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LAURUS NOBILIS L. BITKISINDEN STANDARDIZE KOZMETIK
HAMMADDE URETIM PROSESLERININ GELISTIRILMESI VE
KOZMETIiK FORMULASYONLARIN HAZIRLANMASI

OZET

Defne (Laurus nobilis L.) Lauraceae familyasinin Laurus cinsine ait aromatik ve ¢ok
onemli bir bitkidir. Kendine has bir kokusu bulunan defne, Akdeniz ikliminde dogal
yetisme ortam1 bulmakta ve Tiirkiye’nin de dogal bitki tiirleri arasinda bulunmaktadir.
Tiirkiye, diinya defne yapragi ihtiyacinin %90’ 11 saglamaktadir ve dnemli tedarikgiler
arasindadir. Bu calismada defne bitkisinin yaprak, meyve, cicekleri iizerinde
calisilarak kozmetik ve ila¢ sanayi kullanim potansiyeli saptanmak istenmistir.

Laurus nobilis, disi ve erkek bitkileri ayr1 olan dioik bir tiirdiir. Tiirkiye'nin Ege
Bolgesi defnenin endiistriyel amagli yaygin bir sekilde yetistirildigi bir bolgedir. Her
iki cinsiyette de kiiltiir edilmis ya da dogal defne yapraklart hemen hemen ayni
bilesime ve ayni verimde ugucu yag sunmaktadir. Sonuglara gore ¢igek ugucu
yaglarinin verim ve bilesimlerindeki farkliliklarin sadece cinsiyete bagli oldugu ortaya
cikarilmistir. Tiim ugucu yaglar antioksidan aktivitelere ve 6nemli antimikrobiyal
etkilere sahiptir ancak yaprak ugucu yaglari her agidan ¢ok daha istiindiir.

Laurus nobilis bitkisinin yapraklarindan elde edilen ugucu yag (LNEO) bir yaklasim
olarak LNEO vyiiklii poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikiilleri hazirlanmig
ve LNEONP'ler tek emiilsiyon yontemiyle sentezlenmistir. LNEO, CT-DNA'ya
interkalatif olarak baglanmis ve ek olarak, LNEO'nun ikili bir PI3K/mTOR inhibitorii
tizerindeki etki mekanizmas1 tahmin edilerek antiproliferatif aktivitesi ve
mekanizmasi, molekiiler yerlestirme analizi kullanilarak belirlenmistir. LNEO yiiklii
PLGA NP'lerin kozmetik formiilasyon olarak nanopartikiil dozaj formunda
ticarilestirilmesi hedeflenmektedir.

Laurus nobilis bitkisi yaprak, meyve, yaprak ugucu yagi ve meyve sabit yagindan elde
edilen 14 ayn 6rnek, cilt yaglanmasi iizerinde etkili oldugu bilinen 3 enzim iizerinde
inhibisyon aktivitesi bakimindan incelenmistir. Sonuglar yapraktan elde edilen
orneklerin, meyveden elde edilen drneklere kiyasla belirgin sekilde daha giiglii aktivite
gosterdigini ortaya koymustur. Bu sebeple yaprak ugucu yagi iceren nanopartikiiller
gelistirilmistir. Nanopartikiillerin ugucu yag ile benzer aktiviteler gosterdigi yapilan
testler sonucunda ortaya konmustur. Ugucu yag ve ugucu yag igeren nanopartikiiller
GC-HS-MS analizine tabi tutuldugunda, ugucu yagdaki major bilesenlerin
nanopartikiillere yiiklendigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar yaprak 1:5 etanol ekstresi,
yaprak ucucu yagmin Ve yaprak ugucu yagi iceren nanopartikiillerin kozmetik
formiilasyonlarda kullanilma ve ekonomik bir deger ihtiva etme potansiyelini ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Laurus nobilis, kozmetik, nanoformiilasyon, ugucu yag
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DEVELOPMENT OF STANDARDIZED COSMETIC RAW MATERIAL
PRODUCTION PROCESSES AND PREPARATION OF COSMETIC
FORMULATIONS FROM LAURUS NOBILIS L.

SUMMARY

Laurel (Laurus nobilis L.) is an aromatic and very important plant belonging to the
Laurus genus of the Lauraceae family. Laurel, which has a unique scent, finds its
natural habitat in the Mediterranean climate and is among the natural plant species of
Turkey. Turkey provides 90% of the world's bay leaf needs and is among the important
suppliers. In this study, it was aimed to determine the use and potential of the bay
laurel plant in the cosmetic and pharmaceutical industries by studying its leaves, fruits
and flowers.

Laurus nobilis is a dioecious species with separate male and female plants. Turkey's
Aegean Region is a region where bay laurel is widely grown for industrial purposes.
Cultivated or natural bay leaves of both sexes offer almost the same composition and
the same yield of essential oil. According to the results, it was revealed that the
differences in the yield and composition of flower essential oils depend only on gender.
All essential oils have antioxidant activities and significant antimicrobial effects, but
leaf essential oils are far superior in every respect.

As an approach, LNEO-loaded poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) nanoparticles
were prepared using the essential oil (LNEO) obtained from the leaves of the plant
Laurus nobilis, and LNEONPs were synthesized by the single emulsion method.
LNEO was intercalally linked to CT-DNA, and in addition, its antiproliferative activity
and mechanism were determined using molecular docking analysis by predicting the
mechanism of action of LNEO on a dual PI3BK/mTOR inhibitor. It is aimed to
commercialize LNEO-loaded PLGA NPs in nanoparticle dosage form as cosmetic
formulation.

14 separate samples obtained from Laurus nobilis plant leaves, fruit, leaf essential oil
and fruit fixed oil were examined for inhibition activity on 3 enzymes known to be
effective on skin aging. The results revealed that samples obtained from leaves
showed significantly stronger activity than samples obtained from fruit. For this
reason, nanoparticles containing leaf essential oil have been developed. As a result of
the tests, it was revealed that nanoparticles showed similar activities as essential oil.
When essential oil and nanoparticles containing essential oil were subjected to GC-
HS-MS analysis, it was observed that the major components in the essential oil were
loaded into the nanoparticles. These results revealed the potential of leaf 1:5 ethanol
extract, leaf essential oil, and nanoparticles containing leaf essential oil to be used in
cosmetic formulations and have economic value.

Keywords: Laurus nobilis, cosmetics, nanoformulation, essential oil
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1. GIRIS ve AMAC

Tibbi bitkilerin kullanimima bakildiginda, insanlik tarihinin baglangicindan beri
kullanimda olduklar1 goriiliir. Eski Misirlilara ait oldugu varsayilan bir papiriiste,
yaklagik 450 hastaliktan ve tedavilerinde kullanilan dogal ilaglardan bahsedilmektedir.
Kiiltepe’de ortaya cikan kil tabletlerde (M.0.1974-1719) kimyon, kisnis ve bir tiir
kekigin adma yer verilmektedir. Hititlere ait 60 tane civi yazili Bogazkdy
metinlerinde(M.0.1700-1200) defne, mersin agaci, koknar, safran, ardig, kekik,
rezene, nane, dereotu, kisnis, kenevir, sinirotu, siitlegen, adamotu gibi ila¢ olarak
kullanilan bitkilerin ad1 gegmektedir. Hippokrates (M.0.460-377) eserinde 236 farkli
tibbi  bitkiden ayrmtili olarak bahsetmektedir. Galenos, bitkilerden ilag
hazirlanmasinin tarifini yapmis ve bunlara ’’Galenik preparatlar’® adi verilmistir.
Dioskorides'in ilk farmakope sayilabilecek De Materia Medica isimli 24 ciltlik
eserinde 600 tibbi bitkinin ve bu bitkilerden hazirlanan ilaglarin kullanimu ile ilgili
ayrmntil bilgi verilmistir. Ibn Sina'nin el-Kanun Fi’t-Tib adli eserinde 800 kadar, ibn
Baytar'm Kitab al-Cami adli eserinde 1400 kadar, Davud al-Antaki'nin Tezkere-i
Davud adli eserinde de 1700 kadar dogal ilagtan bahsedilmistir [1, 2].

Insanlar bitkileri binlerce yildir tedavi araci olarak kullandilar ve kullanmaya devam
etmektedirler. Baz1 eski uygarliklar i¢in tibbi bitkilerin sagladig: sifanin biiyiilii ve
dogatistii bir unsuru vardi. Sifali bitkiler, baz1 insanlar i¢in sihirli-dini bir anlama
sahipti. Fitoterapi uygulamalarimin tarth¢esine bakildiginda Mezopotamya’da
basladig1 ve buradan diinyaya yayildig1 goriiliir. Mezopotamya’da bulunan tabletlerde
bitkisel tedavilere iliskin bilgiler yer almaktaydi. Fitoterapiye dair eski Misir, Cin,
Yunan, Hindistan medeniyetlerinde genis bir tarihsel literatiir bulunmaktadir. Islam
medeniyetinde ise, ibn Sina’nin Avrupa iiniversitelerinde yiizyillarca okutulmus olan

kitab1 el-Kanun Fi’t-T1b glinlimiize halen 151k tutmaktadir [3].



Antik tarih donemi incelenecek olursa, bitkisel ilaglar hakkinda yazdiklariyla en 6nde
gelen ismin Nero Ordusu'nun askeri hekimi ve eczacisi olan Adana-Kozan’da dogmus
Dioscorides oldugu goriiliir. M.S. 77 dolaylarinda yazmis oldugu "De Materia Medica"
adli eser, birgok farkli dile ¢evrilmis olup Orta Cag'in sonlarina hatta Ronesans'a kadar
uygulanmistir. Kitapta tanimlanan 944 ilacin 657'si bitkisel kokenlidir. Bu bitkilerin
dis goriintislerinden, yetistirildikleri yerlerden, tedavi edici etkilerinden ve miistahzar
olarak hazirlanmalarindan bahseden Dioscorides "Farmakognozinin Babasi" olarak
anilmaktadir. Giinlimiizde, papatya, nane ve daha pek ¢ok bitkinin Dioscorides’in

bahsetmis oldugu amaglarla siklikla kullanildig1 goriilmektedir [4].

Eczaci, botanik¢i ve bilim adami Prof. Turhan Baytop 1949-1999 yillar1 arasinda
Anadolunun bir¢ok bdlgesinde arastirma gezisi diizenlemis, 29 tanesi yeni olan 10.000
farkli bitki 6rnegi toplamistir. Anadolu bitki tiirleri hakkinda yazilmig olan bir diger
kaynak ise P.H. Davis (1918-1992) tarafindan 11 cilt olarak hazir hale getirilen Flora
of Turkey and the East Aegean Islands (1965-1988) adl1 eserdir [1].

30 cilt olarak planlanan resimli Tiirkiye Florasi’nin ilk 3 cildi tamamlanmistir. Resimli
Tirkiye Floras1 Tirkiye’nin bitki cesitliliginin kisaca tanitilmasi ve bu gesitlilige
katkida bulunan cografya, yer sekilleri, jeoloji, paleocografya, toprak, iklime ait 6zet
bilgilerin yer aldig1 birinci cilt 2014 yili i¢inde yaymlanmistir. Birinci ciltte Anadolu
floras1 iizerine yapilan c¢aligsmalarin tarihi, Davis’in Flora of Turkey and the East
Aegean Islands (1965-2000) adli eserin yazarlari, esere katkida bulunanlar ve yazilig
hikayesine iliskin 6zet bilgiler de verilmistir. Ayrica ciltte Tiirkiye’de yetistirilen
bitkiler, etnobotanik, Davis’in eserinde yer alan eski yer isimlerinden tespit
edilenlerinin bugiinkii karsiliklari, Resimli Tiirkiye Florasi’nda yer alacak bitki
taksonlarmin betimlerinde kullanilacak Tiirkce terimler, agiklamalar1 ve 2013 yili
sonuna kadar Tirkiye florast ile ilgili yayinlar siralanmustir. 2. Cilt (2018) ile Tiirkiye
florasinda Kibritotu Bolimii (Lycopodiophyta), Egrelti Boliimii (Pteridophyta),
Tohumlu Bitkiler Bolimii  (Magnoliophyta), Ac¢ik Tohumlular Altboliimii
(Pinophytina) Kapali Tohumlular Altboliimii olarak flora yaziminin baslandigi cilt
olarak ifade edilebilir. Resimli Tiirkiye Florasi 3a Ciltte (2022) yer alan bitki
familyalarinda ise Kapalitohumlular Altboliimi (Magnoliophytina) Devam edilerek,
Salepgiller (Orchidaceae), Kopekotugiller (Ixioliriaceae), Siisengiller (Iridaceae) ait

kisim yer almaktadir [5].



Yiizyillardan beri bitkilerin insan yasaminin ve sagliginin vazgecilmez bir parcasi
olmasi sonucunda giiniimiizde tiim diinyanin 6nemini anladig1 ve iizerinde ciddi
caligmalarin yapildig1 etnobotanik bilim dali dogmustur. “Tibbi bitkilerle tedavi‘
anlamina gelen “Fitoterapi” terimi ise ilk kez Fransiz hekim Henri Leclerc (1870-

1955) tarafindan kullanilmistir [6].

Tiirkiye’nin en fazla ugucu yag ihrag iirtinleri giil, defne ve kekik yagidir. Diinyanin
defne ihtiyacinin %95’ini Tiirkiye karsilamaktadir ve Tiirkiye kalite, fiyat ve miktar
olarak defne pazarinda en yliksek paya sahiptir. Defne yapraginin yani sira, distilasyon
yolu ile elde edilen defne ugucu yagi ve meyvelerinden elde edilen pres yaginin da
pazarda talebi oldukga fazladir. Defne yapragi Almanya, Polonya, Japonya, Ingiltere,
Hollanda, Kanada, Amerika Birlesik Devleti, Slovakya, Cek cumhuriyeti, Fransa,
Bulgaristan, Belgika, Isvicre, Isve¢ ve Liiksemburg basta olmak iizere birgok iilkeye
ihrag edilmektedir. Tiirkiye 2012 yilinda 9345 ton defne ihracatindan 26.143.000 ABD
dolari, 2013 yilinda ise 10.690 ton defne karsiligi 32.268.000 ABD dolar1 gelir elde
etmistir. 1995 yilindan beri defne yapragina talep artmistir ve 6niimiizdeki donemlerde
de ayni artisin olacagi distiniilmektedir, Tiirkiye’nin defne pazarindaki énemi her

gecen gilin artmaktadir [1].

Hos kokusu ile bilinen ve her daim yesil olan defne, eski zamanlarda olimpiyat
oyunlarinda basarili olan yarigmacilara yapraklarindan yapilmis ta¢ seklinde 6diil
olarak verilirdi. Romalilar M.O. 342 de altin paralarin yiizeyinde defneden celenk
resmi kullanmiglardir. Romalilar ve Yunanlilar savas ve spor galibiyetlerinde defne
yapraklarindan yapilan ¢elenkleri tag¢ olarak kullanirlardi. Ayrica defne yapraginin
insanlar1 yildirnm ¢arpmasina karsi koruyucu olduguna inanan Romalilar firtinal

havalarda yanlarinda birer defne dali tasirlardi [7].

Giinesli ortamlarda yetistigi ve zafer, {in ve basarinin simgesi oldugu i¢in, defne tact
tiim sanatlarin, miizigin ve giinesin tanrisi olan Apollon’a ithaf edilirdi. Ortagagda
sairlere, sanatcilara ve bilginler tarafindan da kullanilan defne tacit Thesselia Irmagi
Peneius'un giizeller giizeli kiz1 Daphne'den (Defne) gelmektedir. Bir giin lir ¢algicisi,
giizel ve bakire Defne isimli kiz Asi kenarinda dolanirken, Apollon ile karsilasir.
Defne ondan korkar ve kacar. Uzun siiren bir kovalamaca sonunda Defne sehrine
ulasirlar. Defne Apollon'a yakalanacagi zaman yer tanrisina "Ey toprak ana beni ort,
beni sakla." diye yalvarir. Defne' nin duasi kabul olur ve o anda gévdesi iri bir defne

agacina doniisiir. Sag ve kollar1 birer defne yapragi, ayaklari ise kok olur. Apollon ¢ok
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liziillir, aglar ve agaca sarilir, >’Kokulu saclarindan olan bu agacin yapraklari yaz ve
kis yesil kalacak ve ben onlar1 basima ta¢ yapacagim’’ der. Bu sozler defne agacina

doniisen Daphne’i ¢ok etkiler ve Apollon’a saygiyla egilir [7].

1.1 Tezin Amaci

Diinya Laurus nobilis tiretiminde birinci sirada olan iilkemizin, bu degerli ihracat
potansiyeli yiiksek bitkiden katma degerli tirtinler gelistirilerek tiretime, ekonomiye
kazandirilmasi ve hammaddenin siirdiiriilebilir hale doniistiiriillmesi hedeflenmektedir.
Defne yaprak ucucu yaginin analizlerinin yapilarak ve literatiirdeki analizleri
degerlendirilerek “Defne Yapragi Ugucu Yag” Farmakope Monografina Oneriler
getirilmesi, Laurus nobilis (Defne) bitkisinin hem kiiltiire edilmis hem de dogal disi
ve erkek bitkisi ornekleri tizerinde, hem ¢icek hem yapraklari iizerinde ugucu yag
analizleri yapilarak cinsiyet farkliliginin ugucu yag bilesenine etkisi arastirilacak, bu
yaglar lizerinde antioksidan, antimikrobiyal aktivite tayinleri yapilacaktir. Laurus
nobilis yaprak ucucu yag iizerinde nanoformiilasyon ¢alismalari yapilarak kontrollii
salimim yoluyla defne yaprak ugucu yaginin kozmetik formiilasyonlarda kullanim
potansiyeli hem in vitro hem de in silico yontemler kullanilarak arastirilacaktir. Defne
yaprak ve meyvesinden den elde edilen farkli ekstreler, yaprak ucucu yagi ve meyve
yag1 iizerinde biyolojik aktivite caligmalart yapilarak kollajenaz, elastaz ve
hyaluronidaz enzim inhibisyonu Tlzerindeki aktiviteleri incelenerek, kozmetik

formiilasyonlarda kullanim olanaklar1 degerlendirilecektir.



2. Laurus nobilis TURUNE AIT BOTANIK BIiLGILER

2.1 Laurus nobilis Tiiriiniin Sistematikteki Yeri

Laurus nobilis, Lauraceae familyasinin Laurus cinsine ait bir tiirdiir. Laurus cinsine
ait diger tiirler de Laurus azorica (Seub.) Franco ve yakin bir zamana kadar Laurus
azorica tiirtine dahil edilen Laurus novocanariensis Rivas Mart., Lousa, Fern.Prieto,
E.Dias, J.C.Costa & C.Aguiar’dir. Laurus nobilis piiriizsiiz ince siirgiinleri ve Akdeniz
bolgesinde bulunmasi ile karakterize edilir. Laurus azorica ise sik bigimdeki tiiylii
stirgiinlere sahiptir ve Azor, Madeira ve Kanarya adalarinda yayilim gdsterir. Laurus
novocanariensis ise Madeira ve Kanarya adalarina 6zgii bir endemik tiir olup dnceden

Laurus azorica tiirii i¢inde siniflandirilmastir [8, 9].

