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OZET

SALVIA OFFICINALIS L. (TIBBI ADACAYI)'IN FARMASOTIK BOTANIK
OZELLIKLERI VE HIZLI UST CENE GENISLETMESINDE YENI KEMIK YAPIMI
UZERINE ETKISININ IN VIO OLARAK INCELENMESI

Uzm. Dr. Emre KAYALAR

Farmasotik Botanik Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Danisman: Dog. Dr. Sevim KUCUK

Salvia officinalis L. (SO, Tibbi adagay1) geleneksel tipta kardiovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde yaygin sekilde kullanilan ve igerigindeki fenolik asitler
sayesinde c¢cok iyi antioksidan 0&zellikleri oldugu bilinen bir bitki tiiriidiir. Bazi
caligmalar Salvia tiirlerinin  kemik yapimini hizlandirmada O6nemli bir rol
oynayabilecegini bildirmistir. Bu ¢alismanin amaci sistemik S. officinalis ekstresinin
sicanlarda hizli premaksilla genigletmesinde yeni kemik olusumuna etkisinin
histomorfometrik olarak incelenmesidir.

On dort adet erkek Sprague Dawley sigan raslantisal olarak iki gruba ayrilmistir:
yalnizca genigletme (YG; n=7) ve genisletme art1 S. officinalis (SO; n=7. Premaksiller
suturanin genisletilmesi amaciyla, biitiin siganlarin st kesici dislerine birer agici
zemberek yagistirilmistir. 5 giinliik genisletme siireci sonrasinda 12 giinliik pekistirme
siireci gerceklesmistir. 17 giinliik boyunca, SO grubundaki sicanlara oro-gastrik tiip
yoluyla sistemik olarak 20 mg SO/kg/giin verilmistir. On yedi gilinlik deney siireci
sonunda sicanlar sakrifiye edilmistir. Sonrasinda premaksilla disseke edilmis ve
histomorfometrik inceleme yapilmaistir.

SO grubunda yeni kemik yapimi alanlarinda, inflamatuar hiicrelerin
yogunlugunda, osteoklast ve osteoblast sayilarinda meydana gelen artiglar kontrol
grubuna gore anlamlidir. S. officinalis ekstresi genisletilmis ortra palatal suturada
genigletme ve pekistirme siirecinde yeni kemik rejenerasyonunu stiimimiile edebilecek
ozelliktedir. Bu ¢alisma S. officinalis ekstresinin RME’de yeni kemik yapimina etkisini
inceleyen ilk ¢alisma olmasiyla 6zgiindiir.

Anahtar Kelimeler: Kemik yapimi, Hizli iist ¢ene genisletmesi, Salvia officinalis,

Tibbi adagay1



ABSTRACT

PHARMACEUTICAL BOTANICAL CHARACTERISTICS OF SALVIA
OFFICINALIS L. (SAGE) AND IN-VIVO INVESTIGATION OF THE EFFECT OF
SAGE ON NEW BONE FORMATION IN RAPID MAXILLARY EXPANSION

Dr. Emre KAYALAR

Department of Pharmaceutical Botany
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sevim KUCUK

Salvia officinalis L. (sage) is a common traditional medicine widely used for the
treatment of cardiovascular and cerebrovascular diseases, and its well-known
antioxidant properties are attributed mainly to the presence of phenolic acids. Several
studies have shown that the Salvia species may play an important role in accelerating
bone remodeling. The aim of this thesis to histomorphometric evaluation of the effects
of S. officinalis extract on new bone formation in the rapid premaksillary expansion.

Four-teen male Sprague Dawley rats were randomly divided into two groups:
expansion only (EO; n=7), and expansion plus S. officinalis (SO; n=7). An open-loop
spring was bonded to maxillary incisors of each animal to expand the premaxillary
suture. After a 5-day expansion period, there was a consolidation period of 12 days.
Rats in the SO group 20 mg SO/kg/day were systemically administered per day via the
orogastric route, for 17 days. Rats were sacrificed at the end of the 17 days
experimentation period. Then, the premaxillas were dissected and histomorphometric
examination was performed.

S. officinalis leaf extract can stimulate bone regeneration in the expanded
midpalatal suture during expansion. There were increases in newly formed bone area,
intensity of inflammatory cells, number of osteoblasts and osteoclasts in study group
comparing control group. To the best of our knowledge, this study is the first to report

the positive effects S. officinalis extract intake with these parameters.

Keywords: Bone formation, Rapid maxillary expansion, Salvia officinalis, Sage
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1. GIRIS VE AMAC

Ust ¢ene darligi cocuklarda, ergenlik dénemindeki bireylerde ve eriskinlerde
yaygin goriilen bir durumdur. Bu malokliizyonlarin diizeltilmesinde rutin tedavi
prosediirii orta palatal suturanin genisletilmesidir. Bu teknikte giiclii ortopedik kuvvetler
uygulanarak orta palatal suturanin agilmasi yoluyla dar olan iist ¢ene genisletilmis olur.
Pekistirme asamasinda ise orta palatal suturada kemik remodeling’i gergeklesir (Bishara

ve Staley, 1987; Kayalar vd., 2016).

Ancak hizl1 iist ¢ene genisletmesinden sonra niiks meydana gelmesi kaginilmazdir
(Krebs, 1964; Salgueiro vd., 2015). Niiksiin sebebi net olarak anlasilmamis olsa da
aragtirmacilar, genigletme sonrasinda orta palatal suturadaki yeni kemik yapiminin
hizinin ve Kkalitesinin genigletme sonrasinda meydana gelen niiksii etkiledigini
bildirmistir (Uysal, Amasyali, vd., 2011; Uysal, Gorgulu, vd., 2011; Kara, Altan, vd.,
2012; Kara, Erciyas, vd., 2012; Altan vd., 2013; Ekizer vd., 2013; Jiang vd., 2013).
Genisleyen sturada yeni kemik yapiminin hizlandirilmasi amaciyla yeni materyaller ve
yontemler denenmektedir. Bu c¢alismalarin bazilarinda antioksidanlarin osteoblastik
aktiviteyi arttirarak kemik metabolizmasin1 olumlu etkiledigi bulunmustur (Uysal,
Amasyali, vd., 2011; Uysal, Gorgulu, vd., 2011; Kara, Altan, vd., 2012; Kara, Erciyas,
vd., 2012; Ozturk vd., 2012; Altan vd., 2013; Halicioglu vd., 2015).

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasindan ¢ok yillik bir bitki olan tibbi
adacayimnin (Salvia officinalis L.) kokeni Akdeniz Bolgesi ve kiyist olan Avrupa
iilkeleridir (Baytop, 1999). Tibbi adacayr antioksidan 6zelligi yiliksek bulunmus bir
bitkidir. (Sun vd., 2009; Gong vd., 2015). Kalp damar hastaliklarinda yaygin bir sekilde
kullanim1 olup karaciger, bobrekler ve akcigerler iizerine giiclii koruyucu etkileri
bulunmaktadir (Reignier vd., 1997; Hoffmann vd., 2002; Chen vd., 2003; Bando vd.,
2004; Xing vd., 2005; Zhou vd., 2005; Chen ve Wang, 2006; Wang vd., 2006; Wu vd.,
2007). Ayrica geleneksel tipta yara ve kirik travmalarinda yaygin olarak kullanilan
etkili bir bitkidir. Yapilan ¢aligmalar adagayinin kemik metabolizmasinda 6nemli bir
gorev alabilecegini bildirmistir (Zhang, 1984; Shi vd., 2000; Muhlbauer vd., 2003;
Putnam vd., 2007). Bu ¢alismalarin 1s18inda adagayinin hizli iist ¢ene genisletilmesinde

pekistirme asamasinda yeni kemik yapimini da destekleyebilecegi diistiniilmiistiir.



1.1. Arastirma Sorusu

Ust ¢ene genisletilmesinden sonra amaca yénelik farkli materyaller ve
yontemlerin kullanilmasiyla yeni kemik formasyonunun arttirmak ve hizlandirmak
amaciyla yapilan hayvan deneyleri sayist son yillarda artmistir. (Uysal, Amasyali, vd.,
2011; Uysal, Gorgulu, vd., 2011; Kara, Altan, vd., 2012; Kara, Erciyas, vd., 2012;
Ozturk vd., 2012; Altan vd., 2013; Halicioglu vd., 2015). Literatiirde kemik
metabolizmasina pozitif etkileri oldugu bildirilen, geleneksel tipta yaygin kullanim
olan S. officinalis ekstresinin hizli iist ¢gene genisletmesi islemi sonrasinda yeni kemik
yapimini hizlandiracagi diistiniilmiistiir (Muhlbauer vd., 2003; Putnam vd., 2007; Cui
vd., 2012; He ve Shen, 2014).

Bu tez calismasinda “S. officinalis ekstresi sicanlarda hizli {ist cene genisletmesi
tedavisinde yeni kemik yapimim1 hizlandirarak iyilesme hizim1 ve kalitesini

arttirmaktadir” sifir hipotezi sorgulanmaigtir.

1.2. Amacg

Bu deneysel calismanin amaci tibbi adagayinin (S. officinalis) genisletilmis
premaksiller suturada yeni kemik yapimina olan etkisinin sigan modeli {iizerine
arastirilmasidir. Bu ¢alisma S. officinalis ekstesinin kemik yapimina etkisini inceleyen

ilk ¢aligmadir.

1.3. Hedefler

-S. officinalis’in toplanmasi, kurutulmasi, yaprak ve kok ekstresinin antioksidan

aktivitelerinin belirlenmesi.

-S. officinalis ekstresinin genisletilmis premaksiller suturada yeni kemik yapimina
olan etkisinin sigan modeli lizerine arastirilmasi. Bu amagla genisletilmis premaksiller
suturada osteoblast, osteoklast ve kapiller sayist ve yeni kemik formasyonunun

yogunlugunun histomorfometrik olarak belirlenmesi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Salvia officinalis L. (T1bbi Adacay1)

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasindan ¢ok yillik bir bitki olan tibbi
adacayinin kokeni Akdeniz Bolgesi ve kiyisi olan Avrupa iilkeleridir. Ulkemizde dogal
yayilist olmamakla birlikte cesitli bolgelerimizde kiiltiirii yapilmaktadir. Yabanci
dollenen bitki 60-100 cm’ye kadar boylanabilir. Yapraklari gri-yesil renkli, oval
yumurta seklinde olup, uzunlugu 10 cm’ye kadar ¢ikabilir, iizeri yogun tiiylerle kaphdir.
Cigekleri iki dudakli ¢ogunlukla acik viyole olmakla birlikte beyaz ve pembe ¢igeklere
de rastlanir. Cicekler 4-8’1i gruplar halinde gevsek salkim veya bagsak seklinde sap
ucunda yer almaktadirlar (Gorsel 2.1). Tohumlar1 yuvarlak kahverengi, bin tane
agirliklar1 ortalama 3,6-10,6 g olmakla birlikte, iilkemizdekiler ortalama 8 g kadardir
(Bahtiyarca Bagdat, 2006).

Gorsel 2.1. S. officinalis genel goriiniis (Foto: Emre Kayalar )



Tam bir tibbi adagay1 yapraginin (S. officinalis) laminasi yaklasik 2 cm’den 10
cm’ye degisen uzunlukta ve 1 cm’den 2 cm’ye degisen genislikte, oblong-ovat, eliptik
sekillidir. Kenarlar1 ince bir sekilde krenattan diize degisen sekildedir. Tepesi subakut
veya yuvarlak ve tabam kordat veya tabami yaprak sapinda daralan yuvarlaktir. Ust
ylizey yesilimsi-gri ve ince taneciklidir; alt yilizey beyaz ve kisa yumusak tiiylii ve ince
damarlarin meydana getirdigi sik bir ag gorilir (Tirk Farmakopesi II [Avrupa

Farmakopesi Adaptasyonu], 2016).
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Sekil 2.1. S. officinalis yapragi toz edilmis bitkisel drogu tamima ¢izimi (Tiirk

Farmakopesi Il [Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu], 2016)

Mikroskopik olarak incelendiginde toz acgik griden kahverengi-yesile degisen
renktedir. Mikroskopta klorat hidrat ¢ozeltisi R kullanilarak incelendiginde toz
asagidaki karakteristik elementleri gosterir (Sekil 2.1.): dar boyuna uzamis, tabandaki

hiicreler ¢ok kalin ¢eperleri biitiin [Bc] veya parcalanmis izole halde [C, G, H] veya



epidermaya bagli ¢cok sayida eklemli, egri Ortii tiiyleri (enine kesi [Ab]), yiizeyden
goriinlis [Be]); sap1 tek hiicreli bas1 8-12 hiicreden olusan ve ortak bir kutikula ile
cevirili olan laminaceae tipi salgi tiiyleri izole halde (yandan goriiniis [D]) veya
epiderma iizerinde (yiizeyden goriiniis [Fa]); sap1 ¢ok hiicreli [Fb] ya da tek hiicreli
[Aa, Bd] ve bas1 cok hiicreli genellikle epidermaya bagl kiiciik salgt tiiyleri; daha nadir
olarak sap1 tek hiicreli [Ec] ve basi iki hiicreli [Eb, Ed] salg: tliyleri (yiizeyden goriiniis
[Eb, Ec], yandan goriiniis [Ed]); cukurlu kismen ¢ok koseli hiicreli [Ea], ortii ve salgi
tiylii bazen bir ya da iki tabakali palizat parenkimasinin [Ac, Ee] eslik ettigi {ist
epiderma parcalar1 (ylizeyden goriiniis [E], enine kesi [A]); bazen diastik stoma [Bb]
bulunabilir; korfezli hiicreli [Ba] ve c¢ok sayida diastik stoma tasiyan alt epiderma

parcalar1[B, F] (Tiirk Farmakopesi I [Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu], 2016).

