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ONSOZ

Sigala agaci1 (Liquidambar orientalis Mill.), Tiirkiye’nin giiney-batisinda yayilis
gosteren relikt endemik bir tiirdiir. Ekolojik ve biyocografik 6neminin yan sira,
agacin govde kabugunun yaralanmasi sonucu sigala balzami (Styrax Liquidus)
elde edilmesi nedeniyle ekonomik acidan da onemli bir tiirdiir. 20. yiizyilin
baslarinda 6321 h’lik bir alanda dagilim gosteren tiir, ~ % 80’lik bir daralma ile
glinlimiizde 1337 ha’lik bir alanda sinirhi kalmistir.

Tez ¢alismamizda balzamin ve ugucu yaginin antiinflamatuvar etkisinin in vitro
lipooksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX) enzim inhibisyon aktiviteleri ile
incelenmesi, ugucu yagin bilesiminin ve kati faz mikroekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ucucu bilesiklerin Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GK/KS) ile analiz edilmesi amaglanmustir.
Ayn1 zamanda ugucu yagm Helicobacter pylori iizerinde antimikrobiyal etkisi
incelenmistir.

Tez konusunun belirlenmesinde, yiiksek lisans egitimim siiresince tim
calismalarimda yardim, tavsiye ve yonlendirmeleri ile sabir ve hosgoriilerini
benden esirgemeyen, sevgi ve saygi duydugum degerli hocam, tez danismanim
Sayin Prof. Dr. Betiil Demirci’ye, yardimlarmi esirgemeyen Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Bagkan1 Saymn Prof. Dr. Nese
Kirimer’e, enzim aktivite ¢alismalarinda yardimci olan, degerli zamanini ayiran
Sayin Yrd. Dog. Dr. Halide Edip Temel’e, antimikrobiyal calismalarla ilgili
sagladigi imkanlardan dolay1r Sayin Prof. Dr. Fatih Demirci’ye, yiiksek lisans
egitimim boyunca teorik derslerimde degerli bilgi ve birikimlerini benimle
paylasan tiim Anadolu Universitesi Farmakognozi Anabilim Dali &gretim
tiyelerine, anti-Helicobacter pylori aktivite ¢aligmasinda destek ve yardimlarimi
gordiigiim Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Ogretim tiiyesi Saym Dog. Dr. Nilgiin Kasifoglu’na, yiiksek lisansa bagladigim
giinden bugiine, desteklerini ve yardimlarii hi¢bir zaman esirgemeyen sevgili
arkadaslarim Aras. Gor. Hale Gamze Duymus ve Aras. Gor. Hiilya Tuba Kiyan ile
degerli agabeyim Uzm. Fatih Goger’e,

Hayatimin her aninda bana destek olan, ilgi ve sevgilerini her zaman hissettigim
canim anneme, babama ve agabeyime, hep yanimda olduklari, bana giivendikleri
icin sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Betiil Biiyiikkilig
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SIGALA (Liquidambar orientalis Miller) UCUCU BILESENLERININ
KiMYASI VE BiYOLOJIiK AKTiVITELERININ INCELENMESI

OZET

Sigala balzami genellikle tibbi ve teknik agidan degerlendirilmektedir. Tipta
yaralarin tedavi edilmesinde, astim, bronsit gibi iist solunum yolu hastaliklarinda
buharla dezenfeksiyon, balgam soktiiriicli olarak toz ve pastil, mantar ve uyuz gibi
cilt hastaliklarinda pomat ve yaki halinde kullanilmaktadir. Sigala balzami
antiseptik ve parazit oldiirtictidiir. Ayrica tlser hastaliginda agri dindirici olarak
degerlendirilmektedir.

Bu c¢alismada, sigala balzamindan su distilasyonu yontemi ile elde edilen ugucu
yagin Dbilesiminin yan1 sira kati faz mikroekstraksiyon (Solid phase
microextraction (SPME)) yontemiyle balzamda bulunan ugucu bilesenlerin Gaz
Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GK/KS) ile
analizi yapilarak, elde edilen ugucu yagin ve balzamin antiinflamatuvar etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. Antiinflamatuvar aktiviteler in vitro lipooksijenaz
(LOX) ve siklooksijenaz (COX) enzim inhibisyonu yontemleri kullanilarak
incelenmistir. Ayrica ugucu yagin, agar diliisyon yontemiyle Helicobacter pylori
tizerinde antimikrobiyal etkisi incelenmistir.

Inflamasyon (yang), tehlikeli ve zararl i¢ ve dis uyarilara kars1 verilen dogrudan
bir yamit olup organizmayr korumaya yonelik mekanizmalardan biridir.
Inflamasyonda ¢esitli hiicre ve mediyatorler rol alir. inflamasyon giiniimiiziin en
bliylik saglik problemlerinden biridir ve tibbin hemen her bransini yakindan
ilgilendirmektedir.  Antiinflamatuvar etki,  yangisal  reaksiyonu  diger
mediyatorlerin aksine baskilar. Viicutta dogal antiinflamatuvar mediyatorler
oldugu gibi digardan alinan birgok etken maddenin de antiinflamatuvar etkisi
vardir. Bu maddeler inflamasyondan sorumlu olan mediyatorlerin sentezini
azaltarak antiinflamatuvar etkinlik gosterirler.

GK ve GK/KS analizleri sonucunda ugucu yagm ana bilesikleri olarak stiren
(%84.6), a-pinen (%8.3) ve B-pinen (%2.1) bulunurken, SPME yontemi ile
balzam ugucu bilesenleri olarak stiren (%75.0), benzen propanol (%9.5) ve 4-etil
fenol (%4.5) tespit edilmistir. Enzim aktivite deneyleri sonucunda, ugucu yagin
LOX inhibisyonunda ICsy degeri 50.33+3.22 pg/mL olarak hesaplanip, zayif-orta
antiinflamatuvar etki gosterdigi gorilmistir. Balzam ve ugucu yagin 200
pg/mL’lik konsantrasyonlarinin COX inhibisyonu gostermedigi goriilmiistiir.
Ucgucu yagm, agar diliisyon yontemiyle 2222.2 pg/mL konsantrasyonda anti-
Helicobacter pylori etkisi olmadigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Liquidambar orientalis, ucucu yag, balzam, antiinflamatuvar,
lipooksijenaz (LOX), siklooksijenaz (COX), Helicobacter pylori.
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INVESTIGATION OF SWEETGUM (Liquidambar orientalis Miller)
CHEMISTRY OF ESSENTIAL COMPONENTS AND BIOLOGICAL
ACTIVITIES

ABSTRACT

Oriental sweetgum or Turkish sweetgum balsam is generally evaluated from
medically and technically. In medicine, it is used to treat of wounds, asthma,
bronchitis, upper respiratory tract diseases, such as fumigation and an expectorant
in the form of powder and pastille, skin diseases like scabies and fungal in the
form of pomade and plaster. Sweetgum balsam is antiseptic and parasiticide. In
addition, it is evaluated to be pain-killers for ulcer disease.

In this present study, the essential oil of sweetgum balsam was obtained by hydro
distillation. Composition of the essential oil and volatile components which were
obtained by the solid phase microextraction (SPME) method were determined by
using Gas Chromatography (GC) and Gas Chromatography/Mass Spectrometry
(GC/MS). This study was aimed to investigate the anti-inflammatory effects of the
essential oil and balsam. Anti-inflammatory activities were investigated by in
vitro lipoxygenase (LOX) and cyclooxygenase (COX) enzyme inhibition
methods. In addition, antimicrobial effect of essential oil was examined on
Helicobacter pylori with agar dilution method.

Inflammation is a direct response to be one of the mechanisms to protect the
organism against dangerous and harmful internal and external stimuli. In
inflammation, variety cells and mediators play role. Inflammation is one of the
most important health problem and in almost every branch of medicine are closely
related. Anti-inflammatory activity suppress inflammatory reaction unlike other
mediators. Although there are natural anti-inflammatory mediators in the body,
many active ingredient which are taken from outside, have anti-inflammatory
effect. These substances show anti-inflammatory activity by reducing the
synthesis of inflammation mediators.

In result of GC and GC/MS analysis of the essential oil, the main compounds
were determined as styrene (84.6%), a-pinene (8.3%) and P-pinene (2.1%),
balsam volatile components were identified as styrene (75.0%), benzene propanol
(9.5%) and 4-ethyl phenol (4.5%) by SPME method. In results of enzyme activity
assays, essential oil showed anti-inflammatory activity with weak-medium effect
and LOX inhibition ICs, value was calculated as 50.33+3.22 pg/mL. Balsam and
essential oil didn’t inhibit COX in the 200 pg/ml concentrations. Essential oil
wasn’t showed the effect of anti-Helicobacter pylori by agar dilution method in
the 2222.2 ng/ml concentration.

Keywords: Ligquidambar orientalis, essential oil, balsam, anti-inflammatory,
lipoxygenase (LOX), cyclooxygenase (COX), Helicobacter pylori.
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GIRIS ve AMAC

Liquidambar orientalis Miller (Sigala agaci, Giinlikk agaci) Tiirkiye’ye Ozgii
endemik ve relikt bir tiir olup, Hamamelidaceae familyasinin {ilkemizdeki tek
tiyesidir, Gilineybatt Anadolu’da yetisir. Agacin gévde kabugunun yaralanmasi
sonucu sigala balzami elde edilir (Tanker ve Sayron, 1974). Tarihte, Misir
Kraligesi Kleopatramin "agk iksiri" ve parfiim olarak kullandig1r sigala yag,
Hipokrat doneminden beri ilag olarak da kullanilmistir. Eski Misirlilar sigala
yagmi mumyalama islemleri sirasinda kullanmiglardir. Batmis Fenike
gemilerinden ¢ikarilan i¢i siala yagi dolu amforalar gegmiste sigala yaginin
Akdeniz ticaretinde 6nemli bir yer tuttugunu géstermektedir (Deniz, 2010).

Sigala balzami halk arasinda yaralarin tedavi edilmesinde, astim, bronsit gibi iist
solunum yolu hastaliklarinda buharla dezenfeksiyon, balgam soktiiriicii olarak toz
ve pastil, mantar ve uyuz gibi cilt hastaliklarinda pomat ve yaki halinde ayrica
tilser hastaliginda agri dindirici olarak kullanilmaktadir. Sigala yagi antiseptik ve
parazit oldiirticiidiir (Baytop, 1999).

Sigala yagindan sabun ve parfiim sanayiinde fiksator olarak, tiitiine koku
vermede, verniklerde, ayrica yagi alinmis yongalarindan ise cami ve kiliselerde
tiitsilleme amaci ile yararlanilmaktadir (Velioglu ve ark., 2008).

Antiinflamatuvar ilaglar yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Bu tiir ilaglar etkili
olmalarima ragmen uzun siire kullanildiginda ciddi yan etkilere neden olurlar.
Bitkisel ilaglar nispeten daha az yan etkileri nedeniyle giderek daha popiiler hale
gelmektedir. Antik ¢aglardan beri bitkilerde bulunan fitokimyasallar inflamatuvar
siireci kisaltmak icin kullanilmaktadirlar. Ornegin, sogiit agac1 kabugu, Yunanhlar
ve Romalilar tarafindan 2400 yil 6nce agri kesici ve ates diisiiriicii ilag olarak
kullaniimagtir. Aspirinin 1899 yilinda kesfi, bu gézleme dayanir.