2.2 Lauraceae Familyasinin Ozellikleri

Agac ve calilardan olusan, genellikle aromatik yapidaki bitkilerin bulundugu
Lauraceae familyasi icerisinde 54 cins ve yaklagik 2000-2500 tiir bulunmaktadir. Cogu
tropikal bolgede, bir kismi da subtropikal ve iliman bdlgede yayilis gosterirler.
Yapraklart her daim yesildir, almasik (genellikle), karsilikli (nadiren) veya helezonik
(nadiren) seklinde dizilmis bulunurlar. Yapraklar basit, derimsi ve saphdir, ortiilii
degildir. Yaprak tabakasi biitiin (genellikle) ya da pargalara ayrilmis halde (nadiren)

bulunur.



Yaprak tabakas1 dorsiventral sekilde ya da iki yiizliidiir, stomalar tek yilizde yer alir ve
parasitiktir. Tek hiicreli tiiyler bulunur. Cok sik olmamakla birlikte bazen sapa yonelik
hipodermis bulunur ya da hi¢ bulunmaz. Salgi bosluklar1 yoktur. Mezofilde kiire
seklinde eterik yag hiicreleri bulunur ama miisilaj hiicreleri yoktur. Kristaller

genellikle prizmatiktir.

Yiizeysel (genellikle) ya da derin tabakali (nadiren) mantar kambiyumu bulunur.
Primer damar hiicreleri silindir iginde ayr1 demetler olmadan kollateral halde bulunur.
Icte floem, kabuksal ve meduller demetler bulunmaz. Konvansiyonel kambiyal

halkadan sekonder kalinlagma goriiliir.

Bu ailedeki bitkiler hermafrodittir, bir evcikli ya da iki evcikli olabilirler. Cigekler tek
ya da ¢igek salkimi seklinde kiimelenmis halde bulunurlar. Cigek salkimi birimleri
rasemoz ya da talkim halindedir. Cigek salkimi aksillar, genellikle umbelliform
halindedir. Cigekler kiiclik, genellikle kokulu, yesil, sar1, beyaz ve krem renklerinde 3
pargali yapida bulunur. lyi gelismis, bagimsiz bir hipantiyum bulunur. Kaliksler 6

sepallidir ve iki daire seklinde bulunur.

Meyveler genellikle etlidir, iziimsii veya eriksi meyvelerdir. Bitkinin genel goriiniimii

Sekil 2.1°de goriilmektedir [11].

Lauraceae familyasi ekonomik olarak 6nemli olan bitkileri igermektedir, bu bitkilere
ornek olarak avokado meyvesi elde edilen Persea americana Mill., tar¢in ve kafur elde
edilen Cinnamomum spp. tiirleri ve tilkemizin 6nemli bitkilerinde olan, defne yapragi

elde edilen Laurus nobilis 6rnek verilebilir [10].



{ ™

Sekil 2.1 : Laurus nobilis bitkisinin genel goriiniimii [11].

2.3 Laurus Cinsi

Laurus (Lauraceae) familyasina ait yaprak dokmeyen aga¢ veya ¢ali seklinde bir
cinsidir. Yavas biiyiliyen, yaprak dokmeyen aromatik ¢alilar veya agaglardir. Karsilikli
oval yapraklari bulunan ve ayn bitkilerde (dioik) sar1 erkek ve disi ¢igekleri olan
agaglardir. Donmaya karsi dayaniklidirlar ancak iliman bélgelerde uzun siireli
donmaya maruz kalmayan, c¢ok giines alan bolgelerde ise korunakli bir noktaya ihtiyag
duyarlar. Lauraceae familyasi 55'ten fazla cins ve 2500-3500'den fazla tiir igerir.
Laurus cinsi ii¢ ana tiir igerir: Laurus canariensis olarak da adlandirilan Laurus
azorica, Azor adalarmin ormanlarinda yetisir; Akdeniz bolgesinde Laurus nobilis ve

Madeira adasi, Kanarya Adalari ve Fas'ta Laurus novocanariensis bulunmaktadir [12].

2.4 Laurus nobilis Tiiriiniin Ozellikleri ve Yayihsi

Ulkemizin kiyr kesimlerinde dogal olarak yetisen Akdeniz defnesinin asil dogal
yetisme ortami Akdeniz havzasidir. En ¢ok yaygin oldugu iller Balikesir, Bursa,
Istanbul, Zonguldak, Kastamonu, Sinop, Trabzon, Rize, Izmir, Mugla, Antalya,



Mersin, Hatay ve Maras illeridir ve 0-1200 m rakimlari arasinda yayilis gosterir.
Yagisin yeterli oldugu nemli ve giinesli iklimleri ¢ok sever ve ¢ok iyi yetisir. Yazlarin
sicak ve nemli oldugu, kis aylarinin ise 1liman ve yagish oldugu iklimlere uyumu ¢ok
tyidir. Yiikseklik arttik¢a yaprak alani kiigiiliir ve ugucu yag orani azalir. Verimli,

stizek ve hafif kirecli topraklarda yetismesi ¢ok iyidir [13].

Davis (1982)’e gore defnenin Tiirkiye’deki yayilis alanlari asagidaki Sekil 2.2°de
gosterilmektedir [1].

Sekil 2.2 : Laurus nobilis Tiirkiyedeki yayilig alanlari [1].

Tiirkiye basta olmak iizere Cezayir, Belcika, italya, Fransa, Yunanistan, Meksika, Fas,
Portekiz, Ispanya, Arnavutluk, Romanya vb. iilkelerde ve Ege Denizindeki Yunan
adalarinda yayilis gostermektedir. Bunun disinda yayilis alanlart Libya’nin dogu
sahilleri, Suriye’nin batisi, Kirim ve kisacasi hemen tiim bati Akdeniz havzasidir.
Akdeniz havzasinin iklim 6zelliklerinin goriildiigli Rusya’nin Karadeniz kiyilari,

Giircistan ve Israil’de kiiltiirii yapilmaktadir [1].

Tiirkiyede defne bitkisi kullanildig1 yorelere gore farkli adlar almaktadir. Kastamonu
Inebolu’da “tefrin” ya da “defniin”, meyve veren defnelere “act1”, vermeyenlere “asli”
ismi verilmekte, Cide’de “talimi”, Bartin’da “tehni”, Sakarya’da halk arasinda “defne,
taflan” denilmekte, Antalya-Gazipasa, Akseki, Sinanhoca Koyii’'nde, Manavgat, Sirt
Koyde ve Finike’de “ehnel”, Giizelbag’da defne tohumuna “gilik” ad1 ile anilmaktadir.
Mersin, Adana ve Osmaniye’de “har, teynel, defne”, Kahramanmaras’ta “harve,
defne”, Hatay’da “defne, har, teynel ve gar” denilmektedir. Baz1 yerlerde ise “tehnel,
tefrlin, teynel” isimleri kullanilmaktadir [4].
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Diinyada; Ingilizcede, Bay Laurel, Sweet Bay, Laurel, Almancada; Lorbeer,
Lorbeerbaum, Fransizcada; Laurier, Laurier Sauce, Ispanyolcada; laurel, italyancada;
Alloro, Lauro, Ruscada; Laur Brogorodry, Cincede; Ye Gui, Lehg¢ede; Wacurnzyn
Szlachetny, Japoncada; gekke iju, Arapgada; Rend Gar, Habbiil Gar, Fincede;

Laarkeripuu, Laakerinlehti, Isveccede; lager olarak isimlendirilir ve bilinir [1].

Defne genellikle sik dalli agacgik ya da cali, bazen de boyu 8-10 metreye kadar
uzayabilen aga¢ bicimindedir. Govdesi koyu renklidir, kabugu diizgiin ve catlaksizdir.
Defnenin gengken ince, agik yesil renkte ve damarli olan siirgiinleri, zaman ilerledikge
kirmizimsi-esmer renge dondiisiir. Yetisme ortaminin toprak tipi, yiiksekligi, yagis
orani, bakisi gibi ekolojik 6zelliklerine gore degismekle birlikte yapraklari genellikle
stral olarak dizilmis olup, 7-10 cm uzunlugunda, derimsi ve serttir. Yapraklar kisa ve
kalin saplhdir, tiiysiizdiirler ve uglara dogru sivrilirler. Yapraklarin iist yiizli parlak
koyu yesil, alt yiizii donuk yesil rengindedir. Yagis ve nemin bol oldugu yetisme
ortamlarinda yapraklar dar, uzun ve ince olurken, kurak mevsimin uzun oldugu
ortamlarda daha sert ve oval seklindedir, Sekil 2.3’te bitkinin yaprak fotografi
goriilmektedir. Cigeklenme mevsimi Mart-Nisan ayindadir, ve ¢igekler yesilimsi
sarims1 beyaz renkte olup, yapraklarin koltugunda yan durumlu ufak demetler
halindedirler. Erkek ¢i¢eklerin rengi disi ¢i¢eklere gore daha koyudur ve kiime halinde
bulunurlar. Disi c¢igekler ise agik yesile donlik sar1 renkli ve daha seyrek
goriintimliidiirler. Erkek ve disi ¢igekler ayr1 agaglar tizerinde bulunurlar, dioiktirler.
Cicekler dalda yan durumludur ve demetler halinde bulunurlar. Erkek ¢iceklerde 10-
12 etamin bulunurken, disi ¢igeklerde korelmis halde dort tane etamin goriiliir. Sekil
2.4’te disi ve erkek ¢icek fotograflari yer almaktadir. Ovaryum kisa sapl, tek gozlii ve
bir tohum tomurcukludur. Sekil 2.5’te goérdiigiimiiz baslarda yesil, olgunlastikca
siyahimsSi-mor renge donen, zeytin sekline benzeyen meyveler 10-12 mm ¢apinda, 2

cm uzunlugundadir [14, 15].



Sekil 2.4 : Laurus nobilis soldaki disi ¢igek, sagdaki erkek ¢igek [17].

\l/

Sekil 2.5 : Laurus nobilis meyvesi [18].
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3. GENEL BILGIiLER

3.1 Laurus nobilis Yaprag: Uzerine Yapilan Fitokimyasal Arastirmalar

Laurus nobilis bitkisi yapraklarinda % 0,5-2 oraninda hos kokulu ugucu yag (Oleum
Lauri) bulundurur. Ayrica doymus yag asitleri, tanen ve miisilaj da igerir [19].

100 gram defne yapraginin besin igerigi asagidaki Tablo 3.1’de verilmektedir [20].

Tablo 3.1 : 100 gram Laurus nobilis yapragi besin igerigi [20].

Besin igerigi Miktar
Enerji 313 kceal
Su S54¢g
Protein 7,6 g
Yag 84¢g
Karbonhidrat 75¢g
Kiil 36¢g
Lif 263 g
Kalsiyum 834 mg
Demir 43 mg
Magnezyum 120 mg
Fosfor 113 mg
Potasyum 529 mg
Sodyum 23 mg
Cinko 4 mg
Niasin 2 mg
A vitamini 6185 IU
Selenyum 2,8 mcg
B6 Vitamini 1,74 mg
C Vitamini 46,5 mg
Folat 180 mcg
Manganez 8,167
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3.1.1 Vitaminler

Vitamin C: Defne yaprag1 Vitamin C agisindan zengin bir igerige sahiptir. 100 g defne
yapragi 46.5 mg C vitamini icerir, bu miktar da gilinliik alinmas1 6nerilen C vitamini
miktariin %77.5 kadarina esittir. Vitamin C giiclii antioksidan 6zelligi sayesinde

immiin sisteme destek olur ve viicutta olusan serbest radikalleri temizler [21].

Vitamin A: 100 gr defne yapragi 6185 IU vitamin A igerir, bu miktar da giinliik
alinmasi Onerilen vitamin A miktarin %206’sina esittir. Vitamin A antioksidan
ozelligine ek olarak goz sagligi icin hayati degere sahiptir, ayrica mukus membran

olusumunu ve cilt sagliginin korunmasini da saglar [21].

Diger Vitaminler: Defne tiirli B vitamini cesitleri agisindan zengin bir igerige sahiptir.
Icerisinde bulunan B6, niasin ve B2 vitaminleri enzim sentezi, sinir sistemi

fonksiyonlart ve metabolizmanin diizenlenmesi {izerinde 6nemli rol oynar [21].

3.1.2 Folik Asit

100 gr defne yapragir 180 mg folik asit igermektedir bu miktar da giinliikk alinmasi
onerilen folik asit miktarinin %45’ine esittir. Folatlar DNA sentezinde ve dogum

oncesi fetiiste sinir yolu hasari gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli rol oynar [21].

3.1.3 Mineraller

Potasyum, viicut sivilar1 ve hiicre i¢inde bulunmasinin yaninda, kan basincini ve kalp
atim sayisim1 kontrol eder. Manganez ve bakir viicut tarafindan antioksidan
enzimlerinin kofaktorii olarak kullanilir. Demir, kirmizi kan hiicrelerinin tiretilmesi

icin 6nemlidir ve sitokrom oksidaz enzimlerinin kofaktorii olarak kullanilir [21].

3.1.4 Flavonoitler ve Heterozitleri

Laurus nobilis yapraklart flavon olarak apigenin (Sekil 3.1) ve luteolin (Sekil 3.2),
flavonol olarak da myricetin (Sekil 3.3) ve kaemferol (Sekil 3.4) igermektedir [22].
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Sekil 3.4 : Kaempferol.
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Yapilan bir ¢alismada flavonol glikozitleri defne yapragindan izole edilmistir [23, 24].

HO
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Sekil 3.7 : Kaempferol-3-O-a-L-(3",4"-di-E-p-coumaroyl)-rhamnopyranoside.

OH

Sekil 3.8 : Kaempferol-3-O-a-L(2"-E,4"-Z-di-p-coumaroyl)-rhamnopyranoside.

Sekil 3.9 : Kaempferol-3-O-a-L-(2",4"-di-E-p-coumaroyl)-rhamnopyranoside.
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Sekil 3.10 : Kaempferol-3-O-a-L-(2"-Z,4"E-di-p-coumaroyl)-rhamnopyranoside.

Sekil 3.11 : Isoquercetin.
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3.1.5 Antosiyanin Bilesikleri

Cyanidin 3-O-glucoside (Sekil 3.12) ve cyanidin 3-O-rutinoside (Sekil 3.13) baslica

bulunan antosiyaninlerdir [25].

OH

OH
@
OH 5
9
OH
# DWH
L, HO

HO

Sekil 3.14 : Cyanidin 3-O-glucoside.

HO o

Sekil 3.15 : Cyanidin 3-O-rutinoside.
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3.1.6 Ugucu Yag ve Bilesenleri

Yapilan aragtirmalarda defne bitkisi yapragindan elde edilen ugucu yag oraninin % 0,5
— 2 arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir. Ayni1 bolgeden toplanan 6rneklerde bile
ucucu yag orani degisim gostermektedir, bu degisimin olugsmasinda toplanan bdlgenin

yiiksekligi, toplama zamani, bitkinin yas1, baki gibi etkenler rol almaktadir.

Tablo 3.2’de bilesenlerin bulunma oranlar1 dikkate alindiginda, sirasi ile 1,8-cineole
(% 31,87 - 67,56), a-terpinyl acetate (% 4,09 - 22,22), a-terpineol (%0,94 - 16,08),
linalool (% 0,40 - 13,04), terpinen-4-ol (% 2,31-9,22) ve sabinene (% 0,569,08)

bilesenlerin defne ugucu yagi ana bilesenleri oldugu goriilmektedir [7].

Tablo 3.2 : Laurus nobilis ugucu yagi bilesenleri ve oranlar [7].

Ugucu Yag bileseni Oran (%)
a-pinene 0,24-5,48
Sabinene 0,56-9,08
[-pinene 0,54-4,81
p-cymene 0,32-2,18

Limonene 0,44-2,92
1,8-cineole 31,87-67,56
y-terpinene 0,38-0,89
cis-sabinene hydrate 0,33-1,9
Linalool 0,4-13,04
trans-sabinene hydrate 0,39-1,9
trans-pinocarveol 0,32-2,05
Pinocarvone 0,32-1,09
A-terpineol 0,37-2,8
terpinen-4-ol 2,31-9,22
trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 0,35-0,83
o-terpineol 0,94-16,08
Mryrtenol 0,41-1,05
Mryrtenal 0,49-1,04
cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 0,38-0,65
a-terpinyl acetate 4,09-22,22
Methyl eugenol 0,36-5,68
o~eudesmol 0,40-3,17
Eugenol 0,54-6,82

Defne yaprak ugucu yag bilesenler agisindan zengin bir igerige sahiptir, igerisinde a-
pinene, S-pinene, limonene, linalool, o-terpineol, p-cymene, euganol ve sabinene
18



ucucu bilesenleri bulunur. Bu bilesikler Sekil 3.14’de gosterilmektedir. Bu maddeler

antiseptik ve antioksidan etkiler gosterirler [21].

v 2

1.8-cineole p-cymene limonene linolool

CH-2

HO H;C CH;
a-pinene B-pinene eugenol sabinene
HO, £Hs HO, ,CHs
- - CHa>
OH
B : H3C
HaC CHs HacACHg HsC

Y-terpinene cis-sabinene hydrate trans-sabinene hydrate trans-pinocarveol

CHa CHs
"MOH YO/
H3C Q.
H3C ° OH i H
O CHj

H3C
pinocarveol A-terpineol terpinen-4-ol a-terpinyl acetate
OH o)
= HO,
H3CO. -
H3CO CHs CHs
methyl eugenol mryrtenol mryrtenal trans-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol
HO,,
son
cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol a-eudesmol

Sekil 3.16 : Laurus nobilis tiiriniin ugucu yaginda bulunan bilesenler.
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3.2 Laurus nobilis Meyvesi Uzerine Yapilan Fitokimyasal Calismalar

3.2.1 Seskiterpen Bilesikleri

Yapilan bir ¢caligmada defne bitkisinin meyve ekstraktindan Sekil 3.15’de gosterilen
costunolide, gazaniolide, santamarin, 11,13-dehydrosantonin, spirafolide reynosin ve
lauroxepine seskiterpenleri elde edilmistir [26].

OH
=
O O O
O O

@
Costunolide Gazaniolide Santamarin
OH
O
O O O
0 O O
11,13-dehydrosantonin Spirafolide Reynosin
OH COOMe
Lauroxepine

Sekil 3.17 : Laurus nobilis meyvesindeki seskiterpen bilesikler.
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3.2.2 Antosiyanin Bilesikleri

Yapilan bir ¢alismada defne meyvelerinden Cyanidin 3-O-glucoside (Sekil 3.16),
cyanidin 3-O-rutinoside (Sekil 3.17), peonidin 3-O-glucoside (Sekil 3.18) ve peonidin
3-O-rutinoside (Sekil 3.19) bilesikleri elde edilmistir [2].