2.1.1. §. officinalis L.’in Farmakopelerdeki yeri

Cesitli farmakopelerde S. officinalis L.’in kurutulmus yapraklarinin “S.
officinalis folium, Tibbi Adacayr Yapragi, Sage Leaf’ adi ile kayith oldugu
goriilmektedir.  Tirk  Farmakopesi-I Monograflar  (Avrupa Farmakopesi
Adaptasyonu)’in 2016 baskisinda tibbi adagayr yapraginin ugucu yag igeriginden
bahsedilmektedir. S. officinalis L.’in tim ya da par¢alanmis kurutulmus yapraklari,
biitiin (tim) drog i¢in (susuz drog) en az 12 mL/kg; parcalanmig drog icin (susuz
drog) ise en az 10 mL/kg ugucu yag igermektedir (Tiirk Farmakopesi II [Avrupa
Farmakopesi Adaptasyonu], 2016).

2.1.2. 8. officinalis L.in Kullanim Alanlari

Salvia L. tiirlerinin herba veya ¢igek durumlar1 cay ve halk ilaci olarak eskiden
beri kullanilmaktadir (Baytop, 1999; Dirmenci vd., 2007). Salvia L. (Adagay1) cinsi 99
tiir ile temsil edilmektedir. (Celep ve Kahraman, 2012). Ulkemizde Salvia sp. halk
arasinda genellikle “Ada c¢ayi, Bosapli, Esekotu, Pamuklu, Salba” isimleri ile
bilinmekte, herba veya c¢icek durumlart ¢ay ve halk ilact olarak eskiden beri

kullanilmaktadir. (Dirmenci vd., 2007).

S. officinalis baharat, aromatik, peyzaj, kozmetik, bitkisel boya ve gida sanayinde

dogal koruyucu amaglarla kullanimi vardir. Tibbi adagay1r ayni zamanda kuvvetli bir



antibakteriyal olmakla birlikte dogal koruyucu olarak et, tavukculuk, baliklarin raf
Omiirlerinin uzatilmasi amaciyla antioksidan olarak kullanilmaktadir. Adagay1 ve
biberiyeden hazirlanan diger bir antioksidanin soya yag1 ve patates cipsinin raf dmriinii
yiikselttigi bildirilmektedir (Baytop, 1999; Bahtiyarca Bagdat, 2006). Tibbi amach
kullanimlar1 da oldukca fazla olup, infiizyonu bogaz agrilarinda, agiz iilserleri,
bademcik iltihaplarinda ve diseti hastaliklarinda gargara terkiplerinde yer almaktadirlar
(Beheshti-Rouy vd., 2015). Asir1 ve ¢ok uzun siireli kullaniminin toksik etki
yapabilecegi diisiiniilmektedir. Giiniimiizde daha ¢ok tonik olarak kuvvet verici, gaz
sOktiiriicli, antiseptik (bogaz ve burun hastaliklarinda) ve uyarict etkisinden dolay1
dahilen ve haricen kullanilmaktadir. %]1-2.5 arasinda bulunan ugucu yaginin
bilesiminde %30-50 thujon, %15 sineol ve %10 borneol bulunmaktadir (Baytop, 1999;
Bahtiyarca Bagdat, 2006).

S. officinalis antioksidan Ozelliginin yiiksek oldugu kanitlanmis bir bitkidir
(Dauksas vd., 2001; Miura vd., 2002; Kontogianni vd., 2013a; Bakota vd., 2015). Kalp
damar hastaliklarinda yaygm bir sekilde kullanimi olup karaciger, bobrekler ve
akcigerler Tlzerine gili¢lii koruyucu etkileri bulunmaktadir (Reignier vd., 1997;
Hoffmann vd., 2002; Chen vd., 2003; Bando vd., 2004; Xing vd., 2005; Zhou vd., 2005;
Chen ve Wang, 2006; Wang vd., 2006; Wu vd., 2007). Ayrica geleneksel tipta yara ve
kirik travmalarinda yaygin olarak kullanilan etkili bir bitki olup metabolik kemik

hastaliklarinda da kullanildig bildirilmistir (Putnam vd., 2007).

2.2. Hizh Ust Cene Genisletmesi (RME; Rapid Maxillary Expansion)

Ust cenenin transversal (yatay) yondeki darligi kafa yiiz bolgesindeki iskeletsel
diizensizliklerin en yaygim olanlarindandir (McNamara, 2000). Ust ¢ene darhiginin
tedavisinde en fazla kullanilan tedavi yontemi Hizli Ust Cene Genisletmesidir (RME;
Rapid Maxillary Expansion) (Schuster vd., 2005). Ust cene baslangicta ¢ift tarafli
olarak gelisir ve gelisim sirasinda premaksilla ve damagi olusturan kemikler ve sutura
palatina mediada birlesir (Sekil 2.1). Damag1 olusturan kemiklerin fiziksel olarak
suturadan hizli bir sekilde ayrilmasiyla yapilan genigletmeye hizli iist gene genisletmesi
denir (Lamparski vd., 2003). Hizl1 iist ¢ene genisletmesiyle hedeflenen; diglere ve

alveoler kemigine ortodontik dis hareketi limitlerinin lizerinde kuvvetler uygulayarak,



ortopedik genigsleme gergeklestirmektir (Timms, 1980; Bishara ve Staley, 1987,
Lamparski vd., 2003).

Sekil 2.2. Ust cenenin gelisimi sirasinda orta palatal suturanin sematik goriiniimii

Hizli iist ¢ene genisletilmesi (RME), maksillay: iskeletsel olarak genigleten en
uygun ortodontik ve ortopedik prosediir olarak tanimlanir. Ust ¢ene darligi, yaklasik
2500 yi1l énce Hipokrat tarafindan tanimlanmistir (Timms, 1981). Ust ¢eneye ortopedik
kuvvetler uygulayarak, iskeletsel darligin diizeltilmesine yonelik ilk yaklasim ise Angell
tarafindan 1860 yilinda rapor edilmistir (Angell, 1860). Angell (1860), 14,5 yasindaki
bir kiz cocugunun tiist premolarlar1 arasina yerlestirdigi vida vasitasiyla iki hafta siireyle
genigletme yapmis ve ortalama %4 inch (0,64cm) genisletme elde etmistir. Midpalatal
suturanin ac¢ilmasi ile ark boyutunda artig saglayan bu yaklasim hem Amerika’da hem
de Avrupa’da birgok taraftar bulmustur. Ancak bu donemde bazi yazarlar geniglemenin
anatomik olarak imkansiz ve hatta tehlikeli oldugunu iddia etmislerdir (Coleman, 1865;
Quillen, 1890). Amerika’da donemin iinlii ortodontistlerinin ortopedik ekspansiyon
fikrine kayitsiz kalmasi, baglangigta RME’nin yayginlagsmasini engellemistir (Haas,
1965). O donemde radyografi ile dogrulanamadigi i¢in desteklenmeyen bu teknigin
giivenilirligi, Landsberg tarafindan 1908’de kanitlanmistir. Ancak yine de Amerika’da,
20. ylizyilin ortalarina kadar genis kabul gdérmemis ve uygulamaya gegmemistir.
Giliniimiizde RME, orta palatal suturanin distraksiyon osteogenezi olarak goriilmektedir

ve ortodonti kliniginde ¢ok sik uygulanan bir tedavi haline gelmistir (Timms, 1997).

RME yontemi ile 0,9-4,5 kg kuvvet uygulayan ¢esitli mekanikler kullanilarak
haftada 3 mm veya daha fazla miktarda genisletme saglanmaktadir. Hizli iist ¢ene

genigletmesiyle hedef, dislere ve alveoler yapilara ortodontik dis hareket limitlerini agsan



kuvvetler uygulayarak ortodontik dis hareketinin miktarini azaltmak ve ortopedik

hareket miktarini artirmaktir (Timms, 1980).

Ust ¢ene darhiginin tedavisinde, RME tedavisiyle 1 ile 4 hafta, genisletme
uygulanarak dar olan iist ¢ene normale getirilmeye calisilir. Elde edilen durumu
korumak ve niiksii engellemek icin RME sonrast 3-6 ay boyunca hareketli veya sabit
apareyler kullanilarak pekistirme yapilir. Bu siirecte genigletmeden sonra midpalatal
suturada reorganizasyon ve reossifikasyon yani yeni kemik yapimi gergeklesmektedir

(Bishara ve Staley, 1987).

2.3. RME Sonrasi Goriilen Niiksiin Azaltilmasina Yonelik Calismalar

RME iki fazda gerceklesir. Birinci faz, kuvvet uygulamasi ile birlikte orta palatal
suturanin ayrilmasi ile olusan aktif iist ¢ene genislemesi, ikinci faz ise orta palatal
suturanin kalsifikasyonu ve reorganizasyonu icin gegen pekistirme siirecidir. Ust gene
genisletmesi sonrasinda klinisyenlerin hedefi, niiksli azaltmak yani elde edilen durumun
geri donmesini engellemektir. RME sonrasi uzun siireli pekistirme yapilmadig: takdirde
erken donem geri donilis gozlenebilmektedir. (Bishara ve Staley, 1987; Petrick vd.,

2011).

RME sonrasindaki niikste, cevredeki anatomik yapilarin etkileri diisliniilmekle
beraber, en gii¢lii etkenlerin genisleyen sutura bolgesi kaynakli oldugu bilinmektedir.
Genisletmeye bagli niiks nedenleri olarak pekistirme siirecinde olusan aktif kemik
yapimminin yetersiz ve kalitesiz olmasi, iist ¢eneyi ¢evresindeki yapilara birlestiren
suturalarda biriken rezidiiel kuvvetler ve bu suturalarin deformasyona kars1 direnci, agiz
cevresi kas fonksiyonlarmin kalici olmamasi, iskeletsel yapilar1 saran yumusak dokular
ve bukkal kaslarda, palatal dokularda ve periodontal ligamentlerde olugan gerilimlerden
bahsedilmektedir (Zimring ve Isaacson, 1965; Timms, 1981; Saito ve Shimizu, 1997;
Lagravere vd., 2005).

Gerek dissel gerekse iskeletsel seviyedeki darliklarin giderilmesinde, tedavi
stiresini  kisaltmak, elde edilen durumun devamliligini saglamak ve meydana
gelebilecek niiksii engellemek hedeflenmektedir. Ust cene genisletmesi sonrasi bir
miktar niiks olusabilecegi bilinse de literatiirde olduk¢a farkli niiks oranlar1 rapor

edilmigtir (Haas, 1970; Haas, 1980; Mew, 1983; Koudstaal vd., 2009; Kayalar vd.,



2016). RME ile uygulanan tedavinin sonuglarinin kalici olabilmesi i¢in yeterli bir
pekistirme siiresine ihtiya¢ vardir. Arat vd. (2003) RME sonras1 orta palatal suturada
meydana gelen mineralizasyon degisimlerini bilgisayarli tomografi teknigi kullanarak
incelemis ve 3 aylik pekistirmeden sonra metabolik aktivitenin baslangi¢ diizeyine
ulagtigin1 ve 3 aylik pekistirmenin kemigin reorganizasyonu i¢in yeterli oldugunu
bildirmistir. Bishara ve Staley (1987), RME sonrasi suturanin 3 aylik bir siirede
radyolojik olarak normal goriintii verdigini, histolojik olarak ise ancak 6 ay sonunda
organize olup kalsifikasyonunu tamamladigin1 gostermistir. da Silva Filho vd. (2006),
yaslar1 5-10,5 arasinda degisen 17 ¢ocukta RME sonrasinda orta palatal suturanin
tamamen kemiklesmesinin 8-9 ay siirdliglinii aldig1 bilgisayarli tomografi kayitlari

iizerinde gostermistir.