Bu tez kapsaminda in vitro lipooksijenaz (LOX) ve siklooksijenaz (COX) enzim
inhibisyonu yontemleri kullanilarak balzamin ve ugucu yaginin antiinflamatuvar
etkisi ilk defa incelenmis, yanisira kat1 faz mikroekstraksiyon yontemiyle ve su
distilasyonu yontemiyle elde edilen ugucu bilesenlerin Gaz Kromatografisi (GK)
ve Gaz  Kromatografisi/Kiitle =~ Spektrometrisi ~ (GK/KS)  analizleri
gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda Styrax Liquidus’un geleneksel tibbi kullanimdan yola
cikarak balzamm ve ugucu yagmin antiinflamatuvar etkisi arastirilmistir.
Helicobacter pylori iizerinde de ugucu yagin antimikrobiyal etkisi incelenmistir.
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KAYNAK BILGISI
Liquidambar orientalis’in Botanik Ozellikleri

Anadolu sigalasi, giinliik agaci ya da sigala agaci olarak bilinen Liquidambar
orientalis, Hamamelidaceae familyasinin Bucklandioidae alt familyasinin,
Liquidambar cinsinin ilkemizde yayilis gosteren tek tirtidiir. Liquidambar;
Latince liquidus, Arapca amber sozciiklerinin birlesmesinden meydana gelmis,
giizel kokulu s1v1 demektir (Velioglu ve ark., 2008).

Liquidambar orientalis, genis tepeli, ¢ok dalli, genellikle 30-35 metreye kadar
uzayabilen ve 200-300 yil yasayabilen, ¢inar goriiniisiinde, yaprak déken monoik
bir agactir. Yapraklart ¢inarinkinden daha kiiglik ve agik renkli olup alternan
diziliste, palmat, ince uzun sapl ve stipulasizdir. Lamina 3-7 lopludur, loplarin
kenarlar1 keskin dislidir.

1 ¢ ,“). ij\‘v \ ¥,
Sekil 1. Sigala Yapragl, Erkek ve Disi Cicekler, Olgunlasmams Meyvesi, Olgunlasms
Meyvesi

Gengken kabuklar ¢atlaksiz, grimsi renkte, yash iken ¢atlakli, grimsi-kahverengi
veya kahverengidir. Erkek cicekler salkim, disi ¢icekler sarkik kiirecikler
seklindedir ve mart-nisan aylarinda acarlar. Meyveleri kiiremsi, odunlagmus,
septisit kapsiil seklindedir (Sekil 1). Kasim-aralik aylarinda olgunlasirlar.



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Tohumlart 4-5 mm uzunlugunda, oval, yassi ve kisa kanathidir, riizgar ile
yayilirlar (Kaya, 2005).

Sigala agaglarmin siirglin verme kabiliyetleri ¢ok yiiksek olmasinin yaninda
tohumdan ve filizden yetistirilebilmesi sigala ormanlarin genglestirilmesi
acisindan ¢ok onemlidir (Figicioglu, 1988).

Tiir, jeolojik donemler igerisinde 4. zamandaki Buzul c¢agindan once Kuzey
Amerika ve Avrasya’da genis bir yayillma alanina sahipken Buzul ¢agindan sonra
bugiinkii yayilis sahalarina ¢ekilmistir. Bunun nedeni Anadolu’da buzullasmanin
daha az hissedildigi, korunakli ve nemli-sicak iklim kosullarmin hiikiim stirdigii
yerlerin bulunmasidir (Ketenoglu ve ark., 2003). Ulkemiz igin relikt ve endemik
tiir olusu ile bir diinya mirasi olan sigala agaci, Aydin, Cine Cay1 boyunca, Dat¢a-
Marmaris Yolu, Marmaris, Kas-Kalkan, Antalya-Sini Cayi, Burdur-Bucak,
Fethiye ve Koycegiz’de dagilim gostermektedir (Davis, 1972). Ekolojik
ozelliklerinden dolay1 sinirl bir alanda yayilis gosteren sigalanin 1940’11 yillarda
6312 ha olarak bildirilen toplam alani, 1980’li yillarda 1337 ha’a diismiistiir
(Velioglu ve ark., 2008). Bu nedenle tiir, Uluslararas1t Doga Koruma Birligi’nin
(IUCN) tehlike kriterlerine gore hazirlanan listede “dogada orta vadeli gelecekte
yiiksek tehdit altinda” kategorisinde gosterilmektedir (Ekim ve ark., 2000). Sigala
ormanlarindaki daralmaya paralel olarak, elde edilen sigala balzami iretimi de
azalmstir.

+ 1949- 200.000 kg 200000

+1968- 63.100 kg 180000

+1981- 80.000 kg 160000

*1985- 6.000 kg 140000

+1997-2.707 kg 120000

+1998- 1.570 kg 100000 T
*1999- 4,198 kg 80000

+2000- 3.286 kg 60000

+2001- 5.284 kg 40000

«2002- 2.000 kg 20000

*2003-2005- 2.000 kg 1615 1508 1981 1565 1997 1398 1999 2000 2001 2002 2003 2006

«2006- 400 kg
*2007- 127 kg

Sekil 2. Yillara Gore Siala Yag Uretimi (Kiiciikala ve ark., 2010)

Ayrica sigala agaci 2001 yilinda EUFORGEN (European Forest Genetic
Resources Programme) tarafindan degerli yapraklilar (Noble Hardwoods) grubuna

alinarak, Avrupa ¢apinda korunacak bir tiir olarak kabul edilmistir (Velioglu ve
ark., 2008; Kiigiikala ve ark., 2010).

Tirkiye digsinda yayilis gosteren diger Liquidambar tiirlerinden; L. styraciflua
Amerika Birlesik Devletleri, Guatemala ve Honduras’ta, L. formosana ve L.
altingia tiirleri Formosa ve Giiney Cin’de yetismektedir. Bu tiirlerden de ¢esitli
balzamlar elde edilmektedir. L. styraciflua’dan elde edilen, kimyasal yapis1 Styrax
Liquidus’a benzeyen ve ayni amaglarla kullanilan balzama Styrax Americanus
(Honduras Balzami) denilmektedir (Tanker ve Sayron, 1974).
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Sigala Balzaminin Elde Edilisi

Halk arasinda sigala yagi denilen balzam bir oleorezindir, agacin gévdesinde
belirli usullere gore yapilan yaralanmalar sonucu elde edilen patolojik bir {irindiir.
Balzam yar1 akici, kahverengi, yapiskan, opak ve aromali bir maddedir. Sigala
agacmin odunu ve kabugu normal olarak balzam kanallar1 icermez. Fakat agacin
herhangi bir sekilde yaralanmasi sonucu meydana gelen tahrik etkisiyle yara
civarinda patolojik olarak fazla miktarda balzam kanallar1 olusur. Bu nedenle
sigala yaginin olusabilmesi i¢in dogal ya da yapay olarak bir yara etkisinin
bulunmasi gereklidir. Sigala yagi elde etmek icin mart ayr sonuna dogru gévde
kabugu 50 cm yiiksekliginde seritler olusturacak sekilde yontularak inceltilir. Bu
olaya “kizartma” islemi denir. islem govde ¢ap:r en az 20 cm olan agaglarda
yapilir. Mayis ay1 sonunda, kasik adi verilen aletle yaralarin agilmasina baglanir.
Yaralar (damarlar) dis kabuktan, kambiyuma ve ¢ok az miktarda da diri oduna
girecek sekilde acilir. Bir hafta sonra, yaralar tazelenir ve bu isleme “yara agma
(g6z ¢ekme)” ad1 verilir. Boylece daha ¢ok sayida salgi kanali olusumu saglanir.
Iki hafta sonra, damarlar icinde biriken sigala yag1 kasik ile siyrilarak alinir ve bu
isleme “balzam alma veya sur devresi” denilir. Daha sonra asil sigala balzami
alinmasi islemi baglar (sur ardi). Bu olay temmuz ortasindan ekim sonuna kadar
devam eder. Her 15 giinde bir yaralar tizerinde biriken balzam, kabuk, kambiyum
ve odun tabaklari ile birlikte kasikla yontularak alinir. Bdylece toplanan balzam
ile kabuk, kambiyum ve odun tabakalar1 yongaciklar halinde olur, buna “kapgik”
denilmektedir. Bunlar is¢ilerin onlerine astiklari torbalar ig¢erisinde toplanir. EKim
ay1 sonunda yaralardan sizan ve sertlesen, oksidasyon nedeniyle koyu renk alan
balzam kalintilar1 yine kasikla kazinarak toplanir. Bu isleme de “karakabuk
devresi” denilmektedir.

Balzam ile birlikte kabuk, kambiyum ve diri odun igeren yongalar bakir
kazanlarda su igerisinde 0.5-1.5 saat siire ile kaynatilir. Kaynatilan yongalar 6zel
kagiklarla kazandan alinarak preslerde sikistirilir ve balzam ile su, beton
havuzlarda toplanir. Dibe ¢oken balzam, su uzaklastirildiktan sonra galvenizli
kaplara doldurulur. Ham sigala balzami bir miktar su ve kirlilikler igerir. Sigala
balzami {iretimi sirasinda arta kalan ve giinlik veya buhur adi verilen madde
“Cortex thymiatis” ise cami ve kiliselerde tiitsii amaci ile yakilarak kullanilir
(Kiictikala ve ark., 2010).

Sigala balzamimin iiretim esaslar1 ve verimine etki eden c¢esitli faktorler vardir.
Govdede agilacak damarlarin sayisi, agacin gévde ¢apina bagh olarak degisir.
Agacin hayatin1 devam ettirebilmesi i¢in gdvde ¢ap1 boyunca, govde yiizeyinin en
az 1/3’lniin yaralanmis olmasi gereklidir. Yaralarin kapanmasi cesitli etkilere
bagl olarak degigsmekle beraber genel olarak 6-10 yil siirer. Yeni agilan yaranin
govde tizerinde Onceki yaranin iistiinden tepe yoniine dogru agilmasi gerekir.
Yaralar govde iizerinde toprak seviyesinin 25-30 cm yukarisindan itibaren
dallanma mesafesine kadar acilabilir. Sigala balzam1 veriminde, kalitsal etmenler,
yetisme ortami kosullari, agaglarin biiyiikliikleri, iiretim metodu ve uygulanma
tarz1 gibi birgok faktor etkilidir (Kiiciikala ve ark., 2010).
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Sigala Balzaminin Bilesimi

Biitiin balzamlarda oldugu gibi regine, ugucu yag ve serbest olarak sinnamik asit
icermektedir. “Sitorezinol” i¢ceren re¢ine, balsamin %30-40’1n1 olusturmaktadir.

Balzamin %20-25’lik kismini ugucu yag olusturmaktadir. Ugucu yagin biiyiik bir
kismini da benzil sinnamat ile etil sinnamat olusturur. Bunun yaninda terpenik ve
aromatik bazi maddeler de bulunur. Serbest sinnamik asit balzamin %20-25’ini
olusturmaktadir (Tanker ve Tanker, 1990).

Balzamin su buhar1 distilasyonu ile elde edilen ugucu yag stiren, vanilin, sinnamik
asit ve sinnamik asit esterleri igerir. Kalan recginede, serbest veya sinnamik asit
esterleri halinde rezinoller bulunmaktadir.

Parfiimeride fiksatif 6zelliginden dolayr “Styrax depuratus” denilen temizlenmis
balzam kullanilmaktadir. Balzam su banyosunda isitilarak suyundan kurtarilir,
sicakken esit agirlikta 90”lik etanolde ¢oziiliir. Cozlinmeyen kisimlar sicakta
bezden siiziilerek ayrilir. Sonra etanol ugurularak temizlenmis sigala balzam: elde
edilir (Tanker ve Sayron, 1974). Parfimlere katilan temizlenmis balzam, farkli
ucuculuklara sahip olan parfiim bilesenlerinin buhar basincini arttirmakta, buna
bagli olarak da hizli buharlagsmalarini 6nlemektedir (Figicioglu, 1988).

