ¢ok 1960’1 yillardan 1980°li yillara ve 1990’lardan 2000’lere gegiste
goriilmektedir. GTAT odakli bilimsel dergilerdeki biiylime konuyla ilgili aragtirma
projelerine saglanan maddi destegin artmasiyla da iliskilendirilmektedir. Ornegin,
Amerika Birlesik Devletleri'nde NIH’e bagh olarak kurulan NCCAM, GTAT
arastirmalar1 i¢in Universite-tabanli merkezleri finanse etmektedir. Bu fon hibe igin
basvuran arastirmaci sayisint arttirarak bu alandaki caligmalarin hizlanmasina
katkida bulunmustur. Avrupa’da bulunan benzer bir fon 50°den fazla vakif,
tiniversite ve aragtirma merkezi biinyesinde GTAT ¢alismalarini desteklemektedir

(Halevi 2013).

Geleneksel ve tamamlayici tip konusu yillardan beri Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
Genel Kurullarinin giindemine gelmektedir. Geleneksel Tip Alaninda Arastirma ve
Egitimin Gelistirilmesi (1977), Tibbi Bitkiler (1978), Geleneksel Tip (1987),
Geleneksel Tip ve Tibbi Bitkiler (1988), Geleneksel Tip ve Modern Saglik Hizmetleri



(1989, 1991) bagliklar1 altinda kararlar kabul edilmistir. Bu siirede akupunktur ve
bitkisel tedavileri konu alan bir¢ok rapor yayimlanmistir. “Geleneksel Tip Arastirma
ve Degerlendirme Metodolojileri Rehberi (2000)” ve “Geleneksel Tip /Alternatif ve
Tamamlayict Tibbin Diinyadaki Yasal Durumu (2001)” ile “DSO Geleneksel Tip
Stratejisi 2002-2005”adl1 dokiimanlar yayimlanmistir. Kiiresel saglik politikalarinin
gelistirilmesi ve uygulanmasinda aktif rol oynayan DSO’niin geleneksel tip

konusunda da kayitsiz kalmadigi goriilmektedir (Tokag 2013).

2.1.3. Geleneksel, Tamamlayici ve Alternatif Tip Yontemleri

GTAT yontemlerini NCCAM; alternatif tip sistemleri, zihin-beden tibbi, biyoloji
bazli terapiler, manipiilatif ve beden bazli yontemler ve enerji terapileri olmak {izere
bes bashik altinda toplayarak gruplandirmistir  (http://nccam.nih.gov/news
/camstats/costs, Erisim: Mart 2012):

1.Alternatif Tip Sistemleri: Ayurvedik Tip, Geleneksel Cin Tibbi, Geleneksel Tibet
Tibbr gibi geleneksel dogu tip sistemlerini ve Homeopati, Naturopati gibi batida

gelisen terapi sistemlerini kapsar.

2.Zihin-Beden Tibbi: Zihinsel uygulamalarla beden sagligini etkilemeyi amaglayan
yontemlerdir. Miizik terapisi, spiritual iyilesme, meditasyon, psikolojik goriismeler,

dua ve yoga bu yontemlerdendir.

3.Biyoloji Bazh Terapiler: Bitkiler, vitaminler, diyet destek {iriinleri, tibbi bitki

caylar1 ve diger dogal iiriinler bu guruptandir.

4 Manipiilatif ve Beden Bazli Yontemler: Bedenin hareketine dayali yontemlerdir.
Siropraktik, Osteopati, Cranio-Sakral Terapi, Masaj, Alexander Teknigi bu tiir

yontemlerdendir.

5-Enerji Terapileri: Bedenin dogal enerji alanlartyla ¢alisan iki tiir enerji terapisi
vardir: bedenin biyo-elektromanyetik enerji alaniyla ¢alisanlar ve bedenin

“biyoalanlar1’” veya “siibtil enerji” alanlariyla ¢alisanlar. Biyo-elektromanyetik



terapiler; miknatislar ve degisken ya da dogrudan akim alanlari ile uygulanan
terapilerdir. Biyo-alan terapileri ise akupunktur, akupresiir, biyoenerji, nefes
calismasi, ¢akra terapisi, duygusal 6zgiirlesme teknikleri, qi gung, refleksoloji, reiki,
shiatsu, tai chi gibi terapileri igerir (http://nccam.nih.gov/news/camstats/costs,
Erigim: Mart 2012).

2.1.4. Bitkisel Tedaviler

Bitkisel tip (Herbalizm, Fitoterapi) tiim diinyada en sik kullanilan GTAT
yontemlerinden birisidir. Halen diinya niifusunun %80’inin sagliklarin1 koruma ve
cesitli rahatsizliklarin tedavisinde bitkisel tiriinlere basvurdugu tahmin edilmektedir.
Diinyadaki az gelismis iilkelerin biiyikk ¢ogunlugunda bitkisel terapiler, biitiin
hastalik tiirlerinin tedavisinde ilag amach kullanilan tedavi seklidir (Topuz 2008).
Bitkilerin tedavide kullanimlar1 insanlik tarihiyle birlikte baglamistir. Modern tipta
kullanilan pek ¢ok ilag da bitkilerden elde edilmistir. Geleneksel bitkisel tedavi farkli
yaklagimlara ragmen hemen her kiiltiiriin bir 6gesidir. Bat1 herbalizminde bitkiler

siklikla tek kullanilirken, Cin tibbinda karisimlar agirliktadir (Altun ve Ozden 2004 ).

Bitkisel tedavi yontemlerinin tarihi M.O. 3000°li yillara kadar uzanmaktadir. Bu
konuda ilk yazili belge olan M.O. 3000 yillarma ait Ninova tabletleri,
Mezopotamya'da kurulan Siimer, Akat, Asur medeniyetlerinde bitkisel ve hayvansal
ilaclarla tedavilerin mevcut oldugunu kanitlamaktadir. Hint tibbinin 6nemli
isimlerinden Rig Veda eserlerinde 1000°e yakin, Yunan tibbinin énemli adlarindan
Eskulap ve modern tibbin temeli olarak kabul edilen Hipokrat 400’e yakin ve “Tip
Kanunu” adli eseri yazan Ibn-i Sina ve Al Gafini 800’e yakin hayvansal ve bitkisel
tedavilerden bahsetmislerdir. Hastaliklar1 bitkiler kullanarak tedavi etme fikrinin ilk
somut 6rnegi 17. yiizyillda Fransa’da goriilmektedir. "Fitoterapi™ teriminin ilk kez
1870-1953 yillarin arasinda yasamis Fransiz hekimi Henri Lenclerc tarafindan La

Presce Medical adli dergide kullanildig1 iddia edilmistir (Sarisen ve Caligkan 2005).

On dokuzuncu ve yirminci yilizyilda kimya ve biyokimya alanlarindaki
laboratuvarlarda birgok ila¢ gelistirilmesine imkan saglamis, laboratuvar ortaminda

bitkiden gerekli etken madde alinarak modern ilaglar {iretilmeye baslamistir. Ancak



gelistirilen ilaglarin sadece dortte biri bitkisel kokenlidir ve bunlarin bir¢ogunda
bitkiden elde edilmek istenen etken madde, laboratuvar ortaminda kopya
edilmektedir. Son yillarda sentetik ilag kullanimiyla ortaya ¢ikan ciddi yan etkiler,
modern tip yontemleri ile bir¢ok kronik hastaligin tam olarak iyilesememesi ve dogal
tirtinlerin etkili ve zararsiz olacagi diisiincesi gibi faktorlere bagli olarak bitkisel

tedavi yeniden popiilerlik kazanmistir (Sarigen ve Caliskan 2005).

2.2. OLEA EUROPAEA

2.2.1. Genel Ozellikleri

Olea europaea (zeytin) Oleaceae familyasinin Olea cinsine ait bir meyve tiiriidiir.
Zeytinin de dahil oldugu Olea cinsine ait 30 kadar tiir, Akdeniz havzasi ve
¢evresinde genis bir yayilim gostermektedir (Besnard and Bervillé 2002). Olea cinsi
cok sayida tiir ve alt tiirleri igermekte olup, bunlarin ¢ogu cali formundadir O.

europaea’nin sistematikteki yeri tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Olea europeae L. bitkisinin bilimsel siniflandirmasi

Bilimsel Stmiflandirma

Alem Plantae (Bitkiler)
Boliim Magnoliophyta
(Kapal1 tohumlular)
Sinif Magnoliopsida
(Iki genekliler)
Takim Lamiales
Familya Oleaceae
(Zeytingiller)
Cins Olea
Tiir Olea europaea
ikili ada Olea europaea L.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://tr.wikipedia.org/wiki/Lamiales

Zeytinin kiiltiire alimmasinin ilk kez M.O. 4000’lerde Anadolu, Dogu Akdeniz ve
Giiney Onasya’da Samiler tarafindan gerceklestirildigi diisiiniilmektedir. Zeytin
fideleri, Fenikeliler aracihigi ile M.O. 2600-1600 arasinda giineyde Misir’a, batida
Kibris ve Girit’e, M.O. 1400-1200’lerde Anadolu yoluyla Yunanistan’a, M.O.
700’lerde Kuzey Afrika’da Libya ve Tunus’a tasinmis ve zeytin kiiltlirii bu sekilde
Akdeniz’in iki yakasina yayilmistir. Zeytin, diinyanin belirli bdlgelerinde ekolojik

acidan kendine uygun yasam alanlar1 bulmustur. (Davis 1978).

Ekonomik anlamda bakildiginda diinyanin 38 {ilkesinde zeytin iiretimi yapilmakta
olup bu diilkelerin 30’u kuzey yarim kiirede, 8’1 ise giiney yarim kiirede yer
almaktadir (Oztiirk 2006). Kuzey yarim kiirede bulunan iiretim alanlarmmn biiyiik
kism1 Akdeniz Havzasi’nda yer almakla birlikte diinya zeytin {retiminin % 99’u
buradan karsilanmaktadir. Bu nedenle, zeytin, Akdeniz iilkelerinin ekonomisinde,
beslenmesinde ve kiiltiiriinde 6nemli bir yere sahiptir (Zamora, Alaiz and Hidalgo
2001). Diinya zeytin iiretiminde O6nemli bir pay1 olan Tiirkiye’de 37 ilde zeytin
yetistiriciligi yapilmakta olup 157 155 819 adet zeytin agact bulunmaktadir
(www.fao.org, Erigim tarihi: 20.02.2012).

Tiirkiye’nin ham tane zeytin iiretimi ise 2007-2010 yillar1 ortalamasina gore 1 311
438 tondur. Bu sayilar g6z oniine alindiginda tilkemiz diinya genelinde zeytin tiretimi
bakimindan 4. sirada, zeytin tiretim alan1 bakimindan 5. sirada yer almaktadir (Aktas

2008).

2.2.2. Biyoaktif Bilesenler ve Saghk Uzerine Etkileri

Zeytin ve iriinlerinin tedavi edici etkilere sahip olmasi yapilarinda bulunan gok
yonlii biyoaktif bilesiklere dayandirilir. Zeytin tanesinin kimyasal bilesiminin énemli
bir kismin1 su ve yag olustururken protein, seliiloz, seker, mineral maddeler,
bilesimde yer almaktadir. Zeytin yapisinda bulunan ve mindr bilesenler olarak
adlandirilan fenolik bilesikler, tokoferoller, hidrokarbonlar, steroller ve lezzet
bilesikleri 6nemli biyoaktif bilesenler olarak da tanimlanmaktadir. Fenolik bilesikler,
yapisinda bir benzen halkasi ile bu benzen halkasina bagli bir veya daha c¢ok sayida

hidroksil gruplar1 igeren antioksidan bilesiklerdir. (Cemeroglu 2004, Turan 2005).



Zeytin meyvesinin fenolik madde bilesiminin en Onemli kismini fenolik asitler
(vanilik asit, gallik asit, kumarik asit, sirenjik asit, ferulik asit, kafeik asit), fenolik
alkoller (hidroksitirozol, tirozol), flavonoidler (apigenin, luteolin, siyanidin,
kuersetin) ve secoiridoidler (oleuropein, ligrosit, verbaskosit) olusturur (Montedoro
etal 1993, Saija et al 1998, Kegeli 2000, Vinha 2005).