RME’den sonra, genellikle en az 6 ay pekistirme tedavisi onerilmektedir. Aksi
takdirde digsel ve/veya iskeletsel niiks ile karsilagilabilmektedir. Bu siire igerisinde orta
palatal suturanin kalsifikasyonuna ve 1iist cenenin diger sutural baglantilarinin
stabilizasyonuna ve yeniden organizasyonuna izin verilmis olunur (da Silva Filho vd.,

2006).

Suturadaki kemik olusumunun 6nemi Onceden beri bilinmektedir. Haas (1961)
orta palatal suturanin agilmasiyla ark genisliginde elde edilen artisin kaliciliginin
suturadaki kemik defektinin yeni kemik ile tamiri sonucunda saglanabilecegini
bildirmistir. Son yillarda, iist c¢ene genisletmesi sonrasi suturadaki yeni kemik
formasyonunu ve kalitesini artirmaya ve boylece stabiliteyi korumaya yoOnelik
calismalara literatiirde siklikla rastlanmaktadir. Bu amagla bir¢cok yeni yontem ve yeni
ilag aragtirmast yapilmistir. Bunlardan bazilari, lazer stimiilasyonu yontemi,
doniistiiriicii biiytime faktorii (TGF), bazi vitaminler, lityum klorid, bifosfonatlar ve
antioksidanlardir (Sawada ve Shimizu, 1996; Saito ve Shimizu, 1997; Uysal vd., 2009;
Tang vd., 2011; Uysal, Amasyali, vd., 2011; Kara, Altan, vd., 2012; Kara, Erciyas, vd.,
2012; Ozturk vd., 2012; Aras vd., 2015).

Uysal vd. (2011) erkek Wistar siganlari (n=30) {izerinde yiirittiikleri
caligmalarinda C vitamininin genigletilmis premaksiller suturada kemik yapimina
etkisini incelemis, bu antioksidanin intramuskular enjeksiyonla sistemik uygulamasinin
kemik yapimii hizlandirdigini, ancak genislemis premaksillaya dogrudan lokal

enjeksiyonunun kemik yapimina olumsuz etkileri oldugunu bildirmistir.



Oztiirk vd. (2011) erkek Wistar siganlar1 (n=36) iizerinde yiiriittiikleri
caligmalarinda bifosfonatlarin genisletilmis suturada kemik yapimini destekledigini,

osteoblast sayisini arttirdigini, niiksii azalttigini gostermistir.

Altan vd. (2013) erkek Wistar sicanlar1 (n=24) iizerinde ylriittiikleri
histomorfometrik c¢alismalarinda, Propolis’in sistemik kullanimimin genigletilmis

suturada yeni kemik yapimini hizlandirdigini bulmustur.

2.4. S. officinalis ve RME

S. officinalis antioksidan Ozelliginin yiiksek oldugu kanitlanmis bir bitkidir
(Dauksas vd., 2001; Miura vd., 2002; Kontogianni vd., 2013a; Bakota vd., 2015).
Yapilan caligmalar, tibbi adagaymnin kemik metabolizmasinda Onemli bir gorev
alabilecegi konusunda yol gostermektedir (Zhang, 1984; Shi vd., 2000; Muhlbauer vd.,
2003; Putnam vd., 2007). Putnam vd. (2007), S. officinalis’in osteoklastik aktiviteyi
inhibe edip ve kemik mineral yogunlugunu arttirabilecegini savunmustur. Muhlbauer ve
ark. (2003) S. officinalis 'in ugucu yaglarinin ve monoterpenlerinin ovariektomi yapilmis
sicanlarda kemik rezorbsiyonunu inhibe ettigini bulmustur. Literatiirda S. officinalis’in
RME tedavisinin pekistirme asamasinda orta palatal suturada yeni kemik yapimina olan

etkisini inceleyen bir calismaya rastlanmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. S. officinalis’in Toplanmasi ve Ekstraksiyonu

S. officinalis bitkisi taze olarak, kiiltiiri yapilan Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma
Enstitiisi Miidiirligli, Eskisehir’den toplanmistir (Gorsel 2.1). Temin edilen bitki
“Flora of Turkey and the East Aegean Islands” ve “Flora Europaea” esas alinarak tayin

edilmistir (Davis, 1965-1985; 1988; Giiner vd., 2000).

Kaba toz haline getirilen bitkiler tartilip 500 ml’lik erlenlerde 10 kat1 miktardaki
%70’lik metanol ¢ozeltisi ile ekstre edilmistir. Ekstreler ¢calkalamali su banyosunda, oda
sicakliginda bekletilip, 24 saatte bir ¢oziicii degistirilerek siiziintiiler toplanmistir. islem
3 giin siiresince devam ettirilmistir, elde edilen ekstreler rotavaporda yogunlastirilarak
ve Anadolu Universitesi Bitki Ilag ve Arastirmalar Merkezi (AUBIBAM)’da liyofilize
edilmek {izere dondurulmustur. Liyofilizasyonla suyun uzaklastirilmasindan sonra,

ekstreler tartilarak verim hesabi1 yapilmstir.

3.2. Antioksidan Etkinin Arastirilmasi

3.2.1 Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenoller gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplanmistir (Singleton vd., 1999). 6 ml distile su igeren 10 mL
Olcekli kap icerisine 100 pl ornek ¢ozeltisi ve 500 pl Folin-Ciocalteu reaktifi ilave
edilmig 1 dakika sonra 1.5 mL %20’lik sulu Na,CO; ilave edilip 10 ml’ye su ile
tamamlanmistir. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karisimi kullanilip. 2 saat 25
°C’de inkiibe edildikten sonra absorbans 760 nm’de 6l¢iiliip ve gallik asit kalibrasyon
egrisi ile karsilagtirlmigtir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak

hesaplanip ve ii¢ paralel deney yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak verilmistir.

3.2.2. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe) radikalini siipiiriicii etki tayini

Orneklerin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi vd.’nin metoduna gore
yaptlmistir (Gyamfi vd., 1999). Tris-HC] tamponu (50 mM, pH 7.4) icerisinde
hazirlanmis 50 pL 6rnek ¢ozeltisi 450 uL Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) ve 1 mL
0.1 mM metanolde hazirlanmig 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil c¢ozeltisi (DPPH) ile
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karistirilmistir. Kontrol olarak 6rnek igermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontroller
(BHT, askorbik asit) kullanilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe
edildikten sonra absorbanslar 517 nm’de okunmus ve degerler 0.Ilmg/ml
konsantrasyondaki ekstrelerin % inhibisyonu seklinde verilmistir ve asagidaki formiile
gore hesaplanmigtir.

% inhibisyon = [(AbSkontol — AbSsmek) / AbSontror] X 100 (3.1)

3.2.3. B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Orneklerin antioksidan aktivitesi B-karoten soldurma deneyine gore yapilmasi
planlanmistir (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu vd., 1998). Kisaca, 1 ml B-karoten (0,2
mg/ml kloroform igerisinde) igerisinde linoleik asit (40 mg) ve Tween 20 (400 mg)
bulunan kap icerisine ilave edilmistir. Kloroform azot altinda yogunlastirilarak 50 ml
distile su ilave edilerek hizla ¢alkalanmistir. Kontrol, 6rnek ve standart konulmadan
ayni prosediir ile hazirlanmistir. Kontrol ve 6rneklerin sahitleri ise B-karotensiz olarak
hazirlanmistir. Tiim numunelerin 6rnekleri 470 nm’de spektrofotometrede olglimleri
yapilmistir. Sonra Ornekler termal otooksidasyon i¢in 50°C de 105 dakika su
banyosunda bekletilmistir. f-Karoten’in solma derecesi 15 dakikalik periyotlarla 6rnek
alinarak izlenmistir. Antioksidan aktivite sonucu ii¢ deneyin ortalamasi olarak
verilmistir (Oomah ve Mazza, 1996; Velioglu vd., 1998).. Hesaplamada formiil 1

kullantlmistir
AA% = [1-(Absg g 0rnek-Abs;os gk Ornek)/ (Abg gk kontrol-Abs;os 4 kontrol)] x 100

(3.2)

3.2.4. ABTS radikal siipiiriicii etki (TEAC)

Bu deney, antioksidan etkili Trolox (Vitamin E’nin suda ¢oziinen analogu) ile
orneklerin stabil ABTS radikalini siipiiriicii kapasitelerini karsilastirma esasina
dayanmaktadir. Mavimsi-yesil ABTS, son konsantrasyonlar1 2.5 mM sodyum persiilfat
ile 7 mM ABTS’in oda sicakliginda karanlikta ve kullanilmadan 12-16 saat once
reaksiyonu sonucu hazirlanmistir. Konsantre haldeki ABTS c¢ozeltisi, 734 nm’deki
absorbans degeri 0.7-0.8 olacak sekilde etanol ile seyreltilmistir. 10 pL. 6rnek (0,6; 0,3
ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarda) c¢ozeltisi 990 ul ABTS c¢ozeltisine ilave edilerek,
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Trolox standardi (son konsantrasyon 1-20 pM) ve ornek ¢ozeltileri ilave edildikten 1.
dk’dan itibaren 40 dakika boyunca kinetik 6l¢iim yapilarak absorbans degerlerindeki
diistis kaydedilecek ve absorbans degerleri UV/ spektrofotometre cihazi kullanilarak
yapilmistir. Trolox’un stok ¢ozeltisi etanolde ve 2.5 mM konsantrasyon olacak sekilde
hazirlanmistir. Trolox’un cesitli konsantrasyondaki c¢ozeltilerine kalibrasyon egrisi
olusturulmus ve Orneklerin ABTS radikal siipiiriicii etkileri Trolox’a esdeger olarak

hesaplanmistir (Papandreou vd., 2006).

3.2.5. LC -MS/MS Analizleri

LC-MS/MS analizleri Absciex 3200Q trap LC-MS/MS Q-Trap MS/MS
dedektoriine bagli Shimadzu 20A HPLC sistemi ile gergeklestirilmistir. Iyonlasma
negatif modda elektro sprey iyonlagsma (ESI) ile saglanmistir. Kromatografik ayrimlar
icin GL Science Intersil ODS 250 x 4.6 mm Sum kolon kullanilmigtir. Mobil faz olarak
A: metanol: su: formik asit [10:89:1 (h/h/h)] ve B: metanol: su: formik asit [89:10:1
(h/h/h)] kullanilmistir. B konsantrasyonu %10’dan baslayarak 40 dk sonunda %100
olacak sekilde dogrusal bir sekilde arttirilarak gradient akis programi uygulanmigtir.
Akis hiz1 0,7 ml/dk ve kolon sicakligi 40°C olarak ayarlanmistir. UV kromatogramlari
Shimadzu SPD M20A DAD dedektor kullanilarak kaydedilmistir. MS analizleri igin
100-1000 amu aralik taranmis ve kaydedilmistir. Parcalayici gaz olarak azot gazi

kullanilmis ve spektrumlar Analyst 1.6 yazilimi kullanilarak kaydedilmistir.

3.3. Hayvan Deneyi

Projenin hayvan deneyi asamas1 Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlart
Laboratuarinda gerceklestirilmistir (Gorsel 3.1). Calismamiz i¢in uygun nitelikleri
tastyan sicanlar ayni laboratuardan saglanmistir. Projenin uygulanabilmesi igin
Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan onay alinmistir

(Etik kurul onay no: 2016/110, Bkz. Ek 1).
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Gorsel 3.1. Hayvan deneyi laboratuar sartlar:

3.3.1. Power analizi

Calismada kullanilacak degiskenler dikkate alindiginda o=0,05 anlamlilik
diizeyinde ve Power = %80 olacak sekilde Power analizi yapildiginda her bir grupta en

az 7 denek olmasi gerektigi hesaplanmigtir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Calismada incelenen gruplar ve hayvan sayisi

Grup Ad1 Hayvan sayisi
Kontrol grubu (Yalnizca genisletme ve pekistirme yaplan grup) 7
SO grubu (Genisletme ve pekistirme sirasinda gastrik gavajla S. 7

officinalis ekstresi verilen grup)

Toplam 14

14



3.3.2. Deney hayvaninin kimligi
Tiir : Sprague Dawley
Soy/Irk : Rattus norvegicus
Cinsiyet : Erkek

Yas/Agirlik sinirt: 8-12 haftalik / 200+50 gram

3.3.3 Deney hayvanlan iizerinde gerceklestirilen islemler

Sicanlar toplu beslendikleri yerlerden rastgele alinarak ayri ayr1 kafeslere
yerlestirilmis ve iki grup olusturulmustur (Gorsel 3.2). Sicanlara laboratuvar sartlarinda
deney siliresince normal beslenmeleri dogrultusunda uygun oda 1sist kosullarinda yem

ve su diizenli olarak verilmistir.