Balzam, 1sitildig1 zaman tar¢in kokusu vermektedir. Zamanla koyu ve agik renkli
iki tabakaya ayrilir. Sigala balzami genellikle koyu bal kivaminda olup, 6zgiil
agirhign 1.091-1.113 gr/cm®tiir. Temizlenmemis (rafine edilmemis) sigala balzami
igerisinde %11-14 oraninda su bulunmasina ragmen, temizlenmis tiriinlerde ya hi¢
su bulunmamakta ya da ¢ok az miktarda bulunmaktadir. Suda ¢6ziinmez, fakat
kloroform, etanol, asetik asit, eter, aseton ve petrol eteri gibi organik ¢oziiciilerde
biiyiik oranda ¢6ziiniir (Deniz, 2010).

Sigala Balzaminin Kullanin ve Biyolojik Etkileri

Sigala balzami Hipokrat doneminden bu yana bir¢ok hastalikta haricen ve dahilen
kullanilmistir. Misir piramitlerindeki mumyalarda sigala yagmin varhigi tespit
edilmis, buhur kalintilarma rastlanmistir. Misir kral mezarlarinda M.O. 14.
yiizyilda sigala balzami igeren kaplar bulunmustur. Eski Misir kralicesi Kleopatra
bu balzamdan elde edilen maddeyi parfiim olarak kullanmistir. Batik Fenike
gemilerinden icinde sigala balzami bulunan amforalar ¢ikarilmistir. Antik
donemde Fenikelilerin en 6nemli ihrag¢ iriinlerinden olan balzam, o yillarda
insanlar1 ve hayvanlar rahatsiz eden haserelere karst dogal bir bocek ilact olarak
kullanilmigtir. Osmanli Imparatorlugu déneminde sigala balzami siinnet olan
cocuklarin yaralarinin ¢abuk iyilesmesi i¢in kullanilmistir. Asur kil tabletlerinde
de adindan s6z edilmektedir. Sigala balzami, giizel kokusu ve tedavi edici
ozellikleri nedeniyle en eski Akdeniz uygarliklarindan beri kullanilagelmistir.

Ulkemizde yore halki tarafindan ¢ok eski zamanlardan beri basta tibbi amagla
olmak iizere degisik amaclar i¢cin hala kullanildig1 bilinmektedir. Halk arasinda
balgam soktiiriicii etkisinden dolayr astim, bronsit gibi c¢esitli akciger
hastaliklarinda kullanilmaktadir. Kuru {iziimle birlikte yenirse zihni agtigina
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inanilip, kusmayr Onlemek ve ter kokularimi gidermek i¢in de kullanilmustir.
Yatistirict ve analjezik 6zelligi olduguna inanildigindan ozellikle romatizma
agrilarina karst kullanilmistir. Parazit kovucu 6zelliginden dolay1r mantar, uyuz
gibi ¢esitli cilt hastaliklarinin  tedavisinde ve yaralarin iyilesmesinde
kullanilmistir. Disetlerini giliclendirmek amaciyla agizda ¢ignenip, mide iilseri
basta olmak {iizere, mide hastaliklarinda sekerle, leblebi tozuyla ya da balla
kanigtirilarak kullanilmaktadir. Sigala yagi igeren sabunlar gilizel kokusu, cildi
yumusatici etkisinden dolayr kullanilmaktadir (Karadeniz, 2011; Figicioglu, 1988;
Deniz, 2010; http:1).

Balzamin farkli konsantrasyonlarmnin bazi bakteri tiirleri {izerinde kuvvetli
antibakteriyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Antibakteriyal aktivitesinin
arastirlldigt  en  kapsamli  ¢alismalardan  birinde; balzamin  %10’luk
konsantrasyonunun Bacillus brevis, B. cereus, B. subtilis, Corynebacterium
xerosis, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Micrococcus luteus, Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus aureus bakterilerine
karsi, %1°lik konsantrasyonunun B. cereus, B. subtilis, E. aerogenes, P. vulgaris,
P. fluorescens bakterilerine karsi, %0.4’liik konsantrasyonunun E. aerogenes, P.
vulgaris bakterilerine karsi, %0.2°lik konsantrasyonunun E. aerogenes, P.
vulgaris bakterilerine karsi antibakteriyal etki gosterdigi belirlenmistir. Bunun
yaninda %0.1°lik konsantrasyonunun ise antibakteriyal etki gostermedigi
bildirilmistir (Sagdig, 2005).

Bir aga¢ nematodu olan Bursaphelenchus xylophilus tiiriine karst 28 bitkinin
ucucu yaglarinin antiparaziter etkisi incelenmis ve Coriandrum sativum,
Liquidambar orientalis, Valeriana wallichii  yaglarinin 2 mg/mL’lik
konsantrasyonda %100 nematidisial etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Kim and
Seo, 2008).

Sigala balzaminin anyon-katyon igerigi zengin oldugundan hemoroid tedavisinde
kullanilabilmektedir (Gtileg ve ark., 2009).

Sigala balzammnin tavsanlarda beyin felg¢ parametreleri iizerine etkileri
incelenmistir, %10’luk konsantrasyondaki balzam ¢ozeltileri felgli hale getirilen
tavsanlara 0.01, 0.03, 0.07 ve 0.90 mL’lik dozlarda verilmis ve gelismeler 9 hafta
boyunca takip edilmistir. Felce neden olan hemorajik ve enbolik pihtilarin

azaltilmasinda balzamin 6nemli derecede etkili oldugu bulunmustur (Bayazit,
2009).

Diger bir ¢alismada 200 mg/mL’lik L. orientalis ekstresinin nalidisik asit,
penisilin G, novobiyosin ve kloramfenikol gibi antibiyotiklere diren¢ gosteren
Gram (+) ve Gram (—) 14 bakteri tiirli ve 1 maya mantarin gelisimleri iizerindeki
etkisi incelenmistir. Bacillus cereus ve Candida albicans disindaki
Staphylococcus aureus, metisiline diregli Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloaceae, Enterobacter
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aerogenes gibi bakterilerinin gelisimlerini inhibe ettigi ve genis spekturumda
antibakteriyal etki gosterdigi belirlenmistir (Oskay and Sari, 2007).

Balzamdan elde edilen alkolde hazirlanmis ekstrelerin hiperlipidemi ve
hiperkolesterolemili erkek farelerde (Mus musculus) kan, kalp ve karacigerdeki
toplam kolesterol ve toplam lipid konsantrasyonlarina etkileri arastirilmistir.
Calisma neticesinde kan ve organlardaki lipid ve kolesterol seviyelerinin diisdiigii
goriilmiustiir (Yilmaz, 2005).

Balzam, merhem, toz, emiilsiyon gibi cesitli farmasotik preparasyonlariin
antineoplastik etkisi goriilmiistiir. Etkiye biiylik oranda sinnamik asitin neden
oldugu diistiniilmektedir. Ayrica sigala balzamindan elde edilen sinnamik asit ve
tirevleri glines yaniklarimi Onlemek amaciyla merhem seklinde preparatlarla
uygulanmistir (Figicioglu, 1988).

Sicanlar Tlizerinde yara iyilestirici etkisinin, kollagenaz iceren pomatlarla
karsilastirmali olarak incelendigi bir ¢alismada, sigala balzami ve kollagenaz
iceren pomatlarin yara iyilesmesinde hizlandirici etkilerinin oldugu belirlenmistir
(Deniz, 2010).

Sigala balzammimn insan lenfosit kiiltiirleri {izerine genotoksik ve sitotoksik
etkilerini Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve
Hiicre Proliferasyon (WST-1) Test yontemlerini kullanarak yapilan g¢alismada,
balzamin 0.4, 0.8, 1.6 ve 4.0 pg/mL’lik konsantrasyonlarnin genotoksik ve
sitotoksik etkileri incelenmistir. 1.6 ve 4.0 pg/mL’lik konsantrasyonlarin
hiicrelerde toksik etkiye neden olduklar1 ve hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi
belirlenmistir (Karadeniz, 2011).

Liquidambar orientalis ve L. styraciflua balzamlarini karsilagtirmak igin yapilan
bir calismada, su distilasyonu yontemi ile elde edilen ugucu yaglarin Gaz
Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GK/KS) ile
yapilan analizlerinde, L. orientalis ugucu yaginin ana bilesiginin stiren (%70.4)
oldugu belirtilmistir (Fernandez ve ark., 2005). Bu ¢alismada rapor edilen ugucu
yaglarin kimyasal bilesimleri Cizelge 1 ve Cizelge 2’de, stiren formiilii Sekil 3’te
verilmistir.

H,C

Sekil 3. Stiren
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Cizelgel. Liquidambar orientalis U¢ucu Yagimin Kimyasal Bilesimi

Bilesik adi %

1 Stiren 704
2 a-Pinen 19

3 B-Pinen 4.3
4 Etil benzen 0.5
5 Kamfen 0.7
6 Tuya-2,4(10)-dien 0.1
7 Mirsen 0.4
8 a-Fellandren 0.1
9 a-Metilstiren 0.2
10 p-Simen 0.1
11 Limonen 1.2
12 Asetofenon 0.2
13 y-Terpinene 0.1
14 Terpinolen 0.1
15 3-Fenilpropanal 0.1
16 p-Etilfenol 0.2
17 Terpinen-4-ol 0.1
18 a-Terpineol 0.2
19 Fenilpropil alkol 0.2
20 Allil fenol (kavikol) 0.1
21 Sinnamik alkol 0.3
22 a-Longipinen 0.1
23 Longifolen 0.1
24 B-Karyofillen 0.2
25 a-Humulen 0.1
26 Kadinen 0.1
27 3-Fenil propil sinnamat 0.2
28 Sinnamil sinnamat 0.4

Cizelge 2. Liquidambar styraciflua Ucucu Yaginin Kimyasal Bilesimi

Bilesik adi %
1 Stiren 30.9
2 Etil benzen 0.5
3 a-Thujen 0.1
4 Benzaldehit 0.6
5 a-Pinen 19.6
6 Kamfen 0.6
7 Thuja-2,4(10)-dien 1.5
8 B-Pinen 4.1
9 a-Fellandren 0.1
10 (E)-B-Metilstiren 0.8
11 p-Simen 0.2
12 Limonen 0.5
13 Asetofenon 3.2
14 y-Terpinene 0.1
15 Terpinolen 0.1
16 3-Fenilpropanal 0.2
17 p-Etilfenol 1.7
18 Ostragol 0.3
19 Mirtenol 0.1
20 Fenilpropil alkol 1.4
21 Allil fenol (kavikol) 0.2
22 Sinnamik alkol 0.9
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Cizelge 2. (Devam) Liquidambar styraciflua Ugucu Yaginin Kimyasal Bilesimi

23 3-Fenilpropil asetat 0.1
24 a-Kubeben 2.1
25 a-Yilangen 0.4
26 a- Kopaen 0.9
27 S-Sedren 0.3
28 Longifolen 0.9
29 B-Karyofillen 20.2
30 Kalaren 0.7
31 a-Humulen 1.1
32 Germakren D 0.3
33 a-Murolen 0.9
34 Kalamenen 0.3
35 6-Kadinen 1.6
36 Valensen 0.1
37 a-Kalakoren 0.1
38 Karyofillen oksit 04
39 §-Kadinol 0.2
40 Benzil sinnamat 0.1
41 3-Fenil propil sinnamat 0.4
42 Sinnamil sinnamat 0.2

INFLAMASYON (YANGUILTIHAP)

Inflamasyon, cesitli fiziksel, kimyasal etkilerin, mikroorganizma ve parazit
enfeksiyonlarinin neden oldugu doku hasarina karsi viicutta olusan fizyolojik bir
tepkidir. Hiicre hasarini ortaya ¢ikaran nedeni ve hiicresel hasar sonucu olusan
nekrotik hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in gerekli koruyucu yanittir.
Inflamasyon etkenlerine bagl olarak viicutta immiinolojik degisiklikler ortaya
¢ikar. Otoimmiin hastaliklarda ise viicudun kendi dokularina karsi inflamasyon
tetiklenir. Kizariklik, d6dem, agri, artmis sicaklik veya fonksiyon bozuklugu
inflamasyonun belirtileridir. Ancak pek ¢ok insanda hicbir belirti olmadan da
ortaya cikabilir. Her organ ve doku tipi inflamasyona duyarli olmakla birlikte,
yanitin derecesi ve niteligi kisinin bagisiklik durumuna, zarar verici uyaranin
niteligine, siddetine baghdir (Kayaalp, 2002).

Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere iki ana formda gruplandirilir. Akut
inflamasyon nispeten kisa siireli olup birkag dakika ile birka¢ giin arasinda
sonlanir. Plazma sivist ve protein eksiidasyonu, belirgin nétrofil birikimi ile
karakterizedir. Kronik inflamasyon daha uzun siirelidir. Giinler hatta yillar
stirebilir. Lenfosit ve makrofaj toplanmasi ile doku yikim ve onarimi karakteristik
histolojik bulgularidir.

Vazoaktif aminler, plazma proteazlari, platelet aktive eden faktor, sitokinler, nitrik
oksit ve oksijen kaynakli serbest radikaller, lizozomal unsurlar ve arasidonik asit
metabolitleri inflamasyonun kimyasal mediyatorleridir (Erdogan, 2004;
Abacioglu, 2000; Scott ve ark., 2004). Mediyatéler, hasarli dokudaki hiicrelerce
lokal olarak veya dolasimdaki 16kositler tarafindan tiretilebilirler ya da plazmada
inaktif prekiirsor olarak dolasip inflamasyon bolgesinde aktive olurlar.

Arasidonik asit, hiicre membrani fosfolipitlerinin hidrolizi sonucu serbest hale
gecen doymamis yag asitidir. Arasidonik asit ii¢ 6nemli yolakla metabolize olur
(Sekil 4). Bunlar; siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz (LOX) ve sitokrom Pgso
(CYP450) epoksijenaz yolaklaridir.
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Siklooksijenaz \ Sitokrom Paso
l Lipooksijenaz

PGG * Epoksitler
’ HPETE
Lokotrienler HETE Lipoksinler DHET

Prostaglandinler Tromhoksanlar

Sekil 4. Arasidonik Asit Metabolizmasi

COX yolag: ile prostaglandinler (PG) ve tromboksanlar (TX), LOX yolag: ile
16kotrienler (LT), lipoksinler (LX), hidroksieikosatetraenoik asitler (HETE) ve
hepoksilinler, epoksijenaz yolagiyla ise epoksicikozatrienoik asitler (EET) olusur.
Hiicreler her ii¢ yolag1 da igermezler, ¢ogu bir temel iiriin olustururlar. Ornegin
endotel hiicrelerinde oncelikle prostaglandin, nétrofil 16kositlerde lipooksijenaz
tirtinleri sentezlenir. Trombositler ise hem siklooksijenaz hem de lipooksijenaz
iriinii sentezlerler (Goksen ve Kelekei, 2010).

COX ve LOX yolaklar ile olusan eikozanoidler bir¢ok biyolojik fonksiyonda yer
almakla birlikte inflamasyon, ates, artrit ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarda da rol
oynamaktadir (Nie ve ark., 2001).

Inflamasyonda ve tiimér patolojisinde rol oynadigi bilinen en énemli oksijenazlar
COX ve LOX enzimleridir (Nie ve Honn, 2002). Arasidonik asitten sentezlenen
prostaglandinlerin inflamasyon, agr1 ve ates olusumunda 6nemli rolleri oldugu ve
nonsteroidal antiinflamatuvar ilaglarin prostaglandin biyosentezini inhibe ederek
etki gosterdikleri kanitlanmistir (Erdogan, 2004).

Siklooksijenaz Yolag:

Siklooksijenaz (prostaglandin endoperoksit H sentaz) enzimleri, arasidonik asidin
prostaglandinlere doniistiiriilmesi i¢in gerekli olan anahtar enzimlerdir.
Siklooksijenaz yolunda prostaglandin sentezi ig¢in, zardan serbestlestirilen
aragidonik asit, COX (PGH sentaz (PGHS)) enzimi etkisiyle prostaglandin
endoperoksit tizerinden PGH’ye doniistiiriiliir. Kararsiz olan PGH; spesifik
dokularda spesifik enzimler tarafindan PGD;, PGE,, PGF,,, PGI, (prostasiklin) ve
TXA;’ye metabolize olmaktadir. Bu COX iirilinlerinin biyosentezi hiicreye
Ozgiidiir ve prostanoid tiireten hiicre bu bilesiklerden sadece bir tanesini ana iirlin
olarak olusturma egilimindedir. Prostanoidler fizyolojik ve patofizyolojik
etkilerini spesifik reseptorlerini uyararak olustururlar. Viicutta degisik hiicrelerde
yaygin olarak bulunan prostanoidler inflamasyon, agri, ates gibi patofizyolojik
olaylarin yanisira kanin pihtilagsmasinda, oviilasyonda, dogumun baslamasinda,
kemik metabolizmasinda, gastrointestinal sistemde, yara iyilesmesinde, sinirlerin
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biiyime ve gelismesinde, bdbrek fonksiyonu ve damar tonusunun
stirdiiriilmesinde ve immiin yanitta rol alirlar (Fitzgerald, 2003; Gonzalez-Periz ve
Claria, 2007; Murakami ve ark., 2002).

COX enziminin COX-1 ve COX-2 olmak fizere iki izoformu bulunmaktadir.
Yapisal olarak c¢ok benzer olan bu izoformlar, organizmadaki dagilimlari ve
fizyolojik rolleri agisindan birbirinden ¢ok farklidir. COX-1 ilk olarak 1988
yilinda koyun, fare ve insandan izole edilmistir. COX-1 enzimi 576 aminoasit
tasirken, COX-2 enzimi 587 aminoasit igcermektedir (Ryn ve ark, 2000; Turini ve
Dubois, 2002).

COX-1 fizyolojik kosullarda hemen hemen tiim dokularda bulunur ve
homeostatik fonksiyonlara aracilik eden prostanoidleri iiretir. Ornegin mide
mukozasinda bulunan COX-1, hiicreleri mide asidinden korur. Bobrekteki COX-
I’in bobrek isleyisine faydali etkileri vardir. Ayni zamanda normal kan
pihtilagmasini da diizenler. COX-1 miktar1 inflamasyon esnasinda artmaz. COX-2
ise inflamatuvar, mitojenik ve onkojenik uyaranlar, biiyiime faktorleri, hormonlar,
yiiksek stres, bobregin tuz/su yoksunlugu gibi diger fizyolojik uyaranlar ile
yiiksek oranda indiiklenir ve inflamasyon siirecini desteklemek icin, agriyi
olusturan prostaglandinlerin iiretimini saglar. Bu nedenlerle, COX-1’in fizyolojik
fonksiyonlardan sorumlu  oldugu, COX-2’nin inflamasyondan sorumlu
prostaglandinleri trettigi fikri kabul edilmistir (Dannhardt ve Kiefer, 2000;
Dannhardt ve Laufer, 2000). 1990’11 yillarda COX-2 izoformunun kesfiyle yeni
selektif izoform inhibitorleri arayis1 baglamistir (Flower, 2003).

Lipooksijenaz Yolag

Memelilerde major olarak ti¢ farkli lipooksijenaz izoformu bulunmaktadir.
Bunlar; 5-LOX, 12-LOX ve 15-LOX’dur. Bu enzimler arasidonik asitin sirasiyla
C-5, C-12 ve C-15 konumlarina oksijen Kkatarlar ve sirasiyla 5-
hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE), 12-HPETE ve 15-HPETE
olustururlar. 5-LOX arasidonik asiti 5-HPETE’ye doniistiirerek 16kotrien
biyosentezinin baslangi¢ basamagini katalizler. 12-LOX ve 15-LOX’un biyolojik
rolii hakkindaki bilgi sinirli oldugundan {izerinde daha fazla arastirma yapilmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. 5-LOX ise tam tersine lizerinde ciddi olarak ¢alisilmis ve
biyolojik olarak en o6nemli LOX olarak kabul edilmistir. 5-LOX bitki ve
hayvanlarda bulunan bir lipit peroksidaz enzimidir, arasidonik asidin ikinci major
yolaginda kuvvetli proinflamatuvar mediyatorlerin (I6kotrienler)
sentezlenmesinde rol oynar (Kuhn, 2000; Leone ve ark., 2007).

Lokotrienlerin Biyolojik Etkileri

Lokotrienler (LTC,, LTD,, LTE,) 5-LOX yolag: iizerinden sentezlenen bir grup
arasidonik asit tiirevi endojen maddelerdir. Parakrin hormonlardir ve G proteini
bagli reseptorlerin araciligr ile genis bir biyolojik aktivite spektrumuna sahiptirler
(Haeggstrom ve Wetterholm, 2002). Mast hiicresi, bazofil ve eozinofiller dahil
cesitli hiicrelerden saliman giiclii inflamatuvar eikozanoidlerdir. Ayn1 zamanda
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anafilaksinin yavag reaksiyona giren maddesinin komponentleridirler. LT’ler
inflamasyonlu bolgelere dogru 16kosit goéciine neden olurlar. Notrofillerin
vaskiiler endotelde adezyonunu artirip dokulardan infiltrasyonunu yiikseltirler.
Makrofaj ve lenfositlerden proinflamatuvar sitokinlerin salinimimi saglayarak
immiin reaksiyonlarda 6nemli bir rol oynarlar (Samuelsson ve ark., 1987).

LT’ler basta astim olmak {izere romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak hastaligi,
psoriazis, alerjik rinit gibi c¢esitli inflamatuvar ve alerjik reaksiyonlarda rol
oynayan mediyatorlerdir. 5-LOX yolagi, aterosklerozis ve bazi kanser tipleriyle de
iligskilendirilmistir (Werz ve Steinhilber, 2006; Radmark ve Samuelsson, 2007).
Sisteinil 16korienler bronglarda daraltic1 etkiye, mukus salgilanmasina ve 6deme
neden olurlar. Bu nedenle sisteinil 16kotrienlerin astimda ve hipersensitivite
reaksiyonlarinda 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir. Gastrik mukozada damar
daraltic1 etkileri kan akisini azaltarak iilserojenik etkiye neden olmaktadir (Leone
ve ark., 2007; Martel-Pelletier ve ark., 2003; Radmark ve Samuelsson, 2007).

Bu enzimlerden birinin ilaclarla inhibisyonu, o yola ait tiim alt {irlinlerin
olugmasini engellemektedir. Siklooksijenazi bloke eden bir ilag tiim prostaglandin
ve tromboksan sentezini engeller. Aspirin ve diger nonsteroidal antiinflamatuvar
(NSAI) ilaglar siklooksijenaz blokoriidiirler ve terapdtik etkilerini bu sekilde
gosterirler. Aspirin ve diger NSAI ilaglar lipooksijenazi inhibe etmezler ve
l6kotrien sentezini azaltici etkileri yoktur. Prostaglandinler gibi 16kotrienler de
proinflamatuvardir, ancak alerjik rinit ve astim gibi havayollarini etkileyen
inflamatuvar durumlarda daha 6nemlidirler. Lokotrienlere bagli inflamasyonu
azaltmay1 amagclayan ilaglar ya lipooksijenaz enzimini inhibe ederler ya da
solunum yollarindaki 16kotrien reseptorlerini bloke ederler (http:2).

Aspirin romatizmal hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla piyasaya siiriilen ilk giicli
antiinflamatuvar ilagtir. Ilerleyen yillarda fenilbutazon, indometasin, ibuprofen
gibi ¢ok sayida NSAI ilag gelistirilmistir. NSAI ilaglarin etki mekanizmasinin
kesfedilmesi ise 1971 yilinda gergeklesmistir. Vane adli arastirici ve arkadaslar
siklooksijenaz enziminin biitiin bu bilesiklerin ortak molekiiler hedefi oldugunu
belirlemistir (Dannhardt ve Kiefer, 2000; Dannhardt ve Laufer, 2000).