Son yillarda zeytin fenollerinin etkilerini inceleyen epidemiyolojik ¢alismalarda,
dogal antioksidanlar ile yiiksek beslenmenin, hastalik yapici serbest radikal diizeyini
azalttig1 belirlenmistir (Saija et al 1998). Zeytin ve zeytinyaginda bulunan fenolik
bilesikler, giiclii antioksidan etkileri ile viicutta diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
oksidasyonunu inhibe ederek, yiiksekligi koroner arter hastaligi igin risk olusturan
LDL kolestrol olusumunu engeller. Bu sebepten dolayi, fenolik madde aliminin

artmasi koroner arter hastaligi riskinin azalmasini saglar (Burak ve Cimen 1999).

Fenolik bilesikler antioksidan o6zellikte olmalarinin yani sira antimikrobiyal
Ozelliklere sahip olmalar1 bakimindan da farmakolojide genis kullanim alanina
sahiptir (Coskun 2006). Tokoferoller, zeytin ve zeytinyagin bilesiminde bulunan ve
antioksidan &zelligi gdsteren bir baska bilesiktir (Can, Ozgelik ve Giines 2005).
Hidrokarbonlar, zeytin ve zeytinyagindaki minor bilesik gruplarindandir. (Kiritsakis
and Marakakis 1987, Kiritsakis and Min 1989). Zeytinin ve yagmin kendine has
koku ve lezzetinin olmasini saglayan maddeler ise lezzet bilesikleri olarak
isimlendirilir. Aldehitler, alifatik ve aromatik hidrokarbonlar, alkoller, ketonlar,
eterler, furan ve thioterpen tiirevleri zeytin ve zeytinyagimin baglica lezzet

bilesikleridir (Kiritsakis and Marakakis 1987).

Zeytin agacinin meyve ve yapraklarinin mikroorganizmalara ve bocek saldirilarina
karst dogal olarak direngli oldugu bilinmektedir. Lezzet bilesikleri olarak
adlandirilan maddelerin ¢ogu, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Candida utilis ve Aspergillus niger’e kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Kubo, Lunde and Kubo 1995). Yapilan ¢alismalarla zeytin meyvesi
ve vyapraklarindaki fenolik bilesiklerin, mikroorganizmalarin gelisimi {izerine

engelleyici ve geciktirici etkileri oldugu, zeytin yaprak ekstraktinin antioksidan
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ozellikte oldugu (Karagozler, Aktas, Uygun, Kavas ve Kirgil 2005), ayrica
potansiyel bir antifungal madde kaynag1 olup gida sanayinde katki maddesi olarak ve
ila¢ endiistrisinde kullanilabilecegi belirlenmistir (Korukluoglu, Sahan ve Yigit).
Yapilan baska bir c¢alismada ise zeytinin yaga islenmesi ile elde edilen yan
tiriinlerden zeytin yapragi ve zeytin karasuyunun antioksidan, antitrombotik,
antiinflamasyon, hipokolesterolemik, antimikrobiyal ve antiviral gibi ¢ok yonli

biyolojik aktiviteleri oldugu ortaya konmustur (Aktas ve Basmacioglu 2011).

O. europaea bitkisinin farkli kisimlarinin diinya genelinde ve tilkemizde kullanimi
oldukca yaygindir. Italya’da yapraklardan hazirlanan dekoksiyonun ates diisiiriicii
olarak kullanildig1 rapor edilmistir (Capasso, Simone and Senatore 1982). Fas’ta
yapilan bir ¢alismada, Olea europaea yapraklarinin halk arasinda hipotansif,
hipoglisemik, antihelmentik, antiseptik olarak ve ayrica sa¢ dokiilmesine kars
kullanildig1 belirlenmistir (Ziyyat et al 1997). Agalias ve arkadaslari, yapraklardan
hazirlanan dekoksiyonun halk tibbinda hipertansiyon, aritmi, intestinal kas spazmlari
ve kanser tedavisinde kullanildigini rapor etmislerdir (Agalias et al 2005). Ulkemizde
ise Olea europaea yapraklari ve gévde kabugundan hazirlanan %5’lik infiizyon, idrar
arttirici, kabizlik oOnleyici, ates diisiiriicli olarak kullanilmakta ve ayrica seker
hastaliginda da 6nemli etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Haricen ise cerahatli yaralarin
temizlenmesinde ve pansumaninda kullanilmaktadir (Baytop 1999). Ayrica
yapraklarindan hazirlanan dekoksiyon, yiiksek tansiyona karsi, kan sekerini
diistirmek icin, kolesterol disiiriicii olarak kullanilmaktadir. Meyvelerinden,
cekirdegi ile birlikte ezildikten sonra haricen, romatizma tedavisinde, agri ve

sisliklerin giderilmesinde faydalanilmaktadir (Tuzlaci 2006).

2.3 NIGELLA SATIVA

2.3.1. Genel Ozellikleri

Ranunculuceae familyasina ait olan Nigella sativa bitkisi tilkemizde ¢orekotu, ekilen
¢orek otu, kara ¢orek otu, siyah kimyon, siyah tohum veya bereket tanesi olarak da
bilinmektedir. Genis bir tibbi kullanim alanina sahip bitki ismini tohumlarimnin siyah

renginden almistir. ‘Nigella’ kelimesi Latince siyahimsi anlamina gelen ‘nigellus’tan
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tiretilmistir (Baytop 1984). Corek otu, 2000 yili askin siiredir Orta Dogu ve Uzak
Dogu iilkelerinde birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bazi unlu gidalarda
stis unsuru olarak kullanilan ¢orek otu, bazi gidalarda da lezzet vermesi amaciyla

kullanilmaktadir. N. sativa’nin sistematikteki yeri tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Nigella sativa bitkisinin bilimsel siniflandirmasi

Bilimsel Sitmiflandirma

Alem Plantae (Bitkiler)
Boliim Magnoliophyta

(Kapal1 tohumlular)
Simf Magnoliopsida

(ki ¢enekliler)
Takim Ranunculales
Familya Ranunculaceae

(Diigiin ¢igegigiller)
Cins Nigella

N. sativa’nin anavatant Dogu Akdeniz iilkeleri, Dogu ve Giiney Avrupa'dir. Corek
otu diger tilkelere buradan yayilmistir. Bu bitkinin ikinci vataninin Kuzey Afrika,
Hindistan ve Tirkiye oldugu sdylenebilir. Bu bitki, Tirkiye'de ¢ogunlukla Afyon,
Burdur, Isparta, Kiitahya ve Konya yorelerinde tiretilmektedir (Baytop 1984).

Tarihsel olarak, N. sativa’nin eski Misir ve Yunan hekimleri tarafindan bas agrisi,
burun tikanikligi, dis agrist ve bagirsak kurtlarini tedavi etmek igin ve ayrica,
menstiirasyonu diizenleyici ve siit artirici olarak hastalara onerildigi bilinmektedir.
Astim, bronsit, bas agrisi, dizanteri, enfeksiyonlar, sigsmanlik, sirt agrisi,
hipertansiyon ve mide barsak yollar1 problemleri dahil genis bir hastalik grubunun
tedavisinde geleneksel ilag olarak Orta Dogu ve Uzak Doguda halk arasinda
yiizyillardir kullanilmaktadir. Ayrica egzama ve deri hastaliklarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir (Salem 2005). Hippokrates ve Dioscorides eserlerinde ¢érekotundan

Melanthion ismiyle bahsetmektedirler. Eski Misir krali Tutankhamen’nin mezarinda
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corek otu tohumlarina rastlanmistir. Kleopatra ¢orek otu yagini giizel ve saglikli
goriinmek icin kullanmistir. Ozellikle Tibbi Nebevi’de gectigi i¢in, Islam iilkelerinde
0zel bir dneme sahiptir. Hz. Muhammed’in bir hadislerinde "Corekotuna kiymet
verin, zira o 6liimden bagka her derde sifadir’” demistir (Cagiran 1996). Biiyiik Tiirk
tip bilgini ve filozofu olan Ibn-i Sina eserlerinde ¢orek otunun tedavi edici ¢ok ydnlii
etkilerini agiklamistir. Corek otu taneleri ayrica farenjit, grip, paralizi, karin agrisi ve

bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Kanter ve ark 2005).

2.3.2. Biyoaktif Bilesenler ve Saghk Uzerine Etkileri

Hasat mevsimine, cesidine ve yetistirildigi iklime baglh olarak farklilik gostermekle
birlikte N. sativa’nin tohumlarinin yapisinda, ugucu yaglar (% 0.4-0.45), sabit yaglar
(% 32-40), proteinler (% 16-19.9), amino asitler, alkoloidler, tanenler, saponinler,
lifler (5.5%), karbonhidratlar (% 33.9), mineraller (% 1.79-3.44), askorbik asit,
tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit bulunmaktadir. Sabit yagin yapisinda
doymamig yag asitlerinden oleik asit, linoleik asit, eikozadienoik, arasidonik asit ve
linolenik asit bulunurken, doymus yag asitlerinden ise miristik asit, palmitik asit ve
stearik asit bulunmaktadir. Ugucu yagin yapisinda ise nigellon, karvakrol, p-cymene,
d-limonen, a ve B-pinen’in yani sira farmakolojik olarak aktif temel bilesenlerden
baslica timokinon, ditimokinon, timohidrokinon ve timol yer almaktadir (Baytop
1984, Randhawa and Al-Ghamdi 2002,). Kahire yakinlarinda yetistirilen ¢érek otu
tohumlarindan elde edilen ugucu yagin, 67 bilesik ihtiva ettigi ve bu bilesenlerin
miktarca en dnemlilerinin: p-simen, TQ, a pinen ve B-pinen oldugu belirlenmistir.
Ulkemizde yapilan bir arastirmada; ¢orek otu tohumlarinda % 6,4 su, %4 kiil, % 32
yag, % 20,2 ham protein, % 6,6 ham lif ve % 37,4 karbonhidrat bulundugu
belirlenmigtir. Sabit yagin; % 1,2 miristik, % 8,4 palmatik, % 2,9 stearik, %17,9
oleik, % 60,8 linoleik, az miktarda arasidik ve % 1,7 eikosadienoik asitlerden
olustugu bildirilmistir (Nergiz ve Otles 1993). Cérek otu tohumlarindaki etkin
madde nigellon ancak 1959'da kristal halinde izole edilebilmistir (Mahfouz and El-
dakhakhny 1960).

Yapilan bilimsel ¢alismalar ¢orek otu tohumu ve bilesenlerinin antikanserojenik

(Kaseb et al 2007), antitiimoral (Badary 1999), antiiilserojenik (Kanter ve ark 2005),
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antibakteriyel (Halawani 2009), antiinflamatuar ve analjezik (Abdel-Fattah et al
2000), antioksidan (Badary et al 2000), hipoglisemik (Badary et al 1998, Badary
1999) bagisiklik sistemini giliclendirici  (Salem, 2005) etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Corek otunun gesitli kanser hiicrelerine kars: sitotoksik etkisi oldugu
(Swamy and Tan 2000), hiicresel aktivasyonu ve tiimore 6zel antikorlarin tiretimini

artirdig1 bildirilmistir (Medenica, Mukerjee, Huschart, Koffskey and Corbit 1993).

Corek otunun ugucu yag asitlerinin; bakterilere, mantarlara, tenyaya ve halk arasinda
serit olarak bilinen sestodlara kars1 tesirli oldugu tespit edilmistir (Agarwal, Khorya
and Shrivastaga 1979, Rathee, Mishra, Kaushal 1982, Akhtar and Akhtar 1991).
Corek otu tohumunun hastaliga yol acan mikroorganizmalara karsi etkilerini
arastirmak tizere c¢esitli caligmalar yapilmistir. Bitkinin farkli yogunluklardaki
ekstraktlari; Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, E. Coli ve Candida albicans gibi hastalik yapan
mikroorganizmalar tizerinde denenmis ve N. sativa’nin Staphylococcus aureus'un
tiremesini durdurdugu, ancak diger mikroorganizmalar iizerinde tesirli olmadigi

tespit edilmistir (Agaoglu, Berktas ve Giidiictioglu 1999).