A\ \‘ \ \
LIRS
AN

Gorsel 3.2. Deney hayvanlarimin gruplara gore rastgele ayrildigi kafesler
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Genel anestezi i¢in Xylazine (Rompun, Bayer, Istanbul) 3 mg/kg im. ve Ketamin

HCI (Ketasol; Richter Pharma, Austuria) 90 mg/kg im. ilaclar1 kullanilmistir (Gorsel

3.3).

Sadece Hayvan Salignda 8
Kullanilir-Enjeksiyonluk 3
(ozelti-Veteriner Anestezk

B
-

ey x
e B
| |
‘_g;“;‘hJ o.7sni50;:“ I
ece Hayvan  uyguanr DSTEERy
Sagliginda Kumnhr - 1/3 oranndi

T T W WO A P . -
peteeeetereeles

Gorsel 3.3. Genel anestezide kullanilan ilaglar

3.3.4. Apareylerin hazirlanmasi ve uygulamasi

Biitiin siganlarda midpalatal suturun ekspansiyonunu saglamak i¢in Storey, Stark
ve Sinclair’in kullandiklar1 ekspansiyon apareyi degistirilerek kullanilmistir (Gorsel 3.4)
(Storey, 1973a; Stark ve Sinclair, 1987). ilk olarak kesici disler iizerine separasyon diski
ile retansiyon oluklar1 agilmigtir (Gorsel 3.5). Aparey 0.014 inch'lik ortodontik telden
yapilmigtir. Heliksi "Tweed pensi"nin kalin ucu ile tek sarimda, serbest sonlanan kollar1
ise ayn1 pensin ince ucu ile sekillendirilmistir. Zemberegin heliksi 2 mm ¢apinda olup;
dis kollar arasindaki mesafe 14 mm ve kol ile heliks arasindaki mesafe 10 mm dir.
Aparey, heliksin i¢ kisimlar1 birbirine degdirildiginde 120 g kuvvet verecek sekilde,
kesici dislerin distallerine yerlestirildiginde ise 70 g olacak sekilde ayarlanmistir.
Aparey kesici diglerin distal yiizeylerine retansiyon oluklari acilip, apareyin kollarindaki
heliksler ligatiir teli ile adapte edilmistir. Daha sonra ligatiire edilen aparey ile dis
ylizeyi lizerine akigkan kompozit (3M Unitek) ile yapistirilmistir (Gorsel 3.6).

16



Gorsel 3.4. Calismamizda kullanilan ¢ene genisletme apareyi

Gorsel 3.5. Retansiyon oluklarinin hazirlanmasinda kullamilan separasyon diski
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Gorsel 3.6. Genisletme apareyinin agiz ici goviintiisti

Genisletme 5 giin siirmiistiir. Ust kesici disler arasinda 1,5 mm aralik olustugunda
midpalatal suturada genisleme saglandigi anlasilmistir (Gorsel 3.7) (Takahashi, 1990;
Altan vd., 2013). Genislemenin gerceklestigi okliizal radyofrafi ile kontrol edilmistir

(Gorsel 3.8). Bunun ardindan 12 giin pekistirme siireci beklenmistir.
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Gorsel 3.7. Genisleme gerceklestikten sonra agiz ici goriiniim

Gorsel 3.8. Genisleme dncesinde ve sonrasinda alinan okliizal radyografiler
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3.3.5. 8. officinalis ekstresinin kullanim sekli ve dozu

Birinci gruba S. officinalis 'ten elde edilen yaprak ekstresi orogastrik tiip ile 0,7
ml/giin dozunda 17 giin boyunca uygulanmistir (n=7) (Gorsel 3.9).

Gorsel 3.9. S. officinalis ekstresi ve hayvan deneyinde kullamlan orogastrik tiip

Ikinci grupta yalmzca genisletme ve pekistirme yapilmis baska bir islem
uygulanmamigtir. 17 giin sonunda si¢anlarin hepsi 200 mg/kg sodium pentobarbital

(Pentothal) ile sakrifiye edilmistir. Sicanlarin premaksillalar1 disekte edilmistir.

20



3.4. Histopatolojik ve Histomorfometrik inceleme

3.4.1 Isik mikroskopik preparasyon ve histopatolojik degerlendirme

Alman premaksilla doku 6rnekleri %10 nétral tamponlu formalin igerisinde fikse
edildi. Fiksasyon sonrasi dokular 10% EDTA (pH 7,4) dekalsifikasyon soliisyonuna
alinarak dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sonrast dokular distile su ile yikanip
yiikselen alkol serisi (%70, %90, %96 ve %100) ve ksilenden gegirilerek parafin
icerisine gomiilerek bloklandi (Gorsel 3.10). Hazirlanan bloklardan mikrotom ile 5 pm
kalinlikta kesitler pozitif sarjli lamlar {izerine alindi (Gorsel 3.11). Histolojik
degerlendirme ve histomorfometrik analizler i¢in Hematoksilin-Eosin (H&E) ile
boyandi. Boyanan kesitler Nikon DS-Filc (Tokyo, Japan) kamera atagmanli Nikon
Eclipse 15 (Tokyo, Japan) 1s1k mikroskobu ve NIS Elements siirlim 4.0 goriintii analiz
sistemi (Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan) ile incelenip goriintiilendi (Gorsel 3.12).
Tiim gruplara ait premaksillar kemik kesitlerinin genisletme bolgelerinde histopatolojik
inceleme ve rejenere olan bolgede ki kapiller sayimi, yeni olusan kemik alani dl¢timii
icin histomorfometrik incelemeler ve inflamatuar hiicre yogunlugu icin de semi-

kantitatif skorlama yapildi.

Gorsel 3.10. Parafin icerisine gomiilerek bloklanan premaksilla drnegi
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Gorsel 3.12. Hematoksilin-Eosin (H&E) ile boyanan, kamera isik mikroskobu ve goriintii analiz sistemi ile incelenen
kesit drnegi (ob: eski kemik, nb: rejenere olan yeni kemik trabekiilii, cp: kapiller, *: bag dokusu Bar:
500 um.)
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3.4.2. Immiinohistokiyasal degerlendirme

Pozitif sarjli lamlara alman 5 pum kalinlikta kesitler deparafinizasyon ve
rehidratasyon islemlerinden sonra %3’liik hidrojen peroksit ile inkiibe edilerek endojen
enzim blokajt yapildi. Cesme suyu ve distile su ile yikama yapildiktan sonra sitrat
tamponu ile mikrodalgada 200 W’ta 20 dakika bekletilerek antijen geri kazanim
yapildi. PBS ile yikamadan sonra %2’lik sigir serum alblimin ile 20 dakika inkiibe
edilerek bloklandi. Bloklamadan hemen sonra Osteblast igaretleyicisi olan Osteocalcin
(ABCAM-ab13418) ve Osteoklast isaretleyicisi olan Cathepsin K (ABCAM-ab19027)
birincil antikoru ile 4 °C’ de biitlin gece inkiibe edildi. Daha sonra Histostain®-Plus 3rd
Gen ITHC Deteksiyon kiti kullanarak ikincil antikor ile inkiibe edilip PBS yikama
sonrasi streptavidin peroksidaz ile 10 dk inkiibasyonu takiben 3, 3’-diaminobenzidine
(DAB) ile kromojen boyama yapilarak birincil antikorlar goriiniir hale getirildi.
Immiinohistokimyasal boyamalar sonrasi kesitler Nikon DS-Filc (Tokyo, Japan)
kamera atagmanli Nikon Eclipse 15 (Tokyo, Japan) 151k mikroskobu ve NIS Elements
stirlim 4.0 goriintli analiz sistemi (Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan) ile incelenip,
400X biyiitmede rastgele secgilen 3 farkli alanda osteoblast ve osteoclast hiicreleri
sayildi (Gorsel 3.13).
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Gorsel 3.13. Immiinohistokimyasal boyamalar sonrasinda kamera atagmant itk mikroskobu
ve goriintii analiz sistemi ile incelenen kesit ornegi
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3.5. istatistiksel Analiz

Yapilan biitlin 6l¢iimlerin istatistiksel analizi Graph-Pad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) programi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel analizler
icin One-Way ANOVA yontemi ve Tukey testi kullanilmigtir. p<0.05 anlamli olarak
kabul edilmistir (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001).
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4. BULGULAR

4.1. Antioksidan Aktivite Bulgulari

Ekstrelerin toplam fenol miktarlar1 1g ekstrede mg Gallik asite esdeger (GAE)
olarak hesaplanmis ve yaprak esktresinde 143,4 mg/GAE fenolik madde bulunmugken
kok ekstresinde 60,6 mg/GAE fenolik madde hesaplanmistir. Koklerdeki diisiik fenolik
madde profile HPLC kromatogramlarindanda goriilmektedir.

Gallik asit kalibrasyon denklemi

y = 1,1193x - 0,002 -

1 R? = 0,99932
1
1 o
0
0 e
0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
0

Sekil 4.1. Toplam fenol miktar tayininde kullanilan gallik asit kalibrasyon
denklemi

Ekstrelerin DPPH radikali siipiiriicii etki sonuglart incelendiginde yaprak ekstresi
0,03 mg/ml IC50 degeri gostermistir. Kok ekstresi ise 0,21 mg/ml IC50 degeri
gostermistir bu bulgular toplam fenol miktar1 ve HPLC de gozlemlenen fenolik madde
profilleri ile dogru orantili olarak bulunmustur. DPPH radikal siipiiriicii etki standart
olarak kullanilan gallik asitde 0,002 mg/ml olarak hesaplanmistir. Ekstrelerin ABTS
radikal siipiiriicii etki sonuclart mM Troloksa esdeger antioksidan kapasitesi (TEAC)
olarak hesaplanmigtir. Hesaplamada troloks kalibrasyon egrisi kullanilmistir. TEAC
sonuglarina gore yaprak ekstresi 1,10 mM TEAC etki gosterirken kok ekstresi 0,44 mM
TEAC etki gostermistir.
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Trolox kalibrasyon egrisi

100
90 y =46,799x - 1,779.7_,.~.
20 R? = 099934
70
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10

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Sekil 4.2. Troloksa Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC) deneyinde kullanilan
troloks kalibrasyon denklemi

Ekstrelerin B-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki sonuglari
benzer bulunmustur bu deneye gére 10 mg/ml konsantrasyonlarda ¢aligilan yaprak ve
kok ekstreleri sirasiyla B-karoten bozulmasini  %39,61 ve %36,69 oraninda
engellemislerdir. Pozitif kontrol olarak BHT 1 mg/ml olarak kullanilmis ve B-karoten

inhibisyonunu %52,82 engellemistir.
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4.2. LC-MS/MS Analizleri

Analiz sonuglarina gore yaprak ekstresinde rozmarinik asit ana madde olrak
bulunmustur. Yaprak ekstresinde ayrica ¢ogu luteolin tiirevi diger flavonoitlere de
rastlanmigtir. Kok ekstresinde kisitli tanimlama yapilabilmistir ve bazi maddeler

bilinmeyen olarak kalmistir tanimlanan bilesikler Tablo 4.1°de verilmistir.