Diinya Saglik Orgiitii hastaliklarin %90’min agn ile iliskili oldugunu tespit
etmistir. NSAI ilaglar inflamasyon kaynakli agrilarda narkotik analjeziklerden
daha iyi analjezik etki gostermektedir (Kiefer ve Dannhardt, 2005).

NSAI ilaglar antiinflamatuvar, antipiretik ve analjezik etkilerinden dolay1 artrit,
romatizma gibi ¢esitli inflamasyonlu hastaliklarin tedavisinde en ¢ok tercih edilen
ilaglardir. Fakat gastrointestinal sistem (GIS) ve bdbrekler iizerindeki yan etkileri
nedeniyle NSAI ilaglarn kullanilislart smirlidir. Selektif COX-2 inhibitorleri;
NSAI ilaglarin COX-1’in inhibisyonuyla neden oldugu yan etkileri azaltmak igin
gelistirilmistir. Ancak son bulgular COX-2’nin bazi fizyolojik olaylarda 6nemli
bir rol oynadigina isaret ederken, selektif COX-2 inhibitor teorisi hakkindaki
sorulart da c¢ogaltmistir. Ayrica COX inhibisyonu 5-LOX yolaginin
aktivasyonunu arttirmasi ile de ¢esitli yan etkiler olusturmaktadir. Yapilan
calismalarda COX ve 5-LOX enzimlerini aynt anda inhibe edebilecek cesitli
yapisal ozelliklere sahip dual inhibitorler tasarlanmis ve bazilar1 preklinik ya da
klinik ¢aligmalara alinmistir. Bunlar hem LT hem de prostanoitlerin biyosentezini
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inhibe ederek kuvvetli antiinflamatuvar etki gdstermislerdir. Bu bilesiklerin GiS
toksisitelerinin yok denecek kadar az olmasindan dolay: klasik NSAT ilaclar ve bir
Ol¢iide de selektif COX-2 inhibitorlerine alternatif, degerli, gii¢lii terapotik etkili
temsilcilerden olmuslardir (Goksen ve Kelekgi, 2010).

Antiinflamatuvar Etkili Bitkisel Kaynakh Dogal Bilesikler

Baz1 bitkisel kaynakli antiinflamatuvar bilesikler ve elde edildikleri bitkiler
Cizelge 3’de verilmistir (Anilkumar, 2010).

Cizelge 3. Bitkisel Kaynakli Baz1 Antiinflamatuvar Bilesikler

Elde Edildigi Bitki Bilesik
Alchornea cordifolia Kuersitrin
Allium cepa Kuersetin
Anacardiun occidental Epikatesin
Ananas comosus Bromelain
Apium graveolens Saponinler
Aristolochia clematitis Aristolosik asit
Berberis aristata Berberin
Boswellia serrata Bosvellik asit

Buddgleja globosa

Verbakosit, Liiteolin-7

Canarium schweinfruthii

Ucucu yag (oktil asetat, nerolidol)

Cannabis sativa

Kannabinoidler

Cucurbita andreana

Kukurbitasinler

Curcuma longa Kurkumin
Eupatorium arnottianum | Flavanoidler (nepetin, jaseosidin, hispudilin)
Foeniculum vulgare Saponinler
Glycyrrhiza glabra Glisirizin
Hibiscus vitifolius Gossipin
Kalanchoe crenata Flavanoidler
Lycopersicon esculenta Kuersetin
Medicago sativa Saponinler
Ricinus communis Flavanoidler, alkaloidler ve tanenler
Sida acuta Kriptolepin
Solanum trilobatum Solasodin
Spilanthes acmella Flavanoidler
Sylibium marianum Silimarin
Zingiber officinale Gingerol, mono ve triterpenler
Salix alba Salisin
13
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Helicobacter pylori

Helicobacter pylori gram negatif, mikroaerofilik, iireaz pozitif, spiral sekilli
flajellat bir basildir. Genellikle gastrik mukozada bulunur ve kronik gastrit, peptik
tilser, gastrik hiperplastik polipler, gastrik adenoma, mide kanseri, mide mukoza
lenfoid doku lenfomasi (MALToma) gibi ¢esitli hastaliklara yol agar (Khedmat ve
ark., 2007; Wyle, 1991). H. pylori infeksiyonu insanlarda en sik goriilen kronik
bakteriyel infeksiyondur; Oyle ki rakamlar diinya popiilasyonunun %60’inin bu
ajanla kolonize oldugunu gostermektedir (Fabrizi ve Martin, 2000).

Helicobacter pylori penisilin, ampisilin, amoksisilin, eritromisin, gentamisin,
sefalosporinler, tetrasiklin, florokinolonlar, imipenem ve metronidazole
duyarlidir. Ayrica koloidal bizmut substrat ve bizmut subsalisilat da bakteri
tizerinde etkilidir. Bakterinin ilaglara direng gelistirebilmesi, ilaglarla ulagilmasi
glic olan bolgelerde canliligini siirdiirebilmesi gibi nedenlerden dolay:r H. pylori
infeksiyonunun tedavisi zordur.

Klinik Laboratuar Standartlar1 Ulusal Komitesi (NCCLS) anti-H. pylori
caligmalar1 i¢in tercih edilen test olarak, agar diliisyon yontemini onaylamistir
(Mobley ve ark., 2001).

NCCLS ve Avrupa Calisma Grubunun standart agar diliisyon yontemlerinin
karsilastirmasi Cizelge 4 'te gosterilmistir.

Cizelge 4. Helicobacter pylori Duyarhlik Testi i¢cin Onerilen Standart Yontemler

PARAMETRE USA-NCCLS Avrupa H. pylori Cahisma
Grubu

Metot Agar diliisyon Agar diliisyon
Besiveri Miieller-Hinton agar (MHA) + % 5 Miieller-Hinton agar (MHA)

Y koyun kani + % 10 at kan1
. 1 x 10™-1 x 10® CFU/mL (2.0 McFarland | 0.5 to 1 x 10° CFU/mL (4.0
Inokulum - o

yogunlukta) McFarland yogunlukta)
o 3_5 C;_mlkroaeroblk atmosferde (gaz 37 °C: mikroaerobik
Inkiibasyon sistemi tarafindan olusturulan
. . atmosferde
mikroaerobik atmosferde)

Okuma 3 giin 3 giin

. H. pylori CCUG 38770
Kalite kontrol . .
: a]';l ontro H. pylori ATCC 43504 H. pylori CCUG 38771
us H. pylori CCUG 38772
Kalite kontrol Amoksisilin, Siprofloksasin,
limitleri Klaritromisin, Metronidazol, Tetrasiklin | Amoksisilin, Klaritromisin,

Metronidazol
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GERECLER ve YONTEMLER

Deneysel Calismalarda Kullanilan Materyaller, Kimyasal Madde ve Gerecler

Bitkisel Materyal

Styrax Liquidus (Sekil 6) Mugla’nin Marmaris ilgesinden 2011 yilinda temin

edilmistir.

Kullanilan Kimyasallar

Deneysel agamalarda kullanilan kimyasal maddeler ile ilgili bilgiler Cizelge 5°te

verilmigtir.

Cizelge 5. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Coziiciiler

Firma ve Ulke

Dimetil siilfoksit

Sigma-Aldrich, Amerika

Kloroform Sigma, Almanya

Asetik asit Sigma, Almanya
Metanol Sigma-Aldrich, Amerika
Eter Merck, Almanya
n-Hekzan Carlo Erba, Italya

Etanol Merck, Almanya
Tween-20 Merck, Almanya

Tetrahidrofuran

Merck, Almanya

Linoleik asit

Sigma, Almanya

Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPQO,)

Merck, Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)

Merck, Almanya

Nordihidroguaiaretik asit

Fluka-BioChemika

Lipooksijenaz (Lipoxidase from Glycine max
(soybean) )

Fluka-BioChemika

Silika jel

Merck (7734), Almanya

COX inhibisyonu tarama Kiti

Cayman, Amerika

Mikroaerofilik ortam olusturma sistemi

Oxoid — Campygen, Ingiltere
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Kullanilan Cihaz ve Apareyler

Deneylerde kullanilan cihaz ve apareylere iliskin bilgiler Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6. Deneylerde Kullanilan Cihaz ve Apareyler

Cihaz ve aparey

Firma

Clevenger apareyi

[ldam

Calkalayic1

BIOSAN-PST-100HL

Elmasonic karistirict

Elma® S 100 H

GK Sistem (Gaz Kromatografisi)

Agilent 6890 N GC

GKI/KS Sistem (Gaz Kromatografisi/Kiitle

Spektroskopisi)

Agilent 5975 GC-MSD

Isiticili manyetik karistirict

Heidolph MR 3001

Rotavapor Heidolph

Su banyosu GFL"™ 1086
UV-Spektrofotometre Shimadzu

Vortex Heidolph

pH metre WTW:- Inolab pH 720
SPME enjektorii Supelco

SPME fiber filamenti Supelco

Elisa cihaz1

Bio Tek-Power Wave XS

Anaerobik Kavanoz

Merck, Almanya

Etiiv MMM Medcenter (37 °C)
Otoklav HMC Hirayama
McFarland cihazi Biosan DEN-1

Deneysel Calismalar ve Yontemler

Balzamdan ugucu yag elde edilmesi laboratuvarda Clevenger apareyinde (Sekil 6)

su distilasyonu yontemi ile gergeklestirilmistir.

Su Distilasyonu

Clevenger apareyinde; 245.3 g balzam 2 litrelik balona tartilip {izerine balonun
2/3’tine kadar su ilave edilip 3 saatlik dilstilasyona tabi tutulmustur. 3 saatin
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sonunda elde edilen ugucu yag analiz ve aktivite ¢aligmalarinda kullanilmak tizere
+ 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 5. Clevenger Apareyi Sekil 6. Styrax Liquidus

Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KS) ile Ucucu Yagin Kimyasal Analizi

Elde edilen ugucu yagin GK ve GK/KS sistemi (Sekil 7) ile es zamanli olarak
analizleri gerceklestirilmistir. GK sisteminde FID dedektorii ile tespit edilen
bilesiklerin bagil yilizdeleri belirlenmistir. GK/KS sistemi ile bilesenlerin kiitle
spektrumlart alinmigtir. Degerlendirme islemleri "Baser Ucucu Yag Bilesenleri
Kiitiiphanesi" yani sira Wiley ve MassFinder 3.1 Kiitliphane Tarama Yazilimlari
kullanilarak yapilmistir (McLafferty ve Stauffer, 1989; Koenig ve ark., 2004).

Sekil 7. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi (GK/KS)
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GK Analiz Kosullart

Sistem - Agilent 6890N GC
Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 pm film kalinlig1 )
Taswict Gaz : Helyum (0.8 mL dk™)
Sicakliklar
Enjeksiyon  :250°C
Kolon : 60°C'de 10 dk, 4°C dk artisla 220°C'ye, 220°C'de 10 dk,
1°C dk artisla 240°C’ye
Detektor : 300°C, FID (Alev iyonlasma dedektorii)
GKI/KS Analiz Kosullar
Sistem : Agilent 5975 GC-MSD
Kolon : HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 pm film kalinlig1 )
Taswyict Gaz : Helyum (0.8 mL dk™)
Sicakliklar
Enjeksiyon  :250°C
Kolon :60°C'de 10 dk, 4°C dk artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dak,
1°C dk artigla 240°C’ye
Split Orani :50:1
Elektron Enerjisi : 70 eV
Kiitle Aralig : 35-450 m/z

Kati Faz Mikroekstraksiyon Yontemi (SPME)

Kati faz mikroekstraksiyon (Solid Phase Microextraction (SPME)), basit ve
¢oziicii kullanim1 gerektirmeyen bir ekstraksiyon teknigidir. Ugucu bilesenlerin
tayininde yaygin sekilde kullanilan hassas, hizli ve ucuz bir yontemdir. Bu teknik
ucucu bilesenlerin polimerik bir sabit faz ile kaplanmis fiber {izerine
adsorpsiyonuna (Sekil 8) ve fiber iizerindeki bu bilesenlerin gaz kromatografisi
enjeksiyon portunda 1s1 ile desorpsiyonuna (Sekil 9) dayanmaktadir. Ornekteki
ucucu bilesenler, dogrudan veya kapali bir ortamda 6rneklerin tepe boslugundan
fiber {izerine adsorbe olurlar. Genellikle 2-30 dakikalik bir siire sonunda dengeye
ulasildiginda adsorbe edilen bilesenleri igeren fiber 6rnekten uzaklastirilir. Bu
bilesenler bir GK enjektor portunda termal desorpsiyon islemi ile geri alinarak
uygun kolon ve detektor ile analiz edilirler (Ayhan ve Dos, 2004).