Corek otunun halk arasinda tedavi amagl kullanim alanlar1 gesitlilik gostermekle
birlikte en ¢ok antimikrobiyal ve antifungal 6zellikleri igin kullanilmaktadir (Raza,
Asif, Yasin 1999, www.ashad.org. Erisim Tarihi: 20.06.2011). Corek otunun hem
tane hem de yag formu antimikrobiyal amagla kullanilmakta, yagi, mantar
hastaliklarinda antifungal olarak etki gostermektedir. Sitotoksik etkisi nedeniyle
zehirlenmelerde siklikla antidot olarak yararlanilmakta, diiiretik etkiye sahip oldugu
icin de idrar yollar1 ve bobrek hastaliklarinda kullanilmaktadir (Al-Ghamdi 2003,
Kumar, Negi, Sankar 2010). Corek otu yaginin diiz kaslar1 gevsetici 6zelligi
nedeniyle pek ¢ok durumda antispazmodik olarak etki gosterdigi ve mide barsak
sikayetlerini gidermede etkili oldugu bilinmektedir. Antitiimoral etkisinden dolay1
kanser hastaliklarinda, antiastmatik etkisinden dolay1 da gogiis hastaliklarinda tedavi
amacl kullanilmaktadir. Ayrica kadin hastaliklar1 ve dogum alaninda da siklikla
kullanilmaktadir. Geng¢ kadinlarda ¢orek otu tohumlar1 agizdan alindiginda adet

kanamasini uyarmaktadir. Menstriiel siklusu diizenlemek ve dogum sirasinda da

14



uterus kasilmalarini artirmak icin de yararlanilmaktadir. Corek otu tohumu taneleri
hipertansif/hipotansif etkileri iyi bilindiginden tansiyonun diizenlenmesinde, yag
metabolizmasi lizerine olan etkileri nedeniyle kan lipid seviyesinin diizenlenmesinde
etkili olmaktadir (Alhaj, Shamsudin, Alipiah, 2010, Kumar et al 2010). Corek otu
taneleri ayrica farenjit, grip, paralizi, karmn agrisi ve bir¢ok hastaligin tedavisinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Kanter ve ark 2005).

2.4. ROSMARINUS OFFICINALIS

2.4.1. Genel Ozellikleri

Lamiaceae (Labiatae) familyasina ait olan Rosmarinus officinalis L. (biberiye) bitkisi
onemli bir tibbi ve aromatik bitki tiiriidiir. Ulkemizde, kusdili, hasalban, piirem,
akpiiren ve urum g¢igegi gibi farkli isimlerle de anilmaktadir. (Baytop 1984).
Rosmarinus, Latince kelimesi, "denizin ¢igi" ya da "deniz nemi" anlamina
gelmektedir. Genellikle deniz kenarlarinda ¢ok yaygin bulunmasindan ve deniz
iklimini ¢ok sevmesinden dolayr bitki bu ismi almistir (Sasikumar 2004).

R.officinalis’in sistematikteki yeri tablo 3’te gésterilmistir.

Tablo 3. Rosmarinus officinalis bitkisinin bilimsel siniflandirmasi

Bilimsel Siniflandirma

Alem Plantae (Bitkiler)
Boliim Magnoliophyta
(Kapal1 tohumlular)
Simf Magnoliopsida
(Iki cenekliler)
Takim Lamiales
Familya Lamiaceae
(Ballibabagiller)
Cins Rosmarinus
Tiir R. officinalis
ikili ada Rosmarinus officinalis L.
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Akdeniz makiliklerinde dogal olarak bulunan biberiye diinyada Fransa'nin giiney
bolgesinden baglayarak, iilkemizin de dahil oldugu bir kusak iizerinde ve Afrika'nin
kuzeyinde yer alan lilkelerden Tunus ve Cezayir kiyilarinda dogal olarak yayilis
gostermekte olup pek ¢ok iilkede siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (Anonim 1987).
Tiirkiye’nin bat1 ve giiney kiyilarinda dogal olarak yetismekle birlikte yaygin olarak
Canakkale, Mersin, Adana, Tarsus, Hatay illerinde genis yayilim gostermistir.
(Ozgiiven ve ark 2005). Ulkemizde biberiyenin kiiltiirii yapilmamasma ragmen
Fransa, italya, Ispanya, Portekiz, Yunanistan gibi iilkelerde ekimi ve kiiltiirii

yaygindir.

Eski Yunan ve Romalilar doneminde hem gidalarin lezzetlendirilmesinde hem de
tibbi tedavi amaciyla kullanilan biberiye gilinlimiizde kozmetik, parflimeri,
aromaterapi, eczacilik ve gida gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Antik ¢aglardan
beri hafizayr artirict etkisi olduguna inanilan biberiye, Eski Yunanlilar tarafindan
hafizay1 giiclendirmek ve konsantrasyonu arttirmak i¢in kullanilmistir. Biberiyenin,
Ikinci Diinya Savasi sirasinda mikrobik hastaliklarin bulasmasmi engellemek ve
hastaliklar1 tedavi etmek icin, hasta odalarinda yakilmak suretiyle havanin
temizlenmesinde kullanildigi bilinmektedir (Kirpik 2005). Bunun yani sira, biberiye
"baghlik" sembolii olarak kabul edilerek diiglin térenlerinde, "unutulmayacak
olmanin" simgesi olarak da cenaze torenlerinde kullanilmistir (Tiirker, Giilbaba,
Tasdelen ve Polat 2011). Ayrica; biberiye ve biberiyeden elde edilen ekstreler, anti-
bakteriyel ve antioksidan etkiye sahip olup et ve yaglarin kalitesinin bozulmadan
saklanmasinda da kullanilmaktadir (Giilbaba, Ozkurt, Kiirk¢iioglu ve Baser 2002).
Biberiye bitkisi genel olarak sindirim, dolasim problemleri, kabizlik, idrar yollari
enfeksiyonlari, depresyon, halsizlik, unutkanlk, uykusuzluk, egzama, siyatik,
seliilit, sa¢ dokiilmesi, romatizma, kas agrilari, hafif spazmlar, kolestrol, karaciger,
migren, seker, astim, bronsit, nefes darligi, kansizlik, agri, diseti iltihaplar1 ve yara
tedavisinde kullanilmaktadir. Ates diistiriicii ve idrar soktiirlicii etkiye de sahiptir

(Erme 2013).
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2.4.2. Biyoaktif Bilesenler ve Saghk Uzerine Etkileri

Yapilan bilimsel ¢aligmalarla R. officinalis’in antibakteriyel, antioksidan, antiviral,
bagisiklik sistemini 1iyilestirici etkileri ortaya konmustur (Gachkar et al 2007).
Bitkinin ¢igek ve yapraklarindan elde edilen ugucu yaglar anti-inflamatuar, kanamay1
durdurucu, antiseptik, mideyi iyilestiren ve karminatif etkiye sahiptir. Biberiyenin
anti-inflamatuar etkisi rosmarinic asit, ursolic asit ve apigenin araciligi ile
saglanmaktadir. Ayrica, biberiyenin giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu da
gosterilmistir (Banyai, Tulok, Hgediis, Renner and Vargal 2003). Biberiyede bulunan
Oonemli antioksidan aktivite fenolik diterpenlerden; karnosol, karnosik asit ve
rosmarinik asitten ileri gelir. Yapraklarinin preslenmesiyle elde edilen suyu
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli ve Bacillus subtilis’e kars1 giglii
antibakteriyel etki gostermektedir. Boraks ile birlikte inflizyon halinde sag
dokiilmesine karsi sa¢ yikamada kullanilmaktadir. Yapilan bir bilimsel ¢aligmada
kekik, lavanta ve sedir agacindan elde edilen esansiyel yaglarla birlikte
kullanildiginda kismi kellige karst 7 ay boyunca uygulamasi sonrasinda %44

oraninda sag gelismesi saglanmistir (Khare 2007).

Yapilan ¢alismalar R. officinalis L. bitkisinden elde edilen ugucu yag ve ekstrelerin;
antikanser, antimikrobiyal, anti-HIV, ve anti-iilserojenik gibi 6nemli bir dizi
biyolojik aktiviteye daha sahip oldugunu ortaya koymustur (Sotelo-Felix et al 2002).
Pek ¢ok c¢alisma; Rosmarinus officinalis L. ekstrelerinin meme, prostat, 16kemiya,
akciger, karaciger ve ovaryum hiicre hatlarini igceren bir dizi insan kanser hiicre hatti

karsisinda 6nemli anti-proliferatif aktivitelere sahip oldugunu gostermistir.

R. officinalis L. bitkisi iizerine yapilan bazi ¢aligmalarda insektisit ve fungusit gibi
etkilerinin de bulundugu belirtilmistir. Insektisit olarak Sitophilus granarius'a ve
Acanthoscelides obtectus'e karsi etkilidir. Listeria monocytogenes'i ve Aspergillus
niger’1 yok edici 6zellige sahiptir. Bitki patojeni olan Streptomyces scabies'i yok
edici oldugu da laboratuvar g¢aligmalarinda goriilmiistir (Sasikumar 2004). R.
officinalis L., bu 6zellikleri ile bitkisel, dogal pestisit olarak kullanilmaktadir.
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Biberiye bitkisinin kimyasal kompozisyonu ile antioksidan aktivitesinin ortaya
kondugu bilimsel ¢alismalarda, biberiyenin ya direkt kendisi ya da su buhari-su
distilasyonu ile elde edilen ugucu yag1 veya farkli ekstraksiyon yontemleri (solvent
veya stiper kritik CO,) ile elde edilen ekstresi kullanilmistir. Biberiyeden elde edilen
ucucu yag Ve ekstrenin ana bilesenleri farklilik gosterir. Yapilan g¢aligmalarda
biberiye ugucu yagmin ana bilesenleri 1,8-cineole, a- pinene, camphor, camphene,
borneol, B-caryophyllene, bornly acetate, verbenone, linalool, limonene, sabinene, ao-
terpineol (Fu et al 2007, Gachkar et al 2007); biberiye ekstresinin ise karnosol,
karnosik asit, rosmanol, rosmadial, epirosmanol, isorosmanol, rosmaridifenol,
rosmariquinon ve rosmarinik asit (Bracco, Loliger, Viret 1981) saptanmigtir. Ugucu
yag ve bu yagin temel bilesenlerinin oranlari; bitkinin yetistigi bolgeye, iklim tiiriine,
hasat zamanina, bitkinin gelisim evresine, genetik yapiya ve ekstraksiyon metotlarina

bagli olarak degisiklik gostermektedir (Okoh, Sadimenko, Afolayan 2010).

Geleneksel tipta; biberiye yapraklari, dahilen dispeptik rahatsizliklarda
kullanilmaktadir. Solunum sistemi bozukluklarinda oOzellikle astimda, solunum
borusu ve girtlak iltihaplarinda, agiz i¢i mukozast iltithabinda kullanilmasinin
yaninda stimulan ve emanagog etkisi de bulunmaktadir. Harici olarak; genelde lapa
seklinde uygulanarak iltihapli yaralarin ve egzamanin tedavisinde kullanilmaktadir.
Biberiye yapraklari; corbalarda, balik, et ve sebze yemeklerinde, salatalarda lezzet
verici olarak tiiketilmektedir. Biberiye ugucu yagi ise; romatizma, kas ve bas
agrilarinda, diisiik basingtan kaynaklanan kronik dolasim bozukluklarinda,
hipertansiyonda, sinir sistemi bozukluklarinda, kan akimini hizlandirmada, burkulma
ve ezilmelerde kullanilmaktadir. Bu kullanimlarin yani sira; ugucu yag, gida
maddelerinde, parfiimeride ve kozmetikte de kullanilmaktadir (Albu, Joyce,
Paniwnyk, Lorimer, Mason 2004, Haksel 2013)

2.5. DERI
Yetiskinlerde viicut agirliginin %16'sin1 olusturan, viicudun en agir ve en biiylik

organi olan deri viicudu dis saldirilara kars1 koruma ve hissetme gibi bir¢ok hayati

isleve sahiptir. Deri, ektodermden koken alan bir epitel katmani olan, ince ve ¢ok
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sayida hiicre igeren epidermis tabakasindan ve mezodermden koken alan, epidermise
gore daha az sayida hiicre igeren, kollagenden zengin dermis tabakasindan meydana
gelir. Epidermal tiirevler tirnaklar, killar, ter ve yag bezlerini igerir. Dermisin altinda
hipodermis (subkutan tabaka) yer alir. Derinin bir par¢asi olmayan hipodermis,
komsu dokular1 deriye gevsekge baglar (Junquiera 2006, Arslan 2010). Dermis
cogunlukla ekstraseliiler matriksten (kollagen, elastin ve glikozaminoglikanlar)
olusur ve az sayida fibroblastlarin hiicresel bilesenlerini igerir. Bu tabaka deriye
esneklik sagladigr kadar mekanik kuvvet de saglamaktadir ve lenfatik sistemi,

sinirleri ve damarlar1 desteklemektedir (Zhong, Zhang and Lim 2010).