HO on

Sekil 3.19 : Cyanidin 3-O-rutinoside.
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OH
s 1O
HO 0
40
-
OHO
OH CH
0 OH
OH

Sekil 3.20 : Peonidin 3-O-glucoside.

HO  A4H

Sekil 3.21 : Peonidin 3-O-rutinoside.

3.2.3 Sabit Yag ve Bilesenleri

Laurus nobilis bitkisinde, meyvedeki yag oran1 %19,37 ile %35,87 arasinda degisim
gostermektedir. Ayni bolgeden alinan meyve 6rnekleri incelendiginde yag oranlarinin
degisim gosterdigi goriilmistiir. Meyve orneklerin toplandigr alanin yiiksekligi, toprak

yapisi, toplama zamani, agacin yast gibi etkenler bu faktoriin olusmasina neden

Tablo 3.3 incelendiginde Laurus nobilis bitkisinin meyvelerinden elde edilen yag
icerisinde 17 farkli yag asidi bulundugu goriilmektedir. Defne meyvelerinden elde

edilen yagin ana bilesenini laurik asit, oleik asit, linoleik asit ve palmitik asit
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olusturmaktadir ve bu dort bilesenin toplami defne meyvesinin yag oraninin %95’ini

olusturmaktadir [7].

Tablo 3.3 : Laurus nobilis meyve yagi bilesenleri ve minimum, maksimum bulunma
oranlart [13].

Minimum(%o) Maksimum(%b) Ortalama(%o)
Kapric acid 0 1,22 0,62
Lauric acid 0,9 47,41 24,16
Myristic acid 0,14 1,98 1,06
Palmitic acid 5,28 27,76 16,52
7-Hexadecenoic Acid 0,05 1,5 0,78
Palmitoleic Acid 0,05 1,7 0,88
Margaric Acid 0,02 1,95 0,99
2-hexyl-Cyclopropaneoctanoic Acid 0,03 1,48 0,76
Stearic Acid 0,69 3,05 1,87
Oleic Acid 22,04 61,82 41,93
10-Octadecenoic Acid 0,04 0,09 0,07
Linoleic Acid 13,39 28,09 20,74
Linolenic Acid 0,09 1,96 1,03
Arachidic Acid 0,08 0,83 0,46
11-Eicosenoic Acid 0,07 1,25 0,66
Eicosadienoic Acid 0,04 0,08 0,06
Behenic Acid 0,04 0,98 0,51

Defne meyvesi sabit yag ana bilesenleri laurik asit (Sekil 3.20), oleik asit (Sekil 3.21),
palmitik asit (Sekil 3.22) ve linoleik asit (Sekil 3.23) dir.

0

/\/\/W\)LO/\&\OH

Sekil 3.22 : Laurik asit.

Sekil 3.23 : Oleik asit.
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OH

Sekil 3.24 : Palmitik asit.

Sekil 3.25 : Linoleik asit.
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4. Laurus nobilis TURUNUN KULLANIM ALANLARI VE
BiYOLOJIK AKTiVITELERI

4.1 Laurus nobilis Tiiriiniin Kullanim Alanlar:

Defnenin gida, ilag, kozmetik, parfiimeri, kimya ve sabun sanayiSinde genis bir
kullanim alan1 bulunmaktadir. igerisinde bulunan ugucu yag ve yiiksek orandaki laurik
asit nedeniyle sabun sanayisinde kullanilmaktadir. Gida koruyucusu olarak; fasiilye,
mercimek gibi kuru gidalarin arasina konularak kurtlanmalari engellenmektedir.
Koruyucu etki 1,8 - cineole ve eugenol maddelerinden dolay1 gériilmektedir. Defne
yapraklari, kuru meyvelerin ambalajlanmasinda, balik ve konservede, kuru halde et
yemeklerinde ve toz halde baharat olarak kullanim alani bulmaktadir. Yapraklardan

elde edilen ugucu yag ve oleoresini parfiim sanayisinde kullanilmaktadir [19].

Defne sabit ve ugucu yagi, defne bitkisinden elde edilen en 6nemli iriinlerdir. Defne
ucucu yagr yaprak ve ciceklerden, sabit yagi ise meyvelerden elde edilir. Defne
bitkisinin yapraklar giizel kokulu ugucu yag icermektedir, bu yag icerisinde de %50
oraninda 1,8-cineole bulunur. Defne bitkisinin meyveleri de sabit ve ugucu yag igerir,
doymus yag oranmin yiiksek olmasindan dolay1 kopilirme 6zelligi ¢ok iyidir ve bu
ozellik defnenin kozmetik alaninda aranan ve degerli bir bitki olmasini saglamistir.
Defne yagi kozmetik alaninda cilt temizleyici olarak, sabun, sampuan ve bakim
kremlerinde kullanilmaktadir. Eczacilik alaninda ve sabun yapiminda da bu yag
kullanilir. Antalya ve ¢evresinde defne meyveleri kaynatilarak Tehnel yag: elde edilir
ve bu yag harici halde agr1 kesici olarak kullanilmaktadir. Defne yagindan elde edilen

sabun, cilt hastaliklarina ve sa¢ dokiilmesi sorunlarina iyi gelmektedir [19].
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Defne yagi, harici olarak merhem halinde romatizmal agrilar1 dindirici ve viicut
parazitlerini 6ldiirlicii olarak kullanilir. Ayrica meyve yagi seker hastaliginda tedavi
amacli da kullanilmaktadir. Defne yagi sabunu sa¢ temizliginde, defne yagi ise
ozellikle veteriner hekimlikte antiparaziter olarak kullanilmaktadir. Meyveleri istah
acic, terletici ve idrar sokiicii olarak kullanir. Son zamanlarda sentetik boyar maddeler
yerine dogal boyar maddelere talep artmistir, defne meyvesindeki antosiyanin gida,
ilag ve kozmetik sanayinde dogal boyar madde olarak kullanilmaktadir. Defnenin

odunu da yakacak odun olarak ve el aletleri yapiminda kullanilmaktadir [1, 19, 27].

Defne bitkisinin yapraklar1 istah agici, karminatif, diiiretik, diaforetik, emetik,
aromatik stimulan, emenegog ve antiromatizmal etkilere sahiptir. Defne yapraklarinin
infiizyonu bir iki bardak kadar kiivet suyuna katilarak banyo yapilirsa, bedeni uyarip
zindelestirme etkisi vardir [28, 29].

Defne eski ¢aglardan beri hazimsizlik ve mide gazi gibi sindirim sistemi ile ilgili
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmistir. Ugucu yagi ise aromaterapide aranan
yaglardandir ve onemlidir. Ugucu yagmin uygun bir tasiyict yag ile Karigtirilarak

seyreltilmesine dikkat edilmelidir [30].

Tiim bu kullanimlarin yaninda, Cin ve Japonya gibi iilkelerde defne yapraginin oliileri
yikama isleminde kullanildigi, bazi lilkelerde defne yapraginin barut yapiminda
kullanildigi, uzak dogu iilkelerinde ise defne yapragindan, dini térenlerde tiitsii

yapildig1 bilinmektedir [1].

Asagidaki Tablo 4.1°de defne bitkisinin kozmetik alaninda kullanilan kisimlari,

kullanim amaglari ve CAS numaralar1 verilmektedir [31].
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Tablo 4.1 : Laurus nobilis tiirliniin kozmetik alaninda kullanilan kisimlari, kullanim
amaglar1 ve CAS numaralar1 [31].

Kullanilan Kisim CAS Kullanim Amaci
numarast
Defne yaprak/¢icek/sap suyu 84603-73-6 Maskeleme, koku verici
Defne meyve ekstresi - Deri iyilestirici
Defne meyve yagi 8007-48-5 Deri iyilestirici
Defne yapragi - Maskeleme
Defne yaprak ekstresi 84603-73-6 Maskeleme, koku verici, tonik
SR 8002-41-3 / ..
Defne yapragi yagi R007-48-5 Maskeleme, koku verici
Defne yapragi suyu 94603-73-6 Nemlendirici, deri iyilestirici
Defne sap/yaprak ekstresi 84603-73-6 Deri iyilestirici
Defne sap/yaprak suyu 84603-73-6 Deri iyilestirici
8002-41-3 /
Defne yagi 8007-48-5/ Maskeleme, koku verici, tonik
84603-73-6
Defne tohumlarinda elde edilen 84603-73-6

yag

Defne tohum yaginda bulunan
yag asitlerinden elde edilen
potasyum tuzu

Temizleyici, stirfaktan

4.2 Antioksidan Aktivite

Yapilan bir ¢alismada, Laurus nobilis bitkisinin yapraklarinin sulu ve etanolli

ekstraktlarinin antioksidan etkileri {izerinde c¢alisilmistir. Serbest radikal, siiper oksit

anyonlar1 ve hidrojen peroksit yakalama ve metal selatlama 6zellikleri total

antioksidan 6zellikleri igin degerlendirilmistir. Iki ekstrakt da linoleik asit emiilsiyonu
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tizerinde giiclii antioksidan etki gdstermistir. Linoleik asit emiilsiyonu i¢inde, 20, 40
ve 60 ug ml—1 konsantrasyonlar1 %84,9; 95,7; 96,8; 94,2; 97,7; ve 98,6 oraninda yag
peroksidasyonunu inhibe etmistir. Diger yandan 60 pg ml—1 standart antioksidan biitil
hidroksianisol (BHA), biitil hidroksitoluen (BHT) ve a-tocopherol %96,6; 99,1 ve 76,9

oraninda yag peroksidasyonunu inhibe etmistir [32].

Yapilan bir diger ¢caligmada Laurus nobilis yapraklarinin infiizyonundan 10 flavonoid
O-glycosides, bir flavonoid C-glycoside, catechin ve cinnamtannin B-1 maddeleri

izole edilmistir. 250 g kurutulmus yaprak kullanilmis ve asagidaki maddeler elde
edilmistir [33].

kaempferol-3-O-glucopyranoside, 23,0 mg
kaempferol-3-O-rhamnopyranoside, 28,0 mg
kaempferol-3-O-(2",4"-di-E-p-coumaroyl)rhamnoside, 22,9 mg
kaempferol-3-O-arabinopyranoside, 16,0 mg
kaempferol-30-[6-O-(rhamnopyranosyl)glucopyranoside], 2,8 mg
quercetin-3-O-glucopyranoside, 38,0 mg
guercetin-3-O-rhamnopyranoside, 21,0 mg
quercetin-3-0O-[6-O-(rhamnopyranosyl) glucopyranoside], 15,5 mg
3'-methoxyquercetin-3-O-[6-O-(rhamnopyranosyl)glucopyranoside], 12,2 mg
3'-methoxyquercetin-3-O-glucopyranoside, 20,0 mg

catechin, 22,9 mg

2"-rhamnosyl isovitexin, 13,4 mg

cinnamtannin B-1, 2,3 mg

Antioksidan 6zelliklerin degerlendirilmesi i¢in BR (Briggs Rauscher) ve TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity) analizleri kullanilmigtir. BR metodu reaktif
oksijen tiirlerini yakalayan maddelerin BR reaksiyon salinimlari iizerindeki inhibitor
etkilerine dayanmakta ve mide asit degerine yakin olan pH 2 de ¢alismaktadir. TEAC
metodunda ABTS + radikal katyonlar1 izole edilen her bir madde ile karistirilmis ve
734 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. TEAC yontemi de kan pH degerine yakin olan

7,4’te ¢aligmaktadir. Referans madde olarak quercetin ve kaempferol kullanilmigtir.
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Asidik ortamda antioksidan o6zelliklerine bakildiginda, izole edilmis quercetin ve
catechin tiirevlerinin kaempferol ve tiirevlerine gore daha etkili oldugu bulunmustur.
Onceki ¢alismalarda da sdz edildigi gibi, flavonoid tiirevlerindeki catechol kisminin
antioksidan 6zelligini artirdig1 goriilmektedir. TEAC y6ntemi ile bulunan sonuca gore
3'-methoxyquercetin-3-O-[6-O-(rhamnopyranosyl)glucopyranoside], catechin  ve

cinnamtannin B-1 maddeleri en iyi antioksidan 6zellik gostermektedir [33].

Yapilan bir diger ¢alismada dogada yetisen ve kiiltiirii yapilan Laurus nobilis
yapraklar1 ve Foeniculum vulgare subsp. piperitum tohumlari {izerinde antioksidan
ozellikleri ile ilgili aragtirmalar yapilmistir. Her iki bitkinin de metanollii ekstreleri
hazirlanmis ve igerdikleri maddelerin bulunmasi i¢in GC-MS analizi, antioksidan
Ozelliklerinin arastirilmasi igin DPPH ile Bovine Brain Peroxidation analizi ve f-
Carotene Bleaching testi yapilmistir. Sonuglar incelendiginde, dogada yetisen ve
kiiltirli yapilan Laurus nobilis bitkilerinin igeriklerinin farkli oldugu, kiiltiirii yapilan
defnenin terpen miktarinin daha fazla oldugu, daha fazla linool, a-terpineol, a-terpinyl
acetate, thymol, caryophyllene, aromandrene, selinene, farnesene, and cadinene
icerdigi bulunmustur. Dogada yetisen L. nobilis’in ise daha fazla eugenol, methyl
eugenol, vitamin E ve sterol igerdigi goriilmiistiir. Test sonuglarina bakildiginda,
Dogada yetisen L. nobilis’nin ICsp (ug/ml) degerleri; DPPH testi i¢in 22+0,531 Lipit
peroksidasyon testi i¢in 11+50,831 /5 -carotene bleaching testi igin 40,382 bulunmus,
kiiltiiri yapilan L. nobilis i¢in bu degerler siras1 ile 29+0,634; 37+80,752 ve 8+0,681
hesaplanmistir. Sonuglara bakildiginda dogada yetisen defnenin kiiltiirii yapilana gore
daha 1yi antioksidan Ozellik gosterdigi goriilmiistiir, bunun da nedeni eugenol ve
methyl eugenol gibi monoterpenler bakimindan ve antioksidan 6zelligi kanitlanmis

vitamin E agisindan daha zengin bir i¢erige sahip olmasidir [34].

4.3 Antiulser Aktivite

Laurus nobilis bitkisinin tohumlarinin antiiilser etkisi, siganlarda etanol ile
olusturulmus gastrik ilser iizerinde deneysel olarak Olc¢lilmiistiir. Sonug olarak,
tohumlarin sulu ¢ozeltisinin %20 ve 40°lik konsantrasyonlarinin antiiilser aktiviteleri
oldugu saptanmistir. Toksisite ¢alismalarinda sulu ¢ozeltinin LDso konsantrasyonunun
0,33 ml/kg oldugu bulunmustur [35].
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4.4 Antikonviilsan Aktivite

Laurus nobilis bitkisinin yapraklarindan elde edilen ugucu yagin antikonviilsan
etkisine deneysel kasilmalar iizerinde bakilmistir. Ucucu yag, fareleri maksimal
elektrosoklar ile olusturulan tonik kasilmalardan korumustur. Bu etkiden sorumlu olan
bilesenlerin methyleugenol, eugenol ya da pinene maddelerinin olabilecegi
diistiniilmektedir. Antikonviilsan dozlarda, ucucu yag ayrica yatistirma ve motor
aktivitede bozulma da gostermektedir. Bu etkilerin olusmasinda cineole, eugenol ve

methyleugenol maddelerinin etkisinin oldugu disiiniilmektedir [36].

4.5 Agn Kesici ve Enflamasyon Giderici Aktivite

Yapilan bir arastirmada, fare ve tavsanlarda Laurus nobilis yaprak ugucu yagimin agri
kesici ve enflamasyon giderici etkileri degerlendirilmistir. Aldehitle olusturulan
6demde ugucu yag talk-flick ve formaldehit yontemi ile test edilmis, 6énemli Sl¢iide
analjezik ve antienflamatuar etkisinin oldugu gozlenmistir. Ugucu yagn,

antienflamatuar etki gosterdigi dozda sedatif etki gosterdigi de gozlenmistir.

Ugucu yagin analjezik ve antienflamatuar etkileri, referans agr1 kesiciler ve NSAID
ilaglarla Ornegin morfin ve piroxicam kiyaslanabilir olgiidedir. Laurus nobilis
bitkisinin yapraklarindan ve tohumundan elde edilen etanollii ve sulu ekstrelerin
fareler iizerinde antienflamatuar etkilerinin oldugu ve gastrik zarara neden olmadigi

bulunmustur [37].

4.6 Antimutajenik Aktivite

Antimutajenik madde defne yapragindan elde edilen etil asetat ektresinden
kromatografi yontemi ile elde edilmis ve enstriimental analizle tanimlanarak 3-

kaempferyl p-coumarate oldugu bulunmustur.

100 gram defneden 20 mg 3-kaempferyl p-coumarate maddesi elde edilmistir. 20 gram
Trp-P-2’nin %50 oranda mutajenitesini inhibe etmek i¢in gereken ICso degeri ; 1.9
mikrogramdir. Bu deger flavonler ve flavanoidler gibi gii¢lii antimutajenlerin degerine
yakindir. Trp-P-2 ‘nin kanserojen formuna doniismesini engelleyerek antimutajen etki

gosterir [38].
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4.7 Antibakteriyel Aktivite

In vitro ¢aligmalarda defne yapraklarindan elde edilen ugucu yagi, tohum yagi ve
tohumundan elde edilen metanollii ekstraktinin antibakteriyel etkileri oldugu kabul
edilmistir. Tohumundan elde edilen metanollii ekstraktinin antibakteriyel etkileri

digerlerine gore daha fazladir [39].

Laurus nobilis’in yapraklarindan elde edilen ugucu yagmin antibakteriyel etkileri,
insanda hastalik yapici 3 gram pozitif tiir olan Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis ile Streptococcus faecalis ve 6 gram negatif tiir olan Pseudomonas
aeroginosa, Shigella flexneri, Klebsiella pneuomoniae, Salmonella typhi, Serratia
marcescens ve Escherichia coli iizerinde test edilmistir. Test sonuglarina goére Laurus
nobilis ugucu yaginin antibakteriyel etkisinin tetrasiklin antibiyotiklere gore daha fazla

oldugu bulunmustur [40].

Yapilan bir diger ¢alismada Laurus nobilis, Rosmarinus officinalis L. ve Ocimum
basilicum L. bitkilerinin yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, MRSA ATCC 31 (Méthicilino), S.
aureus, S. epidermidis, Enterococcus avium, E. coli ATCC 25922, Salmonella OMA
04, E. coli, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter sp.,
Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, S.
marcescens, Salmonella sp., Shigella sp. ve Providencia alcalifaciens olmak tizere 20
farkli bakteri tiirii lizerindeki etkilerine bakilmistir. Calisma sonucunda her bir ugucu
yagin da gram negatif ve gram pozitif bakteriler lizerinde iyi antibakteriyel etki
gosterdigi saptanmis, defne ugucu yagmin da en iy1 antibakteriyel etkiyi gosterdigi
bulunmustur. Bakteri tiirleri arasinda Shigella sp. tiiriiniin bu ugucu yaglara en duyarl
oldugu kanitlanmustir. Ug ugucu yag arasinda defne ugucu yagi 0.25% ile E. faecalis
ATCC 29212, Enterobacter sp., Shigella sp., S. aureus ve S. epermidis tiirlerine kars1

en diisiik inhibitor konsantrasyonu gostermistir [41].