Tepe boslugu (headspace-HS) ve daldirmali (immersion-IM) olmak {izere iki
farkli kati faz mikro ekstraksiyon yontemi kullanilir. Bu ¢alismada balzamin
analizinde tepe boslugu yontemi uygulanmistir. Fiberde adsorbant olarak 65 pum
kalinliginda Polidimetilsiloksan/Divinilbenzen (PDMS/DVB) kullanilip adsorbe
edilen ugucu bilesenler GK/KS ’de analiz edilmistir.
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Sekil 8. Kati Faz Mikroekstraksiyon Yontemi (SPME) ile Ekstraksiyon Asamasi (Harmon,
1997)

Sekil 9. SPME ile Desorpsiyon Asamasi (Harmon, 1997)

1 g balzam flakon igerisine tartilip iizeri parafilm ile kapatilmistir. Islem
oncesinde fiber kapli SPME enjektoriintin ignesi (Sekil 10) GK’de birkag dakika
temizlenmistir. 50°C’ye ayarlanan 1sitic1 iizerinde flakonun igerisine, balzama
temas etmeyecek sekilde enjektoriin ignesi batirilip fiber kapli kismui tepe
boslugunda 15 dakika bekletilmistir (Sekil 11). Fiber kisim igne igerisine g¢ekilip
flakondan ¢ikarildiktan sonra GK’nin enjeksiyon portuna yerlestirilmis ve fiber
indirilerek optimum 1s1l deporbsiyonun gergeklesmesi i¢in 5 dakika enjektdrde
tutulmustur. Fiber geri gekilerek igne porttan ¢ikarilip GK/KS sisteminde analiz
gerceklestirilmistir (Sekil 12).

Sekil 10. SPME enjektorii
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Sekil 11. SPME Yéntemi

GK Analiz Kosullar

Sistem

Kolon

Taswyict Gaz

Sicakliklar
Enjeksiyon
Kolon

Split Oram
Elektron Enerjisi
Kiitle Araligi

Sekil 12. SPME Yontemi

— GK Analizi

: Agilent 5975 GC-MSD
: HP-Innowax (60m x 0.25mm @, 0.25 pm film kalinlig1 )
: Helyum (0.8 mL dk™)

: 250°C
: 60°C'de 10 dk, 4°C dk artigla 220°C'ye, 220°C'de 10 dk,

1°C dk artisla 240 °C’ye

: Splitsiz
: 70 eV
: 35-450 m/z
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Kolon Kromatografisi

GK ve GK/KS analizleri sonucunda ugucu yagin ana bilesenini olusturan stirenin
(%84.6) kolon kromatografisiyle izolasyonu gergeklestirilmistir. izole edilen
stirenin LOX inhibisyonu incelenmistir.

Kolonun Hazirlanmasi:

Kolon adsorban maddesi olarak silikajel (7734; Merck) kullanilmigtir. 20 g
silikajel aktive edilmek iizere 1 saat etiivde bekletilmistir.  Kolon olarak
kullanilmak tizere 100 mL’lik biiretin alt kismina cam pamugu konup bir miktar
n-hekzanla islatilmistir. Bir beherde silika jel n-hekzan ile karistirilip hava
kabarcig1 olusmayacak sekilde biirete doldurulmustur. 422 mg sigala yag tartilip
n-hekzanda ¢oziiliip kii¢iik bir beherde bir miktar silika jele emdirilip biirete ilave
edilmistir. 100 mL n-hekzan kolona ilave edilerek eliisyona baslanmigtir. Koku
takibi ve ITK ile fraksiyonlar toplanmustir. Tek leke veren fraksiyonlarin saflig1
GK yontemi ile kontrol edilmistir. 1.1 mg saf haldeki stiren 220 pL etanolde
¢oziliip LOX inhibisyon etkisi incelenmistir.

Sekil 13. Kolon Kromatografisi
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AKTIVITE CALISMALARI
In vitro Lipooksijenaz (LOX) inhibisyonu

Baylac ve Racine tarafindan 2003’te yapilan calisma temel alinarak lipooksijenaz
aktivitesi Ol¢im yonteminde belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir (Baylac ve
Racine, 2003).

LOX inhibisyon aktivitesi spektrofotometrik olarak yapilmistir. Dipotasyum
fosfat tamponu (1.94 mL; 100 mM; pH 9.0), 40 puL 6rnek ¢ozeltisi ve 20 pL. LOX
cozeltisi karistirilarak 25°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakilip
reaksiyon 50 pL linoleik asit ilavesi ile baslatilmistir. 234 nm’de 20 dakika
boyunca absorbans degisimi kaydedilmistir.

Sekil 14. Kuvartz Kiivet ve Spektrofotometre Cihazi

Tampon, Coziicii ve Diger Maddelerin Hazirlanmasi:
a) Tampon: 8.709 g K,HPQ, tartilip iizeri 500 mL’ye tamalanmustir.

680 mg KH,POy4 tartilip tizeri 50 mL’ye tamalanmugtir.

KoHPO, ¢ozeltisi  iizerine KH,PO, ilave edilerek pH 9’a
ayarlanmistir.

b) Enzim: 7 U/mg’lik lipooksijenaz enziminden 5 mg tartilip 4.3 mL tampon
iginde ¢oziilmiistiir. Enzim ¢dzeltisi 250 uL’lik porjiyonlara ayrilarak -80°C’de
muhafaza edilmistir.

¢) Standart inhibitor: Nordihidroguaiaretik asit (NDGA) etanol igerisinde
¢oziilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanmustir.

d) Substrat: 62.5 uM linoleik asit ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bunun igin 95 mg
linoleik asit etanolde ¢oziiliip tizerine 3.5 mL Tween-20 eklenip 2 saat evapore
edilmistir (40°C’de). Madde 15132 duyarli oldugu icin evaporasyon isleminde
balonun dis1 aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Etanol tamamen uzaklastirildiktan
sonra iizerine 100 mL K;HPO, tamponu ilave edilmistir.

Deneydeki kinetik olgtimler igin kuvartz kiivetler kullanilmistir (Sekil 15). 1Cso
degeri hesaplanarak standartla karsilagtirilmistir. Tiim Olglimler {i¢ kez tekrar
edilerek sonuglar “ortalama =+ standart hata” olarak ifade edilmistir. Denenen
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farkli ¢oziiciilere ragmen balzamin son hacimde bulaniklik olusturmasi nedeniyle
bu yontemle balzamm LOX inhibisyonu test edilememistir. Ugucu yag ve standart
icin hazirlanan ¢ozeltilerin konsantrasyonlar1 Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7. Ucucu Yag ve Standart Cozeltilerin Konsantrasyonlari

Ucucu yag/Etanol NDGA/Etanol
5 mg/mL 5 mg/mL

4 mg/mL 0.85 mg/mL
3.5 mg/mL 0.75 mg/mL
3 mg/mL 0.5 mg/mL
2.75 mg/mL 0.3 mg/mL
2.5 mg/mL 0.25 mg/mL
2.25 mg/mL 0.2 mg/mL
1.5 mg/mL 0.1 mg/mL

1 mg/mL 0.05 mg/mL
0.5 mg/mL 0.025 mg/mL

In vitro Siklooksijenaz (COX) Enzim inhibisyonu
COX inhibisyon aktivitesi “COX Inhibitér Tarama Deneyi Kiti” ile incelenmistir.

Calismamizda COX Inhibitor Screening Assay Kit (Katalog No0:560131)
kullanilmistir.

COX inhibitor tarama yontemi COX tiirevli prostaglandin Hy’nin (PGHy) SnCl,
(stann6z kloriir) rediiksiyonu sonucu COX reaksiyonunda olusan PGF,, nin
dogrudan o6l¢iilmesi ilkesine dayanir. Prostanoid iiriinii enzim immunoassay (EIA)
yontemi ile; tiim major PG bilesiklerine baglanabilen genis spektrumlu bir
antiserum kullanilarak; ol¢iiliir. Bu yontem izoenzime spesifik inhibitorlerin
aydinlatilmasina izin veren koyun orijinli COX-1 ve insan rekombinant COX-2
enzimlerinin her ikisinin de kullanilmasini kapsar. Yine bu yontem genel olarak
inhibitor bilesiklerin aydinlatilmasinda kullanilan ve belirleyiciligi daha az olan
metodlarin yolagtig1 yanlis pozitif fikirlerin elimine edilmesini saglayan bir
deneydir.

Kit icerisinde bulunan materyal agsagida belirtilmistir.
e PG (prostaglandin) EIA (Elisa) antiserumu

e PG AChE (asetilkolinesteraz) konjugati

e PG EIA Standarti

e Konsantre EIA tamponu

e Konsantre yikama tamponu

e Polisorbat 20
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e Fare anti-tavsan IgG (immiinglobiilin G) kapli mikropleyt, 96 kuyucuklu
e  Mikropleytin iizerinin kapatmak i¢in seffaf film
e Ellman’s reaktifi

e Konsantre reaksiyon tamponu

e COX-1enzimi

e COX-2enzimi

e HEME (Fe-protoporfirin-1X)

e Aragidonik asit (substrat)

e Potasyum hidroksit (KOH)

e Hidroklorik asit (HCI)

e  Stannoz kloriir (SnCly)

Orneklerin Hazirlanmas:

Balzam ve ugucu yagin;

10 mg/mL, 5 mg/L, 2.5 mg/L, 0.5 mg/L, 0.05 mg/L, 0.005 mg/L, 0.0005 mg/L,
0.00005 mg/L’lik konsantrasyonlarda stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Coziicli
olarak saf DMSO kullanilmustir.

COX Reaksiyon Prosediirii

Reaksiyon Tamponu: 5 mL konsantre reaksiyon tamponu 45 mL ultra saf su ile
seyreltilerek hazirlanmstir.

COX-1 ve COX-2 Enzimleri: Reaksiyonda kullanilmak iizere ¢6ziildiigiinde buz
tizerinde bekletilmistir.

HEME: DMSO igerisinde ¢oziinmiis halde bulunan HEME’den 100 pL alinip
400 pL reaksiyon tamponu ile karistirtlmistir.

Arasidonik Asit (substrat): Etanol igerisinde ¢oziinmiis halde bulunan
arasidonik asitten 50 uL alimp 50 pL KOH ile karistirilmistir. Uzerine 400 uL
ultra saf su ilave edilmistir.

KOH: Kullanima hazirdir. Konsantrasyonu 0.1 M’dir.

HCI: Konsantrasyonu 1 M’dir. Stannoz kloriiriin hazirlanmasinda kullanilmak
tizere ultra saf suyla 0.1 M’ye seyreltilmistir.
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SnCl;: Kristalize halde bulunan SnCl; iizerine 5 mL 0.1 M HCI ilave edilip
karigtirilmistir.