2.5.1. Epidermis

Derinin en tist tabakast olan epidermis, yliksek gecirgenlige sahip olup viicudu dis
saldirilara kars1 korur ve su kaybini kontrol eder. Derideki renk, elastikiyet ve belirli
bir deformite veya skar (yara) bu katmanda kendini gosterir. Cok katl yassi
keratinize epitelden meydana gelir ancak basta melanositler, Merkel hiicreleri ve
Langerhans hiicreleri olmak tizere 3 farkli hiicre tipi daha ihtiva eder. Keratinize
epidermal hiicreler keratinositlerdir. Derinin bariyer gorevi keratinositlerin epidermal

tabakada sikica bir araya gelmesiyle saglanmaktadir (MacNeil 2008).

Keratinositler epidermisin %95’ini olusturur ve bazal tabaka tiim g¢ogalan
keratinositlerin kaynagidir. Yara iyilesmesindeki epidermal cevaptan primer olarak
bu keratinositler sorumludur (Hom 1998). Keratinositler, bes tabaka halinde
diizenlenmiglerdir: Stratum bazale, stratum spinozum, stratum graniilozum, stratum

lusidum, stratum korneum.

Melanositler, melanin pigmentini sentezlemekle gorevli ve keratinositler arasinda
yerlesmis hiicrelerdir. Merkel hiicreleri, duyusal fonksiyonlu néroendokrin hiicreler
olup bazal tabakada bulunurlar. Bu hiicrelerin duysal mekanoreseptorler olarak da

islevlerinin olduguna dair kanitlar mevcuttur (Junquiera 2006, Ross 2010).
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En fazla stratum spinozum tabakasinda bulunan Langerhans hiicreleri kemik
iliginden koken alirlar, deriye kan yoluyla tasinir ve antijenleri baglama ve T

lenfositlere sunma yetenegine sahiptirler (Junquiera 2006).

2.6. YARA

Deri ve/veya mukozay1 olusturan yapilarin travma, cerrahi girisim, hastaliklar gibi
farkli nedenlerle biitiinligiiniin bozulmas:1 ya da kayb:i ile var olan fizyolojik
Ozelliklerinin gegici veya tamamen kaybolmasina yara denir. Genellikle “normal deri
biitinligiiniin ortadan kalkmasi1” olarak tanimlanir (Witte and Barbul 1997,
Broughton, Janis, Attinger 2006, Gurtner and Geoffrey 2007, Charles 2007).

2.6.1. Yara Cesitleri
Yaralar tiplerine ve etiyolojilerine gore akut ya da kronik olarak ikiye ayrilir

(Altiparmak 2012).

Akut yaralar: Gegici bir etkenin neden oldugu ve kabul edilebilir bir siirede iyilesen
yaralardir. Akut yara tipleri; agik yara ve kapali yara seklindedir. Agik yaralar;
yaralanmaya neden olan objelere gore; insizyon, laserasyon, abrazyon, delici yaralar,
kesici yaralar, atesli silah yaralar1 ve yaniklar olarak smiflandirilir. Kapali Yaralar;
acik yaralardan daha tehlikelidirler ve kontiizyon, hematom, ekimoz ve ezilme olmak

tizere dort temel baglikta siniflandirilirlar.

Kronik Yaralar: Genelde {i¢ ay iginde iyilesmeyen veya tekrarlayan yaralardir.
Genellikle inflamatuar asamada uzama olur. Akut yaralarda anabolik ve katabolik
fazlarda tam bir denge varken, kronik yaralarda bu denge kaybolmustur ve
katabolizma 6n plandadir. Kronik yaralarin biiyiik bir kism1 ya tamamen iyilesmez

veya iyilesme siireci uzun siire devam eder (Altiparmak 2012).

2.6.2. Yara lyilesmesi
Yaralanma sonucu dokuda, yara iyilesmesi ile sonlanan organize ve karmagsik
birtakim hiicresel ve hiimoral siiregler yasanir (Nursal, Baykal, Hamaloglu 1999,

Seraslan, Altug, Kontas 2007). Yara iyilesmesi, yaralanmadan hemen sonra baslar

20



ve dogal iyilesme siireci olarak adlandirilan 6zel bir siray1 izler. Iyilesme isleminin
etkili ve verimli olmasi, yaralanan bolgeye, yaranin biiylikliigiine ve ciddiyetine
gore farkliliklar gosterirse de, iyilesme siirecindeki sira degismez (Yalgm ve Ozkalp
2005).

Yaralanmay1 takiben amaci devitalize dokular1 uzaklastirmak ve invaziv
enfeksiyonun Oniine gegmek olan inflamatuar asama baslangigta yer alir. Bunun
ardindan, skar olusumu ve doku rejenerasyonunun dengelenmesi sirasinda ortaya
¢ikan bir proliferatif asama gelir. Son olarak yara iyilesmesinin en uzun ve en az
anlasilmis asamasi olan yeniden sekillendirme ortaya ¢ikar (Phillips 2000). Ilk
asamada hemostaz, vazokonstriikksiyon olusturarak, kan kaybmin Onlenmesine,
plateletlerin hapsoldugu fibrin6z ag1 meydana getirerek yara iyilesmesinin
inflamatuar fazinin tetiklenmesine yol agar. Bunu takiben humoral kaskadin
olusturdugu hiicresel cevapla farkli tipte hiicrelerin yara yerine akin etmesiyle yeni
ekstraselliiler matriks ve kan damarlart olusumu gergeklesir. Proliferatif fazda
epitelizasyon, kontraksiyon ve kollagen iiretimi meydana gelir. Yara iyilesmesinin
son faz1 olan olgunlagsma ve yeniden yapilanma safhasinda, kollagen organize olur ve

anjiogenez On plana ¢ikar (Krizek and Harries 1997).

2.6.3. Yara lIyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen birgok lokal ve sistemik faktoriin varligi bilinmektedir.
Son yillarda molekiiler biyoloji, immiinohistokimya ve biyomiihendislik alanlarinda
saglanan gelismeler sayesinde yara iyilesmesinin metabolik, hiimoral ve hiicresel
diizeyde anlasilmasi kolaylasmistir. Yara iyilesmesini etkileyen birgok lokal ve
sistemik faktor belirlenmistir (Nursal ve ark 1999, Toy 2005, Mustoe,
O’Shaughnessy, Loeters 2006, MacNeil 2008, Shaw and Martin 2009, Zhong et al
2010).

Lokal faktorler cerrahi alaninin doku kan akimi (oksijenizasyon), iskemi,
enfeksiyon, yabanci cisimler, 6dem, yara yerinde hematom ve seroma gelisimi,
cerrahi teknikte yetersizlik ve yanlis siitiir materyali, cok baskili pansuman, Sistemik
faktorler ise doku perfiizyonunu etkileyen kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, kan
oksijenizasyonunu etkileyen respiratuar sistem hastaliklari, obezite, metabolik

hastaliklar (iiremi, kronik anemi), endokrin hastaliklar, renal ve hepatik hastaliklar,
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yasglilik, hipotermi, agri, sepsis, beslenme bozukluklari, sigara, kortikosteroid,
kemoterapotik ilaglar olarak siniflandirilmaktadir. (Nursal ve ark 1999, Toy 2005,
Mustoe et al 2006, MacNeil 2008, Shaw and Martin 2009, Zhong et al 2010).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. KIMYASALLAR VE EKiPMANLAR

3.1.1. Kimyasallar
Sitotoksisite ve Scratch Assay deneylerinde kullanilmak iizere;

e Dulbecco’s modified essential medium (DMEM), Fetal bovine serum (FBS),
Penisilin Streptomisin Amfoterisin B (PSA), Trypsin-EDTA Invitrogen,
Gibco’dan (Paisley, UK)

e MTS assay (CellTiter 96 Aqueous One Solution) Promega’dan (Madison,
USA).

e PBS Thermoscientific’ten (Utah; USA) temin edildi.

Antiviral testlerinde kullanilmak tizere:
e Minimum Essential Medium (MEM), Fetal bovine serum, PSA, Trypsin-
EDTA Invitrogen, Gibco’dan (Paisley, UK)
e PBS Thermoscientific’ten (Utah; USA)
e Sodyum bikarbonat AppliChem’den (Darmstadt, Germany) temin edildi.

3.1.2. Laboratuvar Ekipmanlari
Hiicre kiiltiirii caligmalar1 sirasinda kullanilan laboratuvar cihaz ve ekipmanlarinin

listesi asagidaki sekildedir:

e ELISA plak okuyucu (Biotek; Winooski, USA)

e Invert mikroskop (Nikon Eclipse Nikon, Tokyo,Japan)

e Vorteks (Thermo; Utah, USA)

e Santrifiij (Beckman Coulter; Istanbul, Tiirkiye)

e Biyogiivenlik Kabini Class 2 (Heal Force, Shanghai, China)
e Inkiibatdr (Thermo; Utah, USA)
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e 96 kuyucuklu Elisa plaklar1 (BIOFIL, China)
e 24 kuyucuklu Elisa plaklar1 (BIOFIL, China)
e 12 kuyucuklu Elisa plaklar1 (BIOFIL, China)
e (Cok kanall1 pipetler (Sigma; Paisley, UK)

e Steril petri kaplar1 (Isolab, Germany)

e 15 mL falcon tiipleri (Sigma; Paisley, UK)

e 50 mL falcon tiipleri (Sigma; Paisley, UK)

e T-75 flasklar (Zelkultur Flaschen, Germany)
e T-25 flasklar (Zelkultur Flaschen, Germany)

Ayrica deneylerin farkli agsamalarinda pipetler, mikropipetler, pipet uglari, plastik ve

cam Erlenmayer, beherler, Eppendorf tiipler kullanilmistir.

Resim 1. ELISA plak okuyucu
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3.1.3. Hiicre Hatlar1 ve Viriis Suslari

e HaCat hiicre hatti,

e HEp-2 hiicre hatt1
Yeditepe  Universitesi ~ Genetik ve  Biyomiihendislik =~ Molekiiler ~ Tani
Laboratuvari’ndan,

e Polioviriis tip 1 Chat susu,

e Human adenoviris tip 5 Adenoid 75 susu
Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Viroloji Laboratuvari’ndan temin
edildi.

3.1.4. Bitkisel Yaglar

e Olea europaea,

o Nigella sativa ve

e Rosemarinus officinalis
bitkilerinden hazirlanmis olan yag kombinasyonu NBV Ilag, Dogal Ted. Uriin Koz.
Gida ve Mad. Paz. San. LTD STI.’den (Konya, Tiirkiye) temin edildi.

3.2. HUCRE KULTURU

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Medyumlarimin Hazirlanisi
MTS testi ve scratch assay icin kullanmak {izere;

e 500 ml DMEM

e %10 FBS

e %5 PSA

maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.

Viriis testlerinde kullanmak tlizere;
e 500 ml MEM
e %10 FBS
o 401U/ml penicilin, 0,04 mg/ml streptomycin, 0,5 mg/ml glutamin
e %1 Sodyum bikarbonat

maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.
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Viriis inokulasyonunda kullanilan besiyerine ise %1 PSA ve %1 Sodyum bikarbonat
eklendi, FBS konulmadi

3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Uremekte olan hiicreler yaklasik %80 yogunluga ulasinca yeniden pasajlandi.

Pasajlama yapilirken asagidaki basamaklar izlendi:

Flasklarin ierisindeki besiyeri pipetle gekilerek steril PBS (150 cm? igin 8
ml) ile yikandi.

Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicreleri kaldirmak i¢in 8 ml tripsin-
EDTA soliisyonu eklenerek 37°C etiivde 2-3 dk bekletildi.

Hiicreler kaldirildiktan sonra siispansiyon halindeki hiicre+tripsin-EDTA
soliisyonu 15 ml’lik bir falkon tiipe alindi. Soliisyonun {izerine tripsini inhibe
etmek i¢in tripsin hacminin 2 kat1 kadar medyum eklendi.

Stispansiyon 1300 rpm’de 5 dk santriflij edildikten sonra tripsin-EDTA
soliisyonu uzaklastirildi ve hiicreler taze medyum ile siispanse edilerek 3 adet
150 cm?’lik flaska boliinerek yeniden pasajlandi.

Pasajlanan hiicreler 37°C ve %5 CO; ayarl inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flask ylizeyine yapisik halde olan hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilarak
santrifiij edildi ve tripsin besi yerinden uzaklastirildi.

Hiicre pelleti 1 ml besiyeri ile ¢oziildiikten sonra sayildi.