4.8 Antifungal Aktivite

Laurus nobilis yapraklarindan elde edilen ugucu yagin ve ekstrenin antifungal etkileri
in vitro ortamda, 50, 125 ve 250 pg/ml olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyonda, petri

kabinda yetistirilmis 7 farkli bitki zararlis1t mantar lizerinde test edilmistir. Sonuglara
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bakildiginda, en biiyiik antifungal etkinin 250 pg/ml konsantrasyonunda ve Botrytis

cinerea Pers. tiirii mantar {izerinde oldugu goriilmustiir [42].

Laurus nobilis ug¢ucu yagi, depo edilen piringlerde en sik rastlanan Fusarium
culmorum ve F. verticillioides tiirti mantarlar {izerinde test edilmis ve ugucu yagin iki

tiir patojen lizerinde de inhibe edici etkisi oldugu saptanmistir [43].

Yapilan diger bir ¢alismada, 20 farkli ugucu yagin ekmek {iriinlerinde bozulmaya
neden olan Eurotium spp., Aspergillus spp. ve Penicillium spp. kiif tiirleri tizerinde
antifungal etkileri incelenmistir. Antifungal etki ¢esitli pH degerlerinde Ol¢iilmiis, kiif
liremesi ise inkiibasyon siiresince koloni ¢apinin dlg¢lilmesi ile takip edilmistir. Test
sonuglarina gore, Laurus nobilis ugucu yagi pH 5’de en aktif iken, pH’in artmasi

sonucu etkisi azalmistir [44].

4.9 Bocek ve Parazit Oldiiriicii Aktivite

Yapilan bir ¢aligmada, Laurus nobilis yapraklarindan elde edilen ugucu yagin bocek
ve parazit Oldirici etkisi, Psoroptes cuniculi tirii tizerinde Ol¢iilmis, %10
konsantrasyonda %73 oliim orani saptanmis, %5 konsantrasyonda bu oran %51
oranina diismiis, %2,5; %1,25 ve % 0,625 oranindaki seyreltmenin etkisiz oldugu

gorilmistiir [45].

Laurus nobilis yapraklarindan elde edilen ugucu yaginin boceksavar etkisi, en gok
karsilasilan disi Culex pipiens tiirii sivrisineklerine kars1 6l¢tilmiis ve olumlu sonuglar

alinmustir [46].

Yapilan bir diger calismada 12 farkli bitkiden elde edilen ugucu yagin, Musca
domestica L. tiirti karasinek tizerindeki etkileri incelenmistir. Citrus sinensis, Citrus
aurantium ve Eucalyptus cinerea tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin sirasi ile 3,9
mg/dm? 4,8 mg/dm? ve 5,5 mg/dm?* LCso degerlerine sahip oldugu bulunmus, Laurus
nobilis yapragindan elde edilen ugucu yag bunlardan sonra gelerek 6,2 mg/dm?® LCso
degeri gostermistir. Bu bitkilerin igerdikleri monoterpenlerin LCso degerleri de
incelenmis, defne ugucu yaginin ana bileseni olan 1,8-cineole maddesinin 3,3 mg/dm?
LCso degeri ile Musca domestica L. tiiriine karsi en etkili monoterpen oldugu
bulunmustur. Diger defne ugucu yag bilesenlerinden a-terpinene ve y-terpinene sirasi

ile 6,2 mg/dm? ve 4 mg/dm? LCso degeri gostermistir [47].
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4.10 Antidiyabetik Aktivite

Yapilan bir calismada Laurus nobilis yaprak ugucu yagi ve bu yagda bulunan asil etken
maddelerin a-glucosidase enzimi itizerindeki ve serbest radikal siipiiriicli etkilerine
bakilmais, hidroksil ve hidrojen peroksit radikal siiptiriicii etki, siiperoksit radikal ve

lipid peroksidasyonu inhibisyonu 6l¢iilmiis, DPPH analizi yapilmistir.

Seker hastaligl ¢cagimizin en biiyiik sorunlarindan biri haline gelmistir ve modern
tedavisi insiilin ve oral antidiyabetik ila¢lar ile yapilmasina ragmen bu ilaglarin gelisen
ilkelerde bulunamamasi ve yan etkilerinin fazla olmasi bilim insanlarini yeni ve dogal
antidiyabetik ilaglarin iiretilmesine tesvik etmektedir. Seker hastaliginda oksidatif
stresin artmasi sonucu, viicutta serbest radikal miktar1 artmakta, antioksidan

maddelerin tretimi de azalmaktadir.

Bu ¢alisma i¢in toplanan Laurus nobilis bitkisinden elde edilen ugucu yag bilesenleri
test edildiginde 1,8-cineole (68,82%), 1-(S)- a-pinene (6,94%) ve R-(+)-limonene
(3,04%)’in ugucu yag ana bilesenleri oldugu saptanmistir [48].

Curcumin, askorbik asit ve BHT deney boyunca pozitif kontrol grubu olarak

kullanilmuastir.

Deney sonucu olarak Laurus nobilis ugucu yaginin hidroksil siipiiriicti etkisi oldugu
belirlenmis ve deneysel ICso degerlerine gore Laurus nobilis ugucu yaginin en yiiksek
inhibitdr etki gosterdigi saptanmistir. Curcumin’in BHT e gore, 1, 8-cineole’iin de R-

(+)-limonene’e gore daha etkili oldugu bulunmustur [48].

Stiperoksit radikalleri normal hiicre fonksiyonlar1 sonucu olusmakta ve diger radikal
gruplarinin  olusmasinda katalizér gorevi {istlenmektedirler, bu nedenle c¢esitli
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in siiperoksitlerin inhibisyonlari1 6nemlidir. Biitiin 6rneklerin
degerlendirilmesi sonucu Laurus nobilis ugucu yaginin siiperoksitlere karsi en giiglii
antioksidan 6zellik gosterdigi bulunmustur. Kontrol gruplari arasinda curcumin 8,655

+ 0,222 pL/mL ICsp degeri ile en giiclii antioksidan 6zelligi gostermektedir.

Hidrojen peroksit tek basina reaktif degildir ama uygun sartlarda en reaktif oksijen
radikal gruplar1 olan hidroksil radikal gruplarina doniisebilmektedir. Hidrojen peroksit
stipiiriicii etkileri 6l¢iilmiis ve deney sonucunda Laurus nobilis ugucu yaginin en etkili
oldugu bulunmus, kontrol gruplarinda da askorbik asit en giiclii etkiyi gosterirken en

diisiik etkiyi curcumin gostermistir.
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Yapilan c¢alismalarda diyabetik hastalarda plazma lipoproteinlerinin, eritrosit
membran lipitlerinin ve ¢esitli doku lipit peroksidasyon diizeylerinin yiikseldigi rapor
edilmistir. Bu ¢alismada sunulan sonuglarda Laurus nobilis ugucu yagmin lipid
peroksidasyonunu inhibe etme etkisinin kontrol grubuna goére daha fazla oldugu

bulunmustur. Kontrol grubu i¢inde curcumin en giiglii etkiyi gdstermistir.

DPPH antioksidan aktivitesinde test ortaminda antioksidan varligi ile DPPH menekse
mor renginden renksize donmekte ve karakteristik bir renk degisimi
ger¢eklesmektedir. Yapilan ¢alismada bu renk 6lgiim analizine gore, ucucu yagin

DPPH radikal siipiiriicii etkisi kontrol grubuna gore daha fazladir.

Diyabet, bir¢ok hastalik komplikasyonuna yol agan diinya ¢apinda bir hastaliktir. Bu
tiir komplikasyonlarin dnlenmesinde postprandiyal kan glukoz diizeylerinin kontrolii
ilk sirada yer alir ve bu nedenle giiniimiizde a-amilaz ve a-glukosidaz inhibitérlerinin
gelistirilmesine odaklanilmaktadir. a-glukosidaz inhibitorleri glukoz emilim oranlarini
diisiirdiigii ve yemek sonrasi kan glukoz diizeylerini baskiladigi i¢in bu tiir bilesikler
Tip II diyabetin kontroliinde oldukga 6nemli hale gelmistir. Laurus nobilis ugucu
yaginin a-amilazi inhibe ettigi ve a-glukozidazi da %90'in iizerinde inhibe ettigi

bulunmustur [48].

Yapilan bir diger ¢alismada, Tip 2 diyabet hastalig1 olan 18 erkek, 22 kadin toplam 40
birey, random olarak dort farkli gruba ayrilmis, her bir gruba 1 g, 2 g, 3 g defne yapragi
ve plasebo (misir unu) igeren kapsiiller verilmistir. Bireylerin yemek, ilag, beslenme
gibi giinliik aktivitelerinde degisiklik yapilmamistir. Kapsiiller giinde iki defa, sabah
kahvaltidan sonra ve aksam yemeginden sonra olmak {izere alinmistir. Deney 40 giin
stirmiis, 30 giin defne/plasebo alimi, 10 giin de arindirma dénemi olarak belirlenmistir.
0., 10., 20., 30. ve 40. giinde aclik kan sekeri ol¢lilmiistiir. Glikoz, trigliserit, HDL,
LDL degerleri de deney sonucu i¢in olgiilmiistiir. Deney sonuglarina gore; serum
glikoz degerlerine bakildiginda, 1 g, 2 g, 3 g defne igeren kapsiil tiiketen bireylerde 20
giin sonrasinda %?21-24 oraninda azalma oldugu goriilmektedir. LDL oranlar1 her {i¢
deney grubunda da 20 giin sonrasinda %35-40 oraninda azalma olmustur. HDL orani
1 ve 2 g defne iceren kapsiil tiiketen gruplarda %19-29 oranlarinda yiikselirken, 3 g
defne iceren kapsiil tiiketen grupta HDL oranindaki yiikselme ¢ok azdir. Defne aym
zamanda serum trigliserit oraninda da diismeye neden olmustur, 1 g ve 2 g defne igeren
kapsiilii kullanan deney grubunda 30 giin sonunda %?25-33 oraninda diigme

gozlenirken, 3 g kullanan grupta trigliserit oranlar1 farklilik goéstermis, 10 giin
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sonundaki oranlar diisiikken, 20 ve 30. gilin sonrasi trigliserit oraninda diisiis

gozlenmemistir.

Sonug olarak defne bitkisinin yapraginin Tip 2 seker hastaligina sahip olan hastalarda,
serum glikoz, trigliserit, kolesterol ve LDL oraninda diisiise neden oldugu, HDL
oraninda ise yiikselmeye neden oldugu kanitlanmistir. Bu sonuglarin kanitlanmasi i¢in
daha fazla ¢alismanin yapilmasi ve defne bitkisinde bulunan, bu etkilerin olusmasina

neden olan aktif maddelerin belirlenmesi gerekmektedir [49].

4.11 Sitotoksik Aktivite

Yapilan ¢aligmada Laurus nobilis bitkisinin meyve, yaprak ve ¢igeklerinin metanollii
ekstreleri hazirlanmis ve A2780 insan ovaryum kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkilerine mikrotiter plaka yontemi kullanilarak bakilmistir. Hiicreler plakalara
yerlestirilmis ve maddeler de spesifik konsantrasyonda bu plakalara eklenmistir.
Plakalar 37 °C’de, 5% CO: ile 48 saat inkiibe edilmistir. Bu sirada Alamar Blur renk
maddesi yasayan hiicreler tarafindan alinmis ve indirgenmistir. Alamar Blur
maddesinin indirgenmis hali stabil ve florasan 6zellik géstermektedir. Florasan miktari
hiicrelerdeki gelismenin inhibe edilmesi ile direkt orantilidir. Meyve ekstraktt %98
orani ile en yiisek inhibisyon degerini gosterdiginden, meyve ekstraktinin kimyasal
icerigi incelenmistir. Costunolide, gazaniolide, santamarin, 11,13-dehydrosantonin,
spirafolide ve reynosin seskiterpenleri ile lauroxepine adi verilen yeni seskiterpen
Laurus nobilis bitkisinin meyvelerinin metanollii ekstresinden elde edilmistir. Izole
edilen seskiterpenler 4 ve 13,5 pg/mL arasinda ICsp deger gosterirken, yeni bulunan
lauroxepine’in I1Cso degeri 34,6 pg/mL’dir. ICso degerindeki bu artis, maddenin
sitotoksik etkisinde diisiis, lakton kismimin olmamasimnin neden oldugunu
gostermektedir. Yapilan bu ¢alisma ile izole edilen seskiterpenler arasinda
spirafolide’in en fazla sitotoksik etki gdsterdigi kanitlanmistir, bu etki de oxepine

halkasindan dolay1 goriilmektedir [26].

Yapilan bir diger ¢aligmada taze ve beklemis defne yapragi ugucu yaginin 5 farkl
kanser hiicresi tizerinde sitotoksik etkisi dl¢iilmiistiir. Arastirma sonuglarina gore taze
ucucu yagin tiim kanser hiicreleri iizerinde beklemis olana gore daha etkili oldugu

bulunmustur. Kanser hiicreleri arasinda, gégiis ve akciger kanser hiicreleri tizerindeki
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inhibitdr konsantrasyonu 0,8 pg/ml, beyin kanser hiicreleri iizerindeki inhibitor
konsantrasyon 0,9 pg/ml olarak bulunmustur. Taze ugucu yag 1,8 pg/ml inhibitor

konsantrasyon ile en az etkiyi serviks kanser hiicreleri tizerinde gostermistir [50].

4.12 Yara lyilestirici Aktivite

Laurus nobilis sulu ekstraktinin yara iyilestirici etkisi sicanlar iizerinde
degerlendirilmis, etkileri Allamanda bitkisinin sulu ekstrakti ile karsilagtirilmistir.
Yapilan ¢alismada yara iyilesme siireci yaranin kapanma hizi, graniilasyon hiicreleri
ve hidroksiprolin miktar1, epitelizasyon siireci ve graniilasyon hiicrelerinin
histopatolojisine bakilarak oOlgiilmiistiir. Calismanin sonuglarma goére Allamanda
bitkisinin sulu ekstrakti Laurus nobilis bitkisinin sulu ekstraktina gore daha etkili yara
iyilestirme 6zelligine sahipken, Laurus nobilis sulu ekstrakti da kontrol grubuna goére

daha iyi sonuglar vermistir [51].

4.13 Gastrointestinal Sistem Uzerindeki AKktivite

Laurus nobilis yaprak infiizyonundan elde edilen costunolide ve aktiviteden sorumlu
parcasi a-methylene-y-butyrolactone (a-MGBL)’in erkek Wistar tiirli siganlarda
kandaki etanol diizeyi iizerindeki etkileri incelenmistir. iki madde de 20-22 saat ag
kalmis sicanlara etanoliin (5 ml/kg) oral verilmesi sonucu kandaki etanol diizeyinin
diismesine neden olmustur, ama etanol karin bosluguna enjekte edildiginde etki
gostermemislerdir, bunun nedeninin costunolide ve aktiviteden sorumlu pargasi o-
methylene-y-butyrolactone (a-MGBL)’in  etanoliin  gastrointestinal  sistemdeki
absorbsiyonunu etkilediginden dolayr oldugu disiiniilmiistiir. Oral yoldan sicanlara
costinolide ve a-MGBL verildiginde alkol metobolizmasindan sorumlu karaciger
enzimi alkol dehidrojenaz diizeyinde de degisim goriilmemis, bu da costunolide ve o-
MGBL’in etanoliin gastrointestinal sistemdeki absorbsiyonunu etkiledigi tezini daha
da giiglendirmistir. Iki madde de etanoliin duodenum icine enjekte edilmesi sonucu
etki gostermemis, bunun nedeninin de bu maddelerin etkilerini etanoliin mideden
duedonuma gegisini erteleyerek gosterdi icin oldugu bulunmustur. Normal siganlara
costunolide ve a-MGBL verildiginde mide salgilarinda artma goriildiigii gézlenmis,
bu artmanin etanol konsantrasyonunu azaltarak absorbsiyonunun azalmasina neden

oldugu bulunmustur [52].
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Bitkisel materyal

Tezimde kullanilan Laurus nobilis bitkisine ait materyaller Nisan 2020’de Izmir’de
kiy1 bolgelerinden dogal yetistigi alanlardan ve Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii'nde
kiiltiiri yapilan defne bitkisinden toplanmistir. Bitki materyali Prof. Dr. Murat Kartal
tarafindan Tiirkiye Floras1 7. Cilt kullanilarak tayin edilmistir. Herbaryum 6rnekleri
DF35986-DF35989 numaralariyla Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii Herbaryumunda

bulunmaktadir.

5.2 Ucucu Yagin Eldesi ve Verimleri

Tezimde materyal olarak kullanilan; Kiiltiire Disi Defne Yapragi (KDDY)) Kiiltiire
Erkek Defne Yapragi (KEDY') Dogadan Disi Defne Yapragi (DDDY) Dogadan Erkek
Defne Yaprag: (DEDY) Kiiltiire Disi Defne Cicegi (KDDC) Kiiltire Erkek Defne
Cicegi (KEDC) Dogadan Disi Defne Cicegi (DDDC) Dogadan Erkek Defne Cicegi
(DEDC) toplanarak golgede kurutuldu ve daha sonrasinda mekanik olarak toz haline
getirildi. Her bitki materyalinden 500 gram ii¢ 6rnek halinde 3 saat boyunca Avrupa
Farmakopesinde tarif edilen Clevenger cihazi kullanilarak hidrodistilasyona tabi
tutuldu. Elde edilen ugucu yaglar susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilarak

analizler i¢in 4°C'de kahverengi siselerde tutuldu.

5.3 GC-FID/MS ile Ucucu Yag Analizi

Ugucu vyaglarin  bilesenlerinin  tanimlanmas1  Gaz  Kromatografisi  Kiitle
Spektrometresi, bagil yilizdelerin belirlenmesi i¢in Gaz Kromatografisi Alev

Iyonlasma Dedektorii kullanilmustir.
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5.3.1 GC-FID Sartlar1 (Gaz Kromatografisi Alev Iyonlagsma Detektorii)

Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi merkezinde ugucu yag analizinde kullanilan

yontem kullanilarak analizler gergeklestirilmistir.
Sistem: Agilent 7890B Gaz Kromatografi Sistemi
Kolon: Agilent DB-Wax (60m x 0,25mm x 0,25 pum)
Dedektér: FID (Alev Iyonlasma Dedektorii)
Enjeksiyon Sicaklig1: 220°C

Dedektdr Sicaklig: 220°C

Sicaklik Programi: 70°C (15 dak), 2°C/dak — 180°C (5 dak), 5°C/dak — 230°C (15
dak), Toplam Analiz Siiresi: 100 dakika

Tasiyic1 Gaz: 1,5 mL/dak He
Enjeksiyon Hacmi: 1 pL.