W XWC of DAD Spectral Data: 330,0 nm from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff Max. 2018,7 mAU.
20004

1900+
1800+
17004
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1500+
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1300+
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1000+

900+

Absorbance, mAU

800
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5004
400+
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> MWM
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2 4 6 8 10 2 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 £
Time, min

Sekil 4.3. S. officinalis yaprak ekstresi HPLC kromatogrami
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n

Absorba

TWC of DAD Spectral Data: from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgml) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff
offset by 0,50 min
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Sekil 4.4. S. officinalis kék ekstresi HPLC kromatogram
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TIC: from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgml) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff (Turbo Spray)
offset by 0,50 min
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Sekil 4.5. S. officinalis kok ekstresi TIC kromatogram
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Tablo 4.1. Ekstrelerde LC-MS/MS ile Belirlenen Molekiiller

R m/z[M-H] MS? Tammlama Ekstre Kaynak
9 447 285 Luteolin glukozit Yaprak (Cvetkovikj
vd., 2013).
1 461 285 Luteolin glukuronit Yaprak (Cvetkovikj
vd., 2013).
1 489 285 Luteolin Yaprak (Dias vd.,
asetilheksozit 2014).
1 359 197, 161, Rozmarinik asit Yaprak (Kontogianni
vd., 2013b).
1 563 387, 193, Mediaresinol Yaprak (Mena vd.,
heksozit 2016).
1 285 151, 133, Luteolin Yaprak (Cvetkovikj
vd., 2013).
2 313 161, 151, Salvianolic acid F Yaprak (Chen vd.,
2011).
2 363 319, 301, Blinmeyen Kok
275,191
2 345 283,268, 346 Ma fenolik Yaprak (Kontogianni
diterpen (rozmanol, vd., 2013b).
epirozmanol ,
izorozmanol,
epiizorozmanol,
metoksi karnosik asit
2 345 283,227 346 Ma fenolik Yaprak (Kontogianni
diterpen vd., 2013b).
3 315 300, 285 izoramnetin tiirevi Kok (Kontogianni
benzeri vd., 2013b).
3 331 313, 298, Bilinmeyen Kok
285,270
4 332 304,208, Bilinmeyen Kok
4 345 301, 346 Ma fenolik Yaprak (Kontogianni
285/286 diterpen vd., 2013b).
4 332 316, 260 Bilinmeyen Kok
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4.3. Histopatolojik ve Histomorfometrik inceleme Bulgular

Yapilan histolojik incelemeler sonucunda sadece genisletme yapilan Kontrol
grubunda iyilesen sutura bolgesinde yeni olusan kemik trabekiilleri gozlenmekle
beraber bag dokusu daha genis alan kaplamaktadir. Olusan kemik trabekiilleri bazi
bolgelerde suturanin orta hattinda karsilikli gelmesine ragmen bircok bdlgede
kaynagmamaktadir. Bag dokusunda az sayida kapiller bulunmaktadir (Gorsel 4.1-A).
SO grubunda ise sutura bolgesinde rejenerasyonda ciddi bir artis gozlenmektedir. Yeni
olusan kemik trabiikiillerin sayis1 ve rejenerasyon bdlgesinde kapladigi alanda ciddi
artig goriilmektedir. Eski kemigin bulundugu bolgeden gelisen trabekiiller suturanin orta
hattinda belli bolgelerde kaynasmis durumdadir. Yeni olugsan kemik alaninin artmasiyla
birlike bag dokusu miktar1 da oldukca azalip trabekiillerin arasinda gézlenmektedir. Bag
dokusunda bulunan kapiller sayisinda artig bulunmaktadir. Bununla birlikte inflamatuar

hiicre artis1 da bu grupta goriilmektedir (Gorsel 4.1-C).

Sutura bolgesinde yeni olusan kemik alani Olgiimii yiizdesel incelendiginde
Kontrol grubu % 42,4 + 6,4 ve SO grubu % 48,6 + 7,5 olarak hesaplanmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda yeni olusan kemik alan1 SO grubunda anlamli sekilde

artmistir (p < 0.05) (Sekil 4.6).
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Tablo 4.2. Histomorfometrik parametrelerin istatistiksel sonuglar

Parametreler Gruplar N Ortalama SS SH Anlamhhk

(P degeri)
Yeni Olusan Kemik SO 7 48,64 7,5 2,16 0,04
Alam (%) )

Kontrol 7 42,38 6,37 1,83

Kapiller Sayis1 SO 7 6,5 1 0,29 0,04
(*)
Kontrol 7 4,67 2,06 0,59
. SO 7 1,67 0,49 0,14 0,01
Inflamatuar Hiicre *)
Yogunlugu Kontrol 7 0,83 0,72 0,21

N: 6rneklem biiyiikliigii; SS: standard sapma; SH: standard hata;
*: P<.05; **: P<.01; ***: P<.001

Gorsel 4.1: Genisletilen maksillar sutura bélgesinin histolojik incelenmesi (Kontrol grubu (4), ve SO
grubu (C)’ da sutura bélgesinde rejenerasyon sonucu olugsan kemik trabekiillerinin
organizasyonu ve kapladigi alan, bag dokusu miktarinda ve kapiller sayisinda degisim
goriilmektedir (ob. eski kemik, nb: rejenere olan yeni kemik trabekiilii, cp: kapiller, *: bag
dokusu). Hematoksilen&Eosin boyama, Bar: 500 um.)
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Sekil 4.6. Yeni olusan kemik alaninin gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirilmesi
k
p<0.05

Kapiller sayimi1 Kontrol grubunda 4,6 + 2,1 ve SO grubunda 6,5 + 1 olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.7). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda SO grubunda kapiller

sayisinda artis goziikmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0.05).

Sekil 4.7.

Kapiller Sayisi
+

T
N
’60

o

Rejenerasyon bolgesinde bulunan kapiller sayisimin gruplar arasinda istatistiksel olarak
degerlendirilmesi. * p < 0.05
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Inflamatuar hiicrelerinin yogunlugunun semi-kantitatif skorlamasi sonucunda
Kontrol grubu 0,8 = 0,7 ve SO grubu 1,7 £ 0,5 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda inflamatuar hiicre yogunlugu SO grubunda anlaml sekilde artmistir (p

<0.05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Inflamatuar hiicrelerinin yogunlugunun semi-kantitatif skorlamasinin gruplar arasinda
istatistiksel olarak degerlendirilmesi.* p < 0.05

4.4. Iimmiinohistokimyasal Boyama ile Osteoblast ve Osteoklast Hiicre Sayilarinin
Degerlendirilmesi

Osteokalsin ile isaretlenmis Osteoblastlar genellikle yeni olusan kemik
trabekdillerinin yaninda gozlenmistir. Kontrol grubunda rejenerasyonun daha az
gozlenmesi ile birlikte osteoblastlarin varligi da daha az izlenmektedir (Gorsel 4.2-A).
SO grubunda ise sutura bolgesindeki rejenerasyonun artmasi ile birlikte kemik
trabekiillerinin olusumunda ve bununla birlikte osteoblast varliginda artis gozlenmistir.
Osteoblastlarin varligi kemik trabekiillerinin etrafinda ve trabekiillerin arasinda kalan

bag dokusunda bulunan kapiller etrafinda yogunlastig1 goriilmektedir (Gorsel 4.2-C).
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Gorsel 4.2. Rejenere olan maksillar sutura bélgesinin Osteocalsin ile immiinohistokimyasal boyanmast. ( Kontrol
grubu (4) ve SO grubu (C)’nda sutura bélgesinde rejenerasyon sonucu olusan kemik
trabekiilleri (nb), trabekiillerin ve kapillerin (cp) etrafinda bulunan osteocalsin ile pozitif
boyanmus osteoblastlar (ok simgesi) goriilmektedir. Bar: 100 um)

Yapilan sayimlar sonucunda osteoblast sayis1 Kontrol grubunda 56,5 + 9,6 ve SO
grubunda 77,8 + 15,8 olarak hesaplanmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
osteoblast sayis1 SO grubunda anlamli sekilde artmistir (p < 0.05) (Sekil 4.9).

Tablo 4.3. Immiinohistokimytasal parametrelerin istatistiksel sonuglari

Parametreler Gruplar N Ortalama SS SH Anlamhhk
(P degeri)
Osteoblast sayisi SO 7 77,83 15,8 6,5 0,02
*)

Kontrol 7 56,50 9,57 3,91

Osteoklast sayisi SO 7 3,33 1,3 0,38 0,000
(***)

Kontrol 7 1,17 0,72 0,21

N: 6rneklem biiyiikliigii; SS: standard sapma; SH: standard hata
*: P<.05; **: P<.01; ***: P<.001
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Sekil 4.9. Osteoblast sayisinin gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirilmesi. * p < 0.05

Cathepsin K ile isaretlenmis Osteoklastlar genellikle yeni olusan kemik
trabekiillerinin yaninda, nadiren de i¢inde gézlenmistir. Kontrol grubunda ¢ok az sayida
Cathepsin K pozitif isaretlenmis osteoklast yeni olusan trabekiile komsu ve trabekiil
icerinde gozlenmistir (Gorsel 4.3-A). SO grubunda hem kemik trabekiillerinin yaninda
hem de bag dokusu icerisinde belli bolgelerde osteoklast varliginda artis gézlenmistir.

(Gorsel 4.3-C).

Gorsel 4.3. Rejenere olan maksillar sutura bolgesinin Cathepsin K ile immiinohistokimyasal boyanmasi. (Kontrol
grubu (4) ve SO grubu (C)’nda sutura bédlgesinde rejenerasyon sonucu olusan kemik
trabekiilleri (nb), trabekiillerin ve kapillerin (cp) etrafinda bulunan Cathepsin K pozitif
boyanmus osteoklastlar (ok simgesi) goriilmektedir. Bar: 50 um)
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Yapilan sayimlar sonucunda osteoklast sayis1 Kontrol grubunjde 1,2 + 0,7 ve SO
grubunda 3,3 £+ 1,3 olarak hesaplanmigtir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda osteoklast

sayist SO grubunda anlamli sekilde artmistir (p < 0.001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Osteoklast sayisinin gruplar arasinda istatistiksel olarak degerlendirilmesi. *** p < 0.001
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5. TARTISMA

Bu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda tibbi adagayi (Salvia officinalis L., SO)
tirtiniin farmasotik botanik ozellikleri incelenmis, yaprak ve kok ekstrelerinin
antioksidan etkisi ve fenolik bilesikleri belirlenmis ve ayrica hizli {ist ¢ene
genisletilmesinde surura diizeyinde yeni kemik yapimina olan etkisi sigan modeli
iizerine arastirilmistir. SO’nun in vivo olarak sicanlarda olusturulan {ist ¢ene genisletme
islemi sirasinda ve sonrasinda, yeni kemik olusumuna ve iyilesmesine etkileri,
histomorfometrik incelemede: yeni olusan kemik alani, kapiller sayis1 ve inflamatuar
hiicrelerinin yogunlugu, immiinokimyasal incelemede ise: osteoblast ve osteoklast
sayilar1 konrol grubu ile karsilastirilarak aragtirilmistir. SO’nun kemik yogunluguna
onemli katkilar sagladigi bulunmustur ve histomorfometrik olarak kemik yapimini,
osteoblastik ve osteoklastik aktiviteyi kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttirdig:

gosterilmistir.

Kemik metabolizmasinin incelenmesinde, bu tip c¢aligmalar etik nedenlerle
insanlar lizerinde gerceklestirilemediginden, hayvan deneyleri biiyiik ilgi gérmektedir
(Ozturk vd., 2012). Sigan ve tavsanlarin, kuvvet altinda kemikte ve suturadaki
degilikliklerin incelenmesinde uygun denekler oldugunu bildirilmistir (Saito ve
Shimizu, 1997). Genisletilmis premksiller suturadaki kemik formasyonunu inceleyen
giincel ¢alismalarda daha ¢ok siganlar kullanilmistir (Uysal vd., 2010; Uysal, Amasyali,
vd., 2011; Uysal, Gorgulu, vd., 2011; Kara, Altan, vd., 2012; Kara, Erciyas, vd., 2012;
Altan vd., 2013; Ekizer vd., 2013; Jiang vd., 2013; Halicioglu vd., 2015). Bu sebeple
proje kapsaminda sicanlar {iizerinde hayvan deneyi gerceklestirilmesine karar

verilmistir. Gerekli etik kurul onay1 alinmistir.

Gecmiste yapilan ¢aligmalara gére 20 g’in altinda uygulanan hafif kuvvetlerin
premaksillada genisleme gergeklestiremedigini, ortodontik dis hareketi meydana
getirdigi gostermistir (Storey, 1973b). Bunun yaninda Kara vd. (2012) siirekli, giiclii
kuvvetlerin periodontal ligamanda nekroza ve alveol kemiginde hiyalinize alanlara
neden oldugunu; boylelikle dis hareketini dnleyerek sutural agilmay1 gergeklestirdigini
bildirmistir. Bu nedenle 6nceki sigcan deneylerine benzer olarak, bu ¢alismada 70 g
genisletme kuvveti uygulanmistir (Uysal vd., 2009; Kara, Altan, vd., 2012; Kara,
Erciyas, vd., 2012; Altan vd., 2013; Halicioglu vd., 2015). Bir ¢ok arastirmaci 70 g

kuvvet uygulanarak 5 giin genisletme yapilmasinin sicanlarda premaksiller suturanin
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acilmasinda yeterli oldugunu bildirmistir (Uysal vd., 2009; Kara, Altan, vd., 2012;
Kara, Erciyas, vd., 2012). Bu nedenle bu calismada insizal disler arasindaki mesafe
ol¢lilmemistir ancak ortopedik genislemenin saglandigini dogrulamak i¢in sicanlardan

okliizal radyografi alinmigtir.

S. officinalis geleneksel tipta yara ve kirik travmalarinda yaygin olarak kullanilan
etkili bir bitki olup halk arasinda metabolik kemik hastaliklarinda da kullanildigi da
bildirilmigtir (Putnam vd., 2007). Yapilan ¢aligmalar, tibbi adagayinin kemik
metabolizmasinda 6nemli bir gorev alabilecegi konusunda yol gostermektedir (Zhang,
1984; Shi vd., 2000; Muhlbauer vd., 2003; Putnam vd., 2007). Muhlbauer vd. (2003)
SO’nun ugucu yaglarinin ve monoterpenlerinin ovariektomi yapilmis siganlarda kemik
rezorbsiyonunu inhibe ettigini bulmustur. Bizim projemizin yapildigi ve tamamlandig:
siire¢ igerisinde literatiirde sistemik olarak SO ekstrakti kullaniminin iist g¢ene
genisletmesinde yeni kemik yapimina etkisini inceleyen herhangi bir c¢aligmaya
rastlanmamuistir. Bu tez ¢aligmast SO kullaniminin yeni kemik yapimina olumlu etkileri

oldugunu gosteren ilk ¢alismadir.