Tripsin, hacminin iki kat1 serumlu besiyeri eklenerek inhibe edildi.

Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilip bir falkon tiipe
aktarildi. Uzerine 2-3 ml daha medyum ilave edildi.

Hiicre siispansiyonu 1300 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek siipernatant
uzaklastirildi.

Pelet 900 pl hiicre medyumu ile sulandirilarak sayildi.

Dondurma tiipleri icerisine 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO) ve 900 pl hiicre
medyumu ile siispanse edilen hiicre soliisyonu eklendi.

Tiipler -80°C’de gerektiginde kullanilmak iizere saklandi.
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3.3. YAG KOMBINASYONUNUN DOZUNUN BELIiRLENMESI

Yag kombinasyonunun hiicrelere toksik olmayan uygun dozunun belirlenmesi
amaciyla 96 kuyucuklu plaga esit sayida hiicreler konuldu. Daha sonra %10; %b5;
%0,5; %0,05 ve %0,005’lik yag kombinasyonlari hiicre medyumlarina katildi ve
hiicreler inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan MTS analiz

yontemi ile hiicre viabilitesi degerlendirildi.

Yag kombinasyonunun farkli dozlari, gida ve farmasotik endiistrilerinde siklikla
kullanilan yiizey aktif bir madde olan Tween 80 (T80) kullanilarak hazirlandi (Chou,
Krishnamurthy, Randolph, Carpenter, Manning 2005). T80, Su ve etanolde ¢6ziinen
T80; proteinlerin ¢oziilmesi, hiicre kiiltiirlinde niikleuslarin hiicrelerden izolasyonu
ve Mycobacterium tuberculosis’in kiiltiir ortaminda {retilmesi gibi biyokimyasal
uygulamalarda da kullanilir. Gida endiistrisinde ise katki maddesi, emiilgator ve

stabilizator olarak kullanim alanina sahiptir (Ema et al 2008)

3.3.1. Hiicre Proliferasyon Analizi

MTS Testi

MTS (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-methoxyphenyl)-2-(4-sulfo-
phenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) mitokondriyal dehidrogenaz enziminin
aktivitesini 6lgmek icin kullanilan kolorimetrik bir test yontemidir. Bu yontemle
kullanilacak olan herhangi bir terapotik ajanin hiicre iizerindeki sitotoksik ya da
proliferatif etkileri belirlenebilmektedir. Dehidrogenaz enzimi MTS’i formazan
boyalarina indigeyerek mor bir rengin ortaya ¢ikmasini saglar. Boyanan formazan

uruni direkt olarak 490 nm’de okunabilir.

MTS yontemi giivenilir, uygulamasi kolay olmasi ve hizli bir sekilde toksisitenin
tayinine olanak vermesi sebebiyle arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilan bir

tekniktir (Rotter 1993).

MTS testi kullanarak yag karisimlarinin viabilite degerlendirilmesi yapilirken

asagidaki basamaklar izlendi:
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HaCat hiicreleri 96’lik plak igerisine her bir kuyucuga 3000 hiicre olacak
sekilde ekildi.(Resim 4)

Mikroplak 37°C ve %5 CO; ayarli inkiibatorde 24 saat bekletilerek hiicrelerin
yiizeye tutunmalari saglandi.

Yag karistmi T80 ile seyreltildikten sonra 10% (v/v) fetal bovine serum
(FBS) ve 1 % (v/v) PSA igeren DMEM eklenerek %10; %5; %0,5; %0,05 ve
%0,005°1lik konsantrasyonlar hazirlandu.

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan maddeler kuyucuklara
eklendi.

MTS testi iireticinin talimatlarina gore wuygulandi. Hiicreler farklhi
konsantrasyonlardaki maddelerle inkiibe edildikten 24, 48 ve 72 saat sonra 10
ul MTS maddesi 100 pl besiyeri ile birlikte kuyucuklara eklendi

MTS maddesi ile 37°C’de 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda ELISA plak
kullanilarak 490 nm’de absorbans 6l¢timii yapildi

Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre viabilite

iliskisi hesaplanarak, Graphpad programinda ilgili grafikler ¢izildi.

Resim 2. 96 kuyucuklu plak
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3.4. YARA IYILESMESI TESTI

In vitro Scratch Assay

Hiicrelerin hareketi ve gocli doku yenilenmesi ve yara iyilesmesi gibi pek cok
fizyolojik siire¢ i¢in anahtar rol oynamaktadir. Tek tabaka halindeki hiicrelerde ¢izik
meydana getirilince hiicre-hiicre baglantilarinda hasarlar meydana gelir. Hiicreler
buna tepki olarak yara yerinde bliylime faktorii ve sitokin miktarlarini arttirarak
hiicrelerin ¢ogalmasini ve gog¢ etmesini saglar. (Liang, Park and Guan 2007). Yara
iyilesme aktivitesini in vitro test etmek igin hiicrelerin go¢ kapasitelerini ve hizlarini
incelemek pek ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilan, pratik ve kullanigh bir modeldir.
(Adetutu, Morgan and Corcoran 2011).

Hiicre popiilasyonunun belirli bir alana yayilmasini inceleyen in vitro scratch assay,
tek tabaka halindeki hiicrelerde yara (gizik) olusturulmasi temeline dayanir (Fronza,
Heinzmann, Hamburger, Laufer and Merfort 2009). Testin yapilmasi i¢in asagidaki

basamaklar izlendi:

e MTS testi sonucunda belirlenen yag kombinasyon dozunun yara iyilesmesine
etkisinin incelenmesi igin 6ncelikle HaCat hiicreleri 12 kuyucuklu plaga her
kuyucukta 100 000 hiicre olacak sekilde ekildi

e Mikroplak 37°C ve %5 CO; ayarli inkiibatorde 24 saat bekletilerek hiicrelerin
ylizeye tutunmalar1 saglandi.

e Tek tabaka halindeki hiicreler iizerinde steril pipet ucu kullanilarak ¢izik
olusturuldu.

e Hemen ardindan hiicreler tizerindeki besi yeri c¢ekilerek kuyucuklara
%0,005’lik yag kombinasyonu iceren besiyeri kondu.

e Hiicreler ve olusturulan cizik 0., 12., 24. ve 36. saatlerde olmak {iizere invert
mikroskop (Nikon Eclipse TE200:Nikon, Tokyo, Japan) altinda incelendi ve
fotograflandi.

e (ekilen fotograflar daha sonra Image-J software kullanilarak ¢izigin farkli

zaman araliklarindaki boyutlarini 6lgmek i¢in analiz edildi.
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e (iziklerin 0. Saatten 36. Saate kadar kapanma miktarlar 6lctilerek hiicrelerin

% go¢ oran1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

0.saatte c¢izik mesafesi—belirlenen saatte ¢izik mesafesi
0.saatteki cizik mesafesi

% go¢ oran1 = x100

Resim 3. Invert mikroskop

3.5. ANTIiVIRAL ETKINLIiK TESTi

Yag kombinasyonunun antiviral etkinligi Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE)’niin TS
EN 14476 (Mart 2007) standartlarina gore test edildi. Bu standarda gére enstriiman
ve yiizey dezenfektanlarinin antiviral etkinligi incelenirken referans organizma
olarak zarfsiz RNA viriisii polioviriis tip 1 ve zarfsiz DNA virlisii adenoviris tip 5
kullanilir. Viriis titresi (ml’deki viriisun logaritmik TCIDsy degeri) ve madde
uygulanan viriis titresi Spearman-Karber metodu kullanilarak hesaplanir. TCIDsg

degeri viriis siispansiyonunun %50 enfeksiyoz dozu olarak ifade edilir.
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3.5.1. Viriis Titrasyonunun Belirlenmesi

Viriis titrasyonunun belirlenmesi i¢in referans Polioviriis tip 1 Chat susu,
Hep-2 hiicrelerine seri diliisyonlar yapilarak ekildi.

Invert mikroskopta gozle goriilebilir sitopatik etki olusturan viriis diliisyonu
baz alinarak, viriisiin titresi Spearman-Karber metodu kullanilarak hesaplandi

(TS EN 14476).

3.5.2. Temiz ve Kirli Ortam Hazirhg:

TS EN 14476’ya gore maddelerin antiviral etkinlikleri ‘temiz’ ve ‘kirli’ ortamda

incelenir. Temiz ortam, tatmin edici bir temizleme programi uygulanmis veya

minimum seviyede organik ve/veya inorganik madde igerdigi bilinen yiizeyleri

temsil etmek igin kullanilir. Kirli ortam ise organik ve/veya inorganik madde

icerdigi bilinen ylizeyleri temsil eder. Bu ortamlarin hazirlanmasi i¢in asagidaki

basamaklar izlendi:

Temiz ortam ig¢in 100 ml steril su igerisinde 0,3 g Bovine Serum Albumin
Fraction V (BSA) ¢oziildii. Hazirlanan soliisyon filtre edilerek steril hale
getirildi.

Kirli ortam i¢in 100 ml steril su icerisinde 3 g BSA ¢6ziildii. Daha sonra 3 ml
koyun eritrositi 97 ml BSA’ya tamamlandi.

Eritrositin hazirlanmasi: 8 ml taze koyun kani 800 G’de 10 dakika
dondiiriildii. Stipernatant atildiktan sonra iizerine 8§ ml PBS konularak pipetaj
yapild1 ve tekrar 800 G’de 10 dakika dondiiriildii.

Temiz igerikli ve kirli i¢erikli maddelerden 35 pl alinarak iki ayr1 falkonda

hazirlanmis olan %0,005°1lik yag kombinasyonlarinin tizerine eklendi.

3.5.3. Antiviral Etkinligin Belirlenmesi

96 kuyucuklu plagin ilk sirasina sadece viriis geri kalan kuyucuklarina ise
besiyeri konulacak sekildi iki ayr1 plak hazirlandi.
Ik kuyucuktaki viriislerden seri diliisyonlar yapilarak medyumlarm iizerine

viriis eklenmis oldu.
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e Plagm ilk yarisina temiz igerikli maddeden, diger yarisina ise kirli icerikli
maddeden eklendi.

e Plaklardan biri 5 dakika diger ise 60 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Bekleme siirelerinin sonunda 24 saat once ekilen ve tek tabaka olmus Hep-2
hiicreleri 37°C inkiibatorden ¢ikartildi ve tizerlerindeki medyum aspire edildi.

e Siireleri dolmus olan plaklarin igerigi hiicrelerin iizerine aktarild1 ve 72 saat
bekletildi.

e Viriis titresi Spearman-Karber metodu kullanilarak hesaplandi. Bu metoda

gore hesaplama asagidaki formiile gore yapildi:

M=xk+ d[05-1/n(r)]
xk: kullanilan en yiiksek doz
r: 6liim olmayan kuyucuklar
d: diliisyon aralig1

n: diliisyon yapilan kuyucuklar

e Ayni metot Human adenoviriis tip 5 Adenoid 75 susu i¢in tekrarlandi.

Resim 4. Inkiibator
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3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bulgular istatiksel olarak one-way analysis of variance kullanilarak analiz edildi.

P<0,05 olan degerler istatiksel olarak 6nemli bulundu.
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4. BULGULAR

4.1 YAG KOMBINASYONUNUN SITOTOKSIK ETKIiSININ
BELIRLENMESI

HaCat keratinosit hiicre hatti {izerine, en etkin ve toksik olmayan dozu
belirleyebilmek amaciyla farkli dozlarda yag kombinasyonu uygulandi. Ardindan
hiicre yogunlugu, spektrofotometrik olarak 6lgme metotuna dayanan MTS testi ile
belirlendi. 96 kuyucuklu plak igerisine HaCat hiicre hatti ekildikten 24 saat sonra
metabolik fonksiyonlarini diizenleyen hiicrelerin medyumu igerisine, T80 ile
seyreltilen ¢esitli konsantrasyonlarda yag kombinasyonu eklendi. Hiicreler farkli
konsantrasyonlardaki maddelerle inkiibe edildikten 24, 48 ve 72 saat sonra MTS

yontemi ile absorbans dl¢timii yapildi.

Yag kombinasyonlar1 T80 ile seyreltildigi icin T80’in sitotoksisitesi de arastirildi.
Bunun i¢in yapilan MTS testi sonucunda T80’in %0,05 ve %0,005’1ik
konsantrasyonlarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel agidan
onemli bir fark bulunmadig1 tespit edildi. Bu sonug, %0,05 ve 90,0051k

konsantrasyonlarin hiicrelere toksik bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

%10, %5 ve %0,5’lik T80 konsantrasyonlarinin ise kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli derecede toksik oldugu gézlemlendi.