Split Orani: 50:1

FID Hidrojen akis hizi: 30 mL/dak

FID Hava akis hiz1: 400 mL/dak

5.3.2 GC-MS Sartlar1 (Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi)

Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi merkezinde ugucu yag analizinde kullanilan

yontem kullanilarak analizler gergeklestirilmistir.
Sistem: 5977E

Iyon Kaynagi Sicakligi: 230°C

Iyonizasyon Modu: EI

Elektron Enerjisi: 70 eV

MS Detektdr transfer hat sicakligr: 250°C

Quadropol Sicakligi: 150°C
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Kiitle Aralig1: 35-450 m/z
Tanimlamalar: Wiley 9-NIST 11 Mass Spectral Database

Ugucu yag kimyasal bilesenleri; Wiley Mass Spectral Data Registry ve NIST 11 Mass
Spectral Library (NIST11/2011/EPA/NIH)’den elde edilen kiitle spektrumlarinin
karsilastirilmasi ile tanimlanmistir. DB-WAX kolonu iizerindeki bilesiklerin relatif
alikonma indislerine (RRI) dayanan tanimlama yontemi, FID verilerinden elde edilen
doymus n-alkan serisine (C7-C40) gore hesaplanmistir. Sonuglar, NIST online web
kiitiiphanesi ve literatiirdeki onceki caligmalar kullanilarak degerlendirilmistir. GC-
FID/MS'de ayn1 calisma kosullar1 i¢in ii¢ ayr1 eszamanli otomatik enjeksiyon
gerceklestirilerek bilesiklerin relatif ylizde miktarlar1 FID kromatogramlarindan

hesaplandi.

5.3.3 GC-HS-MS (Gaz Kromatografisi Head Space Kiitle Spektrometresi)

Acitbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi'nde bulunan GC-HS-MS sistemi

kullanilarak analiz gergeklestirilmistir.

Sistem: Agilent 7890A Gaz Kromatografi Sistemi
Kolon: HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Dedektor: Kiitle Spektrometresi

Tasiyic1 Gaz: 0,9 mL/dak He

Enjeksiyon Hacmi: 1 pLb

Split Orani: 50:1

Agilent 7694 E headspace ornekleyici 70 °C'de kullanildi. Ekstraksiyon sicakligi, 1
mL numune hacmi, 110 °C transfer hatt1 sicaklig1 ve numune enjeksiyonu icin 16 psi

sise basinci kullanildi.

5.4 Antioksidan Aktivite Analizi

5.4.1 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini

DPPH Antiradikal aktivite 6l¢iimii (DPPH Testi) Kararli organik radikal 2,2’ -difenil-
1-pikrilhidrazil radikali (DPPH), bitki ugucu yaglar1 ve yiyecek maddelerinin

antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kararli
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serbest radikal DPPH’in, elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan
kimyasallarin varlifinda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi (temizlenmesi) ile
karakteristik mor renginin agilmasinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline
dayanir. Yani, materyal ne kadar giiclii antioksidan Ozellige sahipse metanolde
hazirlanmis DPPH ¢ozeltisinin renginin o kadar agik olmasi beklenir. Tepkime

mekanizmasi asagidaki sekilde gosterilebilir:
DPPH. + Antioksidan-H — DPPH-H + A.

DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti 0.1 mM
DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etil alkolde ¢oziildii.
30 dakika inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH derisimi spektrofotometrik olarak
Olciiliir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidan maddenin radikal temizleme
aktivitesi olarak gosterilir. Polariteden bagimsiz, ¢ok hizli, kolay ve tekrar edilebilir
bir metottur [53, 54]. Ayrica ¢ok 6zel cihaz ve reaktifler gerektirmediginden dolay1 da
tercih edilmektedir. Ugucu yaglarin antiradikal (elektron veya hidrojen transferi)
ozelligi DPPH radikal ¢ozeltisi kullanilarak 517 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciildii. Bu yontem ile test edilen ugucu yaglarin metanol igerisinde coziilerek
hazirlanan ¢esitli konsantrasyonlardaki érneklerinden 50 pl alinarak tiiplere kondu.
Her bir tiipe %0,004’lik (w/v) metanol de hazirlanmis olan DPPH (Sigma)
¢ozeltisinden 5 ml eklendi. 30 dakikalik karanlikta inkiibasyon sonrasinda, drneklerin
absorbanst 517 nm’de ol¢iildii. Farkli konsantrasyondaki ugucu yag Orneginin
absorbans degeri bos kontrole (50 pl metanol) kars1 degerlendirildi. Ornek ve kontrol
icin bes tekrarli seriler hazirlandi ve dl¢timler ti¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. Farkli
konsantrasyonlardaki yag orneginin ve bos kontrol testlerinin absorbans degerleri
kullanilarak ugucu yag % inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesaplandi
[55].

AKontrol = Kontroliin absorbans1, AOrnek = Ornegin absorbansidir.

o S ( AKontrol — AOrnek)
DPPH Giderim Aktivitesi % Inhibisyon = x 100
AKontrol

Elde edilen % inhibisyon degerleri ugucu yag derisimlerine kars1 grafige gecirilerek
%50 renk acilimini saglayan derisim %50 inhibisyon (ICso) degeri olarak hesaplandi.
Karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak kullanilan BHT ve askorbik asit, i¢inde

ayni islemler uygulanmistir.
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Konsantrasyon artisiyla absorbansin diismesi beklenir. Ciinkii azalan absorbans geriye

kalan DPPH c¢o6zeltisi miktarini yani serbest radikal giderim aktivitesini verir.

5.4.2 Beta-Karoten Renk Acilim Testi

Antioksidan aktivite 6l¢limii (f-karoten/linoleik asit renk acilim testi) f-karoten renk
acilimi yontemi, linoleik asit ve oksijenle doygun sulu ortamda linoleik asitin
oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienler ve diger ugucu bozunma {iriinlerinin -
karotenin rengini a¢gmasi temeline dayanir. Antioksidan maddenin varhiginda bu
tepkimenin olusumu engellendiginden pf-karotenin alkol igindeki ¢oOzeltisinin sar1

rengi degismeden kalacaktir.

Linoleik asit + (02-H20) — Konjuge dienler ve diger bozunma iirtinleri

p-karoten — renk acilimi

Linoleik asit + (O2-H20) + S-karoten + antioksidan — rengin korunumu

Antioksidan aktivite Ol¢limiinlin (f-karoten/linoleik asit renk agilim testi) etki
mekanizmasi ugucu yag ornegi ve pozitif kontrol butil hidroksi toluen (BHT) (Merck)
cozeltileri 2 mg/ml olacak sekilde etanol de ¢oziilerek test ornekleri hazirlandi.
Spektrofotometride kullanilacak olan pf-karoten-linoleik asit karistmi su sekilde
hazirlandi: 0,5 mg S-karoten 1 ml kloroformda ¢oziildii. 25 pl linoleik asit 200 mg
Tween 80 (Sigma) ile emiilsiyon haline getirilerek fS-karoten ¢ozeltisine eklendi.
Karisim iyice calkalandiktan sonra evaporatér de 50°C’de kuvvetli vakum
uygulanarak kloroformu uguruldu. Karigim iizerine, linoleik asitin oksidasyonunu
saglayacak olan 6nceden 30 dakika boyunca oksijenle doyurulmus (akis hizi 100 ml
dak-1) distile sudan 100 ml eklendi ve 1 dakika boyunca hizli bir sekilde karistirildi.
Bu islem sonunda berrak, sar1 renkli S-karoten-linoleik asit test karigimi elde edildi.
Bu karisimdan 2500 pl’lik kisimlar tiiplere alindi. 500 pl’lik ugucu yag test ¢ozeltileri,
ilgili serilere ilave edildi. Ayn1 miktar etanol kontrol serisine uygulandi. Ornek ve
kontrol i¢in ti¢ tekrarh seriler hazirlandi ve 6l¢iimler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi.
Daha sonra tiiplerin agizlar1 kapatilarak oda sicakliginda, karanlikta 24 saat

bekletildikten sonra 490 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.
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Defne ugucu yaglarinin antioksidan aktivitesi, pozitif kontrol olarak kullanilan
BHT’nin antioksidan aktivitesine oranlanarak, ylizde bagil antioksidan aktivite (BAA)
hesaplandi1 [53, 56]. Ol¢iimler 490 nm’de spektrofotometrik olarak yapild.

YBAA = Ugucu Yagin absorbanst x 100%
° "~ BHT'nin Absorbansi °

5.5 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Bu calismada ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesini test etmek i¢in The Clinical

and Laboratory Standards Institute’s (CLSI) agar disc diffusion metodu kullanilmistur.

Ugucu yag orneklerinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metodu buzdolabi’nda
(+4°C) Mueller-Hinton agar besiyerlerinde muhafaza edilen Gram-pozitif bakteriler:
Bacillus cereus ATCC 10876, Clostridium perfringens ATCC 13124, Streptococcus
pneumoniae ATCC 6303; Gram-negatif bakteriler: Acinetobacter iwoffii ATCC 17925,
Escherichia coli ATCC 10536, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 ve mayalar:
Candida krusei ATCC 6258 ve Candida albicans ATTC 18804 kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Bakteriler 37°C'de Mueller Hinton agarda, mayalar ise 30°C'de Sabouraud dekstroz
agarda 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. C. perfringens anaerobik kosullar
altinda ve S. pneumoniae ise 50 ml sitrath kan/litre iceren Mueller Hinton agarda

inkiibe edilmistir.

Minimum inhibitdér konsantrasyonu belirlemek i¢in The Clinical and Laboratory
Standards Institute’s (CLSI) siv1 besiyeri mikrodiliisyon besiyeri duyarlilik deneyi
yapilmistir. Bakteri kiiltiirleri icin % 0,5 Tween 80 (V/V) igeren Mueller-Hinton
besiyeri (MHB), maya kiiltiirleri i¢in % 0,5 Tween 80 (V/V) igeren Sabouraud dekstroz
besiyeri (SDB) kullanildi. Biiyiime kontrolleri icin MHB/SDB + Tween 80, sterilite
kontrolleri icin MHB/SDB + ucucu yag + Tween 80 kullanildi.

Calisilan organizmalarin antimikrobiyal aktiviteleri inhibisyon zon ¢aplar1 (IZD), disk
caplar1 da dahil olmak iizere milimetre cinsinden dijital kumpas ile Slciilmiis ve
arastirma {i¢ paralel olarak gerceklestirilmistir. Minimum inhibitér konsantrasyonlar
(MIC), mililitre basina mikrolitre cinsinden verilmis degerler ortalama + SD olarak

sunulmustur [53].
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5.6 Antikollajenaz Antielastaz ve Antihyaliironidaz Aktivite Tayini Ornekleri

100’er g defne meyvesi ve yapragi kullanilarak belirtilen ¢oziiciilerle 1:5 oraninda

meyve ve yaprak ekstreleri elde edilmistir.

Ekstreler

Yaprak (1:5) Etanol

Yaprak (1:5) Gliserol-Su
Yaprak (1:5) %50 EtOH
Yaprak (1:5) Zeytinyagi
Yaprak (1:5) Su

Yaprak (1:5) Propilen Glikol
Meyve (1:5) Etanol

Meyve (1:5) Gliserol-Su
Meyve (1:5) %50 EtOH
Meyve (1:5) Zeytinyagi
Meyve (1:5) Su

Meyve (1:5) Propilen glikol
Defne Meyve Yagi-Gar Yagi
Defne Yaprak Ugucu Yagi
DMSO (Kontrol)

Yaprak ve meyveden elde edilen farkli ekstreler ile, yaprak ucucu yaginin,
nanoformiile edilmis yaprak ugucu yagi ve meyve yagi iizerinde biyolojik aktivite
caligmalar1 yapilarak cilt yaslanmasinda onemli birer faktdr olduklari bilinen
kollajenaz, elastaz ve hyaluronidaz enzim inhibisyonu iizerindeki aktiviteleri

incelenmistir.

5.7 Antikollajenaz Aktivite

10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan ekstrelerinin antikollajenaz aktivitesinin

Ol¢iimii i¢in pH: 7,5'te Trisin tampon c¢ozeltisi hazirlanmistir. Kollajenaz enzimi
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kaynag1 olarak Clostridium histolyticum kullanilmistir. Clostridium histolyticum
tampon ¢ozeltide ¢ozlindiiriilerek 0,8 {inite/ml olarak belirlenen baglangi¢
konsantrasyonu saglanmistir. Substrat olarak kullanilacak olan FALGPA trisin
tamponunda ¢oziindiiriilmiistiir (2 mM). Ekstreler reaksiyonu baglatacak olan substrat
eklenmeden once 15 dakikaligina tampon ¢ozeltide kollajenaz enzimiyle inkiibe
edilmistir. Toplam hacmi 150 pl olan son reaksiyon karigimi; trisin tamponu, 0,8 mM
FALGPA, 0,1 tinite ChC VE 25 pg test ekstresi icermistir. Negatif kontroller su ile
yapilmistir. Substratin eklenmesinden hemen sonra absorbans dl¢iilmiistiir. EGCG {i¢
farkli konsantrasyonda pozitif kontroller i¢in kullanilmigti. DMSO’nin olast enzim
inhibisyonu katkisinin belirlenmesi amaciyla deney DMSO ile de gerceklestirilmistir

[57].

5.8 Antielastaz Aktivite

Ekstrelerin anticlastaz aktivite agisindan degerlendirilmesi i¢in 0,2 mM tris-HCI
tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. Domuz pankreasindan elde edilmis olan elastaz
enziminin 3,33 mg/mL konsantrasyonda steril suyla stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Substrat olarak kullanilacak olan (AAAPVN) tampon ¢dzeltide ¢oziindiiriilmiistiir.
Bitki ekstreleri substrat ilavesinden once 15 dakikaligina enzimle inkiibe edilmistir.
Elde edilecek son karisim (tampon ¢ozelti, AAAPVN, PE ve EC karigimi) pozitif
kontroller icin kullanilacaktir. Negatif kontroller su ile yapilacaktir. Substratin ilave
edilmesinden hemen sonra gerceklesecek absorbans degisimi Ol¢iilmiis ve sonuglar
hem referans maddeler, hem 6rnekler hem de DMSO i¢in yiizde inhibisyonu seklinde

verilmistir [58].

5.9 Antihyaliironidaz Aktivite

Hyaliironidazin setilpiridinyum kloriir ile ¢oktiiriilmesine dayanan oldukg¢a hassas bir
spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Enzim (800 U/MI) ve hyaluronik asit
substrat1 (0,40 mg/MI) 37°C de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Enzim aktivitesi;
hyaluronik asidin setilpridinyum kloriir ¢okeltisindeki par¢galanmamis miktarinin 415
nm'de gosterdigi absorbansin dl¢iilmesi ile belirlenmistir [58].

Hesaplama:

Parcalanmamis olan hyaluronik asidin 415 nm'deki absorbansi ylizde cinsinden

belirlenmistir
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Bu absorbans ile bitki ekstresinin 415 nm'deki absorbansinin karsilagtirilmasi

yapilmustir.

Aktivite tayininde hesaplamalar asagidaki formiile gore yapilmistir:
El’lle’l’l 1nh1blsy0n akthlteSl (%) = [(ODkontro] - ODnumune) / ODkontrol] X 100

Yapilan tiim analizlerin spektroskopik analizi Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Laboratuvarinda yer alan

thermoscientific MULTISKAN Sky cihazi ile gerceklestirilmistir.

5.10 LNEO-NP'lerin hazirlanmasi

LNEO-NP'ler tek emiilsiyon yontemi kullanilarak sentezlendi [59-62]. Kisaca 50 mg
PLGA, 2 mL diklorometan (DCM) igerisinde ¢oziildii. 10 mg LNEO, PLGA
cozeltisine ilave edildi ve manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra LNEO-PLGA
soliisyonu %3’liik PVA soliisyonuna enjektor ile damla damla ilave edildi. Elde edilen
¢ozelti buz banyosunda 70 W enerjide 3 dakika sonikasyon (Bandelin, Sonopuls,
Berlin, Almanya) ile homojenlestirildi. C6ziicliniin emiilsiyondan uzaklastirilmasi i¢in
bir manyetik karistiricida 16 saat karistirildi. LNEO-NP'ler daha sonra {i¢ dongiilii bir
santrifiijleme adimi (8000 rpm'de 40 dakika) uygulanarak saflastirildi. Son olarak
LNEO-NP'ler 0,45 pm'lik bir seliiloz membrandan filtrelendi.

5.11 LNEO'nun Spektrofotometrik Analizi

LNEO analizi bir UV-Vis Spektrofotometresi kullanilarak yapildi. Etanoldeki yedi
farkli1 LNEO konsantrasyonu i¢in (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ve 1,5625 pg/mL)
224 nm'deki maksimum absorbans degerleri elde edildi ve LNEO'nun kalibrasyon
egrisi ¢izildi [63]. Kalibrasyon egrisi, LNEO'nun kapsiilleme verimliligini, yiikleme

kapasitesini ve in vitro salimini belirlemek i¢in kullanildi.

5.12 LNEO-NP'lerin Ortalama Parcacik Boyutu, Polidispersite indeksi (PdI) ve
Zeta Potansiyeli Analizleri

LNEO-NP'lerin ortalama parcacik boyutu, Pdl ve zeta potansiyelini iceren DLS
analizleri, 25 °C'de calisan ve 4,0 mV He-Ne lazer (633 nm) ile donatilmis bir Zeta
Sizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. LNEO-
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NP'lerin pargacik boyutunu belirlemek icin 60 nm ve 200 nm polistiren lateks
pargaciklar1 referans olarak kullanildi. Her numune taze olarak hazirlandi. LNEO-
NP'lerin siispansiyonu damitilmis suyla seyreltildi ve ardindan ii¢ numune halinde

Sleiildii [64].

5.13 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

LNEO-NP'lerin morfolojisi SEM kullanilarak belirlendi. LNEO-NP'ler, ultrasonik bir
banyoda 15 dakika karistirilarak ultra suda ¢6ziildii. Daha sonra 10 uL numune cam
tizerine damlatildi ve oda sicaklifinda 4 saat kurutuldu [64]. SEM goriintiileri 20,00
KX biiyiitmede, 10,00 kV elektron yiiksek geriliminde ve lens i¢i dedektorle 15,0 mm

calisma mesafesinde elde edildi.

Yildiz Teknik Universitesi laboratuvarinda bulunan SEM (EVO LS 10, ZEISS, USA)

cihazi kullanilarak morfolojiler tespit edilmistir.

5.14 Kapsiilleme Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesinin Belirlenmesi

Kapsiilleme verimi solvent ekstraksiyon yontemiyle elde edildi [64]. Kisaca LNEO-
NP'ler DMSO igerisinde ¢oziildii, vortekslendi ve 15 dakika (8000°C) santrifiij edildi.
Siipernatanlar 224 nm'de UV-Vis spektrofotometrisi ile analiz edildi. Referans olarak
bos NP'ler kullanildi. Toplam LNEO igerigi, UV-Vis spektrometresinden elde edilen
absorbans degeri kullanilarak LNEO'nun standart egrisinden elde edilen egri denklemi
kullanilarak hesaplandi. Kapsiilleme verimliligi (KV) Denklem (1) kullanilarak
hesaplandi ve yiikleme kapasitesi (YK) Denklem (2) kullanilarak hesaplandi.