Inaktif COX-1, COX-2 tiipleri: 20 pL COX-1 ve COX-2 ayr1 ayri mikrofiij
tiiplerinde, kaynar suda 3 dakika inaktif edilmistir. 2 adet test tiip icerisine;

1.Test tiip: 970 uL reaksiyon tamponu + 10 pL HEME + 10 pL inaktif COX-1

2.Test tiip: 970uL reaksiyon tamponu + 10 pL HEME + 10 pL inaktif COX-2

COX-1 Baslangi¢ aktivite tiipleri: 2 adet test tiip icerisine,

950 uL reaksiyon tamponu + 10 uL HEME + 10 uL inaktif COX-1
COX-1 Inhibitor tiipleri: 7 adet test tiip icerisine,

950 pL reaksiyon tamponu + 10 pL HEME + 10 pL inaktif COX-1
COX-2 Baslangi¢ aktivite tiipleri: 2 adet test tiip icerisine,

950 uL reaksiyon tamponu + 10 uL HEME + 10 uL inaktif COX-2
COX-2 Inhibitor tiipleri: 8 adet test tiip igerisine,

950 pL reaksiyon tamponu + 10 uL HEME + 10 pL inaktif COX-2

COX-1 ve COX-2 baslangi¢ aktivite tliplerine 20 pL reaktif tamponu, inhibitor
tiplerine 20 pL stok ornek ¢ozeltilerinden ilave edilip sicak su banyosunda
37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Sonra biitiin test tlplerine 10 pL arasidonik asit ilave edilip reaksiyon
baslatilmistir. 37°C°de inkiibe edilip her bir test tiipiine 50 pL 1 M HCI eklenerek
enzim katalizi durdurulmustur.

Test tlipleri sicak su banyosundan alinip 100 pL doymus stanndz kloriir ¢ozeltisi
eklenip vortekste karistirilmigtir. Reaksiyon karigimlart bulanik olup oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra buzdolabinda muhafaza edilmistir.

EIA Prosediirii

EIA Tamponu: Konsantre EIA tamponunun tamami 90 mL ultra saf su ile
seyreltilmistir.

Yikama tamponu: Konsantre yikama tamponunun tizerine 1 mL polisorbat 20
ilave edilip toplam hacim ultra saf suyla 2 L’ye tamamlanmustir.
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PG standartlarin hazirlanmasi: Liyofilize haldeki standart 1 mL EIA tamponu
icerisinde ¢oziilerek 10 ng/mL’lik stok ¢ozelti hazirlanmistir.

8 adet test tiip 1’den 8’e kadar numaralandirilmistir. ilk tiipe 800 pL diger 7 tiipe
500 puL EIA tamponu ilave edilmistir. Stok standart ¢ozeltisinden 200 pL 1. tiipe
ilave edilip vorteksle karistirilmistir. 1. Tipten 500 pL ¢ozelti 2. tiipe aktarilip
karistirtlmistir. Bu sekilde her defasinda bir 6nceki tiipten 500 pL ¢ozelti alinip bir
sonrakine ilave edilerek diliisyon islemi gergeklestirilmistir.

040 i SO0 5000 500 500 500 il 500l 500
r - - P e R e N
VR w W T T T T

51 52 53 54 5L 56 57 58

Final

BOO SO0l E00 SO0l S0 £ EO0 500l
-—
250 E1L

10 negd'mal 2,000 T.000 S0 125 na 156
paiml pomil poml pegirml pgimil pog'mil pgimil pg'ml

Sekil 15. PG Standartlarin Hazirlamisi

PG AChE konjugati: Uzerine 6 mL EIA tamponu ilave edilerek karistirilmistir.
PG antiserum: Uzerine 6 mL EIA tamponu ilave edilerek karistiriimistir
COX Reaksiyonlarimin Diliisyonlar:

2 adet test tiip BC1 ve BC2 olarak adlandirilmistir. Her birine 990 pL EIA
tamponu ilave edilmistir. BC1 tiipiine, inaktif COX-1 tiipiinden 10 pL, BC2

tiipline inaktif COX-2 tiiplinden 10 pL ¢ozelti eklenip iyice karistirilmistir
(1:100).

COX-1ve COX-2 igin 3’er adet test tiip [A1, IA2, IA3 olarak adlandirilmistir.

IA1 tiiplerine 990 pL EIA tamponu ve baslangi¢ aktivite tiipiinden (COX-1/COX-
2) 10 uL ¢ozelti ilave edilip iyice karistirtlmigtir (1:100).

IA2 tiiplerine 950 uL EIA tamponu ve A1 tiipiinden 50 pL ¢ozelti ilave edilip
iyice karistirilmigtir (1:2000).

IA3 tiiplerine 500 uL. EIA tamponu ve IA2 tiipiinden 500 uL ¢ozelti ilave edilip
iyice karistirilmigtir (1:4000).

EIA’da TA2 ve IA3 tiipleri kullanilmistir, IA1 ¢ok konsantre oldugu igin
kullanilmamustir.

26



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Her bir COX inhibitor tiipii igin 3 adet test tiip C1, C2, C3 olarak adlandirilmustir.

C1 tiplerine 990 puL EIA tamponu ve COX inhibitor tiipiinden 10 uL ¢6zelti ilave
edilip iyice karigtiritlmistir (1:100).

C2 tiiplerine 950 pL EIA tamponu Ve C1 tiiptinden 50 pL ¢6zelti ilave edilip iyice
karistirtlmistir (1:2000).

Analiz Prosediirii

Tiim standart ve ornekler ¢ift ¢alisilmistir.

Cizelge 8. Deneyin Uygulandigi Mikropleyt
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | Kér | S1 S1 BC1 | BC1 | B3 B3 u4 u4d B5 B5 us

B Kor | S2 S2 BC2 | BC2 | B4 B4 us us B6 B6 U5

C NBS | S3 S3 IA2 | IA2 | BS B5 u6 u6 B7 B7 u6

D NBS | S4 S4 IA3 | IA3 | B6 B6 u7 u7 B8 B8 u6

E Bo S5 S5 IA2 | IA2 | B7 B7 Bl Bl Ul Ul u7

F Bo S6 S6 IA3 | IA3 | U1l | Ul B2 B2 U2 u2 u7

G Bo S7 S7 Bl Bl U2 | U2 B3 B3 UK U3 us

H | TA S8 S8 B2 B2 u3s | U3 B4 B4 U4 U4 us

TA : Total aktivite B :  Balzam
NBS: Spesifik olmayan baglanma U : Ucgucu yag
Bo : Enfazla baglanma Siyah : COX-1
S, : Standartlar Kirmizi: COX-2

Cizelge 9. Mikropleyte ilave Edilen Reaktif Miktarlar

Kuyucuk | EIA Tamponu | Standart/Ornek Konjugat | Antiserum BC1/BC2 1A2/1A3
KOR

TA

NBS 100 puL 50 uL

Bo 50 uL 50 uL 50 uL

Std./Orn. 50 uL 50 uL 50 uL

BC1/BC2 50 L 50 L 50 uL

1A2/1A3 50 uL 50 uL 50 uL
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Mikropleytin tizeri seffaf film ile Ortiilip oda sicakliginda, karanlikta, orbital
calkalayicida, 18 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra

Ellman reaktifi lizerine 20 mL ultra saf su ilave edilerek kullanima hazir hale
getirilmistir. Kuyucuklar 300 pl yikama c¢ozeltisi ile 5 kez yikanmistir. Her
kuyucuga 200 uL Ellman reaktifi, TA kuyucuguna 5 pL konjugat ilave edilmistir.
Mikropleytin iizeri tekrar Ortiilerek orbital ¢alkalayicida 1 saat inkiibe edildikten
sonra kuyucaklarin absorbansi 405 nm’de okunmustur.

Sonuc¢larin Hesaplanmasi

Standartlar ve ornekler i¢in optik yogunluklarimin (OD : Optik dansitometre)
ortalamasi1 hesaplanmistir. Bu ortalamalardan NSB kuyucuklarinin optik yogunluk
ortalamalar ¢ikartilarak ortalama net optik yogunluk hesaplanmaistir.

Ortalama Net OD = Standart veya Orneklerin OD Ortalamalar: - NSB OD Ortalamasi

Yiizde baglanma hesab1 igin, her bir standart kuyucuk i¢in bulunan net ortalama
yogunluk degeri, maksimum baglanma kuyucuklar1 olan Bo’nun net ortalama
yogunluk degerine boliiniip sonuglar 100 ile ¢arpilmistir.

% Baglanma = (Net OD/ Net Bo OD) x 100

Hesaplamalarda “Myassays Analysis Software” programi kullanilmistir. Bu
programda standartlarin PG konsantrasyonlarina karsi yiizde baglanmalarini
gosteren logaritmik bir egri ¢izilmistir. Bu egriden yararlanarak orneklerin PG
konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

BC1-BC2 konsantrasyonu, IA2 ve Orneklerin  konsantrasyonlarindan
cikartilmistir.

IA2 PG konsantrasyonu ile drneklerin PG konsantrasyonu birbirine oranlanarak,
orneklerin % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

% inhibisyon = (IA2 PG konsantrasyonu - érnek PG konsantrasyonu) x 100
IA2 konsantrasyonu
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Anti-Helicobacter pylori Aktivitesi

Anti-Helicobacter pylori aktivitesinde agar diliisyon yontemi (Sekil 17)
uygulanmstir.

Helicobacter pylori (ATCC 43504 ve ESOGU klinik izolatlar1) suslari, %5
defibrine koyun kanli Columbia agar besiyerinde, 37°C’de, mikroaerofilik
atmosferde, anaerobik kavanoz igerisinde, 7 giin inkiibe edilerek gelistirilmistir.
Buradan SF (serum fizyolojik) ¢ozeltisinde 2 McFarland yogunlukta bakteri
stispansiyonu hazirlanmistir (Sekil 17). Columbia agar hazirlanirken igerisine,
klinik orneklerden H. pylori izolasyonu igin segici bir takviye olan Dent
supplement ilave edilmistir.

Mikroaerofilik ortam, kimyasal olarak mikroaerofilik ortam olusturma sistemi
(Oxoid) ile olusturulmustur.

DMSO igerisinde 20 mg/mL’lik, 1 mL ugucu yag ¢ozeltisi hazirlanip 8 mL, %5
koyun kani iceren Mieller—Hinton agar (MHA) icerisine ilave edilerek 60 mm’lik
petriye dokiilmiistiir.

DMSO’nun etkisini gérmek i¢in, 1 mL DMSO, %5 koyun kanli MHAya ilave
edilerek 60 mm’lik petriye dokiilmistiir.

Pozitif kontrol i¢cin 90 mm’lik petriye %5 koyun kani igeren MHA dokiilmiistiir.

SF igerisinde hazirlanan siispansiyonlardan, petrilerin belirli yerlerine 3’er pL
damlatildiktan sonra 37°C’de, anaerobik kavanoz icerisinde, mikroaerofilik
ortamda, 3 giin inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra petrilerde iireme olup olmadig1 hizli iireaz, katalaz, oksidaz
testleri ve mikroskopta Gram boyama yontemiyle incelenmistir.
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Sekil 17. McFarland Ci

hazi, SF Soliisyonlar1 ve Anaerobik Kavanoz
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BULGULAR ve TARTISMA

Distilasyon Sonucu

Su distilasyonu sonucunda Styrax Liquidusdan elde edilen ugucu yag verimi
%0.57 olarak hesaplanmuistir.

Ucucu Yagin Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi (GK/KS) Analiz Sonucu

Elde edilen ugucu yagin es zamanli, 3 tekrarli olarak yapilan GK ve GK/KS
analizleri sonucunda yagin %99.3+0.2°tine karsihk gelen 15 bilesik
tanimlanmistir. Ana bilesikler olarak stiren (%84.6+0.1), a-pinen (%8.3+0.1) ve
B-pinen (%2.1) olarak tespit edilmistir. Ugucu yagin kimyasal bilesimi Cizelge
10°da verilmistir.