Degisen T80 konsantrasyonlarinda hiicre viabilitesi sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Farkli T80 konsantrasyonlarinda HaCat hiicre viabilitesi (p <0,05)

Hiicreler farkli konsantrasyonlardaki yag kombinasyonlariyla inkiibe edildikten 24,
48 ve 72 saat sonra yapilan viabilite degerlendirmesinde %0,005’lik kombinasyonun
hiicre canliligini istatistiksel olarak dnemli miktarda artirdigi, %10, %5 ve %0,5’1ik
diger deney gruplarmin ise hiicre canliligini istatistiksel olarak onemli derecede

distirdiigii gériilmektedir.

Sekil 2 degisen yag kombinasyonlarinin hiicre viabilitesi {izerine etkisini

gostermektedir.
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Sekil 2. Farkli yag kombinasyonu konsantrasyonlarinda HaCat hiicre viabilitesi

(p <0,05)

4.2. YARA IYILESME HIZININ DEGERLENDIiRILMESI

MTS testi sonucunda toksik olmagi gosterilen %0,005’lik yag kombinasyonunun ve
T80’in yara iyilesmesi iizerine etkisi in Vvitro scratch assay kullanilarak
degerlendirildi. Yag kombinasyonu uygulanan grupta ¢izigin 24 saat sonunda
neredeyse tamamen kapandigi kontrol grubundaki ¢izigin ise 24 saat sonunda heniiz
kapanmamis oldugu gozlemlendi (Resim 5, 6, 7, 8). T80 uygulanan grupta ise yara
tyilesme hizinin kontrol grubuna gére daha yavas oldugu, 36. saat sonunda kontrol
grubunda ¢izik kapanirken, T80 grubunda hala kapanmamis oldugu goriildii (Resim
9,10, 11, 12).
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Resim 5. Yag kombinasyonu uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun
(B) hiicre kiiltiiriinde ¢izik olusturulduktan hemen sonra (0. saatte) invert
mikroskop goriintiisii (x10)
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Resim 6. Yag kombinasyonu uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun
(B) hiicre kiiltiirtinde ¢izik olusturulduktan 12 saat sonra invert mikroskop
goriintiisii (x10)

12. saat sonunda madde uygulanan ve uygulanmayan grupta hiicre goglerinin

basladig1 ve ¢izigin kiigiilmekte oldugu gozlemlendi.
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Resim 7. Yag kombinasyonu uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun
(B) hiicre kiiltiiriinde ¢izik olusturulduktan 24 saat sonra invert mikroskop
goriintiisii (x10)

Yag kombinasyonunun uygulanmasi keratinosit hiicrelerinin migrasyon hizini

arttirarak 24. saat sonunda ¢izigin tamamen kapanmasini sagladi.
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Resim 8. Yag kombinasyonu uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun
hiicre kiiltiirlinde ¢izik olusturulduktan 36 saat sonra invert mikroskop
goriintiisii (x10)
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Resim 9. T80 uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun (B) hiicre
kiiltiirlinde ¢izik olusturulduktan hemen sonra (0. Saatte) invert mikroskop

goriintiisii (x10)
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Resim 10. T80 uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun (B) hiicre
kiiltiirtinde ¢izik olusturulduktan 12 saat sonra invert mikroskop goriintiisii

(x10)
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Resim 11. T80 uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun (B) hiicre
kiiltiiriinde ¢izik olusturulduktan 24 saat sonraki invert mikroskop goriintiisii
(x10)
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Resim 12. T80 uygulanan grubun (A) ve kontrol grubunun (B) hiicre
kiiltiiriinde ¢izik olusturulduktan 36 saat sonraki invert invert mikroskop
goriintiisii (x10)

Ciziklerin kiiglilme hizin1 6lgmek i¢in resimler Image-J software kullanilarak analiz
edildi. Ciziklerin 0. Saatten 36. Saate kadar kapanma miktarlar dlciilerek hiicrelerin
% g0O¢ oranlar1 hesaplandi ve buna gore saate bagh olarak yara kapanma yiizdesini

gosteren grafikleri ¢izildi. (Sekil 3 ve Sekil 4)

44



1501
E3 T80
§ E3 kontrol
% 1004
£
c
(3]
&
X 504
o
S
0

Sekil 3. T80 grubunda yara kapanma miktari. %0,005°1ik T80 uygulanan
grubun ve kontrol grubunun 12., 24. ve 36. saat sonunda yara kapanma
ytizdeleri (p <0,05)

T80 uygulanan grupta yara kapanma hizinin daha yavas oldugu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 24. ve 36. saat sonunda istatiksel olarak onemli fark mevcut

oldugu goriildii.
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Sekil 4. Yag kombinasyonu grubunda yara kapanma miktar1. %0,005°1lik yag
kombinasyonu uygulanan grubun ve kontrol grubunun 12., 24. ve 36. saat
sonunda yara kapanma ytiizdeleri (p <0,05)

%0,005’lik yag kombinasyonu uygulanan grupta yara kapanma hizinin daha fazla
oldugu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 12., 24. ve 36. saat sonunda istatiksel

olarak dnemli fark mevcut oldugu goriildii.
4.3. ANTIVIRAL ETKINLiGIiN BELIRLENMESI

Test sonucunda yapilan hesaplamalarda yag kombinasyonunun 1/1°lik orani oda
isisinda (20°C), temiz ve kirli kosullarda 5 ve 60 dakikalik uygulama siireleri
sonucunda her iki viriisiin titresinde biitiin deney kosullarinda en az 4 log azalmaya
neden oldugu saptand: (Sekil 5, 6, 7, 8). Antimicrobial Division US Environmental
Protection Agency (EPA) standartlarina goére dezenfektanlarin viriisidal etkinlikleri
icin 4 log veya daha fazla viriis titresini diisiirmesi gerekmektedir. Sonug olarak yag
kombinasyonu direkt olarak kullanildiginda oda 1sisinda (20°C), 5 ve 60 dakikalik
uygulama siirelerinde Human adenoviriis tip 5 ve Polioviriis Type 1 viriislerine
kars1 % 99,99 etkili oldugu saptandi. T80 uygulanan deney grubunda ise kontrol ile

aralarinda istatiksel olarak 6nemli fark tespit edilmedi.
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Sekil 5. Farkli siirelerde temiz ortamda T80 ve yag kombinasyonu uygulanan
deney gruplarinda adeno virtis titresi (p <0,05)
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Sekil 6. Farkli siirelerde Kirli ortamda T80 ve yag kombinasyonu uygulanan
deney gruplarinda adeno viriis titresi (p <0,05)
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Sekil 7. Farkli siirelerde temiz ortamda T80 ve yag kombinasyonu uygulanan
deney gruplarinda polio viriis titresi (p <0,05)
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Sekil 8. Farkli siirelerde Kirli ortamda T80 ve yag kombinasyonu uygulanan
deney gruplarinda polio viriis titresi (p <0,05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Konvansiyonel temel tibbi tedaviye ek olarak veya onun yerine kullanilan ¢esitli
tedavi yontemlerini tanimlayan GTAT tekniklerinin son yillarda diinya genelinde
giderek arttigi ve konu ile ilgili yapilan bilimsel calismalarda da artis oldugu
gozlemlenmektedir. Hastalarin kendi tedavilerinde daha fazla kontrol sahibi olma
istekleri, alternatif tibbin etkili oldugunun diisliniilmesi, semptomlar1 azaltici
girisimlere ulagsma cabalari, saglik ekibinden yeterli destek alinamamasi ve saglik
gereksinimlerinin yliksek maliyetli olmasi gibi sebeplerin GTAT’a olan ilgiyi
arttirdigr bildirilmistir (Herman et al 2004). Tiim diinyada ve tim yas gruplarinda
yaygin olarak kullanilan GTAT uygulamalarinin ¢esitli kanser tiirleri, multipl
skleroz, romatolojik hastaliklar, HIV enfeksiyonu ve astim gibi hastaliklarda iki kat
daha fazla oldugu bildirilmektedir (Zollman and Vickers 1999, Kurt ve ark 2004,
Moquin ve Blackman 2009).

NCCAM’nin alternatif tip sistemleri, zihin-beden tibbi, biyoloji bazli terapiler,
manipiilatif ve beden bazli yontemler ile enerji terapileri olarak 5 grupta topladigi
GTAT yontemlerinden bitkisel tedavi (biyoloji bazli terapiler) diinya niifusunun
yaklasik %380’1 tarafindan cesitli rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Ayrica, pek ¢ok gelismis iilkede regeteli ilaglarin yaklasik % 25’ini vimbilastin,
Kinin veya aspirin gibi bitkisel kokenli etken maddeler olusturmaktadir. Son yillarda
tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarinin kesfedilmesi ve bitkisel
riinlere olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim hacmini her gecen giin
arttirmakta ve bu alanda yapilan bilimsel c¢aligmalara da ivme kazandirmaktadir
(Kumar 2009). Sanayilesmenin giderek yayginlasmasi ve kitle iiretiminin hizlanmasi
ile birlikte sentetik ilaglarin tiretiminde de artis olmus ve bu durum bitkisel tirtinlerin
kullaniminda azalmaya neden olmustu. Ancak zaman icerisinde sentetik ilaglarin
kullanimi sonucu ciddi yan etkilerin ve bunlarin yol agtigi medikal ve ekonomik

sorunlarin ortaya ¢ikmasi bitkilerle tedaviyi yeniden giindeme getirmistir (Ozbek

49



2005). Tibbi bitkilerin daha degerli hale gelmesinin 6nemli bir nedeni de hastalik
etmenlerinin gelistirdikleri direng sonucu ortaya ¢ikan direngli suslardir. Bu
bitkilerden yapilan iiriinler ¢ok yonlii etkiye sahip olduklarindan yeni suslara karsi

yiiksek etkiye sahiptirler (Ceylan 1995).

Diger biitiin diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de GTAT yoOntemleri
hastaliklarin tedavisinde cesitli asamalarda tercih edilmektedir. Ozellikle kanser,
migren gibi tibbi tedavilerinde zorluk yasanan hastaliklarin, seker hastaligi, yiiksek
tansiyon, bronsiyal astim, epilepsi gibi siliregen hastaliklarin, st solunum yolu
enfeksiyonlar1 gibi sik goriilen hastaliklarin tedavisinde basta bitkisel terapiler olmak
tizere GTAT yontemlerinden siklikla faydalanilmaktadir (Karadeniz 2000, Tan ve
ark 2004, Kalpaklioglu 2005, Karayagiz Muslu 2008). Tiirkiye’de toplumun
tamamlayic1 ve alternatif tip uygulamalar ile ilgili bilgi ve kullanim diizeylerine
iligkin calismalar, kanser hastalar1 disinda oldukca smirhidir (Biilbiil, Turgut ve
Koyliioglu 2009). Son yapilan ¢alismalar, ¢cocuklarda da GTAT kullaniminin olduk¢a
yaygin oldugunu ve kullanilma sikhiginin  %18.4-95.0 arasinda degistigini
gostermektedir (Ernst 2000, Sanders et al 2003). Orhan ve arkadaglar1 1-16 yas arasi
Tiirk ¢ocuklarinda bazit GTAT yontemlerinin kullaniminin bir yil icinde %38’den
%49’a ylikseldigini gostermislerdir. Toplum tarafindan yaygin kullanilmasina
ragmen, toplumun yontem cesitliligi ve bu uygulamalarin zarar ve yan etkileri
konusundaki bilgisinin yeterli olmadig1 da ayn1 ¢alismada vurgulanmistir (Orhan ve
ark 2003). Diger yandan, bireylerin GTAT’1 bilingsiz bir sekilde kullanmalari,
bilimsel dayanagi olan tedavilerden yararlanma sanslarini kaybetmelerine ya da
tedavinin gecikmesine neden olabilmektedir (Chan 1994, Pearce and Simpson 1998,
Ernst 2003). Bitkisel tiriinlerin giivenli oldugu varsayimi, daha ¢ok kullanma istegine
ve buna bagl asir1 dozda kullanima neden olarak ¢esitli organ hasarlarina yol
acabilmektedir (De Smet 1995, Boyce 1999, Dahl 2001, Niggemann and Griiber
2003, World Health Organization (WHO) 2004).