Calismamizda SO’nun yaprak ve kok ekstrelerinin karsilastirildigi antioksidan
sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, ekstrelerin B-karoten/linoleik asit
oksidasyonunu inhibe edici etki deney sonuclari hari¢ tiim sonuglar ve toplam fenolik
madde miktar1 arasinda bir korelasyon bulunmustur. B-karoten/Linoleik asit inhibisyon
deneyleri birbirine yakin bulunmustur bu etkiden yaprak ekstresindeki fenolik maddeler
sorumlu olarak goriilirken kok ekstresinde fenolik olmayan ve fakat yapilart MS ile
aydinlatilamamis diger maddelerin etkili oldugu diisliniilmektedir. Yaprak ekstresi
biitiin deney sonuglarda kok ekstresinden daha yiiksek degerler verse de bu sonuglar
pozitif kontroller kadar yiliksek bulunamamistir. Ekstre olarak degerlendirildiginde
DPPH radikal siipiiriicii etkisi yiiksek olarak gézlemlenmistir. SO yaprak ekstresi, biitlin
deney sonuclarda kok ekstresinden daha yiiksek degerler verdigi i¢in ¢alismamizda

hayvan deneyinde SO yaprak ekstresi kullanilmistir.

Calismamizin bulgularma goére SO, hizli list ¢cene genisletmesi ve pekistirilmesi
sonrasinda sutural bolgede yeni olusan kemik alanini, inflamatuar hiicrelerinin
yogunlugunu, osteoblast ve osteoklast sayilarin1 kontrol grubuna gore anlamli sekilde
arttirmaktadir. SO ekstrakt1 giiclii bir antioksidandir (Miura vd., 2002). Igeriginde

bulunan 6zellikle rozmarinik asitin yaninda, kuersetin ve rutin gibi flavonoidlerin ¢ok
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giiclii anioksidatif etkisi vardir (Azevedo vd., 2013). Kemik yapimini hizlandirmadaki
etkisinin, bu antioksidatif iceriklerinden kaynaklandig1 diisiiniilebilir. Bulgularimiz
yalnizca iist ¢ene genisletilmesi ile smirli kalmayip, SO’nun kemik metabolizmasi
iizerine etkileri ile ilgili gelecekte yapilacak olan potansiyel tedavi edici strateji

gelistirme calismalarin1 da destekleyecektir.

Salvia L. tirleri ve kemik metabolizmasiyla ilgili yapilan caligmalar
incelendiginde, Cui vd. (2012) baska bir Salvia tirii olan Salvia miltiorrhizae’nin
predizon verilen sicanlarda alkalen fosfotaz aktivtesini arttirarak kemik yikimini
onledigini bildirmistir. Ayrica Cui vd. (2012) S. miltiorrhizae’nin, hayvanlarda kemik
yapimint arttirarak ve kemik rezorpsiyonunu azaltarak, glukokortikoid nedenli kemik
kaybinin 6niine gecebilecegini gostermistir. Xu vd. (2014) S. miltiorrhizae’nin ERK
sinyalizasyonunu aktive ederek mezenkimal kok hiicre osteogenezini arttirabilecegini
bildirmistir. He ve Shen (2014), S. miltiorrhizae’nin si¢an tibia kemigi kiriginda kemik
iyilesmesinde etkin bir bilesen oldugu gostermistir. Calismamiz, Salvia L. tiirlerinin
kemik kiriklarinda iyilesmeyi saglayan kemik remodeling’ini hizlandirmada 6énemli bir
gorev alabilecegini savunan ¢alismalart desteklemektedir (Zhang, 1984; Shi vd., 2000;
He ve Shen, 2014).

Calismamizda gerceklestirilen histopatolojik ve histomorfometrik incelemeye
gore, genigleme sonrasinda SO uygulamasmin kapiller sayisinin arttifi gézlenmistir.
Diger dokularin olusumunda oldugu gibi osteogenez de damarlanmayla (anjiyogenez)
yakindan iligkilidir (Viateau vd., 2004). Yapilan oOnceki calismalar bazi Salvia L.
tiirlerinin kan hemoreolojisini arttirdigin1 ve kan dolasimini hizlandirdigini bildirmistir
(Yang vd., 2010; Pan vd., 2011). Lay vd. (2003) S. miltiorrhizae’nin VEGF ve VEGF
reseptor genlerinin sirali yukari-regiilasyonu yoluyla anjiyogenezi destekledigini
savunmustur. Lin vd. (2018) giincel calismalarinda, S. miltiorrhizae‘nin yeni kemik
olusumu ve anjiyogenez iizerinde doza bagli olumlu bir etkisi oldugunu gostermistir.
Onceki Salvia L. galismalarini destekler sekilde, bizim ¢alismamizin bulgularma gore
SO yeni olusan kemik alanini, inflamatuar hiicrelerinin yogunlugu, osteoblast ve
osteoklast sayilarmi anlamli diizeyde arttirarak osteogenezi; kapiller sayisini yani
damarlanmay1 arttirarak anjiogenezi de hizlandirmaktadir. Kapiller sayisindaki artis ile

SO’nun hizli iist ¢cene genisletmesi sirasindaki pozitif etkisinin sadece yeni kemik
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yapimint arttirmakla kalmayip, ayn1 zamanda vaskiiler iskemiyi iyilestirme etkisi ile

iliskili oldugu diisiiniilebilir.
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6. SONUC

Salvia officinalis yaprak ekstresi sicanlarda hizli premaksilla genisletmesinde yeni

kemik olusumunu hizlandirmaktadir.

- S. officinalis yaprak ekstresinin sistemik olarak uygulandigi sicanlardan elde
edilen histomorfometrik bulgular; sutural bolgedeki yeni olusan kemik alaninda,
inflamatuar hiicre yogunlugunda, osteoblast ve osteoklast sayisinda ve ayrica kapiller

sayisinda artis oldugunu gostermistir.

- Bu calisma S. officinalis ekstresinin kemik metabolizmasina olan pozitif etkisini
bu parametrelerle kanitlayan ilk calismadir ve gelecekte yapilacak olan potansiyel

tedavi edici ilag gelistirme ¢alismalarini destekleyecektir.

41



KAYNAKLAR

Altan B. A., Kara I. M., Nalcaci R., Ozan F., Erdogan S. M., Ozkut M. M., Inan S.
(2013). Systemic propolis stimulates new bone formation at the expanded suture:
a histomorphometric study. Angle Orthod, 83(2), 286-291.

Angell (1860). Treatment of irregularities of the permanent or adult teeth. Dental
Cosmos 1540-544.

Aras M. H., Erkilic S., Demir T., Demirkol M., Kaplan D. S., Yolcu U. (2015). Effects
of low-level laser therapy on osteoblastic bone formation and relapse in an
experimental rapid maxillary expansion model. Niger J Clin Pract, 18(5), 607-
611.

Arat Z. M., Gokalp H., Atasever T., Turkkahraman H. (2003). 99mTechnetium-labeled
methylene diphosphonate uptake in maxillary bone during and after rapid
maxillary expansion. Angle Orthod, 73(5), 545-549.

Azevedo M. ., Pereira A. F., Nogueira R. B., Rolim F. E., Brito G. A., Wong D. V.,
Lima-Junior R. C., de Albuquerque Ribeiro R., Vale M. L. (2013). The
antioxidant effects of the flavonoids rutin and quercetin inhibit oxaliplatin-
induced chronic painful peripheral neuropathy. Mol Pain, 953.

Bahtiyarca Bagdat R. (2006). Tibbi ve aromatik bitkilerin kullanim alanlari, tibbi
adagayi (Salvia officinalis L.) ve iilkemizde kekik adiyla bilinen tiirlerin
yetistirme teknikleri. Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisti Dergisi, 19-28.

Bakota E. L., Winkler-Moser J. K., Berhow M. A., Eller F. J., Vaughn S. F. (2015).
Antioxidant activity and sensory evaluation of a rosmarinic acid-enriched extract
of Salvia officinalis. J Food Sci, 80(4), C711-717.

Bando Y., Tsukamoto Y., Katayama T., Ozawa K., Kitao Y., Hori O., Stern D. M.,
Yamauchi A., Ogawa S. (2004). ORP150/HSP12A protects renal tubular
epithelium from ischemia-induced cell death. FASEB J, 18(12), 1401-1403.

Baytop T. (1999). Tiirkiye'de Bitkilerle Tedavi. istanbul, Nobel T1p Kitapevleri II.

Beheshti-Rouy M., Azarsina M., Rezaie-Soufi L., Alikhani M. Y., Roshanaie G.,
Komaki S. (2015). The antibacterial effect of sage extract (Salvia officinalis)
mouthwash against Streptococcus mutans in dental plaque: a randomized clinical
trial. Iran J Microbiol, 7(3), 173-177.

Bishara S. E., Staley R. N. (1987). Maxillary expansion: clinical implications. Am J
Orthod Dentofacial Orthop, 91(1), 3-14.

Celep F., Kahraman A.: Salvia L. In Gliner A., Aslan S., Ekim T., Vural M., M.T. B.
(eds), 4 Checklist of the Flora of Turkey -Vascular Plants (Tiirkiye Bitkileri
Listesi -Damarl Bitkiler, (ed. Istanbul, Nezahat Gokyigit Botanik Bahcesi ve
Flora Aragtirmalar1 Dernegi Yayini, 2012, p 585

42



Chen C. G., Wang Y. P. (2006). Magnesium lithospermate B ameliorates renal cortical
microperfusion in rats. Acta Pharmacol Sin, 27(2), 217-222.

Chen H., Zhang Q., Wang X. M., Yang J., Wang Q. (2011). Qualitative Analysis and
Simultaneous Quantification of Phenolic Compounds in the Aerial Parts of Salvia
miltiorrhiza by HPLC-DAD and ESI/MSn. Phytochemical Analysis, 22(3), 247-
257.

Chen Y., Ruan Y., Li L., Chu Y., Xu X., Wang Q., Zhou X. (2003). Effects of Salvia
miltiorrhiza extracts on rat hypoxic pulmonary hypertension, heme oxygenase-1
and nitric oxide synthase. Chin Med J (Engl), 116(5), 757-760.

Coleman (1865). On some forms of irregularity of the teeth and their treatment. Trans
Odontolog Soc Gr Brit 4227-250.

CuiL.,LiT.,LiuY., Zhou L., Li P., Xu B., Huang L., Chen Y., Liu Y., Tian X., Jee W.
S., Wu T. (2012). Salvianolic acid B prevents bone loss in prednisone-treated rats

through stimulation of osteogenesis and bone marrow angiogenesis. PLoS One,
7(4), e34647.

Cvetkovikj 1., Stefkov G., Acevska J., Stanoeva J. P., Karapandzova M., Stefova M.,
Dimitrovska A., Kulevanova S. (2013). Polyphenolic characterization and

chromatographic methods for fast assessment of culinary Salvia species from
South East Europe. Journal of Chromatography A, 1282(0), 38-45.

da Silva Filho O. G., Lara T. S., da Silva H. C., Bertoz F. A. (2006). Post expansion
evaluation of the midpalatal suture in children submitted to rapid palatal
expansion: a CT study. J Clin Pediatr Dent, 31(2), 142-148.

Dauksas E., Venskutonis P. R., Povilaityte V., Sivik B. (2001). Rapid screening of
antioxidant activity of sage (Salvia officinalis L.) extracts obtained by
supercritical carbon dioxide at different extraction conditions. Nahrung, 45(5),
338-341.

Dias M. L., Barros L., Alves R. C., Oliveira M. B. P. P., Santos-Buelga C., Ferreira I. C.
F. R. (2014). Nutritional composition, antioxidant activity and phenolic
compounds of wild Taraxacum sect. Ruderalia. Food Research International,
56(0), 266-271.

Dirmenci T., Satil F., Tiimen G. (2007). Kazdag1 Milli Parki Cigekli Bitkileri. Balikesir,
Zeytinli Belediyesi.

Ekizer A., Uysal T., Guray E., Yuksel Y. (2013). Light-emitting diode
photobiomodulation: effect on bone formation in orthopedically expanded suture
in rats--early bone changes. Lasers Med Sci, 28(5), 1263-1270.