Cizelge 10. Styrax Liquidus Ucucu Bilesikleri

RRI Bilesik (%)
1032 o-Pinen 8.3+0.1
1076 Kamfen 0.4+0
1118 B-Pinen 2.1+0
1174 Mirsen 0.2+0
1272 Stiren 84.6+0.1
1466 a-Kubeben 0.7+0
1497 a-Kopaen 0.1+0
1597 B-Kopaen 0.6+0
1671 Asetofenon 0.4+0
1704 vy-Murolen 0.3+0
1740 a-Murolen 0.3+0
1773 6-Kadinen 0.3+0
1800 Benzen propanol 0.5+0
2195 4-Etil fenol 0.2+0
2308 Sinnamil alkol 0.3+0

Toplam 99.3+0.2
Tanimlanan Bilesik sayist 15
RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gére hesaplanmustir;

% FID verilerine gore hesaplanmuistir.
Kati Faz Mikroekstraksiyonu (SPME) - GK Analiz Sonucu

Balzamin SPME ve GK analizi sonucunda 17 bilesik tanimlanmistir. Ana
bilesikler olarak stiren (%75.0), benzen propanol (%9.5) ve 4-Etil fenol (%4.5)
olarak tespit edilmistir. Ucucu bilesenler Cizelge 11°de verilmistir.

Cizelge 11. Styrax Liquidus’un SPME Sonucunda Tanimlanan Ucucu Bilesikleri

RRI Bilesik %
1032 o-Pinen 4.0
1272 Stiren 75.0
1466 a-Kubeben 0.5
1497 a-Kopaen 0.1
1541 Benzaldehit 0.1
1597 B-Kopaen 0.5
1671 Asetofenon 0.3
1704 v-Murolen 0.2
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Cizelge 11. (Devam) Balzamin SPME Sonucunda Tanimlanan Ucucu Bilesikleri

RRI Bilesik %
1740 a-Murolen 0.2
1773 3-Kadinen 0.1
1800 Benzen propanal 0.2
1896 Benzil alkol 0.3
2049 p-Etil gayakol 0.2
2065 Benzen propanol 9.5
2068 (E)-Sinnamaldehit 0.7
2195 4-Etil fenol 4.5
2113 Kumin alkol 2.5
Toplam 98.9

Tanimlanan Bilesik sayis1 17
RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir.

Aktivite Calismalar1 Sonuclar:
In vitro Lipooksijenaz (LOX) Inhibisyonu Sonuclar1

Spektrofotometrede kinetik 6l¢iim sonucunda 3 mg/mL, 2.75 mg/mL, 2.5 mg/mL,
2.25 mg/mL ve 1.5 mg/mL’lik ¢ozeltilerin final hacimdeki konsantrasyonlar1 ve
% inhibisyonlarina gore ICsg degeri hesaplanmugtir. Kinetik okuma 234 nm’de 20
dakikada 40 okuma yapilarak gergeklestirilmistir. Ayni sekilde standart ICs
degeri de hesaplanmustir.

Grafiklerde x koordinati konsantrasyon, y koordinati % inhibisyon degerlerini
ifade etmektedir.
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ICso = 54 pg/mL ' 1Cyp = 48 pug/mL ICso = 49 pg/mL
Sekil 18. Sigala Ucucu Yagi ICsy Grafikleri
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80 80 80
70 70 70
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Sekil 19. NDGA ICs, Grafikleri
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Sigala ugucu yag 1Csp = 50.33+£3.22 ug/mL, NDGA 1Csp = 9+0.5 ug/mL olarak
hesaplanmastir.

Sigala ugucu yagmin zayif-orta antiinflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir.

Kolon Kromatografisi Sonuglari

Elde edilen fraksiyonun GK ve GK/KS analizleri sonucunda stiren oldugu tespit
edilmistir. Izole edilen stirenin LOX inhibisyonu incelenmistir. 60 pg/mL’lik
konsantrasyonun %35.19 enzim inhibisyonu gosterdigi hesaplanmustir.
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Sekil 20. Stiren-LOX Inhibisyonu Grafigi (Seri 1:Enzim, seri 2-3-4:Stiren)

Stiren 1Cso > 60 ug/mL olarak hesaplanmuistir.

In vitro Siklooksijenaz (COX) inhibisyonu Sonuglar

Balzam ve ugucu yagin PG konsantrasyonlari, IA2 PG konsantrasyonlarindan
daha yiiksek oldugu i¢in ¢alisilan dozlarin, COX-1 ve COX-2 enzimlerini inhibe
etmedigi gorilmiistiir.

100 1000
pa/ml

Sekil 21. Standartlarin PG Konsantrasyonlarina Kars Yiizde Baglanmalarini1 Gosteren
Grafik
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Cizelge 12. “Myassays Analysis Software” Program Analiz Sonuclari

Grup Kuyucuklar Absorbans B/B0 % Kontr.(pg/ml)
Kor Al, Bl 0.172,0.172 - -
Standartl A2, A3 0.38,0.388 25.9 2020.8
Standart2 B2, B3 0.475, 0.464 36.6 1050.6
Standart3 C2,C3 0.585, 0.559 49.3 504.4
Standart4 D2, D3 0.726, 0.692 66.4 201
Standart5 E2, E3 0.85, 0.657 71.9 181.6
Standart6 F2, F3 0.948, 0.86 90.7 61.1
Standart7 G2, G3 0.998, 0.985 101.6 35
Standart8 H2, H3 1.174,1.112 120.5 14.8

BC1 A4, A5 0.863, 0.522 64.3 39547.2
BC2 B4, B5 0.772,0.587 62.7 29285.6
1A2 C4,C5 0.549, 0.509 44 1375793.4
IA3 D4, D5 0.679, 0.575 56.2 1469660.7
1A2 E4, E5 0.533, 0.483 414 1611054.3
IA3 F4, F5 0.459, 0.514 38.7 3785690.5
B1 G4, G5 0.407, 0.437 30.6 3026739.9
B2 H4, H5 0.385, 0.408 275 3677703.7
B3 A6, A7 0.46, 0.468 35.9 2188029.4
B4 B6, B7 0.443, 0.443 33.3 2560542.9
B5 C6, C7 0.448, 0.446 33.8 2484412.1
B6 D6, D7 0.456, 0.463 35.3 2262552.4
B7 E6, E7 0.536, 0.53 44.5 1322647.6
Ul F6, F7 0.486, 0.476 38 1929417.2
u2 G6, G7 0.459, 0.462 35.4 2245015
u3 H6, H7 0.478, 0.486 38.1 1914738.6
u4 A8, A9 0.889, 0.564 68.6 595545.9
us B8, B9 0.435, 0.421 314 2874403.1
ué C8,C9 0.477,0.422 34.1 2495337.7
u7 D8, D9 0.53,0.472 40.5 1705809.6
B1 E8, E9 0.429, 0.435 31.9 2784397.5
B2 F8, F9 0.514,0.473 39.6 1780474.7
B3 G8, G9 0.497, 0.428 35.7 2292211.3
B4 H8, H9 0.529, 0.526 43.8 1375422.7
B5 Al0, All 0.544, 0.599 49.3 1027931.2
B6 B10, B11 0.495, 0.293 27.2 5127565.3
B7 C10, C11 0.477,0.482 37.8 1949802
B8 D10, D11 0.478,0.51 39.6 1765557.6
ul E10, E11 0.497, 0.494 39.8 1733504.4
U2 F10, F11 0.509, 0.508 41.4 1577010.1
u3 G10, G11 0.498, 0.526 41.9 1546123.1
U4 H10, H11 0.433, 0.451 33.1 2586533.8
us Al2,B12 0.475, 0.492 38.3 1896844.3
ué C12,D12 0.501, 0.501 40.5 1665258.3
u7 E12, F12 0.519, 0.522 42.9 1446265.6
us G12, H12 0.518, 0.55 44.6 1322201.4
NSB1 C1,D1 0.174,0.178 0 12224.4
BO1 El, F1,G1 0.316,1.339,1.281 100 1172.9
TAl H1 1.721 192.5 0.6
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Anti-Helicobacter pylori Aktivite Sonuclar:

Agar diliisyon yontemi sonucunda petrilerde iireme goriilmistir. Hizli {ireaz,
katalaz, oksidaz testleri ve mikroskobik inceleme ile ugucu yagin 2222.2 ng/mL
konsantrasyonda Helicobacter pylori iizerinde antimikrobiyal etki gostermedigi
belirlenmistir.
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Sekil 22. Helicobacter pylori Mikroskobik Gériintiisii

— -

Sekil 23. Helicobacter pylori 60 mm’lik Petrideki Goriintiisii

Sekil 24. Hizh iireaz, Katalaz ve Oksidaz Testleri
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SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda Styrax Liquidus’un su distilasyonu yontemi ile elde edilen ugucu
yagmin Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KS) analizleri sonucunda yagin %99.3+0.2’line karsilik gelen 15 bilesik
tamimlanip ana bilesikler stiren (%84.6+0.1), a-pinen (%8.3+0.1) ve B-pinen
(%2.1) olarak tespit edilmistir (Cizelge 10). Balzamin kat1 faz mikroekstraksiyon
(SPME) ve GK analizi sonucunda ise 17 bilesik tanimlanip ana bilesikler stiren
(%75.0), benzen propanol (%9.5) ve 4-etil fenol (%4.5) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 11).

In vitro lipooksijenaz (LOX) aktivite ¢alismalarinda, standart madde olarak
NDGA kullanilmistir. Olgiimler spektrofotometrede 234 nm’de 30 saniyelik
araliklarla 40 okuma yapilarak gergeklestirilmistir. 1Csy degerleri, ugucu yag igin
50.3343.22 pg/mL, NDGA i¢in 9+0.5 pg/mL olarak hesaplanmistir. Standart 1Csq
degeri ile karsilagtirildiginda ugucu yagin lipooksijenaz aktivitesini inhibe ettigi
ve zayif-orta antiinflamatuvar etki gosterdigi belirlenmistir.

Siitun kromatografisi ile izole edilen stirenin LOX inhibisyonu incelenip 60
pug/mL’lik konsantrasyonda %35.19 oraninda enzim inhibisyonu gdosterdigi
hesaplanmustir.

In vitro Siklooksijenaz (COX) aktivite galismasinda, COX inhibisyonu “COX
Inhibitér Tarama Deneyi Kiti” ile incelenmistir. COX Inhibitor Screening Assay
Kit (Katalog No:560131) kullanilmigtir. Balzam ve ugucu yagin 200 pg/mL’lik
konsantrasyonlarinin COX inhibisyonu gostermedigi goriilmiistiir.

Sigala balzaminin  birgok mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal etkisi
bilinmektedir. Ayrica mide {lseri agrilarina karst geleneksel kullanimlar
bulunmaktadir. Tez calismasinda ugucu yagmin agar diliisyon yontemi ile
incelenen anti-Helicobacter pylori aktivitesi sonucunda 2222,2 pg/mL
konsantrasyonda H. pylori {izerinde antimikrobiyal etki gostermedigi
belirlenmistir.

Halk tibbindaki kullanimindan ve yapilan bilimsel c¢alismalardan dolay:
antiinflamatuvar etkisi bilinen sigala balzaminin, bu ¢alisma ile ugucu yaginindan
kaynaklanan antiinflamatuvar etkisi belirlenmistir. Son zamanlarda NSAT ilaglarin
yan etkilerinden dolay:1 selektif ilaglar gelistirilmektedir. Bu sekilde normal
fizyoloji icin gerekli prostaglandinleri etkilemeden inflamasyonun azalmasi
saglanmaktadir. Sigala ugucu yaginin COX’u inhibe etmeyip LOX inhibisyonu
gostermesi ile gelecek calismalarda yeni bir selektif antiinflamatuvar ilag kesfine
katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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Sigala balzami igerigindeki yiiksek stiren miktarindan dolayr insan hiicreleri
tizerinde genotoksik ve sitotoksik etkiye sahiptir. Bu nedenle geleneksel tedavide
kullanilan dozlarinin iyi belirlenmesi gerekmektedir.
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