GTAT kullanimina dair Tiirkiye’de yapilan arastirmalar, ¢ogunlukla kanser

hastalariyla yapilmistir (Cetingéz 2000, Ceylan 2002, Algier 2005). Kanser hastalari

disinda, yetiskinlerin bu tiir tedaviler konusundaki bilgi ve kullanim diizeylerine
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iliskin calismalar ise oldukc¢a sinirlidir. Tirkiye’nin Dogu bolgesinde yasayan
yetiskinlerle yapilan bir ¢alismada Orneklemin %70’inin GTAT yontemlerinden
birini kullandig1 ve bitkisel tedavinin en sik kullanilan GTAT yontemi oldugu
belirlenmistir (Tan, Uzun, Akgay 2004). Dermatoloji klinigine basvuran bir grup
hastada ise, alternatif tedaviler hakkindaki bilgi sahibi olanlarin oran1 % 60, bir ya da
daha fazla alternatif tedavi uygulamis olanlarin orani ise %36 olarak saptanmigtir

(Ozeren, Altunay, Koslii 2004).

Bitkisel ekstraktlar yiizyillardir yara iyilesmesinde kullanilmakta olup, giiniimiizde
de bu durum gecerliligini korumaktadir. Baz1 bitkiler taze yaralarin tedavisinde
kullanilirken digerleri kroniklesmis yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir (Khalil
2007). Yara iyilesmesinin koagiilasyon, inflamasyon, kollagen yapimi, epitel
olusumu gibi ¢esitli agamalarina etki eden tibbi bitkiler bilimsel literatlirde yerini

almistir.

Sicak ve nemli iklimlerde kolaylikla yetisen ve tropik bitki olan Aloe vera uzun
yillardan beri yanik tedavisinde kullanilmaktadir. Cesitli formlarinda kullanilan A.
vera’nin 1. ve 2. Dereceden yaniklarin tedavi siiresini kisalttigi, iyilesme ve epitel
olusum hizin1 artirdigi belirlenmistir (Maenthaisong 2007). Crockett ve arkadaslar
ise Hypericum empetrifolium bitkisinin fitokimyasal igeriklerini arastirmislar ve
Tiirkiye’de endemik olan bu tiiriin agil floroglucinol tiirevleriyle in vitro anti-
inflamatuar aktivite gosterdigini ifade etmislerdir. Hypericum tiirleri antihelmintik ve
ditiretik olarak ayrica yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in disaridan yikamak suretiyle
kullanilmaktadir (Crockett 2008). Devi ve arkadaglari gastrik iilser olusturulmus
ratlara uygulanan Terminalia arjuna ekstraktinin {ilser yarasinin iyilesmesinde etkili
oldugunu go6zlemislerdir (Devi, Narayan, Vani and Devi 2007). Sumitra ve
arkadaslar1 Butea monosperma’nin atlarda deri yaralari tizerinde iyilestirici etkisini

incelemislerdir (Sumitra et al 2005).
Onosma (emzik otu) cinsine ait bazi tiirler Tiirkiye’de yara iyilesmesi ve yaniklar

icin kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismada bu bitkilerin koklerinden n-hekzan

diklorometan ile elde edilen ekstraktin insan embriyosundaki amniyon kilifi
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fibroblastlarin biiylimesini uyarip uyarmadigi arastirilmistir. Bitki koklerinde mevcut
olan shikanin derivatinin yara iyilesmesinde etkili olabilecegi bulunmustur (Ozgen
2006). Hindistan’da Embelia cinsinin bazi tiirlerinde bitkinin tamami romatizma ve
ates gibi rahatsizliklarin giderilmesinde anti-inflamatuar olarak kullanilmaktadir.
Yapraklar1 ise deri yaralanmalarinda kullanilmaktadir. Embelia tiirlerinin
yapraklarindan ekstrakte edilen embelin etkisini kollagen liflerin arasinda meydana
gelen capraz baglarin olusumunu artirarak gostermektedirler. Kollagen igerigindeki
artisa bagli olarak yeni olusan dokunun saglamligr da artmaktadir. Kumara Swamy
ve arkadaglar1 ratlarla yapmis oldugu c¢alismada Embelin uygulanan yaralarda
epitelizasyon periyodunun azaldigimi ve yara kontraksiyonun arttigini

gozlemlemislerdir (Kumara et al 2007).

O. europaea bitkisi ile diinya genelinde ve ililkemizde ¢ok sayida g¢aligma yapilmustir.
Bitkinin ates diistiriicii olarak kullanildigi (Capasso, Simone and Senatore 1982),
ayrica hipotansif, hipoglisemik, antihelmentik, antiseptik etkilere sahip oldugu
belirlenmistir (Ziyyat et al 1997). Ulkemizde Olea europaea yapraklari ve govde
kabugundan hazirlanan %>5’lik inflizyon, idrar arttirici, kabizlik Onleyici, ates
diistiriicii olarak kullanilmaktadir. Meyvelerinden ise romatizma tedavisinde, agr1 ve

sigliklerin giderilmesinde faydalanilmaktadir (Tuzlac1 2006).

N. sativa ile yapilan bilimsel g¢alismalar ¢orek otu tohumu ve bilesenlerinin,
antitiimoral (Badary 1999, Kaseb et al 2007), antiiilserojenik (Kanter ve ark 2005),
antibakteriyel (Halawani 2009), antiinflamatuar ve analjezik (Abdel-Fattah et al
2000), antioksidan (Badary et al 2000), hipoglisemik (Badary et al 1998, Badary
1999) bagisiklik sistemini giiclendirici (Salem, 2005) etkilerinin oldugunu
gostermektedir. Corek otunun gesitli kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi oldugu
(Swamy and Tan 2000), hiicresel aktivasyonu ve tiimore 6zel antikorlarin tiretimini

artirdi@r bildirilmistir (Medenica, Mukerjee, Huschart, Koffskey and Corbit 1993).
R. officinalis ile yapilan bilimsel ¢alismalarla bitkininin antibakteriyel, antiviral ve

bagisiklik sistemini iyilestirici etkileri ortaya konmustur (Gachkar et al 2007).

Bitkinin ¢i¢ek ve yapraklarindan elde edilen ugucu yaglar anti-inflamatuar, kanamay1
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durdurucu, antiseptik, mideyi iyilestiren ve karminatif etkiye sahiptir. Ayrica,
biberiyenin gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu da gosterilmistir (Banyai,
Tulok, Hgediis, Renner and Vargal 2003). O. europaea, N. sativa ve R. officinalis
bitkileri ile yapilan gesitli ¢alismalar bu bitkilerin ¢ok yonlii etkilerinin oldugunu
ortaya koymaktadir. Biz de bu calismamizda, bu bitkilerden hazirlanan 6zel bir
kombinasyonunun antiviral etkinligini belirlemek ve yara iyilesme {izerine etkisini
arastirmak istedik. Hazirlanan karisitm Orta  Anadolu’da yiizyillardir ¢esitli
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Yag kombinasyonun viriislere karsi
etkinligini aragtirarak c¢esitli viral hastaliklarda ya da dezenfeksiyon amagli olarak da
kullanilabilecegini ve yara iyilesmesine katkisini inceleyerek de cesitli yaralarin

tedavisinde de faydalanilabilecegini gostermeyi amagladik.

Yag karigiminin yara iyilesmesine etkisi ve antiviral ozelliklerini aragtirmak igin
oncelikle bu karigimin ve karigimi seyreltmede kullandigimiz T80’in hiicrelere toksik
olmayan konsantrasyonunu belirledik. Bunun i¢in MTS testi ile farkh
konsantrasyonlarda hiicre viabilitesini inceledik. Mitokondriyal dehidrogenaz
enziminin aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan kolorimetrik bir test yontemi olan MTS
ile herhangi bir terapotik ajanin hiicre {izerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri
belirlenebilmektedir. Biz de calismamizda, 24 saat siireyle yag kombinasyonu ile
inkiibe ettigimiz HaCat hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat sonra uyguladigimiz MTS
analizi sonucunda %0,005’lik kombinasyonun hiicre canliligini istatistiksel olarak
onemli miktarda artirdigini, %10, %5 ve %0,5’1ik diger deney gruplarinin ise hiicre
canliligimmi istatistiksel olarak 6nemli derecede disiirdiigii gozlemledik. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak yara iyilesmesi ve antiviral etkinlik testlerinde toksik
olmayan %0,005°lik konsantrasyonu kullandik. T80 ile yapilan analiz sonucunda ise

%0,005 ve 9%0,05°1ik konsantrasyonlarin toksik olmadig: goriildii.

Antik dénem tibbr1 incelendiginde zeytinyaginin (O. europaea) merhem gibi ilaglarin
hazirlanmasinda, yara ve yaniklarin tedavisinde kullanildig1 gortilmektedir. (Jackson
1999, Freedman 2008). Halk arasinda, yaniklarda yara tazeyken zeytinyag: ile hig
hava almayacak sekilde sarildiginda yanik izinin olugmasini engelledigi bilinir

(Kaplan 2010). Deri iilserlerinde ve inflamatuvar yaralarda merhem olarak
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kullanildig1 bilinen O. europaea bitkisinin yara iyilesmesi iizerine etkinliginin
belirlenmesi i¢in g¢esitli caligmalar yapilmistir. Koca ve arkadaglar1 yaptiklar
calismada O. europaea bitkisinin yapraklarindan hazirladiklar1 n-Hekzan ve sulu
ekstraktlarin yara iyilestirici etkisini in vivo yara modeli kullanarak arastirmislardir.
Bunun igin c¢izgisel eksizyon ve dairesel eksizyon modellerini uyguladiklari
calismada n-Hekzan ekstraktinin yara iyilestirici etkisi oldugunu ortaya
koymuslardir. Sulu ekstraktin yliksek performansh sivi kromatografisi ile yapilan
analizinde ise secoiridoid oleuropein (% 4.6059) major aktif bilesen olarak

belirlenmistir (Koca, Siintar, Akkol, Yilmazer ve Alper 2011).

N. sativa bitkisinin yara iyilesmesi tizerine etkisinin incelenmesi i¢in yapilan
calismalar bu bitkinin yara iyilesmesini hizlandirdigini ortaya koymustur. Yaman ve
arkadaglar1 N. sativa ile glimiis sulfadiazinin ratlarda yanik yaralarinin iyilesmesi
tizerine etkilerini karsilagtirdiklari ¢alismalarinda N. sativa’nin giimiis sulfadiazin ve
kontrol grubuna goére yara iyilestirmesini Onemli Ol¢lide hizlandirdigini ortaya
koymuslardir (Yaman, Durmus, Ceribasi ve Yaman 2010). Abu-Zinadah ise N.
sativa yaginin tavsanlarda yara iyilesmesine katkisini yanik modeli ile arastirmistir.
Konsantre HCI ile olusturdugu yanik modelinde N. sativa yaginin yara iyilesmesini
hizlandirdigini tespit etmistir (Abu-Zinadah 2009).

R. officinalis bitkisi yara tedavisinde kullanilan bitkiler arasindadir. Ozellikle Urdiin
halk tibbinda yara tedavisinde bu bitki siklikla kullanilmaktadir. Abu-Al-Basal
yaptig1 calismasinda R. officinalis’in sulu ekstraktinin ve esansiyal yaginin diyabetik
BALB/c fareler iizerindeki iyilestirici etkisini incelemistir. Arastirmasi sonucunda
diyabetik yaralarin iyilesmesinde en ¢ok esansiyal yagm etkili oldugunu ortaya
koymustur. Boylelikle bu ¢alisma R. officinalis’in yara iyilesmesinde geleneksel
kullanimina bilimsel kanit saglamistir (Abu-Al-Basal 2010)

O. europaea, N. sativa ve R. officinalis bitkilerinin yara iyilesmesine etkisini
inceleyen bir¢ok in vivo calisma olmasma ragmen konuyla ilgili in vitro ¢alisma
bulunmamaktadir. Biz de c¢alismamizda bu bitkilerden hazirlanan yag

kombinasyonunun yara iyilesmesine etkisini in vitro olarak inceldik. Yara iyilesme
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aktivitesini in vitro test etmek icin hiicrelerin go¢ kapasitelerini ve hizlarmi hiicre
popiilasyonunun belirli bir alana yayilmasini 6lgerek inceleyen scratch assay, tek
tabaka halindeki hiicrelerde yara (¢izik) olusturulmasi temeline dayanir (Adetutu,
Morgan and Corcoran 2011). MTS testi sonucunda toksik olmagi gosterilen
%0,005’lik yag kombinasyonunun ve T80’in yara iyilesmesi iizerine etkisi scratch
assay ile degerlendirildiginde T80 uygulanan grupta yara kapanma hizinin daha
yavas oldugu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24. ve 36. saat sonunda istatiksel
olarak énemli fark mevcut oldugu goriildii. %0,005’lik yag kombinasyonu uygulanan
grupta ise yara kapanma hizinin daha fazla oldugu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 12., 24. ve 36. saat sonunda istatiksel olarak 6nemli fark mevcut
oldugu tespit edildi. Bu durum, yag kombinasyonunun yara iyilesmesini
hizlandirmada 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. T80 inin yaray1
iyilestirmede kontrolden daha yavas olmasi ise yag kombinasyonunun etkisinin

T80’den kaynaklanmadigini géstermektedir.