Gong J., Ju A., Zhou D., Li D., Zhou W., Geng W., Li B, Li L., Liu Y., He Y., Song
M., Wang Y., Ye Z., Lin R. (2015). Salvianolic acid Y: a new protector of PC12

cells against hydrogen peroxide-induced injury from Salvia officinalis. Molecules,
20(1), 683-692.

43



Gyamfi M. A., Yonamine M., Aniya Y. (1999). Free-radical scavenging action of
medicinal herbs from Ghana: Thonningia sanguinea on experimentally-induced
liver injuries. General Pharmacology: The Vascular System, 32(6), 661-667.

Haas A. J. (1980). Long-term posttreatment evaluation of rapid palatal expansion. Angle
Orthod, 50(3), 189-217.

Haas A. J. (1970). Palatal expansion: just the beginning of dentofacial orthopedics. Am
J Orthod, 57(3), 219-255.

Haas A. J. (1961). Rapid expansion of the maxillary dental arch and nasal cavity by
opening the midpalatal suture. Angle Orthod, 31(2)73-90.

Haas A. J. (1965). The Treatment of Maxillary Deficiency by Opening the Midpalatal
Suture. Angle Orthod, 35200-217.

Halicioglu K., Corekci B., Akkas 1., Irgin C., Ozan F., Yilmaz F., Turker A. (2015).
Effect of St John's wort on bone formation in the orthopaedically expanded
premaxillary suture in rats: a histological study. Eur J Orthod, 37(2), 164-169.

He X., Shen Q. (2014). Salvianolic acid B promotes bone formation by increasing
activity of alkaline phosphatase in a rat tibia fracture model: a pilot study. BMC
Complement Altern Med, 14493.

Hoffmann S. C., Kampen R. L., Amur S., Sharaf M. A., Kleiner D. E., Hunter K., John
Swanson S., Hale D. A., Mannon R. B., Blair P. J., Kirk A. D. (2002). Molecular
and immunohistochemical characterization of the onset and resolution of human
renal allograft ischemia-reperfusion injury. Transplantation, 74(7), 916-923.

Jiang Y., Liu H. X., Guo J. J,, Tang G. H., Qian Y. F. (2013). Stimulation of bone
formation in the expanding premaxillary suture with a GSK-3beta inhibitor. Oral
Dis, 19(1), 73-79.

Kara M. 1., Altan A. B., Sezer U., Erdogan M. S., Inan S., Ozkut M., Nalcaci R. (2012).
Effects of Ginkgo biloba on experimental rapid maxillary expansion model: a
histomorphometric study. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol, 114(6),
712-718.

Kara M. L., Erciyas K., Altan A. B., Ozkut M., Ay S., Inan S. (2012). Thymoquinone
accelerates new bone formation in the rapid maxillary expansion procedure. Arch
Oral Biol, 57(4), 357-363.

Kayalar E., Schauseil M., Kuvat S. V., Emekli U., Firatli S. (2016). Comparison of
tooth-borne and hybrid devices in surgically assisted rapid maxillary expansion: A

randomized clinical cone-beam computed tomography study. J Craniomaxillofac
Surg, 44(3), 285-293.

Kontogianni V. G., Tomic G., Nikolic I., Nerantzaki A. A., Sayyad N., Stosic-Grujicic
S., Stojanovic 1., Gerothanassis 1. P., Tzakos A. G. (2013a). Phytochemical profile
of Rosmarinus officinalis and Salvia officinalis extracts and correlation to their
antioxidant and anti-proliferative activity. Food Chem, 136(1), 120-129.

44



Kontogianni V. G., Tomic G., Nikolic I., Nerantzaki A. A., Sayyad N., Stosic-Grujicic
S., Stojanovic 1., Gerothanassis I. P., Tzakos A. G. (2013b). Phytochemical profile
of Rosmarinus officinalis and Salvia officinalis extracts and correlation to their
antioxidant and anti-proliferative activity. Food Chemistry, 136(1), 120-129.

Koudstaal M. J., Wolvius E. B., Schulten A. J., Hop W. C., van der Wal K. G. (2009).
Stability, tipping and relapse of bone-borne versus tooth-borne surgically assisted
rapid maxillary expansion; a prospective randomized patient trial. /nt J Oral
Maxillofac Surg, 38(4), 308-315.

Krebs A. (1964). Midpalatal Suture Expansion Studies by the Implant Method over a
Seven-Year Period. Rep Congr Eur Orthod Soc, 40131-142.

Lagravere M. O., Major P. W, Flores-Mir C. (2005). Long-term skeletal changes with
rapid maxillary expansion: a systematic review. Angle Orthod, 75(6), 1046-1052.

Lamparski D. G., Jr., Rinchuse D. J., Close J. M., Sciote J. J. (2003). Comparison of
skeletal and dental changes between 2-point and 4-point rapid palatal expanders.
Am J Orthod Dentofacial Orthop, 123(3), 321-328.

Lay I. S., Chiu J. H., Shiao M. S., Lui W. Y., Wu C. W. (2003). Crude extract of Salvia
miltiorrhiza and salvianolic acid B enhance in vitro angiogenesis in murine SVR
endothelial cell line. Planta Med, 69(1), 26-32.

Lin S., Cui L., Chen G., Huang J., Yang Y., Zou K., Lai Y., Wang X., Zou L., Wu T.,
Cheng J. C. Y., Li G., Wei B., Lee W. Y. W. (2018). PLGA/beta-TCP composite
scaffold incorporating salvianolic acid B promotes bone fusion by angiogenesis
and osteogenesis in a rat spinal fusion model. Biomaterials.

McNamara J. A. (2000). Maxillary transverse deficiency. Am J Orthod Dentofacial
Orthop, 117(5), 567-570.

Mena P., Cirlini M., Tassotti M., Herrlinger K. A., Dall’Asta C., Del Rio D. (2016).
Phytochemical profiling of flavonoids, phenolic acids, terpenoids, and volatile
fraction of a rosemary (Rosmarinus officinalis L.) extract. Molecules, 21(11),
1576.

Mew J. (1983). Relapse following maxillary expansion. A study of twenty-five
consecutive cases. Am J Orthod, 83(1), 56-61.

Miura K., Kikuzaki H., Nakatani N. (2002). Antioxidant activity of chemical
components from sage (Salvia officinalis L.) and thyme (Thymus vulgaris L.)
measured by the oil stability index method. J Agric Food Chem, 50(7), 1845-
1851.

Muhlbauer R. C., Lozano A., Palacio S., Reinli A., Felix R. (2003). Common herbs,
essential oils, and monoterpenes potently modulate bone metabolism. Bone, 32(4),
372-380.

Oomah B. D., Mazza G. (1996). Flavonoids and antioxidative activities in buckwheat.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 44(7), 1746-1750.

45



Ozturk F., Babacan H., Gumus C. (2012). Effects of zoledronic acid on sutural bone
formation: a computed tomography study. Eur J Orthod, 34(2), 141-146.

Pan C., Lou L., Huo Y., Singh G., Chen M., Zhang D., Wu A., Zhao M., Wang S., Li J.
(2011). Salvianolic acid B and tanshinone IIA attenuate myocardial ischemia
injury in mice by NO production through multiple pathways. Ther Adv
Cardiovasc Dis, 5(2), 99-111.

Papandreou M. A., Kanakis C. D., Polissiou M. G., Efthimiopoulos S., Cordopatis P.,
Margarity M., Lamari F. N. (2006). Inhibitory activity on amyloid-p aggregation
and antioxidant properties of Crocus sativus stigmas extract and its crocin
constituents. Journal of agricultural and food chemistry, 54(23), 8762-8768.

Petrick S., Hothan T., Hietschold V., Schneider M., Harzer W., Tausche E. (2011).
Bone density of the midpalatal suture 7 months after surgically assisted rapid
palatal expansion in adults. Am J Orthod Dentofacial Orthop, 139(4 Suppl), S109-
116.

Putnam S. E., Scutt A. M., Bicknell K., Priestley C. M., Williamson E. M. (2007).
Natural products as alternative treatments for metabolic bone disorders and for
maintenance of bone health. Phytother Res, 21(2), 99-112.

Quillen M. (1890). Editorial comments on Treatment of irregularities of permanent or
adult teeth. Dent Cosmos 1540-541.

Reignier J., Sellak H., Lemoine R., Lubineau A., Mazmanian G. M., Detruit H.,
Chapelier A., Herve P. (1997). Prevention of ischemia-reperfusion lung injury by
sulfated Lewis(a) pentasaccharide. The Paris-Sud  University Lung
Transplantation Group. J Appl Physiol (1985), 82(4), 1058-1063.

Saito S., Shimizu N. (1997). Stimulatory effects of low-power laser irradiation on bone
regeneration in midpalatal suture during expansion in the rat. Am J Orthod
Dentofacial Orthop, 111(5), 525-532.

Salgueiro D. G., Rodrigues V. H., Tieghi Neto V., Menezes C. C., Goncales E. S.,
Ferreira Junior O. (2015). Evaluation of opening pattern and bone neoformation at
median palatal suture area in patients submitted to surgically assisted rapid
maxillary expansion (SARME) through cone beam computed tomography. J Appl
Oral Sci, 23(4), 397-404.

Sawada M., Shimizu N. (1996). Stimulation of bone formation in the expanding mid-
palatal suture by transforming growth factor-beta 1 in the rat. Eur J Orthod, 18(2),
169-179.

Schuster G., Borel-Scherf 1., Schopf P. M. (2005). Frequency of and complications in
the use of RPE appliances--results of a survey in the Federal State of Hesse,
Germany. J Orofac Orthop, 66(2), 148-161.

Shi W., Fu S., Du N. (2000). [Effect of effective fraction of Radix Salviae Miltiorrhizae

on procollagen gene expression in fracture healing]. Zhongguo Zhong Xi Yi Jie He
Za Zhi, 20(4), 269-271.

46



Singleton V. L., Orthofer R., Lamuela-Ravent6és R. M.: [14] Analysis of total phenols
and other oxidation substrates and antioxidants by means of folin-ciocalteu
reagent. Methods in enzymology, (ed., Elsevier, 1999, p 152-178

Stark T. M., Sinclair P. M. (1987). Effect of pulsed electromagnetic fields on
orthodontic tooth movement. Am J Orthod Dentofacial Orthop, 91(2), 91-104.

Storey E. (1973a). The nature of tooth movement. Am J Orthod, 63(3), 292-314.

Storey E. (1973b). Tissue response to the movement of bones. Am J Orthod, 64(3), 229-
247.

Sun Y., Zhu H., Wang J., Liu Z., Bi J. (2009). Isolation and purification of salvianolic
acid A and salvianolic acid B from Salvia miltiorrhiza by high-speed counter-
current chromatography and comparison of their antioxidant activity. J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 877(8-9), 733-737.

Takahashi O. (1990). [Histological investigations on the effect of interrupted expansion
force applied to the midpalatal suture in the rat]. Nichidai Koko Kagaku, 16(2),
212-236.

Tang G. H., Xu J., Chen R. J., Qian Y. F., Shen G. (2011). Lithium delivery enhances
bone growth during midpalatal expansion. J Dent Res, 90(3), 336-340.

Timms D. J. (1997). Emerson C. Angell (1822-1903). Founding father of rapid
maxillary expansion. Dent Hist, (32), 3-12.

Timms D. J.: Rapid Maxillary Expansion. (ed. Chicago, Quintessence Publishing Co.,
1981,

Timms D. J. (1980). A study of basal movement with rapid maxillary expansion. 4m J
Orthod, T7(5), 500-507.

Tiirk Farmakopesi II [Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu] I. (2016). Adacay1 Yapragi,
Tibbi (Sage Leaf, Salvia officinalis folium). Ankara, T.C. Saghk Bakanlig1 Yaymn
No:1040, TITCK Yayin No:4.

Uysal T., Amasyali M., Enhos S., Karslioglu Y., Yilmaz F., Gunhan O. (2010). Effect
of periosteal stimulation therapy on bone formation in orthopedically expanded
suture in rats. Orthod Craniofac Res, 13(2), 89-95.

Uysal T., Amasyali M., Enhos S., Sonmez M. F., Sagdic D. (2009). Effect of ED-71, a
New Active Vitamin D Analog, on Bone Formation in an Orthopedically
Expanded Suture in Rats. A Histomorphometric Study. Eur J Dent, 3(3), 165-172.

Uysal T., Amasyali M., Olmez H., Enhos S., Karslioglu Y., Gunhan O. (2011). Effect of
vitamin C on bone formation in the expanded inter-premaxillary suture. Early
bone changes. J Orofac Orthop, 72(4), 290-300.

47



Uysal T., Gorgulu S., Yagci A., Karslioglu Y., Gunhan O., Sagdic D. (2011). Effect of
resveratrol on bone formation in the expanded inter-premaxillary suture: early
bone changes. Orthod Craniofac Res, 14(2), 80-87.