Yiiklenen toplam LNEO miktart

KV% =

0
LNEO/mun baslangic miktari % 100% Denklem (1)

Yiiklenen toplam LNEO miktari

YK % = x 100% Denklem (2)

Kurutma sonrast NPrler—LNEOmun agirligt

5.15 LNEO-NP'lerin In Vitro Salim Profili

LNEO'nun in vitro salim profilini belirlemek i¢in 5 mg LNEO-NP, damitilmis su
icerisinde dagitildi1 ve bir diyaliz kapsiiliine yerlestirildi. Salim ortami i¢in toplamda

75 mL fosfat tamponlu salin (%60; pH 7,4) + %40 etanol kullanildi. Numuneler, ortam
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sicakliginda yatay calkalamali su banyosunda 120 rpm'de inkiibe edildi [63].
Numuneler belirli zaman araliklarinda alindi1 ve esdeger hacimde taze ortam ile
degistirildi. Salim ortamindan alinan numuneler bir UV-Vis spektrofotometre
kullanilarak analiz edildi. LNEO'nun polimerik nanopartikiillerden salinma miktari

(%) Denklem (3) kullanilarak hesaplandi.

o/ — Salinan LNEO 0
Salim % = Toplam LNEG * 100% Denklem (3)

Yildiz Teknik Universitesi laboratuvarinda bulunan Shimadzu UV-1280 UV-Vis

spektrofotometre cihazi kullanilmgtr.

5.16 DNA Baglanma Calismasi

LNEO'nun DNA ile etkilesiminin belirlenmesi i¢in Buzagi Timus DNA's1 (CT-DNA)
kullanild1 [65]. Tris-HCI/NaCl (pH 7,2) tamponundaki CT-DNA ¢dzeltisi, 260 ve 280
nm dalga boylarinda A260/A280'de 1,9 UV absorbans orani verdi. Bu oran CT-
DNA'nin protein igermedigini gostermektedir [66, 67]. LNEO stok ¢ozeltisi etanol ile
hazirland1 ve deney i¢in gerekli konsantrasyona Tris-HCI/NaCl tamponla seyreltilerek
hazirlandi. Deney, LNEO konsantrasyonunun (40 pg) Tris-HCI/NaCl tamponunda
(pH 7,2) sabit tutulmasi ve artan konsantrasyonlarda (0-120 uM) CT-DNA
eklenmesiyle gergeklestirildi. LNEO igeren Tris-HCI/NaCl tamponuna her DNA

ilavesinden sonra 5 dakika inkiibe edildi ve absorbans degerleri kaydedildi.

5.17 HaCaT Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Oliimsiizlestirilmis insan keratinosit (HaCaT) hiicre hattt, DMEM (%10 FBS ve 100
U/mL penisilin-100 g/mL streptomisin) ortaminda, 37°C'de %5 CO: inkiibatoriinde
%380-90 konfluent hale gelinceye kadar inkiibe edilmistir. Konfluent hale gelen
hiicreler PBS ile durulanmaistir. Ardinda hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilmasi
icin 1 mL trypsin/EDTA eklenerek 1 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
hiicrelerde trypsinin etkisini noétralize etmek icin hiicrelere 5 mL kiiltiir ortami
eklenmistir. Ardindan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijj edilmistir.
Santrifiijlemeden sonra siipernatant cikarilip, pellete 1 mL besiyeri eklenmis ve

sitotoksisite analizine hazirlanmak i¢in thoma laminda sayilmistir [68].
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5.18 LNEO ve LNEO-PLGA NP’lerin Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

LNEO ve LNEO-PLGA NP’lerin sitotoksisitesi MTT testi ile HaCaT hiicreleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Deneyde HaCaT hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina (1x104/kuyucuk) ekilmistir. Ardindan yiizey kaplamasi i¢in %5 CO:2 ve
%95 hava igeren nemlendirilmis bir inkiibatérde 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. 24
saat sonra kiiltlir ortam1 kuyucuklardan ¢ikarilmistir ve ortama hazirlanan alt1 farkl
konsantrasyondaki LNEO ve LNEO-PLGA NP’ler (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1 ve 1,5
mg/mL) eklenmistir. 24 saat inkiibatorde inkiibe edilmistir. Ardindan HaCaT hiicreleri
4 saat boyunca 5 mg/mL MTT cozeltisi ile inkiibe edilmistir. MTT, 4 saat sonra
hiicrelerden uzaklastirilmistir ve canli hiicrelerin tirettigi formazan tuzlarin1 ¢6zmek
i¢in her bir kuyucuga 0,1 mL DMSO ilave edilmistir. Plakalardaki hiicre canliligini
belirlemek icin hiicrelerin optik yogunlugunu (OD) 570 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistii. LNEO ve LNEO-PLGA NP’ler kiyash bir sekilde tedavi edilmeyen
kontrol hiicresi canliliginin %100 oldugu varsayilarak degerlendirilmistir. Deney
sonunda HaCaT hiicrelerinin canlilik oranlar1 ylizde olarak ifade edilmistir. Hiicre

canliliginin ylizdesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir. [69].

Hiicre canhiligi = (Ornegin optik yogunlugu /kontroliin optik yogunlugu) x 100
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6. BULGULAR VE TARTISMA

6.1 Tez Materyal Ornekleri Uzerinde Ucucu Yagin Eldesi ve Verimleri

Tezimizde materyal olarak kullanilan; Kiiltiire Disi Defne Yapragi (KDDY) Kiiltiire
Erkek Defne Yapragi (KEDY) Dogadan Disi Defne Yapragi (DDDY) Dogadan Erkek
Defne Yapragi (DEDY) Kiiltiire Disi Defne Cigegi (KDDC) Kiiltiire Erkek Defne
Cicegi (KEDC) Dogadan Disi Defne Cicegi (DDDC) Dogadan Erkek Defne Cicegi
(DEDC) toplanarak golgede kurutuldu ve daha sonrasinda mekanik olarak toz haline
getirildi. Her bitki materyalinden 500 gram ii¢ kopya halinde 3 saat boyunca Avrupa
Farmakopesinde tarif edilen Clevenger cihazi kullanilarak hidrodistilasyona tabi
tutuldu. Elde edilen ugucu yaglar susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarilarak
verimleri l¢iilmiis (Tablo 6.1) ve GC-FID/MS ile Ugucu Yag Analizleri (Tablo 6.2 ve
Tablo 6.3) yapilmistir.

Tablo 6.1 : Analiz edilen 6rneklerin ugucu yag verimleri

Ornekler Ucucu Yag Verimi
(ml/100 gram)
Kiiltiire Disi Bitki Defne Yapragi (KDDY) 1,38 + 0,06
Kiiltiire Erkek Bitki Defne Yapragi (KEDY) 1,34 +0,08
Dogal Disi Bitki Defne Yaprag: (DDDY) 1,35+ 0,05
Dogal Erkek Bitki Defne Yapragi (DEDY) 1,34+ 0,07
Kiiltiire Defne Disi Cigek (KDDC) 0,70+ 0,05
Kiiltiire Defne Erkek Cigek (KDEC) 0,52 + 0,06
Dogal Defne Disi Cigek (DDDC) 0,73+0,04
Dogal Defne Erkek Cicek (DDEC) 0,48 + 0,08
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6.2 GC-FID/MS Bulgular1

Her iki cinsiyette de kiiltiir edilmis ya da dogal defne yapraklari hemen hemen
ayn1 bilesime ve ayni verimde ugucu yag sunmaktadir. Sonuglara gore yaprak
ugucu yag icerigine bakildiginda 1,8-cineole ve o-terpinyl acetate major
komponentler olarak belirlenmistir (Tablo 6.2). Cigek ugucu yaglarinin verim ve
bilesimlerindeki farkliliklarin sadece cinsiyete bagli oldugu; her ikisindeki major
bilesigin 1,8-cineole oldugu, erkek c¢icekten elde edilen ugucu yagda trans-
ocimen miktarmin disi ¢igek ucucu yagina oranla yiiksek oldugu belirlenmistir.

(Tablo 6.3).

Tablo 6.2 : Laurus nobilis yaprak ugucu yaglarinin kimyasal bilesimleri

No. Bilesikler RIL rRIC RT KDDY KDEY DDDY DDEY
1 oaThujene 927 931 9,167 0491 0,621 0,508 0,557
2  o-Pinene # 936 939 9477 5189 6,095 5642 5,237
3 Camphene 950 953 10,090 0,890 0,958 0,924 0,876
4 Sabinene 973 978 11,221 6,801 6,253 6,527 6,711
S f-Pinene 978 981 11,355 4,427 4,948 4586 4,322
6 Myrcene 989 995 11,974 0,724 0,689 0,707 0,658
7 a-Phellandrene 1004 1006 12,570 0,152 0,325 0,239 0,386
8 a-Terpinene 1017 1018 13,171 0,604 0,526 0,565 0,521
9 p-Cymene 1024 1027 13,589 0,986 1,052 0,915 0,811
10 Limonene 1029 1030 13,785 1,843 1,742 1,793 1,356
11 1,8-Cineole # 1031 1037 14,114 37,262 36,134 35,892 37,612
12 »Terpinene 1059 1065 15,194 1,208 1542 2275 1,324
13 cis-Sabinenehydrate 1066 1072 15,760 0,420 0,226 0,323 0,198
14 o-Terpinolene 1086 1091 16,603 0,286 0,128 0,207 0,326
15 Linalool 1099 1096 17,399 3,915 3,344 3,286 2,953
16 Terpinene-1-ol 1136 1141 19,379 0,269 0,357 0,255 0,315
17 Pinocarveol 1143 1145 19,261 0,367 0,382 0,348 0,294
18 &Terpineol 1164 1169 20,626 0,795 0,702 0,708 0,662
19 Terpinene-4-ol 1177 1176 21,111 5101 4,897 5,044 4,945
20  o-Terpineol 1190 1192 21,838 6,640 6,921 6,781 6,541
21  Myrtenol 1194 1197 22,046 0,123 0,225 0,174 0,201
22 Nerol 1230 1236 23,498 0,184 0,314 0,249 0,352
23 4-Thujenyl-2-yl-acetate 1274 1279 25,535 0,112 0,158 0,105 0,098
24 Bornyl Acetate 1289 1290 26,024 1512 1,327 1,420 1,615
25 2-Undecanone 1293 1295 26,363 0,155 0,298 0,227 0,331
26  S5Terpinyl acetate 1317 1321 27,416 0,826 0,925 0,789 0,953
27 o-Terpinyl acetate 1347 1353 28,942 11,605 12,027 11,974 12,620
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28
29
30
31
32
33
34
35

36

Eugenol #

Neryl acetate
S-Elemene
Methyleugenol
S-Caryophyllene #
Ledol

Spathulenol

S-Caryophyllene oxide

#

1358
1363
1390
1402
1420
1566
1577
1583

S—-Eudesmol (B-Selinol) 1651
Total identified (%)
Monoterpene hydrocarbons (1-10, 12, 14)
Oxygenated monoterpenes (11, 13, 15-24, 26,
27, 29)
Sesquiterpene hydrocarbons (30, 32)
Oxygenated sesquiterpenes (33-36)
Phenylpropanoids (28, 31)
Oxygenated hydrocarbons (25)

1360
1365
1394
1407
1418
1570
1579
1586

1657

29,354
29,472
30,652
31,313
31,820
38,336
38,508
40,568

41,083

1,303
0,281
0,106
2,791
0,096
0,439
0,511
0,127

0,443
98,984
23,601
69,412

0,202
1,520
4,094
0,155

1,526
0,324
0,127
2,588
0,045
0,325
0,597
0,179

0,376

1,415
0,303
0,109
2,676
0,086
0,382
0,563
0,158

0,505

99,203 99,660
24,879 24,888
68,263 67,651

0,172
1,477
4,114
0,298

0,195
1,608
4,091
0,227

1,560
0,402
0,076
2,513
0,142
0,285
0,648
0,218

0,341
98,960
23,085
69,761

0,218
1,492
4,073
0,331

Tablo 6.3 : Laurus nobilis ¢i¢ek ugucu yaglarinin kimyasal bilesimleri

No. Bilesikler RIL RIC RT KDDC KDEC DDDC DDEC
1 Heptanal 901 897 8,170 0,540 0,122 0,242 0,375
2 o-Thujene 927 931 9,168 0,293 0,205 0,211 0,257
3 a-Pinene # 936 936 9,490 7,891 7,678 6,982 7,243
4 Camphene 950 953 10,100 3,122 3,267 3,542 3,086
5 Sabinene 973 978 11,203 4,152 3,241 4,051 4,162
6 -Pinene 977 981 11,352 5520 5,606 5,964 5,671
7 Myrcene 989 995 11,968 0,615 0,640 0,598 0,702
8 o-Terpinene 1017 1018 13,161 0,450 0,336 0,431 0,510
9 p-Cymene 1024 1027 13,587 1,327 0,849 1,211 1,083
10 Limonene 1029 1030 13,784 0,338 0,414 0,387 0,335
11 1,8-Cineole # 1031 1037 14,030 25,416 26,576 26,620 25,841
12 cis-Ocimene 1038 1042 14,200 1,744 1,954 1957 1,561
13 trans-Ocimene 1046 1051 14,724 4,683 11,097 5,012 12,143
14 »Terpinene 1059 1065 15,187 0,766 0,568 0,653 0,612
15 Linalool 1099 1096 17,341 0,333 1,609 0,286 1,476
16 Terpinene-4-ol 1177 1176 21,064 2,318 2,074 2,215 2,185
17 o-Terpineol 1190 1192 21,743 0,799 0,859 0,827 0,742
18 Bornyl acetate 1289 1290 26,041 4,593 3,872 4,146 4,210
19 2-Undecanone 1293 1295 26,359 0,269 0,189 0,155 0,236
20 STerpinyl Acetate 1317 1321 27,407 0,558 0,402 0,482 0,501
21 o-Terpinyl Acetate 1347 1353 28,912 9,331 4,985 8,796 4,126
22 Eugenol # 1358 1360 29,342 0,953 0,927 0,827 0,343
23  [-Elemene 1390 1394 30,675 2,551 2,580 2,342 1,941
24 Methyleugenol 1402 1407 31,282 0,680 0,734 0,721 0,696
25 p-Caryophyllene# 1420 1418 31,877 6,155 6,244 7,403 6,943
26 o-Humulene 1451 1458 33,254 0,731 0,875 0,780 0,806
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27 Germacrene 1476 1482 34,404 2,610 2,360 2,460 2,029

28 [-Farnesene 1495 1501 34,873 1,129 1,677 1,417 1,682
29 sCadinene 1513 1516 35,708 0,543 0,195 0,347 0,265
30 o&Cadinene 1524 1527 36,055 0,932 0,469 0,510 0,758
31 cis-o-Bisabolene 1541 1453 36,774 1,287 1,199 1,112 1,307
32 Spathulenol 1577 1579 38,374 0,630 0,711 0,658 0,603
33 p-Caryophyllene 1581 1590 38,545 3,329 2,618 2,905 2,544
oxide #
34 p-Eudesmol (B~ 1651 1657 41,095 0,894 0,484 0,622 0,713
Selinol)
Total identified (%) 97,482 97,616 96,872 97,687
Monoterpene hydrocarbons (2-10, 30,901 35,855 30,999 37,365
12-14)
Oxygenated monoterpenes (11, 15- 43,348 40,377 43,372 39,081
18, 20, 21)
Sesquiterpene hydrocarbons (23, 15,938 15,599 16,371 15,731
25-31)
Oxygenated sesquiterpenes (32-34) 4,853 3,813 4,185 3,860
Phenylpropanoids (22, 24) 1,633 1,661 1548 1,039
Oxygenated hydrocarbons (1, 19) 0,809 0,311 0,397 0,611

#; referans maddelerinin enjekte edilmis orijinal numuneleri
R.T; Retensiyon zamani

R.IY; Literatiirden bulunan Retensiyon indisleri

NIST database R.I; Hesaplanmis Retensiyon

Indisleri

6.3 GC-HS-MS Bulgulari

Kromatogramlar1 Sekil 6.1 ve 6.2’de verilen LNEO ve LNEO-NP GC analizi
incelendiginde defne yaprak ugucu yaginda major bilesikler 1,8-cineole, sabinene ve
o-pinene %45,955; %17,713 ve %]15,032 olarak bulunmustur. Nanoformiilasyon
blinyesinde 1,8-cineole oran1 %77,284; %12,626 sabinene ve %5,432 S-pinene tespit
edilmistir. Nanoformiile defne ugucu yaginin %77 nin iizerinde 1,8-cineole icerdigi
gozlemlenmistir. Ugucu yag ve ugucu yag igeren nanopartikiiller GC-HS-MS analizine
tabi tutuldugunda, ucucu yagdaki major bilesenlerin nanopartikiillere yiliklendigi

gbzlemlenmistir (Tablo 6.4).
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Tablo 6.4 : LNEO ve LNEONP ugucu yaglarinin kimyasal bilesimleri

No RT RIC RIL  Bilesikler LNEO HS LN]iI(;'NP
1 6,353 934 936 a-Pinene 15,032 4,658
2 6,741 947 949 Camphene 3,412
3 7,626 978 976 Sabinene 17,713 12,626
4 7,717 981 980 f-Pinene 8,548 5,432
5 8,054 992 992 Myrcene 2,261
6 8,524 1006 1006 a-Phellandrene 0,532
7 9,876 1041 1038 Eucalyptol 45,955 77,284
8 10,583 1061 1059 y-Terpinene 0,596
9 10946 1070 1066  Sapinene 0,255
hydrate
10 12,371 1107 1103 Linalool 1,582
Total identified 95,886% 100%
R.T; Retensiyon zamani
R.I%; Literatiirden bulunan Retensiyon indisleri
NIST database R.I¢; Hesaplanmis Retensiyon Indisleri
Aburvda rce
GO000 00
4 SO00 00
3500000
2500000
2000000
1 Q00000
o N J N + a .-d L.I # IJ‘ T T T I" T 1 T T T

Sekil 6.1 : LNEO GC-HS-MS kromatogrami
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Tinme—=
Sekil 6.2 : LNEO-NP GC-HS-MS kromatogrami
6.4 Antioksidan Aktiviteye Ait Bulgular

Toplam antioksidan aktivite, linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien
hidroperoksitlerinin inhibisyonunun o6l¢iilmesine dayanan f-karoten-linoleik asit
yontemiyle belirlendi. Bu yontem, inhibisyon sonucu f-karotenin renginin agilmasi
esasina dayanir. Yiikselen absorbans degeri % antioksidan aktivite ile dogru
orantilidir.  Tablo 6.5’de ugucu yaglarimiza ait antioksidan aktivite sonuglari
verilmistir. Yaprak ucucu yaglari, ¢icek ugucu yaglarina gore biraz daha fazla
antioksidan aktivite gostermistir. Bunun nedeni, yaprak ucucu yaglarinda ¢igeklerden
¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilen terpinen-4-0l, a-terpineol, linalool ve 6jenol gibi
monoterpen alkoller daha yiiksek orandadir. Antioksidan aktivite sonuglari
degerlendirildiginde defne yaprak ucucu yaglarinin antioksidan aktivitesi ¢igcek ugucu
yaglarina gore daha yiiksektir. Dogal veya kiiltiire edilmis disi ve erkek yaprak ugucu

yaglar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir.
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Tablo 6.5 : Ugucu yaglarin antioksidan aktiviteleri

Ucucu yaglar ve kontrol grubu DPPH ICso BCB
(ng/ml) (1%0)
Kiiltiire Disi Defne Yapragi (KDDY) 48,2+0,43 68,5+1,28
Kiiltiire Erkek Defne Yapragi (KDEY) 47,9+0,57 68,2+1,32
Dogadan Disi Defne Yapragi (DDDY) 48,1+0,61 67,9+1,26
Dogadan Erkek Defne Yapragi (DDEY) 48,2+0,38 68,1+1,30
Kiiltiire Disi Defne Cigegi (KDDC) 65,1+0,57 61,4+1,28
Kiiltiire Erkek Defne Cicegi (KEDC) 64,8+0,51 63,1+1,43
Dogadan Disi Defne Cigegi (DDDC) 65,7+0,48 61,8+1,31
Dogadan Erkek Defne Cicegi (DDEC) 64,4+0,43 62,3+1,47
Askorbik Asit 2,79+0,21 92+1,36
BHT 15,7+0,58 97+1,22
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6.5 Antimikrobiyal Aktiviteye Ait Bulgular

Bu ¢alismada ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesini test etmek icin The Clinical

and Laboratory Standards Institute’s (CLSI) agar disc diffusion metodu kullanilmistir.