Gelismis lilkelerde meydana gelen hastaliklarin %60’min viral enfeksiyonlar
tarafindan ortaya ¢iktiginin belirlenmesi ile virlislere karst aktif ilaglarin
gelistirilmesine yonelik caligmalar hizlanmis ve pek ¢ok bitki antiviral aktivitelerinin
Olgiilmesi i¢in test edilmistir (Modamed and Thomas 1990). Antibiyotikler,
bakterilere 6zgii pek ¢ok farkli mekanizma olmasi ve spesifik olarak bunlar1 inhibe
etmeleri sayesinde bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde biiylik basarn
gostermektedir. Ancak viriisler genellikle konagin sentez mekanizmalarini
kullandiklar1 i¢in virilislere 6zgli metabolik yollar oldukca sinirlidir. Bu nedenle
spesifik olarak viral metabolizmaya etki ederek viral enfeksiyonlarda tedaviyi
saglayacak dogal ve sentetik ilaglarin kesfi oldukca zor ve kisitli olmaktadir

(Karag6z 1997).

O. europaea’nin antiviral 6zelliklere sahip oldugu pek cok bilimsel arastirma ile
gosterilmistir. ~ Lea-Huang  ve  arkadaslart  zeytin  yapragimin ~ Human
Immunodeficiency Viriis tip 1 (HIV-1)’e karsi olan antiviral etkinligini arastirdiklari
caligmada bitkinin bu viriise kars1 yliksek antiviral 6zellige sahip oldugunu ortaya

koymuslardir (Lee-Huang et al 2003). Micol ve arkadaslar1 zeytin yapragindan elde
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edilen oleuropein isimli bilesigin bir salmonid rhabdoviriis olan viral haemorrhagic
septicaemia viriisine (VHSV) olan etkinligini arastirmis ve bu molekiiliin viriisiin
infektivitesini inhibe ettigini gostermislerdir (Micol et al 2005). Yamada ve
arkadaslar1 zeytinin yaprak ve meyvesinde bulunan hidroksitirosol isimli kiigiik
fenolik bilesigin HIN1, H3N2, H5N1, ve HIN2 alt tipleri dahil olmak iizere
influenza A viriislerini inaktive ettigini yaptiklari ¢calisma ile kanitlamiglardir. Ayrica
hidroksitirosoliin Newcastle hastaligi viriisiinii de inaktive ettigi ancak bovin

rotaviriisii tizerine etki etmedigini bildirmislerdir (Yamada et al 2009).

N. Sativa’min antiviral etkinligini belirlemek icin ¢esitli viriislerle yapilan
calismalarda bu bitkinin ve tohumlarinin viriislere karst oldukca etkili oldugu ortaya
konmustur. Salem ve Hossain, murin sitomegaloviriisi (MCMV) model olarak
kullandiklar1 ¢alismalarinda N. sativa tohumlarindan elde edilen yagin antiviral
etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda yagin MCMV’ye karsi ¢ok kuvvetli bir
antiviral etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (Salem and Hossain 2000). Zaher ve
arkadaglar1 ise yaptiklar1 ¢aligmada N. sativa tohumlarimin Enfeksiyéz Laringo-
Tracheitis Viriisiine (ILTV) kars1 antiviral etkinlige sahip oldugunu gostermislerdir
(Zaher, Ahmed and Zerizer 2008).

Antiviral 6zellikleri aragtirilan pek ¢ok diger bitkiden bir tanesi de R. officinalis tir.
Hindistan’da Vijayan ve arkadaslar1 halk arasinda tedavi amagli olarak kullanilan 18
bitkiyi Herpes simplex virtisiine (HSV) kars1 antiviral etkinliklerini belirlemek igin
test etmislerdir. Bu bitkiler arasindan {igliniin ¢ok yiiksek antiviral etki gosterdiklerini
saptarken R. officinalis esansiyal yaginin kismi etki gosterdigini belirlemislerdir
(Vijayan, Raghu, Ashok, Dhanaraj and Suresh 2004). R. officinalis esansiyal yaginin
HSYV f{izerine antiviral etkisi Minami ve arkadaglarinin yaptigi calisma ile de tespit
edilmistir (Minami et al 2003). Ayrica R. officinalis ekstraktini olusturan karnosol ve
karsonik asit HIV viriisiiniin bulagsmasin1 engelleme konusunda da etkinlige sahip

oldugu gosterilmistir (Sasikumar, 2004).
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O. europaea, N. sativa ve R. officinalis bitkilerinin antiviral etkilerini gesitli viriis
modelleri kullanarak kanitlayan g¢alismalarin sonuglarindan yola ¢ikarak biz de
calismamizda bu bitkilerden hazirlanan yag kombinasyonunun antiviral etkinligini
Human adenoviriis tip 5 ve Polioviriis Tip 1 kullanarak gosterdik. Bu analizi TS EN
14476 standartlarina gore gerceklestirdik. Bu standarda gore enstriiman ve yiizey
dezenfektanlarmin antiviral etkinligi incelenirken referans organizma olarak zarfsiz
RNA viriisii poliovirus tip 1 ve zarfsiz DNA viriisii adenoviriis tip 5 kullanilir. Viriis
titresi ve madde uygulanan virlis titresi Spearman-Karber metodu kullanilarak
hesaplanir. Test sonucunda yapilan hesaplamalar yag kombinasyonunun 1/1’lik
oraninin oda 1sisinda, temiz ve kirli ortamlarda, 5 ve 60 dakikalik uygulama stireleri
sonucunda her iki viriisiin titresinde en az 4 log azalmaya neden oldugunu ve kontrol
grubu ile aralarinda 6nemli derecede istatiksel fark oldugunu ortaya koymaktadir.
Antimicrobial Division US EPA standartlarina gore dezenfektanlarin viriisidal
etkinlikleri i¢in 4 log veya daha fazla viriis titresini diistirmesi gerekmektedir. Temiz
ortam, tatmin edici bir temizleme programi uygulanmis veya minimum seviyede
organik ve/veya inorganik madde igerdigi bilinen yiizeyleri temsil etmek igin
kullanilir. Kirli ortam ise organik ve/veya inorganik madde icerdigi bilinen yiizeyleri
temsil eder. Deney sonuglari analiz edildiginde yag kombinasyonunun direkt olarak
kullanildiginda Human adenoviriis tip 5 ve Polioviriis Tip 1 viriislerine karst % 99,99
etkili oldugu ortaya ¢ikmaktadir. T80 uygulanan deney grubunda ise kontrol ile
aralarinda istatiksel olarak onemli fark tespit edilmemesi antiviral etkinin T80’den

kaynaklanmadigimi gostermektedir.

TS EN 14476 standartlarina dogrultusunda DNA’I1 model viriis 6rnegi olarak Human
Adenoviriis Tip 5’¢ ve RNA’II model viriis 6rnegi olarak Polioviriis Tip 1’e karst
virlisidal etkinligi arastirilan bu maddenin laboratuvarda pratik olarak test
edilemeyen HBV gibi diger zarfli ve zarfsiz DNA’l1 viriislere ve HCV, HIV gibi
diger zarfli ve zarfsiz RNA’l1 viriislere de en az yukarida belirtilen ¢oziiniirliik ve

stirelerde kullanilmak sartiyla ayni viriisidal etkiyi gosterdigi kabul edilir.
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Sonug olarak, O. europaea, N. sativa ve R. officinalis bitkilerinden hazirlanan yag
kombinasyonu yara iyilesmesini 6nemli derecede hizlandirmaktadir. Geleneksel
olarak yiizyillardir Orta Anadolu’da kullanilan kombinasyon ayrica antiviral 6zellik
de sergilemektedir. Bu etkilerine bakildiginda karisimin yara iyilestirme siirecinde ve
viral enfeksiyonlarin tedavisine yardimci ya da dezenfektan amacli olarak

kullanilabilecek bir ajan olabilecegi sonucuna varilmaktadir.
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6. OZET

GIRIS VE AMAC: Modern tip yontemlerine ek olarak kullanilan tedavi
yontemlerini tanmimlayan Geleneksel, tamamlayict ve alternatif tip (GTAT)
kullaniminda son yillarda tiim diinya genelinde bir artis meydana gelmistir. En sik
kullanilan GTAT yontemlerinden biri olan bitkisel tip diinya niifusunun yaklasik
%380’1 tarafindan ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
geleneksel tipta ¢ok yonlii etkileriyle bilinen Olea europaea, Nigella sativa ve
Rosmarinus officinalis bitkilerinden 6zel olarak hazirlanan, Orta ve Dogu
Anadolu’da yiizyillardir kullanilan bir karigimin antiviral etkinligini belirlenmesi ve
yara iyilesme siirecine katkisini irdelemeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM: Oncelikle yag karigimmin sitotoksik olmayan
konsantrasyonu MTS testi ile belirlendi. Toksik olmayan konsantrasyonun in vitro
scratch assay testi kullanilarak yara iyilesmesine etkisini incelendi. Bunun igin
kiiltiire edilmis keratinosit hiicre tabakasinda ¢izik olusturulduktan sonra yag
kombinasyonu uygulandi. Mikroplakalar invert mikroskopta incelenerek farkli
zaman araliklarinda resimleri ¢ekildi. Yag kombinasyonunun antiviral etkinligi TS
EN 14476 Standardina gore arastirildz..

BULGULAR: toksik etkisi olmadigi MTS testi ile belirlenen %0,005°’lik yag
kombinasyonu uygulanan grupta yara kapanma hizinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 12., 24. ve 36. saat sonunda istatiksel olarak 6nemli derecede
fazla oldugu tespit edildi. Antiviral etkinlik analizi sonucunda yag kombinasyonunun
1/1°1ik virts titresinde en az 4 log azalmaya neden olarak Human adenoviriis tip 5 ve
Polioviriis Tip 1 viriislerine karst % 99,99 etkili oldugu ortaya kondu.

SONUC: Calisma sonuglart yag kombinasyonunun yara iyilesmesini hizlandiric
etkisi oldugunu ayrica antiviral etkinlige de sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Olea europaea, Nigella sativa, Rosmarinus officinalis, antiviral,

yara iyilesmesi
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SUMMARY

INTRODUCTION AND AIM: Complementary and alternative medicine (CAM),
defined as treatment methods that are used in addition to modern medicine methods,
has an increasing usage in the last decades throughout the world. Herbal medicine,
the most commonly preferred CAM, is used in the treatment of various disorders by
approximately 80% of the world's population. In this study, we aimed to determine
the antiviral activity and wound healing potential of a special herbal mixture
prepared from Olea europaea, Nigella sativa and Rosmarinus officinalis that has
been used for centuries in Middle and East Anatolia.

MATERIALS AND METHODS: Firstly, the nontoxic concentration of the herbal
mixture is determined by MTS assay. This concentration is investigated for its
wound healing potential by using in vitro scratch assay. To execute the scratch assay,
a scratch is made on a cultured keratinocyte cell layer and the herbal mixture is
added to the culture medium. Microplates are observed under inverted microscope
and pictures are taken at different time intervals. The antiviral activity of the mixture
is determined according to TS EN 14476 Standards.

RESULTS: The nontoxic concentration, % 0,005 of herbal mixture as determined by
the MTS assay, was found to show statistically higher wound healing rate in compare
to control group at the end of 12, 24 and 36 hours. Antiviral activity test showed
thatAccording to antiviral efficacy test, 4 log of reduction in viris titer was seen in
1/1 herbal mixture. This reduction meant that the mixture was % 99,99 effective
against Human adenoviriis type 5 and Polioviris type 1.

DISCUSSION: The study shows that the special herbal mixture speed up wound
healing and it also has antiviral activity.

Key Words: Olea europaea, Nigella sativa, Rosmarinus officinalis, antiviral, wound

healing
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