Velioglu Y., Mazza G., Gao L., Oomah B. (1998). Antioxidant activity and total
phenolics in selected fruits, vegetables, and grain products. Journal of
agricultural and food chemistry, 46(10), 4113-4117.

Viateau V., Guillemin G., Yang Y. C., Bensaid W., Reviron T., Oudina K., Meunier A.,
Sedel L., Petite H. (2004). A technique for creating critical-size defects in the
metatarsus of sheep for use in investigation of healing of long-bone defects. Am J
Vet Res, 65(12), 1653-1657.

Wang C., Zhao X., Mao S., Wang Y., Cui X., Pu Y. (2006). Management of SAH with
traditional Chinese medicine in China. Neurol Res, 28(4), 436-444.

Wu B., Liu M., Zhang S. (2007). Dan Shen agents for acute ischaemic stroke. Cochrane
Database Syst Rev, (2), CD004295.

XingH.C,LiL.J, XuK.J.,, Shen T., Chen Y. B., Chen Y., Fu S. Z., Sheng J. F., Chen
C. L, Wang J. G, Yan D., Dai F. W.,, Sha X. Y. (2005). Effects of Salvia
miltiorrhiza on intestinal microflora in rats with ischemia/reperfusion liver injury.
Hepatobiliary Pancreat Dis Int, 4(2), 274-280.

Xu D., Xu L., Zhou C., Lee W. Y., Wu T., Cui L., Li G. (2014). Salvianolic acid B
promotes osteogenesis of human mesenchymal stem cells through activating ERK
signaling pathway. Int J Biochem Cell Biol, 511-9.

Yang Q., Wang S., Xie Y., Wang J., Li H., Zhou X., Liu W. (2010). Effect of
salvianolic acid B and paeonol on blood lipid metabolism and hemorrheology in
myocardial ischemia rabbits induced by pituitruin. Int J Mol Sci, 11(10), 3696-
3704.

Zhang J. Y. (1984). [Effect of Salvia miltiorrhiza root on calcium deposition in
experimental fracture healing]. Zhong Xi Yi Jie He Za Zhi, 4(9), 536-539, 515.

Zhou L., Zuo Z., Chow M. S. (2005). Danshen: an overview of its chemistry,
pharmacology, pharmacokinetics, and clinical use. J Clin Pharmacol, 45(12),
1345-1359.

Zimring J. F., Isaacson R. J. (1965). Forces Produced by Rapid Maxillary Expansion. 3.
Forces Present during Retention. Angle Orthod, 35178-186.

48



EK-1 Etik Kurul Karar1




EK-2 Ekstrelerde Tespit Edilen Molekiillerin Kiitle Spektrumlari

W _EPI (446,82) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 9,791 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Turb... Max. 4,3¢5 cp

4.3e5 446,9

4,2e5-
4,0e5
3,8e5
3,6e5
3,4e5
3,2e5+
3,0e5+
2,8e5
2,6e5+
2,4e5+
2,2e5

Intensity, cps

2,0e5+
1,85+
1,6e5+
1,45+
1,25+
1,0e5+
8,0e4+
6,0e4+
4,0e4
2,0e4-| 2854

L " Iy
0,0 T T T T T T t T T T T T ]
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 80

m/z, Da

Ek 2.1: Luteolin glukozit

[ _EPI (460,72) Charge (+1) CE (15) FT (250): Exp 3, 11,222 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Tur... Max. 3,3e5 cps|.

3.3¢5 460,7

3,2e54
3,0e5+
2,8e5+
2,6e54
2,4e54
2,25+
2,0e54
1,8e5

1,6€5

Intensity, cps

1,4€5-
1,2e5
1,0e5
8,0e4
6,084 285,1

4,0e4 -

2,0e4+

Mo ! .
00
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 80(
m/z, Da

EKk.2.2: Luteolin glukuronit

50



3,8e5

3,6e5-
3,4e5
3,2e5+
3,0e5
2,8e5-

2,6e5-

cps

2,4e5-
2,2e5-
2,0e5-

1,8e5+

Intensity,

1,6e51
1,4€5
1,2e54
1,0e5
8,0e4 -
6,0e4 -
4,0e4 1
2,0e4

00"

[ _EPI (488,90) Charge (+0) CE (15) FT (250): Exp 3, 12,177 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Tur...

488,8

285,5

Max. 3,8e5 cps|

100

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z, Da

700

750

80(

EK.2.3: Luteolin asetilheksozit

8,9e5
8,5e5
8,0e5
7,5e5
7,0e5
6,5e5
6,0e5 1

5,5e5

cps

5,0e5

4,55

Intensity,

4,0e54
3,5e5
3,0e54
2,5e54
2,0e5
1,55
1,0e54

5,0e4

00"

[ _EPI (358,75) Charge (+0) CE (15) FT (90,232): Exp 3, 13,016 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (..

358,8

161,0

90 1969

Max. 8,9e5 cps|

100

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z, Da

700

750

800

EK.2.4: Rozmarinik asit

51



a
o

Intensity,

2,2e54
2,15+
2,0e54
1,95
1,8e5
1,7e54
1,6€5
1,5e5
1,4e5
1,3e5
1,2e5+
1,1€5
1,0e5
9,0e4+
8,0e4
7.0e4+
6,0e4
5,0e4+
4,0e4
3,0e4
2,0e4+
1,0e4

174,9

163.1) 4930

W _EPI (562,93) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 14,409 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Tur...

386,8

Max. 2,2e5 cps|.

0.0%
100

150 200

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z, Da

750

80

EKk.2.5: Mediaresinol glukozit

L

Intensity, cps

-EPI (284,87) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 16,858 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Tur...

2,0e5+
1,9e5
1,8e5
1,7e5
1,6€5
1,55
1,4e5-
1,3e5
1,25+
1,1e5
1,0e5
9,0e4+
8,0e4+
7,0e4+
6,0e4
5,0e4+
4,0e4
3,0e4+
2,0e4+

1,0e4

133,0

150,8

284,8

Max. 2,0e5 cps|

0,07
100

150 200

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z, Da

750

80(

Ek.2.6: Luteolin

52



Intensity, cps

4,45+
4,25+
4,0e5
3,8e5
3,6e54
3,45+
3,2e54
3,0e54
2,8e54
2,6e54
2,45+
2,2e54
2,0e54
1,8e5
1,6e5
1,4e5
1,25
1,0e5
8,0e4+
6,0e4+
4,0e4
2,0e4+

00"

160,9

133,1
151,1
123,1

[ _EPI(312,87) Charge (+0) CE (30) FT (250): Exp 4, 19,617 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Tur...

Max. 4,55 cps|

100

150 200 250

300

350 400 450

m/z, Da

500

550

600

650

700

750

800

EKk.2.7: Salvianolik asit F

cps

Intensity,

4,2e5+
4,0e5+
3,8e5
3,6e5
3,4e5
3,2e5
3,0e5
2,8e5
2,665+
2,4e5+
2,2e54
2,0e54
1,8e5+
1,65+
1,45+
1,2e5+
1,0e54
8,0e4
6,0e4
4,0e4+
2,0e4+

283,1

268,3

2273
267.4

. wo g il
t

34?,9

[ _EPI (344,87) Charge (+1) CE (45) FT (250): Exp 5, 24,844 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff (Tur...

Max. 4,2e5 cps|

0,0M
100

150 200 250

300

350 400 450
m/z, Da

500

550

600

650

700

750

80q

Ek.2.8: Rozmanol, epirozmanol , izorozmanol, epiizorozmanol, metoksi karnosik asit

53



W _EPI (344,90) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 26,218 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgmi) of Sofficinalis yaprak 11mgmi.wiff (Tur... Max. 2,7e5 cps),

283,0
2,6e5

2,4e5
2,25
2,0e5

1,8e5+

cps

1,6e5

1,4e5+

1,2e5+

Intensity,

1,0e5+
8,0e4q
6,0e4 1

4,0e4+
227,0

3448
2,0e4
268,0
oM s wd by ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
m/z, Da

Ek.2.9: Rozmanol, epirozmanol , izorozmanol, epiizorozmanol, metoksi karnosik asit

W _EPI(344,88) Charge (+0) CE (15) FT (226,366): Exp 3, 40,144 min from Sample 1 (Sofficinalis yaprak 11mgml) of Sofficinalis yaprak 11mgml.wiff ... Max. 4,65 cps|.

4,665 30,1

4,45
4,2e5
4,0e5
3,8e54
3,6e54
3,4e5
3,2e54

3449

3,0e5

ps

2,8e5
2,6e5 2864
2,4e5+
2,265+

Intensity, c

2,0e5 |
1,8e54
1,6e51
1,465
1,265
1,0e5
8,0e4 |
6,0e4 |
4,0e4 |
2,0e4 |
0,01’ : : : ! : : : ‘

0 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 80!
m/z, Da

Ek.2.10: Rozmanol, epirozmanol , izorozmanol, epiizorozmanol, metoksi karnosik asit

54



W _EPI(362,97) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 22,465 min from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgml) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff (Turbo Spr...

1,25e5
1,20e5
1,155
1,10e51
1,055
1,00e54
9,50e4
9,00e4
,, 8.50e4
28,00e4 §
)

- 7,50e4
>
=7,00e4
m
< 6,50e4 4
o
* 6,00e4
c
"~ 5,50e4

5,00e4
4,50e4
4,00e4
3,50e4
3,00e4
2,50e4
2,00e4
1,50e4
1,00e4

1231

191,2

151,0 163,2

301,0

275,0

24712591

2311

Max. 1,3e5 cps|.

350 400 450 500 550 600 650
m/z, Da

700

750

Ek.2.11: Bilinmeyen (Kék)

5,0e5
4,8e5-

4,6€5 -
4,45+
4,2e5+
4,0e5
3,8e54
3,6e5
3,45+
3,2e54
3,0e5+
2,8e5+
2,65+
2,4e5+
2,25+
2,0e54
1,85
1,6e5
1,4e5
1,2e5-
1,0e5-
8,0e4+
6,0e4
4,0e4
2,0e4+

0.0"

Intensity, cps

2443

229,3

25} 4 2854

b

[ -EPI(315,14) Charge (+1) CE (45) FT (207,335): Exp 5, 36,225 min from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgmi) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff (Turbo...

315,0

299,6

Max. 5,0e5 cps;.

100

150

200

250

300 350 400 450 500 550 600 650
m/z, Da

700

750

80(

Ek.2.12: Bilinmeyen (Kék)

55



1,23e6
1,20e6

1,15e6 4
1,10e6 4
1,05€6 ]
1,00e6
9,50e5
9,00e5]
8,50e5]
 §,00e5]
(-8
©7,50e5
>7,0085 |
' 6,50e5 |
c
©6,00e57
£ 5,505
5,00e5]
4,50e5]
4,00e5
3,50e5
3,00e5]
2,505
2,00e59
1,50e51
1,085
5,00e4 |
0,00%

179,2

270,2

298,0

2853

27,2
i |

312,9

[ EPI(331,03) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 36,8671 min from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgml) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff (Turbo Spr...

330,9

Max. 1,2e6 cps|

100 150

200

250

300

450 500 550

m/z, Da

350 400

600 650 700 750 804

Ek.2.13: Bilinmeyen (Kék)

L

1,09e5
1,05e5
1,00e5
9,50e4
9,00e4
8,50e4
8,00e4
7,50e4
»
o 7,004
)
.6,50e44
>
= 6,00e4 1
»
< 5,50e4 ]
ol
< 5,00e4
4,50e4
4,00e4
3,50e4
3,00e4
2,50e4
2,00e4
1,50e4 4
1,00e4

5000,004 1380

179,0

208,0

248,0

304,0

288,1

L

-EPI (332,02) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 40,008 min from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgml) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff (Turbo Spr...

331,9

Max. 1,1€5 cps|

000l | wu
100 150

200

250

300

450 500 550

m/z, Da

350 400

600 650 700 750 80(

Ek.2.14: Bilinmeyen (Kék)

56



cps

Intensity,

4,0e5
3,8e5+
3,6e5+
3,4e5+
3,2e54
3,0e5+
2,8e54
2,6e5
2,4e54
2,2e54
2,0e5+
1,8e5+
1,6e5
1,4e5
1,2e5-
1,0e5
8,0e4
6,0e4+
4,0e4

2,0e4+

00"

260,2

316,

30?.4

3319

2

[ _EPI(332,01) Charge (+0) CE (45) FT (250): Exp 5, 40,969 min from Sample 1 (Sofficinalis kok 13mgml) of Sofficinalis kok 13mgml.wiff (Turbo Spr...

Max. 4,15 cps|

100

150

200

250

300

350 400 450 500
m/z, Da

550

600

650

700

750

804

Ek.2.15: Bilinmeyen (Kék)
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