Calisilan organizmalarin antimikrobiyal aktiviteleri inhibisyon zon ¢aplar1 (IZD), disk
caplart da dahil olmak iizere milimetre cinsinden dijital kumpas ile Ol¢iilmiis ve
arastirma li¢ paralel olarak gerceklestirilmistir. Minimum inhibitdr konsantrasyonlar
(MIC), mililitre basina mikrolitre cinsinden verilmis degerler ortalama + SD olarak

sunulmustur.

Tablo 6.6 : Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi

Mikroorganizmalar KDDY KEDY DDDY DEDY
1ZD MIC IZzZD MIC 1ZD MIC 1ZzD MIC
A. lwoffii 18+1,4 01 17+#12 01 18+1,8 01 20«12 01
B. cereus 9+1,3 0,3 10+1,1 0,3 9+1,9 0,3 9+15 0,3
C. perfringens 19+1,1 01 20+1,7 02 19+£1,5 02 18+1,7 0,2
E. coli 8+1,2 0,7 9+1,4 0,7 8+1,4 0,5 7+1,5 0,6
K. pneumoniae 5+1,2 0,7 6+1,3 0,6 5+1,5 0,6 51,7 07
S. pneumoniae 17+1,4 01 15+1,1 01 16+1,8 01 16+16 0,1
C. krusei 13+1,3 0,2 16+1,4 0,1 14+1,5 0,2 15+1,5 0,2
C. albicans 14+1,2 02 16+1,3 01 15+1,7 02 15+1,8 0,2
Mikroorganizmalar KDDC KEDC DDDC DEDC
1ZD MIC IZD MiIC 1ZD MIC 1ZzD MiIC
A. lwoffii 14+2,1 0,3 15+1,8 0,4 15+1,4 04 16%1,2 0,3
B. cereus 6+1,1 0,5 7+1,5 0,5 6+1,3 0,6 6+1,2 0,5
C. perfringens 17+1,9 04 16+1,7 04 16%15 0,3 18+1,6 04
E. coli 6+1,3 0,8 5+1,2 0,9 5+1,1 0,8 4+1,2 1,0
K. pneumoniae 5+1,2 0,8 5+#1,1 0,8 4+1,2 10 4+1,1 10
S. pneumoniae 14+1,6 02 16+1,5 02 15+1,7 0,3 14+1,6 0,2
C. krusei 11£1,4 0,3 14+1,5 0,4 11£1,3 05 13+£1,7 0,3
C. albicans 10+1,3 03 11£1,7 03 12+14 04 12+1,2 0,3

Tablo 6.6’deki antimikrobiyal

aktivite sonuglar1 tasidigr bilesikler acgisindan

degerlendirildiginde yapraklardan elde edilen ucucu yaglar, yapraklardaki yiiksek
oranda bulunan 1,8-cineole ve diger oksijenli monoterpenler agisindan ¢igeklerden
elde edilen ucucu yaglardan daha iistiindiir (Tablo 6.2 ve Tablo 6.3). Sonugclar,
aktivitelerin 1,8-cineole ve a-terpinyl acetate miktarlariyla dogru orantili oldugunu

gostermektedir. Cigek ucucu yag bileseni, daha dnce antibakteriyel etkilerinin ¢ok
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diisiik oldugu veya hi¢c olmadigi belirtilen monoterpen hidrokarbonlar agisindan
zengindir. Bilesikler arasinda bir sinerji olmasina ragmen; yaprak ugucu yaglari test
edilen mikroorganizmalar iizerinde ¢ok daha giiclii antimikrobiyal aktivite

gostermektedir.

6.6 Antikollajenaz Aktiviteye Ait Bulgular

Tiim numunelerin ve referans madde olan EGCG’1n kollajenaz enzim inhibisyonu
biyoaktiviteleri hesaplanmis ve sonuglar Tablo 6.6’de verilmistir. Standart madde
EGCG’1n inhibisyon biyoaktivitesi doza bagl olarak azalmistir. Defneden elde edilen
numunelerde en yiiksek aktivite u¢ucu yag ve LNEO-PLGAda goriilmiistiir. Ardindan
en yiiksek aktiviteyi gar yagi gostermistir. Yapragin etanol ekstresi de belirgin bir

aktivite gdstermistir.

Tablo 6.7 : Orneklerin ve referans maddelerin kollajenaz enzimi inhibisyonu

aktiviteleri
Referanslar % inhibisyon
EGCG 1 97,99 +£2,79
EGCG 0,5 64,32 £ 1,05
EGCG 0,25 51,81 + 1,58
Ornekler*
Yaprak 1:5 Etanol 53,41+ 0,90
Yaprak 1:5 Gliserol-Su 38,96 + 1,09
Yaprak 1:5 %50 EtOH 42,86+ 0,15
Yaprak Zeytinyagi 36,79 £ 1,64
Yaprak Su 31,56 + 0,70
Yaprak Propilen Glikol 44,73 £ 0,52
Meyve 1:5 Etanol 32,82 +£0,31
Meyve 1:5 Gliserol-Su 36,49 +£ 2,51
Meyve 1:5 %50 EtOH 33,91 £0,38
Meyve Zeytinyagi 39,86 + 1,74
Meyve Su 3499 +0,76
Meyve Propilen glikol 30,44 £ 1,52
Defne Meyve Yagi-Gar Yagi 59,44 + 1,28
Defne Yaprak Ugucu Yagi 63,30 = 0,06
LNEO-PLGA 62,16 £3,12
DMSO ND

* Ayni satirdaki farkll harfler istatistiki anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0,05).

6.7 Antielastaz Aktiviteye Ait Bulgular

Standart madde EGCG 0,25 mg/ml konsantrasyonda yiiksek elastaz enzimi

inhibisyonu aktivitesi gostermistir. Numuneler 10 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmis
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olmasina ragmen pek azi bu konsantrasyonda elastaz enzimini inhibe etmistir. En
yiiksek aktivite sirasiyla %9,14 ve %8,18 ile ugucu yag ve LNEO-PLGA’da
goriinlirken, yaprak etanol ve hidroalkolik ekstreleri de sirasiyla %6,02 ve %4,45
inhibisyon gostermistir. Meyve ekstrelerinde ve gar yaginda ise aktivite

gozlemlenmemistir. Tablo 6.8’de elastaz enzim inhibisyon sonuglari verilmistir.

Tablo 6.8 : Orneklerin ve referans maddelerin elastaz enzimi inhibisyonu aktiviteleri

Referans % inhibisyon
EGCG 0,25 95,46 + 0,86
Ornekler*

Yaprak 1:5 Etanol 6,02 +0,15
Yaprak 1:5 Gliserol-Su ND

Yaprak 1:5 %50 EtOH 4,45+0,12
Yaprak Zeytinyagi ND

Yaprak Su ND

Yaprak Propilen Glikol ND

Meyve 1:5 Etanol ND

Meyve 1:5 Gliserol-Su ND

Meyve 1:5 %50 EtOH ND

Meyve Zeytinyagi ND

Meyve Su ND

Meyve Propilen glikol ND

Defne Meyve Yagi-Gar Yagi ND

Defne Yaprak Ucucu Yagi 9,14 £ 0,91
LNEO-PLGA 8,18 +0,41
DMSO ND

* Ayni satirdaki farkli harfler istatistiki anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).

6.8 Antihyaliironidaz Aktiviteye Ait Bulgular

Referans madde olan tannik asit’in hyaliironidaz inhibisyonu aktivitesi doza bagh
azalma gostermistir. Defneden elde edilen numunelerde en yiiksek aktivite yapragin
etanol ekstresinde gozlemlenmistir. Hidroalkolik ekstre ve su ekstresinde de daha az
olmasma ragmen belirgin bir aktivite gozlemlenmistir. Buna karsin lipofilik
ekstrelerde aktivite gdzlemlenmemistir. Saf ugucu yag ve LNEO-PLGA da belirgin
bir aktivite gostermis ancak meyve ekstrelerinde sadece etanol ekstresinde zayif bir

aktivite belirlenmistir (Tablo 6.9).
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Tablo 6.9 : Orneklerin ve referans maddelerin hyaluronidaz enzimi inhibisyonu

aktiviteleri
Referanslar % inhibisyon
Tannik Asit 1,1 mg/ml 88,83+ 1,5
Tannik Asit 0,55 mg/ml 47,77 £ 1,12
Ornekler*
Yaprak 1:5 Etanol 25,37 £ 0,58
Yaprak 1:5 Gliserol-Su ND
Yaprak 1:5 %50 EtOH 10,84 £ 0,29
Yaprak Zeytinyagi ND
Yaprak Su 6,32 £ 0,65
Yaprak Propilen Glikol ND
Meyve 1:5 Etanol 5,90+ 0,16
Meyve 1:5 Gliserol-Su ND
Meyve 1:5 %50 EtOH ND
Meyve Zeytinyagi ND
Meyve Su ND
Meyve Propilen glikol ND
Defne Meyve Yagi-Gar Yagi ND
Defne Yaprak Ucucu Yagi 11,36 £ 0,72
LNEO-PLGA 10,81 + 0,65
DMSO ND

* Ayni satirdaki farkli harfler istatistiki anlamli farkliligi gostermektedir (p<0,05).

6.9 Ortalama Parcacik Boyutu, PdI ve Zeta Potansiyeli Analiz Sonug¢lar:

Nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutu, PdI ve zeta potansiyeli, terapotik bir etki
yaratmak icin ila¢ dagitim sistemlerinde biyoaktif maddelerin hedef doku ile
etkilesiminde 6nemli bir rol oynar [64, 70, 71]. DLS, sentezlenen nanopartikiillerin
ortalama partikiil boyutunu, PdI'sin1 ve zeta potansiyelini belirlemek i¢in yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biridir [64, 72, 73]. Bu ¢alismada nanopartikiillerin ortalama
partikiil boyutu, PdI ve zeta potansiyeli DLS kullanilarak belirlendi. DLS verileri, bos
NP'lerin ortalama pargacik boyutunun 182,4 + 0,499 nm oldugunu ve PdI degerinin
0,071 £+ 0,006 oldugunu gosterdi (Sekil 6.3a). Bos NP'lerin zeta potansiyeli —10,5 +
0,4 mV idi (Sekil 6.3b). LNEO-NP'lerin ortalama parcacik boyutu 211,4 +£ 4,031 nm
ve PdI'lar1 0,068 £ 0,016 idi (Sekil 6.4a). LNEO-NP'lerin zeta potansiyeli —7,87 + 1,15

mV idi (Sekil 6.4b).
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Result quality : Good

(b)

Result quality :

(a) Mean (mV) Area (%)
Size (d.nm): % Intensity: Zeta Potential (mV): -105 Peak 1: -105 100.0
Z-Average (d.am): 182.4 Peak 1: 1965 1000 Zeta Deviation (mV): 5.96 Peak2 0.00 0.0
Pdi. 0.071 Peak 2: 0.000 00 Conductivity (mS/cm): 0.00918 Peak 3: 0.00 0.0
Intercept: 0.957 Peak 3: 0.000 00
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Sekil 6.3 : Bos NP'lerin DLS analizi: () ortalama parcacik boyutu ve (b) zeta
@ Mean (mV) ‘Area (%) St Dev (mV)
Size (d.nm): % Intensity: StDev (d.nm): Zeta Potential (mV): -7,87 Peak1: 7,90 100,0 6,01
Z Average (d.nm): 2113 Peak1: 2229 100,0 57,36 Zeta Deviation (mV): 579 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Pt 0,068 Peak2: 0,000 0.0 0,000 Conductivity (mSicm): 0,0296 Peak3: 0,00 00 0,00
Intercept: 0,945 Peak 3: 0,000 0,0 0,000 Result quality :
Result quality : Good
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Sekil 6.4 : LNEO-NP'lerin DLS analizi: (a) ortalama pargacik boyutu ve (b) zeta

potansiyel grafikleri.

6.10 LNEO-NP'lerin SEM Mikrografi

LNEO-NP'lerin morfolojisi SEM kullanilarak belirlendi. SEM goriintiisii (Sekil 6.5),
kiirese]l LNEO-NP'lerin [74] sentezini dogruladi ve LNEO-NP'lerin homojen bir boyut
dagiliminda oldugunu gosterdi.
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Sekil 6.5 : LNEO-NP'lerin SEM goriintiisii
6.11 Kapsiilleme Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesinin Belirlenmesi

LNEO-NP'lerin kapsiilleme verimliligini ve yiikleme kapasitesini belirlemek amaciyla
LNEO'nun standart egrisi hazirlandi (Sekil 6.6). LNEO yikli PLGA

nanopartikiillerinin kapsiilleme verimliligi ve yilikleme kapasitesi sirasiyla %59,25 ve

%25,65 olarak hesaplandi.
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Sekil 6.6 : LNEO'un standart egrisi.
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6.12 LNEO'nun in Vitro Salim Profili

LNEO-NP'nin salim profili zamanin bir fonksiyonu olarak degerlendirildi. Sekil 6.7
LNEQO'nun 72 saatlik yayin sonuglarini gostermektedir. Sonuglar, LNEO'nun %47,76
+ %2,47'sinin ilk alt1 saatte saldigin1 ve 72 saatin sonunda LNEOmun %93,89 +

%4,93"'intin PLGA nanopartikiillerinden ortama saldigin1 gosterdi.

100 -+
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50 A
40 1

Salim Miktar: [%)

30 A
20 A
10 -
0+ T T T T T T T 1

o 10 20 30 40 50 60 70 80

Zaman (s)

Sekil 6.7 : LNEO'nun in vitro salim profili (%)

6.13 DNA Baglanma Sonuclari

UV-Vis absorpsiyon spektrofotometrisi, molekiiller ile DNA arasindaki etkilesimi
arastirmak i¢in yararli bir tekniktir [65, 75, 76]. Bu nedenle, UV-Vis absorpsiyon
spektrofotometrisini kullanarak LNEO™mun molekiil olarak DNA ile etkilesim
potansiyelini arastirdik. Calismada LNEOmun DNA ile etkilesiminde CT-DNA
kullanildi. LNEO'nun CT-DNA varliginda ve yoklugunda absorpsiyon spektrumlari
Sekil 6.8’de verildi. LNEO'nun 201 nm dalga boyunda ve 6 nm batokromik (kirmiz1)
kaymada %93,80 hipokromik etki sergiledigi bulundu.
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Sekil 6.8 : Artan miktarlarda CT-DNA varliginda ve CT-DNA yoklugunda (siyah
tepe) LNEO'nun absorpsiyon spektrumlari.

6.14 LNEO ve LNEO-PLGA NP’lerin Sitotoksisitenin Degerlendirilme Sonucu

LNEO ve LNEO-PLGA NP’lerin hiicre canliligina etkisi kiyasli bir sekilde MTT testi
kullanilarak belirlenmistir. Analiz i¢in LNEO ve LNEO-PLGA NP’lerin 0,0625 ila 1,5
mg/mL arasinda degisen alt1 farkli konsantrasyonu kullanilmistir. Orneklerin 24 saat
boyunca HaCaT hiicreleri iizerindeki hiicre canliligina etkileri degerlendirilmistir
(Sekil 6.9). 24 saatlik uygulama sonrasinda LNEO-PLGA NP’lerin serbest ucucu
yagin LNEO’ nun tiim konsantrasyonlarinda ugucu yaga kiyasla ¢cok daha iyi bir hiicre
canliligr sergiledigi belirlenmistir. Bununla birlikte serbest LNEO’nun artan
konsantrasyonlarinda 6nemli Olglide hiicre canlilifini azalttifi tespit edilmistir

(p<0.05).
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Sekil 6.9 : LNEO-PLGA NP’lerin serbest LNEO ile kiyasli hiicre canlilig1 grafigi.

* isareti kontrol ile uygulama gruplari arasindaki farkin p<0.05 diizeyinde anlamli oldugunu gosterir.

Tablo 6.10 : LNEO-PLGA NP’lerin serbest LNEO ile kiyasli hiicre canliligi.

Uygulama Konsantrasyonlar (mg/mL) % Hiicre Canliligi=SE

0 100 + 0,81
0,0625 87,72+0,41*
0,125 69,08+1,21%*
0,25 60,95+1,15%*

LNEO 0,5 17,81£0,74*
1 14,59+0,40*
1,5 14,83+0,30%*
0 100 +0,27
0,0625 98,78+1,42
0,125 95,10+0,50
0,25 85,19+0,91*

LNEO-PLGA NP 0.5 81.87+0.24*
1 74,22+1,17*
1,5 64,17+0,43*

*Kontrol gruplari ile uygulama gruplari arasindaki hiicre canliligi yiizdesi farki p<0,05 diizeyinde
anlamlidir (Tukey testi).

Ucucu yagin PLGA ile enkapsiile edilmesi, lipofilik ilacin dagilimimi ve stabilitesini
tyilestirerek kademeli olarak kontrol edilen bir salima ve buna bagli olarak diisiik bir
sitotoksisiteye neden olabilecegi literatiirde rapor edilmistir [77]. Benzer sekilde timol
iceren PLGA nanopartikiilleri gelistirmis ve HaCaT hiicre hattinda MTT testiyle
sitotoksisitesini degerlendirilmistir [68]. Sonuglar enkapsiile edilen timoliin

sitotoksisitesini azalttigin1 gostermistir [78]. Thymus capitatus-karvakrol kemotipi
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ve Origanum vulgare-timol ve karvakrol kemotipinin ugucu yaglarini biyouyumlu
poli (e-kaprolakton) ile enkapsiile edilmis ve elde edilen iki nanokapsiil
formiilasyonunun HaCaT hiicreleri iizerindeki canliliga olan etkisi 0 — 2,08 mg/mL
konsantrasyon araliginda ucucu yaglar ile kiyasli bir sekilde MTT analiziyle
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, Thymus capitatus ve Origanum vulgare yikli
nanokapsiillerin ugucu yaglara kiyasla HaCaT hiicre hatt1 izerinde sitotoksik etkisinin
olmadig1r rapor edilmistir [79]. Zataria multiflora ugucu yag yiikli kitosan
nanopartikiillerinin hiicre canliligina olan etkisi MTT analizi ile degerlendirilmistir.
Ugucu yagin kitosan ile enkapsiile edilmesinin sitotoksisiteyi azalttig1 rapor edilmistir
[79].

Literatiirde ucgucu yaglarin  kullamildigi  nanopartikiill dozaj formundaki
formiilasyonlarin kontrollii salim o6zellikleri nedeniyle sitotoksisiteyi azaltarak
biyouyumluluklarinin arttigin1 rapor eden pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Elde edilen
sonuglardan, bu tez ¢alismasinda topikal olarak uygulanmasi planlanan nanopartikiil
dozaj formundaki formiilasyonun Tablo 6.10°da goriildiigii lizere 0,5 mg/mL’lik
dozunun %81,87+0,24°liik canlilik degeri ile toksik olmayan en yiiksek doz seklinde
kullanilmast mimkiindiir. Ayn1 konsantrasyondaki serbest LNEO’nun ise kontrol
grubu ile kiyaslandiginda hiicre canliligint neredeyse tamamen azalttigi

gbzlenmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Lauraceae familyasinin Laurus cinsine ait bir tiir olan defne her daim yesil, hos kokusu
ile bilinen, 1liman iklimlerde yetisen bir tiirdiir. Yapraklar1 derimsi ve sert, ¢igekleri
yesilimsi sar1 renkte ufak demetler halinde, meyveleri siyahimsi mor renkte ve zeytine
benzeyen sekildedir.

Yapraklarinda hos kokulu ugucu yagi, vitamin C, vitamin A, folik asit, mineraller,
antosiyanin bilesikleri, apigenin ve luteolin gibi flavonoitler ve heterozitleri bulunur.
Meyvesinde ise seskiterpen bilesikleri ile antosiyanin bilesikleri ve sabit yag
bulunmaktadir.

Defnenin birgok alanda kullanimi bulunmaktadir. Ozellikle meyveleri yiiksek yag
orani nedeni ile sabun sanayisinde kullanilmaktadir. Bu sabun cilt hastaliklarinda ve
sa¢ dokiilmesi sorunlarina karst kullanilmakta, meyvelerinde elde edilen yag ise
haricen romatizma agrilarin1 dindirmek i¢in kullanilir. Defnenin en Onemli
tirtinlerinden biri ugucu yagidir, bu ugucu yag aromaterapide dnemli bir yere sahiptir.
Ucgucu yagin ana bileseni olan 1,8-cineole’lin koruyucu etkisi sayesinde defne gida
koruyucusu olarak da kullanilmaktadir. Yapraklari ise istah agici, karminatif, diiiretik,
diaforetik, emetik, aromatik stimulan, emenegog ve antiromatizmal etkilere sahiptir,
bunun yaninda halk arasinda ar1 ve yilan sokmalarinda goriilen zehirlenme vakalarinda
da kullanilir.

Defne lizerinde yapilan caligmalar, defnenin antioksidan, antiiilser, antikonviilsan, agr1
kesici ve enflamasyon giderici, antimutajenik, antibakteriyel, antifungal, bocek ve
parazit oldiirlicii, antidiyabetik, sitotoksik ve yara iyilestirici etkilerinin oldugunu
kanitlamistir. Bu ¢calismalar da gdstermistir ki defnenin ilag olma potansiyeli oldukca

yiiksektir.
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Defneden elde edilen preparatlar ise genel olarak haricen kullanilan preparatlardir.
Defnenin antiseptik, sa¢ dokiilmesini engelleme ve kepek giderme gibi etkileri sag
kozmetik preparatlar1 arasinda sik¢a kullanilmasma neden olmustur. Ozellikler
sampuanlar, sa¢ bakim yaglar1 ve sa¢ maskelerinin igeriginde defne bulunmaktadir.
Defnenin meyvelerinden elde edilen yag ve yapraklarindan elde edilen ugucu yag da
bir¢ok firma tarafindan halkin kullanimina sunulmustur. Yine veteriner hekimlikte
kullanilan merhemler igerisinde defnenin bulundugu da goriilmektedir.

Bu calismada Laurus nobilis bitkisinin yapraklarindan ve meyvelerinden elde edilen
12 farkli ekstrenin yani sira yaprak ugucu yagi, nanoformiile edilmis yaprak ugucu
yagl ve meyve yagmin cilt yaslanmasinda etkili oldugu bilinen enzimlere karsi
inhibisyon biyoaktivitesi incelenmistir. Kollajenaz enzimi inhibisyon deneyinde
referans madde olarak kullanilan EGCG 1 mg/ml konsatnrasyonda kollajenaz enzimi
aktivitesini %97,99 + 2,79 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir. Calisilan 14 6rnegin
tamaminin 10 mg/ml konsantrasyonda belli bir oranda kollajenaz enzimi inhibisyonu
gostermistir. En gii¢lii inhibitor aktiviteler ise sirasiyla %63,3 + 0,06 ile yaprak ugucu
yaginda, %62,16 + 3,12 ile nanokapsiile yaprak ucucu yaginda, %59,44 + 1,28 ile gar
yaginda ve 53,41 £+ 0,9 ile yaprak 1:5 etanol ekstresinde goriilmiistiir. Kollajenaz
inhibisyonu biyoaktivitesinin aksine, ¢alisilan Ornekler elastaz enzim inhibisyonu
bakimindan zayif etkinlik gostermiglerdir. 0,25 mg/ml konsantrasyonda referans
madde olan EGCG %95,45 + 0,85 inhibisyon gosterirken, 10 mg/ml konsantrasyonda
calisilan 6rneklerden sadece 4 tanesi belirgin bir inhibisyon gdstermistir. En yiiksek
inhibisyon %9,14 £ 0,91 ile yapraktan elde edilen ugucu yagda gizlenirken, %8,18 +
0,41 nanopartikiile yaprak ugucu yagi, 1:5 yaprak etanol ekstresi %6,02 + 0,15 ve
yaprak 1:5 %50 EtOH ekstresi %4,45 + 0,12 inhibisyon gostermistir. Hyaluronidaz
enzim inhibisyonu deneyinde de benzer sekilde bazi orneklerde biyoaktivite
gozlenmemistir. Referans madde olarak kullanilan tannik asit 1,1 mg/ml
konsantrasyonda %388,83 £ 1,5 inhibisyon gosterirken, ornekler arasinda en giiglii
inhibisyon aktivitesi %25,37 + 0,58 ile yaprak 1:5 Etanol ekstresinde gézlemlenmistir.
Yapraktan elde edilen ugucu yag %11,36 + 0,72 inhibisyon gosterirken, nanopartikiile
yaprak ugucu yagi %10.81 £ 0.65, yaprak 1:5 %50 EtOH ekstresi %10,84 + 0,29
inhibisyon gostermistir. Meyveden elde edilen ekstreler arasinda sadece meyve 1:5
etanol ekstresi %5,9 + 0,16 inhibisyon gosterirken diger meyve ekstreleri ve gar yagi

oOl¢iilebilir bir inhibisyon aktivitesi gdstermemistir.
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Laurus nobilis bitkisinden elde edilen 14 ayr1 6rnek, cilt yaglanmasi iizerinde etkili
oldugu bilinen 3 enzim iizerinde inhibisyon aktivitesi bakimindan incelenmistir.
Sonuglar yapraktan elde edilen 6rneklerin, meyveden elde edilen orneklere kiyasla
belirgin sekilde daha giiclii aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Tiim sonuglar
incelendiginde, yapraktan elde edilen 1:5 etanol ekstresinin ve yine yapraktan elde
edilen ugucu yagm, diger Orneklere kiyasla daha giicli inhibisyon aktivitesi
gosterdigini ortaya koymustur. Incelenen tiim 6rnekler arasinda defne yaprak ugucu
yag1 en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Bu sebeple defne yaprak ugucu yagi igeren
nanopartikiiller gelistirilmistir. Nanopartikiillerin ugucu yag ile benzer aktiviteler
gosterdigi yapilan testler sonucunda ortaya konmustur. Ugucu yag ve ugucu yag igeren
nanopartikiiller GC-HS-MS analizine tabi tutuldugunda, ugucu yagdaki major
bilesenlerin nanopartikiillere yiiklendigi gézlemlenmistir. Bu da benzer biyoaktivite

gostermelerini aciklamaktadir.

Bu sonuglar yaprak 1:5 etanol ekstresi, yaprak ucucu yagi ve nanoformiile edilmis
yaprak ugucu yaginin kozmetik formiilasyonlarda kullanilma ve ekonomik bir deger
ihtiva etme potansiyelini ortaya koymustur.

Kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel kanser tedavi yontemlerinin
kardiyotoksisite, miyelosiipresyon, hepatotoksisite ve ndrotoksisite gibi ¢ok ¢esitli yan
etkileri vardir [80-82]. Modern tibbin ¢abalari, bu tedavilerin etkinligini artirmak ve
sistemik yan etkilerini en aza indirmek icin ila¢g dagitim sistemlerinin (DDS'ler)
gelistirilmesine yoneliktir. DDS'ler i¢in doniim noktasi, ticari olarak temin edilebilen
ilk DDS olan Doxil®'in kullanilmasidir. Doksorubisin (DOX) sagliklt hiicrelere toksik
ozelliginden dolayr maskelenmelidir. Ek olarak DOX'un terapétik etkisi kapsiilleme
yoluyla arttirilabilir. DOX igeren bir lipozomal kabuk olan Doxil®, yan etkileri en aza
indirir ve tedavinin etkinligini arttirir [83]. Doxil®'e ek olarak Abraxane® [84] ve
Onivyde® [85] ticari olarak kullanilan antikanser ilaglaridir. Cesitli yapilara sahip
nanopartikiiller, 6zellikle polimerik olanlar, bu tiir DDS'lerin olusturulmast i¢in en
umut verici platformdur [86, 87]. PLGA polimeri, nanopartikiillerin gelistirilmesinde
en yaygin kullanilan polimerlerden biridir [25, 39, 88-90] Defne ugucu yagi
antimikrobiyal, antioksidan [91, 92] diiiretik [93] olarak ve romatizmal agrilarin
giderilmesinde [94] kullanilmistir. Ayrica defne yapragi ucucu yagi parfiim ve sabun
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [95, 96]. Ancak literatiirde antikanser

aktivitelerine iliskin ¢alisma bulunmamaktadir.
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Bu calismada kozmetik formiilasyonlara yonelik defne yaprak ugucu yagi yiiklii
PLGA nanopartikiilleri gelistirilmis olup, DLS analiz sonuglar1 gelistirilen
nanopartikiillerin ortalama damlacik boyutunun 211,4 = 4,031 nm, PdI degerinin 0,068
+ 0,016 (Sekil 6.8.2a) ve zeta potansiyelinin -7,87 = 1,15 mV (Sekil 6.8.2b) oldugunu
gostermistir. Maksimenko ve arkadaslart PLGA nanopartikiillerin  parcacik
boyutlarinin 102 ile 253 nm arasinda degistigini ve zeta potansiyelinin -10,1 mV ile -
11,1 mV arasinda degistigini bildirmistir [97]. Pereira ve ark. PLGA
nanoparcaciklarini sentezlediler ve ortalama pargacik boyutunun 202,5 = 50,8 nm ve
PdI'nin 0,37 + 0,04 oldugunu buldular [98]. Cymbopogon citratus ugucu yagi yuklii
PLGA calismasinda ortalama parcacik boyutu, PdI ve zeta potansiyeli sirasiyla 277
nm, 0,18 ve -16mV olarak bulunmustur [64]. Karanfil tomurcugu ugucu yag: yiikli
nanopartikiil calismasinda ortalama pargacik boyutunun 204 + 41.3 ile 356 £ 54.9 nm
edilmistir [99].PLGA ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise ortalama parcacik
boyutunun 226,9 nm, PdI degerinin 0,004, zeta degerinin ise -7,41 mV oldugu rapor
edilmistir [100]. Calismamizda elde edilen ortalama pargacik boyutu, Pdl ve zeta
potansiyeli degerleri daha once yapilan ¢alismalarla uyumludur.

Daha sonra gelistirilen nanopartikiillerin kapsiilleme verimliligi ve yiikleme kapasitesi
hesaplandi. Sentezlenen nanopartikiillerin kapsiilleme verimliligi ve yiikleme
kapasitesi, etkili nanoformiilasyonun gelistirilmesi i¢in stratejik parametrelerdir [101].
Kapsiilleme verimliligi Denklem (1) kullanilarak %59,25 olarak hesaplandi. Anethole
ve karvon yiikli PLGA nanopartikiilleri ile yapilan bir c¢alismada kapsiilleme
verimliliginin %2,12 + 0,098 ila %87,31 + %5,84 arasinda degistigi bulunmustur
[102]. PLGA ile ilgili baska bir calismada kapsiilleme verimliligi %50 olarak
hesaplanmistir [103]. Bergamot ugucu yag: ile yapilan bir ¢alismada kapsiilleme
veriminin %28 ile %84 arasinda oldugu bulunmustur [104]. Calismamizda elde
ettigimiz ylizde degeri literatiirde elde edilen degerlerle tutarlidir [105]. LNEO yiiklii
PLGA nanopartikiillerinin yiikleme verimliligi Denklem (2) kullanilarak %25,65
olarak hesaplandi. Karvakrol yiiklii PLGA nanopartikiilleri ile yapilan bir ¢alismada
kapstilleme verimliligi ve yiikleme kapasitesi sirasiyla %26 ve %21 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar bizim sonug¢larimizdan daha diisiiktiir [106]. Fonte ve
arkadaslarinin ¢alismasiyla karsilagtirildiginda kapsiilleme verimliliginin daha diisiik,

yiikleme kapasitesinin ise daha yiiksek oldugu tespit edildi [107].
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PLGA nanopartikiillerinden LNEO'nun in vitro salim profili, iki fazli bir salim modeli
gosterdi. Baslangictaki hizli salinim, aktif bilesigin nanopartikiillerin yiizeyine yakin
bir yerde hizli salinmasi ile agiklanabilir [108, 109]. Bununla birlikte, 72 saatlik siirekli
salinim, PLGA nanopartikiillerinin ¢ekirdeginde hapsolmus LNEO'nun dogasiyla
iligkili olabilir [110]. Genel olarak PLGA bozunmasi yavastir. Bu nedenle aktif bilesik
salinimi1 ayn1 zamanda difiizyon sabiti, PLGA sigsmesi ve yiizey PLGA erozyonu ile de
iliskilidir [109].

Spektral etkilerde, molekiil ¢iftlerinin bos ©* yoriingesi, DNA baz c¢iftlerinin ©*
yorilingesi ile esleserek enerji azalmasina ve n-n* gegis enerjisinde azalmaya neden
olur. Bu, molekiiler DNA etkilesimindeki emilimin kirmiziya kaymasiyla tespit edilir.
Ayni zamanda gegis olasiligini azaltmak i¢in bog n* yoriingesi kismen elektronlarla
doldurulur ve bu da hipokromizme neden olur [111-114]. Hipokromik etki ve
kirmiziya kayma, molekiiliin interkalasyon modunda DNA'ya baglanmasinin tipik bir
ornegidir [115]. DNA, molekiillerin birincil farmakolojik hedefidir. Bu nedenle
gelistirilen nanopartikiilin DNA arasindaki etkilesimlerinin belirlenmesi oldukca
onemlidir. Bu nedenle bu ¢alismada LNEO'™un DNA ile etkilesimini degerlendirerek
kozmetikte topikal olarak uygulanacak NP-LNEO’nun optimum konsantrasyonu
belirlenmistir. UV-Vis spektrum sonuglari, LNEO'nun CT-DNA ile etkilesiminin 6
nm'lik bir batokromik (kirmizi) kayma ve %93,80'lik bir hipokromizm ile
sonuglandigin1 gosterdi. Literatiirde ugucu yaglarin kullanildigr nanopartikiil dozaj
formundaki formiilasyonlarin kontrollii salim o6zellikleri nedeniyle sitotoksisiteyi
azaltarak biyouyumluluklarinin arttigini rapor eden pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu tez
calismasinda kozmetik formiilasyonlara yonelik defne yaprak ugucu yagi yiiklii PLGA
nanopartikiilleri gelistirilmis olup, topikal olarak uygulanmasi planlanan nanopartikiil
dozaj formundaki formiilasyonun (LNEO-PLGA NP) 0,5 mg/mL’lik dozunun
%81,87+£0,24°1iik canlilik degeri ile toksik olmayan en yliksek doz seklinde
kullanilmast miimkiin oldugu tespit edilmistir. Aym1 konsantrasyondaki serbest
LNEO’nun ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre canliligini1 neredeyse tamamen
azalttig1 gézlenmektedir.

Tirkiye kendi ilag molekiiliinii ve kozmetik etkin hammaddeleri iiretme gibi ¢esitli
amaclarla saglik sektoriindeki payini arttirma ve yerlilesme hedefi ile ekonomisini
diizeltme hayali kurmaktadir. Tabi ki bunlar giizel hedefler olmakla birlikte {ilkece
elimizde kullanabilecegimiz daha degerli olanaklar bulunmaktadir. Tezimin de konusu

olan defne iilkemizde genisge yetisme ortami bulmus ve bu nedenledir ki diinyadaki

70



defne ihtiyacinin %95°1 iilkemiz tarafindan saglanmaktadir. Cok acidir ki yapilan
preparatlara bakildiginda tilkemiz defne ihracatindaki basarisini gosterememistir.
Alinan patentlere bakildiginda ise iilkemizin bir tane bile patenti olmadigi
gorilmektedir, bu da gostermektedir ki elimizde bulunan degeri kullanamamis, adeta
varlik i¢inde yokluk ¢ekmisiz. Yine preparatlara bakildiginda, yabanci iilkeler defneyi
bir¢ok alanda kullanirken biz sadece sabit yag ve ucucu yagini elde etmis, kisacasi
diger tlkeler bizim kendi bitkimizi bizden iyi kullanirken ve bunlarin patentini alip
bizim elimizi kolumuzu baglarken biz milletge uyumusuz. Gegmisi degistiremeyiz
ama gelecege katkida bulunabiliriz. Bu ¢alismam umuyorum ki basta ben olmak iizere,

bu alanla ilgilenen tiim kisilere yardimci olur.
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